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NUEVOS COMPUESTOS DE UREA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a nuevos
compuestos de urea, a composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos, a métodos para usar los compuestos
para tratar trastornos fisioldégicos, y a intermediarios vy

procesos utiles en la sintesis de los compuestos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién estd en el campo de
tratamiento de diabetes y otras enfermedades y trastornos
asociados con hiperglicemia. La diabetes es un grupo de
enfermedades que estd caracterizado por niveles altos de
glucosa en sangre. Afecta aproximadamente a 25 millones de
personas en los Estados Unidos y es también la 7ma. causa
conducente de muerte en los Estados Unidos de conformidad con
la Hoja Informativa de Diabetes Nacional 2011 (Departamento
de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, Centros
para el Control y Prevencién de Enfermedades) . Los
cotransportadores de glucosa acoplados al sodio (SGLT, por
sus siglas en inglés) son uno de los transportadores
conocidos por ser responsables de la absorcidn de
carbohidratos, tales como glucosa. Mas especificamente, el

SGLT1 es responsable del transporte de glucosa a través de la
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membrana del borde en cepillo del intestino delgado. La
inhibicidén del SGLT1 puede resultar en absorcidén reducida de
glucosa en el intestino delgado, de este modo proporcionando
un procedimiento Util para tratar diabetes.

La Publicacién de Solicitud de Patente
Estadounidense No. 2008/0139484 Al describe compuestos
heterociclicos que contienen nitrdégeno 1-(R-D-
glicopiranosil)-3-sustituido que tienen actividad inhibidora
de y/o SGLT2 los cuales son ademéds descritos por ser utiles
para la prevencidén o tratamiento de una enfermedad asociada
con hiperglicemia, tal como diabetes. Ademds, la Patente
Estadounidense No. 7,851,617 describe derivados de indol los
cuales son inhibidores de SGLT y son ademéds descritos por ser
utiles para el tratamiento o ©prevencidédn de diabetes vy

condiciones relacionadas.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Existe una necesidad de farmacos vy tratamientos
alternativos para diabetes. La presente invencidn proporciona
ciertos nuevos inhibidores de SGLT1 1los cuales pueden ser
adecuados para el tratamiento de diabetes.

Por consiguiente, la presente invencidén proporciona

un compuesto de Férmula I:

N Formula I
(] M

o0 una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencidén también proporciona un método
para tratar diabetes en un paciente que comprende administrar
a un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad
efectiva de un compuesto de Foérmula I, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable. La presente invencidén ademds
proporciona un método para tratar diabetes tipo 1 en un
paciente que comprende administrar a un paciente en necesidad
de tal tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de
Férmula I, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.
Ademas, la presente invencidédn proporciona un método para

tratar diabetes tipo 2 en un paciente qgue comprende
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administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una
cantidad efectiva de un compuesto de Férmula I, o una sal del
mismo farmacéuticamente aceptable. La presente invenciédn
también proporciona un método para tratar tolerancia a la
glucosa alterada (IGT, por sus siglas en inglés), glucosa en
ayunas alterada (IFG, por sus siglas en inglés), o sindrome
metabdélico en un paciente gue comprende administrar a un
paciente en necesidad de tal tratamiento una <cantidad
efectiva de un compuesto de Férmula I, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable.

Ademds, esta invencidn proporciona un compuesto de
Férmula I o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable
para uso en terapia, en particular para el tratamiento de
diabetes. Ademds, esta invencidén proporciona un compuesto de
Férmula I o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable
para uso en el tratamiento de diabetes tipo 1. Ademds, esta
invencidén proporciona un compuesto de Férmula I o una sal del
mismo farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento
de diabetes tipo 2. La invencidén ademds proporciona un
compuesto de Férmula I o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable para uso en el tratamiento de tolerancia a la
glucosa alterada (IGT), glucosa en ayunas alterada (IFG), o
sindrome metabdlico. Esta invencidédn también proporciona el
uso de un compuesto de Férmula I, o una sal del mismo

farmacéuticamente aceptable, para la manufactura de un
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medicamento para el tratamiento de diabetes. Ademéds, esta
invencién proporciona el uso de un compuesto de Fdérmula I, o
una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, para la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de diabetes
tipo 1. Esta invencidén también proporciona el uso de un
compuesto de Férmula I, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, para la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de diabetes tipo 2. La invencidén también
proporciona el uso de un compuesto de Fdérmula I, o una sal
del mismo farmacéuticamente aceptable, para la manufactura de
un medicamento para el tratamiento de IGT, IFG, o sindrome
metabdlico.

La invencidén ademds proporciona una composicidn
farmacéutica que comprende un compuesto de Fdérmula I, o una
sal del mismo farmacéuticamente aceptable, con uno o mas
portadores, diluyentes o) excipientes farmacéuticamente
aceptables. Esta invencién también abarca nuevos
intermediarios y procesos para la sintesis del compuesto de
Férmula TI.

Como se usa en la presente, los términos “tratar” o
“trata”, incluyen restringir, disminuir, detener, o invertir
el progreso o severidad de un sintoma o trastorno existente.

Como se usa en la presente, el término *“paciente”
se refiere a un mamifero, tal como un ratdn, cobayo, rata,

perro, o humano. Se entiende que el paciente preferido es un
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humano.

Como se usa en la presente, el término *“cantidad
efectiva” se refiere a la cantidad o dosis de compuesto de la
invencidén, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable la
cual, después de la administracidén de dosis UGnica o multiple
al paciente, proporciona el efecto deseado en el paciente
bajo diagndéstico o tratamiento.

Una cantidad efectiva puede ser facilmente
determinada por el especialista que atiende, como un experto
en la técnica, por el uso de técnicas conocidas y observando
resultados obtenidos bajo circunstancias andlogas. En la
determinacién de la cantidad efectiva para un paciente, un
numero de factores son considerados por el especialista que
atiende, que incluyen, pero no se limitan a: las especies de
mamifero; su tamafo, edad y salud general; la enfermedad o
trastorno especifico involucrado; el grado de o)
involucramiento o la severidad de la enfermedad o trastornos;
la respuesta individual del paciente; el compuesto particular
administrado; el modo de administracidén; las caracteristicas
de biodisponibilidad de la preparacidén administrada; el
régimen de dosis seleccionado; el uso o medicamento
concomitante; y otras circunstancias relevantes.

Los compuestos de Férmula I son en general
efectivos sobre un amplio intervalo de dosificacidén. Por

ejemplo, las dosificaciones por dia normalmente caen dentro
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del intervalo de aproximadamente 0.01 hasta aproximadamente
30 mg/kg de peso corporal. En algunos casos los niveles de
dosificacién por debajo del 1limite inferior del intervalo
mencionado antes pueden ser mas que adecuados, mientras que
en otros casos dosis todavia mds grandes pueden ser empleadas
sin causar algun efecto secundario nocivo, y por lo tanto el
intervalo de dosificacidén anterior no estd propuesto para
limitar el alcance de la invencidén en cualquier forma.

Los compuestos de la invencidén son preferiblemente
formulados como composiciones farmacéuticas administradas por
cualquier ruta la cual hace al compuesto biodisponible. Muy
preferiblemente, tales composiciones son para administracién
oral. Tales composiciones farmacéuticas vy procesos para
preparar las mismas son bien conocidos en la técnica. (Véase,
por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy
(D.B. Troy, Editor, 2lra. Edicidén., Lippincott, Williams &
Wilkins, 2006).

En un aspecto adicional de 1la invencidén, 1los

presentes compuestos son administrados en combinacidn con uno

o} mas agentes terapéuticos, tales como agentes
antidiabéticos. La administracidén en combinacidén incluye
administracién simultédnea o) secuencial. Ademds, la

administracidén simultdnea de la combinacidén puede ser como
una dosis de combinacidén Unica o dosis separada de cada

agente terapéutico. Ejemplos de agentes antidiabéticos
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incluyen metformina; un inhibidor de DPPIV, tal como
sitagliptina o linagliptina; una sulfonilurea, tal como
glimepirida; una tiazolidindiona, tal como pioglitazona; una
insulina basal, tal como glargina; una insulina de accién
rapida, tal como HUMALOG o NOVOLOG; un agonista de GLP-1, tal
como exendatida o liraglutida; un inhibidor de SGLT2, tal como
dapaglifozina o empagliflozina; un antagonista del receptor
de glucagdn, tal como LY2409021; y similares.

Los compuestos de Férmula I son preparados como se
ilustra en las ©preparaciones, ejemplos, y esquemas de
reaccidén siguientes. Los reactivos y materiales de partida
son facilmente disponibles para uno de habilidad ordinaria en
la técnica. Todos los sustituyentes, a menos dgue se
especifiquen de otro modo son como se definen previamente. Se
entiende que estos esquemas de reaccidn, preparaciones, y
ejemplos, no estdn propuestos para ser limitantes al alcance
de la invencidén en cualquier forma.

Ejemplos de resoluciones incluyen técnicas de
cristalizacidén selectiva o cromatografia quiral. (Véase, por
ejemplo, J. Jacques, et al., “Enantiomers, Racemates, and
Resolutions”, John Wiley and Sons, Inc., 1981, and E.L. Eliel
and S.H. Wilen,” Stereochemistry of Organic Compounds”,
Wiley—-Interscience, 1994). Debe ser claro ademds para uno de
habilidad ordinaria en la técnica, que la separacidén vy

aislamiento, por cromatografia, cromatografia quiral o
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cristalizacién selectiva, de diasteredmeros individuales o
isdémeros geométricos de Férmula I o diasteredmeros
individuales o isdémeros geométricos de intermediarios gque
conducen a la Férmula I, puede ocurrir en cualquier punto

conveniente en la sintesis.
Como se usa en la presente, “8” se refiere a campo

bajo en partes por milldén a partir de tetrametilsilano;

“min” se refiere a minuto o minutos; “hrs” se refiere a
horas; “THF"” se refiere a tetrahidrofurano; “EtOAc” se
refiere a acetato de etilo; “MeOH” se refiere a metanol o
alcohol metilico; “EtOH” se refiere a etanol o alcohol
etilico; *“TFA"” se refiere a 4&acido trifluoroacético; “DPPA"
se refiere a difenilfosforil azida; “HATU” se refiere a
hexafluorofosfato de O-(7—-azabenzotriazol-1-il) -
N,N,N’,N’tetrametiluronio; “CDI"” se refiere a 1,1'-
carbonildiimidazol; “DDQ"” se refiere a 2,3-dicloro-5,6-
diciano-1, 4-benzoquinona, “¥Xphos” se refiere a 2—

diciclohexilfosfino-2',4',6"'-triisopropilbifenilo; “MTBE” se
refiere a metil terc-tubiléter; “HPLC” se refiere a
cromatografia ligquida de alta resolucidn; “Ac” se refiere a
un sustituyente acetilo de la siguiente estructura:

0
&ﬁfﬂﬁi

Y el término “BOC” se refiere a un grupo protector

.
’

t-butiloxicarbonilo.
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Las sales farmacéuticamente aceptables y
metodologia comun para prepararlas son bien conocidas en la
técnica. Véase, por ejemplo, Gould, P.L., “Salt selection for
basic drugs,” International Journal of Pharmaceutics, 33:
201-217 (1986) ; Bastin et al. “Salt Selection and
Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical
Entities,” Organic Process Research and Development, 4: 427-
435 (2000); y S.M. Berge, et al., *"Pharmaceutical Salts,”
Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, No. 1, Enero
1977. Un experto en la técnica de sintesis apreciara que los
compuestos de Férmula I como aminas son bases organicas, vy
que son facilmente convertidos a, vy aislados como sales
farmacéuticamente aceptables wusando técnicas y condiciones

bien conocidas por uno de habilidad ordinaria en la técnica.
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Preparacién 1

d-metilindolina

o
“m-jINJIj

Método A

Se cargd 4-metil-1H-indol (500 g; 1.0 equiv; 3.811
moles) vy acido acético (2000 mL) a un matraz de 20 L a
temperatura ambiente. Se enfrié la solucidn a o°c
(temperatura interna) y después se agregd cianoborohidruro de
sodio (359.2 g; 1.5 equiv; 5.71 moles) en 5 porciones
iguales, mientras la mezcla de reaccidén no se deja calentar
arriba de 10°C. Cuando la adicidén se completd, la mezcla de
reaccidén se agitd a temperatura ambiente por 2 horas. Se
enfrié la mezcla de reaccidn a 0°C y se agregd hielo (5 Kg).
Se agregd una solucidén pre-enfriada (5°C) de hidrdéxido de
sodio (4M) muy lentamente para lograr un pH de mezcla de
reaccidédn de 14. Se extrajo la mezcla de reaccidn con acetato
de etilo (2X10L). Se combinaron las capas organicas y se
lavaron con agua (1 X 10 L) y salmuera (1 X 10 L). Se secd
sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrdé y concentrd bajo
presidén reducida para obtener el compuesto del titulo (460 g,
90% de rendimiento): espectro de masa (m/z): 134 (M+1).

Método B

Se cargd acido trifluorocacético (7.62 moles; 576.42

mL) a un matraz de 3 cuellos de 2000 mL, equipado con
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termémetro, agitador magnético, linea de nitrdégeno, y embudo
de goteo. Se colocd el matraz en un bafioc de hielo/agua y se
enfrié la mezcla a 13°C (temperatura interna). Se agregd 4-
metil-1H-indol (762.33 mmoles; 94.25 mL; 100.00 g) durante 3
minutos no permitiendo a la temperatura de la mezcla de
reaccidén exceder 25°C. La mezcla se agitd por aproximadamente
1 minuto después que la adicidén se completd, dejando 1la
temperatura de la mezcla de reaccidén alcanzar 20°C, después
se removidé el matraz del bafo de hielo y se agitd por 10
minutos a 20°C. Se agregd trietilsilano (876.68 mmoles;
140.47 mL; 101.94 g) por goteo a la reaccidén durante 41
minutos, dejando a la temperatura elevarse a 25°C, después se
mantuvo la temperatura entre 25°C y 30°C por el uso de un
bafio de agua enfriada como se requiera. Cuando la adicidn se
completd la mezcla de reaccidn se agitd por 80 minutos. Se
enfrié la mezcla de reaccidén a 10°C después se vertid en un
mezcla de hielo (1000 g) &cido clorhidrico 5M (800 ml) y MTBE
(2000 ml) con la agitacidén. Se observa gque es importante
apagar en un sistema bifdsico para prevenir la formacidén de
impurezas. Se separd la fase acuosa y los orgadnicos se
extrajeron con adcido clorhidrico (400 ml; 2 M), después acido
clorhidrico (2 x 200 ml; 2 M). Se combinaron los extractos
acuosos y se enfriaron en agua helada. Se agregd 50% en p/p
de NaOH para lograr pH>10 manteniendo la temperatura por

debajo de 30°C. Se extrajo la mezcla acuosa con MTBE (1000
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ml, después 200 ml). Se los extractos organicos se
combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se
filtraron y concentraron bajo presidén reducida para dar el
compuesto del titulo (73 g; 68% de rendimiento): espectro de
masa (m/z): 134 (M+1).

Método C

Se agregd una solucidén de 4-metil-1H-indol, (114.35
mmoles; 15.00 g) en tetrahidrofurano (75.00 mL) a una
solucidén de monohidrato de &cido p-toluensulfdénico (137.22
mmoles; 23.63 qg) en agua (75.00 mL) con agitacidén a
temperatura ambiente. Se agregd 5% de platino en carbono

(Johnson Matthey Tipo 103; 1.50 g) bajo un blanco de didxido

de carbono. Se <colocd la mezcla bajo una atmdésfera de
hidrdégeno (4.2 bar) vy se sacudidé a temperatura ambiente
durante la noche. Se diluyé la mezcla de reaccidén con

hidréxido de sodio (2M solucidén acuosa; 148.65 mmoles; 74.33
mL) y se agitd con MTBE (150.00 mL). Se filtrdé la mezcla a
través de tierra diatomdcea y se lavd la almohadilla con MTBE
(50 mL). Se separd lo filtrado y se extrajo lo acuoso con
MTBE (100 mL). Se combinaron los orgadnicos, se secaron sobre
sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y concentraron bajo
presidén reducida para dar el compuesto del titulo (14.80 g;

97.17% de rendimiento): espectro de masa (m/z): 134 (M+1).
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Preparacidén 2

Acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6—-(4-

metilindolin-1-il)tetrahidropiran-2-il]lmetilo.

__(
ﬁ;.

Método A

Esquema de reaccién I, Etapa A: D-glucosa se
humedecié (180.2 mmol) con agua (25 mL) y después se agregd
4-metilindolina, (180.2 mmoles) en etanol (200 mL). La
mezcla se purgd con nitrdédgeno y se calentd a reflujo bajo una
atmésfera de nitrdgeno durante la noche. Después se enfrid a
temperatura ambiente y se concentrd bajo presidn reducida. Al
residuo resultante, se agregdé diclorometano (200 mL), N,N-
dimetilaminopiridina (9.0 mmol), vy piridina (2.5 mol). La
mezcla se enfridé en un bafio de hielo y después se agregd
anhidrido de 4&cido acético (1.1 mol) por goteo durante 30
minutos. La mezcla se concentrd bajo presidén reducida, el
residuo se diluyd con acetato de etilo (500 mL), y la mezcla
se lavd con dcido citrico (solucidn acuosa saturada; 50 mL)
en agua (500 mL). Se lavd con salmuera (500 mL), se secd
sobre sulfato de sodio, se filtrd, y concentrdé bajo presidn

reducida. Se agregd etanol (500 mL) y se mezcld a 50 °C por
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10 minutos. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente vy
después en hielo/agua. La mezcla resultante se filtrd y se
secd bajo presidn reducida para dar el compuesto del titulo
(32 g; 38.32% de rendimiento): espectro de masas (m/z): 464.2
(M+1) .

Método B

Esquema de reaccién 1, Etapa A: Se cargd a un
matraz de tres cuellos de 20 L wuna solucién de 4-
metilindolina (1000 g; 7.5Imoles) en etanol: agua (8000 ml:
1000 ml) vy D-glucosa (1480g; 8.25 moles). Se calentd 1la
mezcla por 6 horas a 80°C. Se concentrd la mezcla bajo
presidén reducida y se disolvidé el residuo en piridina:
diclorometano (8000m1l: 8000ml) . Se agregd
dimetilaminopiridina (91.79 g; 0.75 moles) y se enfridé 1la
mezcla de reaccidén a 10°C (temperatura interna). Se agregd
anhidruro acético (9000 ml) por goteo. Cuando la adicidn se
completd la mezcla de reaccidn se agitd por 1 hora a 45°C y
después se agitd durante la noche a temperatura ambiente. Se
concentrd la mezcla bajo presidn reducida. Se agregd acetato
de etilo (20 L) y agua (10 L) al residuo. Se separd la capa
orgénica y se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo (2
X 10 L). Se combinaron las capas organicas y se lavaron con
una solucidén saturada de acido citrico (5 Kg) en agua. Se
secd la capa organica sobre sulfato de sodio anhidro, se

filtrd y concentrdé bajo presidédn reducida. Se cristalizd el
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residuo de etanol para dar el compuesto del titulo (3205.5 g;
92.11% de rendimiento): espectro de masa (m/z): 464.2 (M+1).

Método C

Esquema de reaccién I, Etapa A: D-glucosa se
humedecidé (517.30 mmoles; 93.20 g) con agua (66 mL) y después
se agregd 4-metilindolina, (65.62 g; 492.67 mmoles) en etanol
(394 mL). Se purgd la mezcla con nitrdédgeno y se calentd a
reflujo bajo atmésfera de nitrdgeno durante la noche. Después
se enfridé a temperatura ambiente y se concentrd bajo presidn
reducida. Al residuo resultante, se agregd diclorometano
(394mL), trietilamina (2.82 moles; 393.72 mL), y N,N-dimetil-
4-piridinamina, (24.63 mmoles; 3.01 g). Se enfridé la mezcla
en un bafilo de hielo y después se agregd anhidruro de 4acido
acético (3.94 moles; 372.57 mL) por goteo durante 30 mins. Se
concentrdé la mezcla bajo presidén reducida, se diluyd el
residuo con acetato de etilo (984 mL), y se lavd la mezcla

con acido citrico (solucidén acuosa saturada; 50 mL) en agua

(200 mL). Se separaron las capas y se extrajo lo acuoso con
acetato de etilo (600 mL después 300 mL). Se combinaron los
orgénicos, se lavaron con salmuera (600 mL), y se

concentraron bajo presidn reducida. Se agregd etanol (656 mL)
y se mezcld a 50 °C por 10 minutos. Se enfrid la mezcla a
temperatura ambiente y después en hielo/agua. Se filtrd 1la
mezcla resultante y se secd bajo presidn reducida para dar el

compuesto del titulo (112.2 g; 49.14% de rendimiento):
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espectro de masa (m/z): 464.2 (M+1).

Preparacién 3

Acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6—-(4-

metilindol-1-il)tetrahidropiran-2-il]lmetilo.

5
h
M
0.0
DTD D; D\F
00 oA
10 T

Método A

Esquema de reaccién I, Etapa B: Se cargd acetato de

[(2R,3R,4S,5R,06R)-3,4,5-triacetoxi-6-(4-metilindolin-1-

il)tetrahidropiran-2-il]lmetilo (60.4 mmol) a un matraz de 500

15 mL. Se agregd 1,4 dioxano (250 mL) y la solucidén se enfrid a

10°C. Se agregd DDQ (63.4 mmol) en una porcidén. La mezcla se

calentdé a temperatura ambiente y se agitdé por 2 horas.

mezcla de reaccidén se filtrd y el sdlido se lavd con 1,4-

dioxano (3X50 mL). Lo filtrado se concentrd bajo presidn

20 reducida y se filtré a través de un obturador de gel de

silice (200g) enjuagando con 10% de EtOAc/diclorometano

mL). Se lavd con una solucidén saturada de bicarbonato de

sodio (2 X 200 mL) después agua (200 mL). Se secd sobre

sulfato de sodio anhidro, se filtrd, se concentrd bajo

25 presidén reducida para dar el compuesto del titulo (27.5 g;
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98.6% de rendimiento): espectro de masas (m/z): 462.5 (M+1)
Método B
Esquema de reaccién 1, Etapa B: Se cargd acetato de
[(2R, 3R, 4S5,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-(4-metilindolin-1-
5 il)tetrahidropiran-2-illmetilo (4200g; 9.08 moles) a un
matraz de 20 L. Se agregd 1,4-dioxano (42000 mL) y se enfrid
la solucidén a 10°C. Se agregd DDQ (2057g; 9.08moles) en 5
porciones iguales manteniendo la temperatura a 10°C. Después
que la adicién se completd, la mezcla se calentdé a
10 temperatura ambiente y se agitd por 2 horas. Se filtrd la
mezcla de reaccidén y se lavd lo sdédélido con 1,4-dioxano (3
times). Se concentrdé lo filtrado bajo presidén reducida y el
residuo se purificd por cromatografia en columna eluyendo con
0%-20% de acetato de etilo en hexano. Se combinaron las
15 fracciones puras con un lote separado de material preparado
en una manera similar partiendo de 2500 g de acetato de
[(2R,3R,4S,5R,06R)-3,4,5-triacetoxi-6-(4-metilindolin-1-
il)tetrahidropiran-2-il]lmetilo y se concentrdé bajo presidn
reducida. Se disolvid el residuo en acetato de etilo (50L) vy
20 se lavdé con una solucidén saturada de bicarbonato de sodio (2
X 20L) después agua (1 X 10L). Se secd sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtré, se concentrd bajo presidn reducida, vy
cristalizdé de etanol (10L) para dar el compuesto del titulo
(4.632 Kg; 69% de rendimiento): espectro de masa (m/z): 462.5

25 (M+1) .
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Método C

Esquema de reaccidén 1, Etapa B: Se disolvid acetato
de [(2R, 3R, 4S5,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-(4-metilindolin-1-
il)tetrahidropiran-2-illmetilo (112.2 g; 242.08 mmoles) en
1,4-dioxano (1.68 L) a temperatura ambiente. Se enfrid 1la
mezcla en un baho de hielo/agua, después se agregd 4,5-
dicloro-3,6-dioxo—-ciclohexa-1,4-dien-1,2-dicarbonitrilo
(244.50 mmoles; 55.50 g) en forma de porciones manteniendo la
temperatura de la mezcla de reaccidédn por debajo de 15 °C.
Cuando la adicidén se completd, la mezcla se agitd por 5
minutos, después se removid del bafio de hielo y se agitd por
unos 5 minutos adicionales. Se filtrdé la mezcla y se lavd lo
sélido con 1,4-dioxano (561.00 mL). Se concentrd lo filtrado
bajo presidén reducida, después se agregd etanol (561.00 mL)
al residuo, y se agitdé a 40 °C por 20 minutos. Se enfrid la
mezcla en hielo agua por 15 minutos, se filtrd, y se lavd lo
sélido obtenido con etanol frio (100 mL). Se secd lo sdlido
bajo presidén reducida para dar el compuesto del titulo (82.5
g; 73.9% de rendimiento): espectro de masa (m/z): 462.0
(M+1) .

Preparacidn 4

Acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-(4-

bromobenzoil)-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-2-il]lmetilo.
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Esquema de reaccidén I, Etapa C: A un matraz de
fondo redondo de 0.5 L agitado, purgado con nitrdégeno, se
cargd en orden: acetato de [ (2R, 3R,45,5R,06R)-3,4,5-
triacetoxi-6-(4-metilindol-1-il)tetrahidropiran-2-illmetilo
(29.5 mmol), diclorometano (100 mL), y cloruro de 4-
bromobenzoilo (30.9 mmol). La mezcla se enfrid en un bafio de
agua helada y se agregd tricloruro de aluminio (88.4 mmol).
Después de la agitacidén, con enfriamiento, por 1.5 horas, la
mezcla de reaccidén se vertid sobre hielo y se diluyd con agua
(100 mL) y cloroformo (100 mL). La fase orgdnica se separd y
lo acuoso se lavd con cloroformo (100 mL). Los orgadnicos se
combinaron vy se lavaron con solucidén concentrada de
bicarbonato de sodio (200 mL) y salmuera (200 mL). Se secd
sobre sulfato de sodio, filtrd y concentrd. Se purificd por
cromatografia instantdnea sobre gel de silice (330g) eluyendo
con 5-25% de EtOAc/cloroformo para dar el compuesto del
titulo (7.9 g; 46.09% de rendimiento): espectro de masas

(m/z): 582.4 (M+1), 580.4 (M-H).
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Preparacidén 5

acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[4-(3-
benciloxipropoxi)benzoil]-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-—

2-1l]metilo

Esquema de reaccidén I, Etapa D: A un matraz de
fondo redondo de 0.5 L agitado, purgado con nitrdégeno, se
cargd en orden: acetato de [ (2R, 3R,45,5R,6R)-3,4,5-
triacetoxi-6-[3-(4-hidroxibenzoil)-4-metil-indol-1-
illtetrahidropiran-2-il]lmetilo (13.58 mmol), acetonitrilo
(250 mL), y carbonato de potasio (67.92 mmol). A esta
solucidén agitada, a temperatura ambiente, se agregd 3-
bromopropoximetilbenceno (27.2 mmol) y se calentd a 60 °C por
16 horas bajo nitrdgeno. Se diluyd con EtOAc (200 mL) y se
filtrd. Lo filtrado se concentrd y purificd por cromatografia
instantdnea (330g gel de silice) eluyendo con 2-40% de
EtOAc/cloroformo. El producto que contiene las fracciones se
concentré para dar el compuesto del titulo (9.0 g. 90.79%):

espectro de masas (m/z): 730.4 (M+H).
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Preparacidén 6

(2R, 3R, 4S,55,6R)-2-[3-[[4-(3-benciloxipropoxi)fenil]-hidroxi-
metil]-4-metil-indol-1-i1]-6-(hidroximetil)tetrahidropiran-

3,4,5-triol

OH
HDMK{iﬁﬁi‘liD DMJ“M#OHJJ::]
I
HOT =
OH
OH

Esquema de reaccidén I, Etapa E: A un matraz de
fondo redondo de 0.5 L agitado, purgado con nitrdégeno, se
cargdé acetato de [(2R,3R,45,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[4-
(3-benciloxipropoxi)benzoil]-4-metil-indol-1-
illtetrahidropiran-2-il]lmetilo (12.33 mmol), THEF (50 mL), vy
etanol (100 mL). Se agregd tetrahidroborato de sodio (37.0
mmol) y se agitd a temperatura ambiente por 6 horas. Se
acidificé por adicidén por goteo de HC1l 5N después se diluyd
con agua (200 mL) y diclorometano (200 mL). Los orgdnicos se
separaron y lavaron con salmuera (200 mL). Se secd sobre
sulfato de sodio, filtrdé y concentrdé para dar el compuesto
del titulo como una mezcla de diasterdmeros en pureza
suficiente para ser usado sin purificacién adicional en 1la
siguiente etapa (7.2 g crudo) espectro de masas (m/z): 546.4

(M+1-18) .
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Preparacidén 7

acetato de [(2R,3R,4S,5R,06R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[[4-(3-
benciloxipropoxi)fenil]metil]-4-metil-indol-1-

illtetrahidropiran-2-il]metilo

Esquema de reaccidén I, Etapa F: A un matraz de
fondo redondo de 0.5 L bajo nitrdgeno se cargd
(2R, 3R, 4S,5S,6R)-2-[3-[[4-(3-benciloxipropoxi)fenil]-hidroxi-
metil]-4-metil-indol-1-i1]-6-(hidroximetil)tetrahidropiran-
3,4,5-triol (7.2 g. Crudo), después acetonitrilo (50 mL), vy
después diclorometano (100 mL). La mezcla se enfrid a 0°C. Se
agregd trietilsilano (63.87 mmol) seguido por adicidn por
goteo de eterato trifluoruro de boro (51.10 mmol). Cuando la
adicidén se completd se agitd la mezcla de reaccidn en el bano
de hielo por 5 minutos después se apagd por adicidn por goteo
de solucidén de bicarbonato de sodio (20 mL). Se diluyd con
agua (200 mL) y EtOAc (500 mL). Las capas se separaron, la
fase organica se lavdé con salmuera (200 mL), y se concentrd
bajo presiodén reducida. Se agregd piridina (50 mL),

diclorometano (50 mL) y N,N-dimetilaminopiridina (0.41 mmol).



Se enfrid en

(127.74 mmol).

por 16 horas.
agregd EtOAc
5 citrico (200
mL). Se secd
purificdé por
eluyendo con
compuesto del

10 716.3 (M+1).
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un bafio de hielo y se agregd anhidrido acético
Se calentdé a temperatura ambiente y se agitd
Se concentrd bajo presidén reducida después se
(500 mL). Se lavdé con una solucidén de éacido
mL) seguido por agua (200 mL) y salmuera (200
sobre sulfato de sodio, filtrdé y concentrd. Se
cromatografia instantdnea (330g gel de silice)

5-5 - 20% de EtOAc/diclorometano para dar el

titulo (7.5g, 82.03%): espectro de masas (m/z):
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Esquema de reaccidén II
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Preparacién 8

acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[[4-(3-
hidroxipropoxi)fenillmetil]—-4-metil-indol-1-

illtetrahidropiran-2-illmetilo
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Esquema de reaccidén II, Etapa A: A un matraz de
fondo redondo de 0.5 L se agregd acetato de
[(2R, 3R, 4S5,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[[4-(3-

benciloxipropoxi)fenil]metil]-4-metil-indol-1-

il]tetrahidropiran-2-il]Jmetilo (10.34 mmol) vy acetato de
etilo (80 mL). A esta solucidén se agregd 5% de Pd/C pre-
humedecido con acetato de etilo (20 mL). Mientras se agita,

la mezcla se purga a vacio con hidrégeno (3X) después se
agitdé bajo hidrdégeno por 16 horas. Se filtrdé a través de
tierra diatomédcea y se enjuagd con acetato de etilo (100 mL).
Lo filtrado se concentrd bajo presidédn reducida para dar el
compuesto del titulo en suficiente pureza para usar en la
siguiente etapa (6.5g): espectro de masas (m/z): 626.4 (M+1).

Preparacidén 9

acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[4-metil-3-
[[4-(3—-metilsulfoniloxipropoxi)fenil]metil]indol-1-

illtetrahidropiran-2-illmetilo
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Esquema de reaccidén II, Etapa B: A un matraz de
fondo redondo de 0.5 L se agregd acetato de
[(2R, 3R, 4S5,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[[4-(3-
hidroxipropoxi)fenil]metil]-4-metil-indol-1-
il]tetrahidropiran-2-il]lmetilo (6.5g, crudo), diclorometano
(100 mL), vy trietilamina (25.97 mmol). Se enfridé en un barfio
de hielo y se agregd cloruro de metansulfonilo (12.47 mmol)
por goteo durante 10 minutos. Se calentdé a temperatura
ambiente y se agitd por 1 hora. Se diluydé con diclorometano
(100 mL) y se lavd con agua (200 mL) y salmuera (200 mL). Los
organicos se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron, y
concentraron bajo vacio para dar el compuesto del titulo en
suficiente pureza para usar en la siguiente etapa (7.29):
espectro de masas (m/z): 704.4 (M+1).

Preparacidén 10a

1-[2-(4,9-diazaespiro[5.5]undecan-9-11)-2-oxo—-etil]-3-

isobutil-urea
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HM Q

A un matraz de fondo redondo se agregd clorhidrato
de 4,9-diazaespiro[5.5]undecan-9-carboxilato de terc-butilo
(1.38 mmol), &cido 2-(isobutilcarbamoilamino)acético (1.15
mmol), dimetilformamida (3.8 mL), trietilamina (1.72 mmol) vy
HATU (1.26 mmol. Se agitdé a temperatura ambiente por 16
horas, después se diluydé con agua (50 mL) y acetato de etilo
(50 mL). La fase organica se 1lavd con cloruro de amonio
concentrado (50 mL) vy salmuera (50 mL). Los organicos se
secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron, y concentraron
bajo presidén reducida. El intermediario se purificd por
cromatografia instantdnea (40g de cartucho de gel de silice)
eluyendo con 0-10% de metanol en acetato de etilo para
proporcionar 9-[2-(isobutilcarbamoilamino)acetil] -4, 9-
diazaespiro[5.5]undecano—-4-carboxilato de terc-butilo (0.38g,
0.93 mmol): MS (m/z): 411.2 (M+H).

A una solucidn de 9—-[2-
(isobutilcarbamoilamino)acetil] -4, 9-diazaespiro[5.5]undecano—
4-carboxilato de terc-butilo (0.38g, 0.93 mmol) en 1,4-
dioxano (1.75 mL), se agregdé HC1 4M en 1,4-dioxano (8.77
mmol). La reaccidén se agitd a temperatura ambiente por 5
horas, después se concentrd bajo presidn reducida. E1 residuo

se purificédé disolviendo en metanol y se cargd en una columna



10

15

20

25

30

SCX (intercambio idénico). Se enjuagd la columna cargada con
metanol (3X25 mL) después se lavdé a chorro la columna con
amoniaco 2N en metanol. Se combinaron y se concentraron los
lavados de amoniaco para proporcionar el compuesto del titulo
(0.25g, 0.81 mmol): MS (m/z): 311.0 (M+H).

Preparacién 10b

Preparacidén alternativa de 1-[2-(4,9-diazaespiro[5.5]undecan-
9-il)-2-oxo-etil]-3-isobutil-urea.

Preparacién de 2-(isobutilcarbamoilamino)acetato de bencilo.

Y\nin’j;"“@

Se cargd acido 3-metilbutanoico (106.36 g), tolueno
(800 ml) y trietilamina (126.46 g) en un matraz de 3 cuellos
(R1). Se calentdé R1 a 90°C. Se agregd una solucidén de DPPA
(289.3g) en tolueno (400 ml) Ilentamente (Precaucidén: N3
liberado). Se agité R1 a 90 °C por 30-60 minutos, después se
enfrié a 20-30°C. En un matraz separado (R2) se cargd
clorhidrato de 2—aminoacetato de bencilo (200 g),
trietilamina (150.54 g), y tolueno (1000 ml) y se agitd a 20-
30 °C por 1-2 horas. Se agregd la mezcla Rl en R2 por goteo
lentamente mediante embudo de adicién a 20-30 °C y se agitd
por 1-2 horas. Lentamente se agregd la mezcla de reaccidn a
agua (2000 ml) con agitacidén vigorosa. Lo orgdnico se separd

y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 1000 ml). Las
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capas organicas se combinaron y se lavaron con acido
clorhidrico 1IN (1000 ml), después 7% de NaHCOz ac. (1000 ml),
después agua (1000 ml), después 15% de salmuera (1000 ml). Se
concentrd bajo presidén reducida. E1 resido se formdé en
suspensidén con heptano (1000 ml) después el sdélido se filtré.
La torta de filtro se secd bajo presidédn reducida por debajo
de 40 ©°C para dar 2-(isobutilcarbamoilamino)acetato de
bencilo (218 g; 98.1% de ensayo; 81.5% de rendimiento).

Preparacidén de acido 2-(isobutilcarbamoilamino)acético.

X
OH
M M
Y\H H,-*\n/
0
Se cargd 2—(isobutilcarbamoilamino)acetato de

bencilo (200 g; 98.1% de ensayo), Pd/C seco (20 g; 10% en
p/p), y alcohol isopropilico (2000 ml) en una autoclave. Se
desgasificd bajo vacio y se purgd con hidrégeno tres veces.
Se agitd a 60 °C bajo 50-60 psi de Hz por 4 horas. La mezcla
se enfrié a 20-30°C y se filtrd a través de tierra diatomdcea
y lo filtrado se concentrdé bajo presidn reducida a 45-50°C a
1-2Vol. Se agregd acetonitrilo (1000 ml) y se concentrd bajo
presidén reducida a 45-50°C a 2-3Vol. La mezcla se enfridé a 5-
10 C °C y se filtrd. La torta se secd bajo presidn reducida a
45-50°C para dar acido 2-(isobutilcarbamoilamino)acético (112

g; 95.2% de ensayo; 82.5% de rendimiento).
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Preparacidén del compuesto del titulo final.

A un matraz de fondo redondo se agregd clorhidrato
de 4,9-diazaespiro[5.5]undecan-9-carboxilato de terc-butilo
(1.38 mmol), &cido 2-(isobutilcarbamoilamino)acético (1.15
mmol), dimetilformamida (3.8 mL), trietilamina (1.72 mmol), vy
HATU (1.26 mmol. Se agitdé a temperatura ambiente por 16
horas, después se diluydé con agua (50 mL) y acetato de etilo
(50 mL). La fase organica se 1lavd con cloruro de amonio
concentrado (50 mL) y salmuera (50 mL). Los organicos se
secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron, y concentraron
bajo presidén reducida. E1 intermediario se purificd por
cromatografia instantdnea (40g de cartucho de gel de silice)
eluyendo con 0-10% de metanol en acetato de etilo para
proporcionar 9-[2-(isobutilcarbamoilamino)acetil] -4, 9-
diazaespiro[5.5]undecano—-4-carboxilato de terc-butilo (0.38g,
0.93 mmol): MS (m/z): 411.2 (M+H).

A una solucidn de 9-[2-
(isobutilcarbamoilamino)acetil] -4, 9-diazaespiro[5.5]undecano—
4-carboxilato de terc-butilo (0.38g, 0.93 mmol) en 1,4-
dioxano (1.75 mL), se agregdé HC1 4M en 1,4-dioxano (8.77
mmol). La reaccidédn se agitd a temperatura ambiente por 5
horas, después se concentrd bajo presidn reducida. E1 residuo
se purificédé disolviendo en metanol y se cargd en una columna
SCX (intercambio idnico). Se enjuagd la columna cargada con

metanol (3X25 mL) después se lavdé a chorro la columna con



10

15

20

25

33

amoniaco 2N en metanol. Se combinaron y se concentraron los
lavados de amoniaco para proporcionar el compuesto del titulo
final, 1-[2-(4,9-diazaespiro[5.5]undecan-9-il)-2-oxo-etil]-3-
isobutil-urea (0.25g, 0.81 mmol): MS (m/z): 311.0 (M+H).

Preparacién 10c

Preparacidén alternativa de 1-[2-(4,9-diazaespiro[5.5]undecan-
9-il)-2-oxo-etil]-3-isobutil-urea

Preparacidén de 4,9-diazaespiro[5.5]undecano-4,9-dicarboxilato

de O4-bencil 09-terc-butilo

S s
o

A un reactor de temperatura controlada de 20 L se

cargd clorhidrato de 4,9-diazaespiro[5.5]undecan-9-
carboxilato de terc-butilo (2.06 moles; 600.00 g) seguido por
diclorometano (6.00 L), después se agrego trietilamina (4.33
moles; 604 mL). Se ajustd la chaqueta del reactor a 0°C.
Cuando la temperatura de la mezcla de reaccidén alcanzd 5°C,
se agregd cloroformiato de bencilo (2.10 moles; 311 mL)
durante aproximadamente 20 minutos manteniendo la temperatura
interna por debajo de 20°C. Cuando la adicidédn se completd, la
chaqueta se calentdé a temperatura ambiente y se agitd la
mezcla durante la noche. La mezcla de reaccidén se vertid en
agua (4 L) vy la mezcla se separd. Los organicos se

concentraron bajo presidn reducida para dar el compuesto del
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titulo (838 g; asumiendo 95.65% de pureza vy 100% de
rendimiento para los propdsitos de cdalculo en la siguiente
reaccidén) espectro de masas (m/z): 411.2 (M+23).

Preparacidén de clorhidrato de 4,9-diazaespiro[5.5]undecano-4-

carboxilato de bencilo.

MH
@AD’H‘N HCl

A un reactor de temperatura controlada de 20 L con
chaqueta ajustada a 0°C, se agregd una solucidén de 4,9-
diazaespiro[5.5]undecano-4,9-dicarboxilato de 0O4-bencil 09-
tec-butilo (2.06 moles; 838.00 g; 95.65% de pureza) en 1,4-
dioxano (19.63 moles; 1.68 L). Cuando la temperatura de la
solucidén es 5°C, se agrega cloruro de hidrdégeno (4M en 1,4-
dioxano; 10.32 moles; 2.58 L) a tal wvelocidad que la
temperatura no se eleva arriba de 20°C. Cuando la adicidn se
completd, la solucidn se calentd a temperatura ambiente y se
agitd durante la noche. La mezcla de reaccidén se concentrd
bajo presidédn reducida para dar una pasta aguda espesa. Se
agregé MTBE (3.35 L) y la mezcla se agitdé por 30 minutos a
40°C. La mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente y 1o
precipitado se filtrd. Lo precipitado se lavd con MTBE (838
mL). Lo precipitado se dejé secar en el filtro y después se
transfiridé a un horno a vacio para secado adicional para dar

el compuesto del titulo (638 g; 95% de rendimiento) espectro
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de masas (m/z): 289 [M (base libre) +1].

Preparacién de 9-[2-(isobutilcarbamoilamino)acetil]-4,9-

diazaespiro[5.5]undecano-4-carboxilato de bencilo.

(8]

0 ) J\/HTH\/I\

D’HKN 8]
S8

Al 4cido 2-(isobutilcarbamoilamino)acético (667.05
mmoles; 116.20 g) en diclorometano (1.16 L) se agregd 1,1'-
carbonildiimidazol (700.40 mmoles; 113.57 g) en porciones. Se
agitdé la mezcla a temperatura ambiente por 1 hora. Esta
mezcla se etiquetd A. En un recipiente separado se agregd
clorhidrato de 4,9-diazaespiro[5.5]undecano—-4-carboxilato de
bencilo (700.40 mmoles; 413.68 g), diclorometano (581 mL) vy
trietilamina (1.33 moles; 186 mL). Se agitdé la mezcla. Esta
mezcla se etiquetd B. Se vertid la mezcla A en la mezcla B
durante 2 minutos. Se agitdé la mezcla resultante a
temperatura ambiente. Después de 3 horas, se agregd agua
(1000 mL). La fase organica se separdé y se concentrd bajo
presidn reducida. Se agregd acetato de etilo (581.00 mL) y la
mezcla se agitd por 20 minutos a 40°C, después se enfrid a
temperatura ambiente después en hielo por 20 minutos. Lo
precipitado se filtrdé y se secd ademds en un horno a vacio
para dar el compuesto del titulo. (137.1 g; 46.23% de

rendimiento) espectro de masas (m/z): 445.2 (M+1). Después de
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dejar el filtrado reposar, se formdé un precipitado. Este
filtrado se precipitd y se secd ademds en un horno a vacio
para dar el compuesto del titulo. (9.30 g; 3.14% de
rendimiento) .

Preparacidén del compuesto del titulo final.

Se suspendidé 9-[2-(isobutilcarbamoilamino)acetil]-
2,9-diazaespiro[5.5]undecano-2-carboxilato de bencilo (239.78
mmoles; 106.60 g) en etanol (852.80 mL) y ciclohexeno (1.20
moles; 121.90 mL), vy se agregd 5% de paladio en carbdn
vegetal (24 g; 55.4 % de contenido de humedad). Se calentd la
mezcla a reflujo y se agitd por 45 minutos. La mezcla se
enfrié a temperatura ambiente, se filtrdé a través de una
almohadilla de tierra diatomdcea se lavé el sélido con
etanol, y se concentrd bajo presidén reducida para dar el
compuesto del titulo final, 1-[2-(4,9-
diazaespiro[5.5]undecan-9-il)-2-oxo—-etil]-3-isobutil-urea
(79.2 g; 94% de pureza; 100% de rendimiento) espectro de
masas (m/z): 311.2 (M+1).

Ejemplo la

l-isobutil-3-[2-[4-[3-[4-[[4-metil-1-[(2R,3R,4S,55,6R)-3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidropiran-2-il]indol-3-
illmetil]fenoxi]propil]l—-4,9-diazaespiro[5.5]undecan-9-il]-2-

oxo—etil]urea
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Esquema de reaccidén II, Etapa C: A un matraz de
fondo redondo de 0.25 L se agregd acetato de
[(2R,3R,4S5,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[4-metil-3-[[4-(3-
metilsulfoniloxipropoxi)fenil]metil]indol-1-
il]tetrahidropiran-2-illmetilo (7.2 g, crudo), 1-[2-(4,9-
diazaespiro[5.5]undecan-9-il)-2-oxo-etil]-3-isobutil-urea
(12.28 mmol), acetonitrilo (100 mL), vy diisopropiletilamina
(40.92 mmol). Se calentdé a 80 ©°C por 16 horas después se
concentrd bajo presidén reducida. Se agregd metanol (50 mL) vy
metdéxido de sodio (20.46 mmol, 30% de solucidn en MeOH) y se
agitd a temperatura ambiente por 1 hora. Se apagd agregando
una pieza pequena de hielo seco. Se concentrdé bajo presidn
reducida. Se purificdé por cromatografia instantdnea de fase

inversa (400 g de cartucho C18) eluyendo con 5-80% de agua

(0.1% de 4&cido férmico) en acetonitrilo (0.1% de 4acido
férmico) en tres porciones. Se concentrd bajo presidn

reducida para proporcionar el compuesto del titulo como una
sal de &acido férmico que contiene impurezas pequefias. La sal
se disolvié en amoniaco 7N en metanol (20 mL) después se

concentrd para formar la base 1libre. La base libre se
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purificé por cromatografia instantédnea (330 g de cartucho de

gel de silice) eluyendo con 5

o°

de amoniaco /N en
metanol/diclorometano. Las fracciones del producto se
concentraron bajo presién reducida para proporcionar el
compuesto del titulo (1.75g, 22.81%): MS (m/z): 746.6 (M+H).
H! NMR (400.31 MHz, CDsOD): & 7.28 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.03
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.02 (s, 1H), 6.97 (t, J = 8.8 Hz, 1H),
6.69 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 5.37 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.15 (s,
2H), 3.95 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.91 (d, J = 1.6 Hz, 2H),
3.87-3.80 (m, 2H), 3.65 (dd, J = 11.6, 5.6 Hz, 1H), 3.57-3.38
(m, 5H), 3.31 (bm, 2H), 2.90 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 2.46-2.13
(m, 8H), 1.88 (penteto, J = 6.8 Hz, 2H), 1.68 (septeto, J =

6.8 Hz, 1H), 1.61-1.28 (m, 8H), 0.86 (d, J = 6.8, 6H).
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Esquema de reaccidén III
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Preparacidén 11

acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-(4-
benciloxibenzoil)-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-2-

illmetilo

Esquema de reaccidén III, Etapa A: A un reactor de

temperatura controlada de 20 L se cargd: diclorometano (7.00

L), acetato de [(2R,3R,4S,5R,06R)-3,4,5-triacetoxi-6—-(4-
metilindol-1-il)tetrahidropiran-2-illmetilo (1.52 moles;
700.00 g) vy cloruro de 4-benciloxibenzoilo (1.67 moles;
411.63 g). La chagueta del reactor se ajustdé a -30 ©°C,

permitiendo a los contenidos del reactor enfriarse vy se
agregd tetracloruro de estano (1.97 moles; 513.74 g) durante
30minutos manteniendo la temperatura interna entre -5 y -10
°C. Cuando la adicidén se completd se agitd la mezcla por 20
minutos a aproximadamente -9 °C. La mezcla de reaccidén fria
se vertidé en 20 L de hielo triturado. La capa orgdnica se
separd, y lo acuoso se extrajo con diclorometano. Los
extractos organicos se combinaron y se concentraron bajo

presidén reducida a aproximadamente 2 L. Se agregd MTIBE 7L vy
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se lavdé con é&cido clorhidrico (1IM; 2X8L) después agua (8L)
después carbonato hidrdégeno de sodio (solucién acuosa
saturada) después salmuera. Se secd sobre MgSOs, se filtrd, vy
se concentré bajo presidén reducida para proporcionar el
compuesto del titulo, el cual contiene ~17% en p/p de MTBE
(1377g; asumiendo 74% de pureza y 100% de rendimiento para
los propdsitos de cdlculo en la siguiente reaccidn) espectro
de masas (m/z): 672.2 (M+1).

Preparacidén 12

acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[(4-
benciloxifenil)-hidroxi-metil]—-4-metil-indol-1-

illtetrahidropiran-2-il]metilo
o]

Hﬁ(

o o]
RSe0s,
Mo 5 =

\-\?l/

o

Esquema de reaccidén III, Etapa B: A un reactor
agitado de temperatura controlada se cargd heptahidrato de
cloruro de cerio (III) (4.55 moles; 1.12 kg) en etanol (4.96
L) y se agitdé para dar una solucidén. Se agregd acetato de
[(2R,3R,4S,5R,06R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-(4-benciloxibenzoil) -
4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-2-il]lmetilo (1.52 moles;
1.38 kg) y tetrahidrofurano (7.57 L). La mezcla se enfridé a

+2°C y se agregd tetrahidroborato de sodio (4.55 moles;
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172.18 g) en porciones durante 3 horas manteniendo la
temperatura interna entre 0 y +5°C durante la adicidén. Cuando
la adicidén se completd, se agitd la mezcla a 5°C por 1 hora.
Se agregd ademds tetrahidroborato de sodio (687.24 mmoles;
26.00 g) y se agitdé la mezcla por 30 minutos. Se agregd
tetrahidroborato de sodio adicional (0.45 equiv; 687.24
mmoles; 26.00 g) y se agitdé la mezcla durante la noche. Se
vertidé la mezcla en MTBE (5 L) y agua (10 L). Lentamente se
agregd acido clorhidrico (2 N) con agitacidén hasta que 1la
mezcla es ligeramente acidica al papel de pH. La capa
organica se separd, se lavd con salmuera, se secd sobre
MgS04, se filtrd, y se concentrd bajo presidn reducida para
proporcionar el compuesto del titulo en pureza aceptable para
uso en la siguiente etapa (1547 g; asumiendo 66% de pureza y
100% de rendimiento para los propdsitos de cdlculo en la
siguiente reaccidn) espectro de masas (m/z): 656.4 (M+1-18).

Preparacidén 13

acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[(4-
benciloxifenil)metil]—-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-2-

illmetilo



10

15

20

25

43

Esquema de reaccién III, Etapa C: Se enfridé una
mezcla de acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-
[(4-benciloxifenil)-hidroxi-metil]-4-metil-indol-1-
il]tetrahidropiran-2-illmetilo (1.52 moles; 1.55 kg) en
acetonitrilo (6.19 L) y diclorometano (6.19 L) en un bano de
hielo/salmuera hasta que la temperatura interna es -5°C,
después se agregd trietilsilano (3.79 moles; 607 mL) durante
2 minutos. Se agregd eterato trifluoruro de boro (3.79 moles;
479 mL) por goteo manteniendo la temperatura interna por
debajo de +5°C. Se agitd la mezcla en el bafio de hielo por 30
minutos. Cuidadosamente se agregd una mezcla de NaHCO3
(solucién acuosa saturada; 5 L) vy agua (4 L). La fase
orgénica se separd y se lavd con agua después salmuera
después se secd sobre MgSOs, se filtrd, y se concentrd bajo
presidén reducida para proporcionar una mezcla del compuesto
del titulo y los compuestos con uno o mas de los grupos
acetilos que se pierden. El residuo se disolvidé en
diclorometano (1.86 L) y se agregd anhidrido de &cido acético
(7.58 moles; 716 mL) vy N,N-dimetil-4-piridinamina, (75.78
mmoles; 9.26 g). Se calentdé la mezcla a 40°C y se agitd
suavemente para ayudar a la disolucidén después se agitd 1la
mezcla por 1 hora a temperatura ambiente. Se concentrdé la
mezcla bajo presién reducida y el resido se formdé en
suspensién en MTIBE (6 L) durante la noche. El1 sdélido se

recolectd por filtracidn y se secd en un horno a 60°C bajo



presidén reducida para proporcionar el compuesto del titulo
(692.8 g; 70% de rendimiento) espectro de masas (m/z): 658.3
(M+1) y 680.2 (M+23).

Preparacidén 14

5 acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[ (4-
hidroxifenil)metil]-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran—-2-

illmetilo

a
%Ox{é 9
10 Dh“b‘* OH
jL ;3”’” ‘
%

Esquema de reaccidédn III, Etapa D: A una mezcla de
acetato de [(2R,3R,4S,5R,06R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[(4-

15 benciloxifenil)metil]-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-2-
illmetilo (1.00 equiv; 1.05 moles; 692.80 g), metanol (85.59
moles; 3.46 L; 2.74 kg), y tetrahidrofurano (42.57 moles;
3.46 L; 3.07 kg) se agregd formiato de amonio (5.27 moles;
332.10 g). Se purgd el recipiente de reaccidn con nitrdgeno y
20 se agregdé 5% de paladio en carbdn vegetal (69.30 g; Johnson
Matthey tipo 87L, 57.8% de contenido de humedad) como una
pasta aguada en alcohol isopropilico. Se calentdé la mezcla a
38-42°C por 15 minutos (se observd burbujeo moderado). EI1
bafio de calentamiento se removid y se agitd la mezcla de

25 reaccidén por 15 minutos mientras se enfria. Se filtrd la
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mezcla a través de tierra diatomdacea vy lo filtrado se
concentrd bajo presidn reducida. E1 residuo se dividid entre
acetato de etilo (7.5 L) y agua (1 L). La capa organica se
separd y se lavd con salmuera después se secd sobre MgSOs. Se
filtrd, y se concentrd bajo presidén reducida para dar el
compuesto del titulo (594g; 99% de rendimiento) espectro de
masas (m/z): 568.2 (M+1l) y 590.2 (M+23).

Preparacién 15

acetato de [(2R,3R,4S,5R,06R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[[4-(3-
cloropropoxi)fenil]metil]-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-

2-1l]metilo
o]

=
5
o ™™ N Dwﬁl
Mo 2 O

.

O

Esquema de reaccidédn III, Etapa E: A una mezcla de
acetato de [(2R,3R,4S,5R,06R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[(4-
hidroxifenil)metil]-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-2-
illmetilo (150.64 mmoles; 85.50 g) vy acetonitrilo (855.00
mL), se agregd l-bromo-3-cloro-propano, (180.76 mmoles; 17.88
mL) vy carbonato de potasio (301.27 mmoles; 41.64 g). Se
colocd la mezcla bajo nitrdédgeno y se calentd la mezcla a un
reflujo suave por 2 dias. Se agregd ademds l-bromo-3-cloro-

propano, (45.19 mmoles; 4.47 mL) y se continudé calentando la
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mezcla durante la noche. Se concentrdé la mezcla bajo presiédn
reducida y el residuo se divididé entre acetato de etilo vy
agua. La capa orgdnica se separdé y se lavd con salmuera, se
secd sobre MgSOs, se filtrd, y se concentrd bajo presidn
reducida para dar el compuesto del titulo en ©pureza
suficiente para la siguiente etapa. (124.4 g; asumiendo 78%
de pureza y 100% de rendimiento para los propdsitos de
cdlculo en la siguiente reaccidn) espectro de masas (m/z):
644.2/646.2 (M+1).

Preparacién 16

acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[[4-[3-[9-
[2-(isobutilcarbamoilamino)acetil] -4, 9-
diazaespiro[5.5]undecan-4-il]propoxi]fenil]lmetil]-4-metil-

indol-1-il]tetrahidropiran-2-illmetilo

e
O = N 0
~ I
Y

Etapa III, Etapa F: A una solucidén agitada de
acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[[4-(3-
cloropropoxi)fenil]metil]-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-
2-illmetilo (143.38 mmoles; 118.40 g) en acetonitrilo (829
mL) se agregd 1-[2-(3,8-diazaespiro[5.5]undecan-3-il)-2-ox0o—

etil]-3-isobutil-urea (143.38 mmoles; 47.35 g), carbonato de
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potasio (286.75 mmoles; 39.63 g), y yoduro de potasio (143.38
mmoles; 23.80 g). Se calentdé la mezcla a reflujo bajo
nitrédgeno durante la noche. Se enfridé la mezcla de reaccidn a
temperatura ambiente y se agregdé anhidrido de 4&cido acético
(1.43 moles; 135.53 mL) y N,N-dimetil-4-piridinamina (14.34
mmoles; 1.75 g). Se agitd la mezcla por 1 hora. Se concentrd
la mezcla bajo presidén reducida y el residuo se dividid entre
agua y EtOAc. La capa organica se separd y se lavd con
salmuera, se secd sobre MgSO4, se filtrd, y se concentrd bajo
presidén reducida. El1 residuo se combiné <con otro lote
preparado en una manera similar partiendo de acetato de
[(2R, 3R, 4S5,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-[[4-(3-
cloropropoxi)fenil]metil]-4-metil-indol-1-il]tetrahidropiran-
2-il]lmetilo (6.2 mmol). Se purificdé por cromatografia en
columna instantdnea en gel de silice (1.5 kg) eluyendo con
99:1 EtOAc:trietilamina (lcv), EtOAc (3cv's) y 190:10:1
EtOAc:MeOH:trietilamina (5¢cv's) para proporcionar el
compuesto del titulo (68.2g; 49% de rendimiento) espectro de
masas (m/z): 918.6 (M+1).

Ejemplo 1b

Preparacidén alternativa de l-isobutil-3-[2-[4-[3-[4-[[4-
metil-1-[(2R,3R,4S,5S8,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidropiran-2-il]lindol-3-
illmetil]fenoxi]propil]l—-4,9-diazaespiro[5.5]undecan-9-il]-2-

oxo—etil]urea
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g
Y

Esquema de reaccién III, Etapa G: Se enfridé una

mezcla de acetato de [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-
[[4-[3-[9-[2-(isobutilcarbamoilamino)acetil]-4,9-
diazaespiro[5.5]undecan—-4-il]propoxi]fenil]metil]-4-metil-
indol-1-il]tetrahidropiran-2-illmetilo (74.28 mmoles; 68.20
g) y metanol (341.00 mL) en un Dbafno de hielo. Se agregd
metdéxido de sodio (111.43 mmoles; 6.02 g). Se agitd la mezcla
por 10 minutos. Se vertidé la mezcla en agua (3.5 L), después
se filtré la mezcla. Se lavd el sdélido con agua, se secd en
el sinterizador, y se secd ademds en un horno a vacio a 60°C
para dar el compuesto del titulo (49.8 g, 89% de rendimiento)

espectro de masas (m/z): 750.6 (M+1).

Ensayos del transportador de glucosa 1 (SGLT1l) y SGLT2

dependientes del sodio

El ADNc que <codifica a SGLT1 humano (slcbhal,
NM_000343) y SGLT1 de ratén (slcbhal, NM_019810.4) se
adquirieron de Openbiosystems, Invitrogen y Openbiosystems,
respectivamente. El1 ADNc se <clondé en pcDNA3.l+ para la
expresidén de mamifero y es establemente transfectado en

células de ovario de hdmster Chino (CHO) -K1 usando
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procedimientos de transfeccidén de mamifero estandar. Un sub-
clon que expresa SGLT de cada linea de células de sobre
expresidén se selecciondé <con base en la resistencia a
neomicina (Geneticina, Invitrogen) y actividad en el ensayo
de absorcidén de 4C-o-metil-D-glucopirandsido (14C-AMG) (véase
abajo). Las células gque expresan SGLT estables son mantenidas
usando técnicas estandares de cultivo celular.

La actividad de SGLT se mide como absorcién de MC-
AMG dependiente del sodio en las lineas celulares anteriores
descritas como sigue. Cien pL de medio de cultivo que
contiene 30,000 células se sembraron en cada cavidad de una
placa de poli-D-lisina BioCoat de 96 cavidades (Becton
Dickson) y se cultivaron a 37°C durante la noche. El medio de
cultivo se aspird y las células se lavaron dos veces con 200
pL de Amortiguador de Reaccién (140 mM de NaCl, 2 mM de KCI1,
1 mM de CaClgy, MgCla, v 14 mM de acido
N-2-hidroetilpiperrazin-N’'-2-etansulfdédnico (Hepes), pH 7.5).
El exceso de amortiguador se aprovecho sobre toallas de
papel. Treinta vy cinco pL de Amortiguador de Reaccidn se
agregaron a cada cavidad. Cinco pL de un 10% de
dimetilsulfdxido (DMSO) en Amortiguador de Reaccidén que
contiene concentraciones variantes del compuesto de prueba o
no tiene compuesto como un control, se dispensaron en cada
cavidad. La reaccidén se inicidé agregando 10 pL de MC-AMG en

Amortiguador de Reaccidn para hacer una concentracidén final
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de 4 upM. La placa se incubdé a 37°C por 125 minutos. La
reaccidén se termind por aspiracién del Amortiguador de
Reaccidén vy después se lavd tres veces con 200 puL de
Amortiguador de Reaccidén enfriado en hielo. La aspiracidn
manual se aplicd para asegurar la remocidén completa del
Amortiguador de Reaccién. Diez pL de 0.1 N de NaOH se
agregaron a cada cavidad y después se agregaron 100 uL de
céctel de escintilacidn Supermix (PerkinElmer). Después del
mezclado, la seflal de escintilacidén en la placa se contd en
una MicroBeta (PerkinElmer). Una curva de respuesta de diez
dosis se ajustdé a un modelo de cuatro pardmetros empirico
usando ActivityBase (ID Business Solution) para determinar la
concentracidédn del inhibidor a inhibicidén media maéxima (ICso) .

El compuesto del ejemplo 1 aqui es probado
esencialmente como se describe anteriormente y presenta una
ICso para SGLT1 humano de 35.2 £ 14.1 nM (n=5) y una ICso para
SGLT1 de ratdén de 14.9 + 10.4 nM (n=5) . Estos datos
demuestran que el compuesto del Ejemplo 1 inhibe al SGLT1
humano y de ratdén in vitro.

Efectos de Disminucidén de Glucosa en Pruebas de Tolerancia a

la Glucosa Oral (OGTT)

El compuesto de prueba se formuld agregando un
vehiculo de 1% de hidroxietilcelulosa, 0.25% de Tween® 80

p/antiespuma al 0.05% para el compuesto de prueba pre-presado

para hacer una solucidén de 1 mg/ml. La mezcla es sonicada por



10

15

20

25

51

sonda por aproximadamente 1 minuto. Se agrega una barra
agitadora, y la suspensidén resultante se agita continuamente
a través de la dosificacidn.

Dos grupos separados de ratones C57Bl/6 alojados
individualmente se wusaron para demostrar la reduccidén de
glucosa durante 1los OGTTs. La primera serie de ratones
recibié un OGTT 18 horas después de la administracidén del
compuesto, el segundo 8 horas después de la administracién
del compuesto. La primera serie de animales se pesaron y los
pesos corporales se usaron para determinar los grupos de
estudio (n=5), dentro de un intervalo de trabajo de 26-30 g.
Después del agrupamiento, los ratones son alimentados de
manera forzada oralmente con 10 ml/kg de la preparacién del
compuesto de prueba o vehiculo, treinta segundos aparte. Los
ratones son entonces ambos ajustados, 18 y 8 horas de OGTT,
de ratones son entonces ayunados durante la noche removiendo
el acceso al alimento, al final de la tarde antes del dia del
ensayo. A la siguiente mafana, los ratones de OGTT de 8 horas
son pesados y sangrados (mediante corte de la cola) para
determinar la glucosa. Los grupos de estudio (n=5) son
determinado usando valores de glucosa en ayunas, dentro de un
intervalo de trabajo de 80-100 mg/dl. Después del
agrupamiento, los ratones son alimentados de manera forzada
oralmente con el compuesto, treinta segundos aparte. Estos

ratones entonces reciben un OGTT 8 horas después de la
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administracién del compuesto.

A las ocho y dieciocho horas después gue cada
tratamiento de compuesto respectivo se inicid, la muestra de
sangre de valor de referencia se tomdé para medicidn de
glucosa (a partir del primer animal). Al animal es entonces
inmediatamente dado una dosis oral de 50% de dextrosa
(Hospira®) a 3 g/kg. Las muestras de sangre se tomaron para
glucosa, exactamente treinta segundos aparte, por la vena de
la cola de manera que la sangre se recolecta en cada animal a

20, 40, y 60 minutos después de la dosis de dextrosa.



10

15

20

25

Tabla

2.

53

Efectos de disminucidén de Glucosa en OGTT.

Media *

Resultados de la Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral

SEM

ANOVA/Dunnett de 1 forma comparada con el vehiculo

*xp<0.01
Vehiculo | Ejemplo 1 Vehiculo Ejemplo 1
@ 8 hrs 10 mg/kg @ @ 18 hrs | 10 mg/kg @ 18

post 8 hrs post post hrs post
dosis dosis dosis dosis

Glucosa (mg/dl)

0 Minutos 83.3 + 75.8 £ 2.48 | 79 £ 1.17 79.2 £ 4.51
5.10

20 Minutos 203.4 = 114 + 257.8 = 121.4 +
23.3 3.36%% 19.1 5.16**

40 Minutos 168.5 + 131 + 202.8 = 127 + 9.78*%*
6.58 6.81** 5.38

60 Minutos 142.6 + 125.8 + 154.7 = 125 £ 7.27*%*
5.58 7.52 5.32

AUC Ajustado 4699 =+ 2370 = 6809 =+ 2258 £ 252*%*

al Valor de 602 315*%* 419

referencia

Glucosa (mg/dl)

Glucosa Cméax 205.7 £ 132.9 + 261.1+ 134.2 +
22.2 6.68*% 16.3 6.72*%%

Tiempo (minutos)

Glucosa Tméax 28 + 4.9 44 + 7.48 24 + 4 44 + 7.48

Como

ejemplo 1

suministra

se muestra en la tabla 1,

una

glucosa cuando un bolo oral de 50%

proporciona a

un ratdn

C57B1/6

disminucidn

en la
de dextrosa

glicémico

normal

excursion
(Hospira®)

ocho

el compuesto del
de

se

(@)
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dieciocho horas después de la administracién. E1 ejemplo 1
también demuestra una disminucidén en el &drea bajo la curva
ajustado al valor de referencia (AUC) durante ambos OGTTs.
Ademds, el Ejemplo 1 disminuye la concentracién maxima
promedio de glucosa en plasma (Cmdx) durante los OGTTs
mientras incrementa el tiempo promedio que toma para que la

glucosa alcance su concentracidén maxima (Tmax).
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidén como antecede, se

reclama como propiedad lo contenido en las siguientes.

1. Un compuesto caracterizado porque es de la

Férmula:

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.
2. E1l compuesto de conformidad con la

reivindicacidén 1, caracterizado porque es:

Ji§
M
W wxﬂxrf
H H
3. Un método para tratar diabetes en un paciente,

caracterizado porque comprende administrar a un paciente en
necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un
compuesto, o sal del mismo farmacéuticamente aceptable, de
conformidad con ya sea la reivindicacidén 1 o reivindicacién 2.

4. Un método para tratar diabetes tipo 1 en un
paciente, caracterizado porque comprende administrar a un

paciente en necesidad de tal tratamiento wuna cantidad



10

15

20

25

56

efectiva de un compuesto, o sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, de conformidad con ya sea la reivindicacidén 1 o
reivindicacidén 2.

5. Un método para tratar diabetes tipo 2 en un
paciente, caracterizado porque comprende administrar a un
paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad
efectiva de un compuesto, o sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, de conformidad con ya sea la reivindicacidén 1 o
reivindicacién 2.

6. Un compuesto o sal de conformidad con ya sea
la reivindicacién 1 o reivindicacidén 2, para uso en terapia.

7. Un compuesto o sal de conformidad con ya sea
la reivindicacién 1 o reivindicacidén 2, para uso en el
tratamiento de diabetes.

8. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porque la diabetes es
diabetes tipo 1.

9. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porque la diabetes es
diabetes tipo 2.

10. Una composicién farmacéutica, caracterizada
porque comprende un compuesto o sal de conformidad con vya
sea la reivindicacidén 1 o reivindicacidén 2 con uno o mas
portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente

aceptables.
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-1-

GLUCOPYRANOSYL-SUBSTITUTED INDOLE-UREA DERIVATIVES AND THEIR USE AS SGLT INHIBITORS

The present invention relates to novel urea compounds, to pharmaceutical
compositions comprising the compounds, to methods of using the compounds to treat
physiological disorders, and to intermediates and processes useful in the synthesis of the
compounds.

The present invention is in the field of treatment of diabetes and other diseases
and disorders associated with hyperglycemia. Diabetes is a group of diseases that is
characterized by high levels of blood glucose. It affects approximately 25 million people
in the United States and is also the 7% leading cause of death in U.S. according to the
2011 National Diabetes Fact Sheet (U.S. Department of Health and Human Services,
Centers for Disease Control and Prevention). Sodium-coupled glucose cotransporters
(SGLT’s) are one of the transporters known to be responsible for the absorption of
carbohydrates, such as glucose. More specifically, SGLT1 is responsible for the transport
of glucose across the brush border membrane of the small intestine. Inhibition of SGLT1
may result in reduced absorption of glucose in the small intestine, thus providing a useful
approach to treating diabetes.

U.S. Patent Application Publication No. 2008/0139484 A1 discloses 1-(B-D-
glycopyranosyl)-3-substituted nitrogen-containing heterocyclic compounds having
SGLT1 and/or SGLT2 inhibitory activity which are further disclosed as being useful for
the prevention or treatment of a disease associated with hyperglycemia, such as diabetes.
In addition, U.S. Patent No. 7,851,617 discloses indole deriviatives which are SGLT
inhibitors and are further disclosed as being useful for treatment or prevention of diabetes
and related conditions.

There is a need for alternative drugs and treatment for diabetes. The present
invention provides certain novel inhibitors of SGLT1 which may be suitable for the

treatment of diabetes.
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Accordingly, the present invention provides a compound of Formula I:

o)
N J

NN Formula I
TN

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

The present invention also provides a method of treating diabetes in a patient
comprising administering to a patient in need of such treatment an effective amount of a
compound of Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt thereof. The present
invention further provides a method of treating type 1 diabetes in a patient comprising
administering to a patient in need of such treatment an effective amount of a compound of
Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt thereof. In addition, the present
invention provides a method of treating type 2 diabetes in a patient comprising
administering to a patient in need of such treatment an effective amount of a compound of
Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt thereof. The present invention also
provides a method of treating impaired glucose tolerance (IGT), impaired fasting glucose
(IFG), or metabolic syndrome in a patient comprising administering to a patient in need
of such treatment an effective amount of a compound of Formula I, or a pharmaceutically
acceptable salt thereof.

Furthermore, this invention provides a compound of Formula I or a
pharmaceutically acceptable salt thereof for use in therapy, in particular for the treatment
of diabetes. In addition, this invention provides a compound of Formula I or a
pharmaceutically acceptable salt thereof for use in the treatment of type 1 diabetes. In
addition, this invention provides a compound of Formula I or a pharmaceutically
acceptable salt thereof for use in the treatment of type 2 diabetes. The invention further
provides a compound of Formula I or a pharmaceutically acceptable salt thereof for use in
the treatment of impaired glucose tolerance (IGT), impaired fasting glucose (IFG), or
metabolic syndrome. This invention also provides the use of a compound of Formula I,
or a pharmaceutically acceptable salt thereof, for the manufacture of a medicament for the
treatment of diabetes. Furthermore, this invention provides the use of a compound of

Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, for the manufacture of a
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medicament for the treatment of type 1 diabetes. This invention also provides the use of a
compound of Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, for the
manufacture of a medicament for the treatment of type 2 diabetes. The invention also
provides the use of a compound of Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, for the manufacture of a medicament for the treatment of IGT, IFG, or metabolic
syndrome.

The invention further provides a pharmaceutical composition comprising a
compound of Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, with one or more
pharmaceutically acceptable carriers, diluents, or excipients. This invention also
encompasses novel intermediates and processes for the synthesis of the compound of
Formula 1.

As used herein, the terms “treating” or “to treat” includes restraining, slowing,
stopping, or reversing the progression or severity of an existing symptom or disorder.

As used herein, the term "patient” refers to a mammal, such as a mouse, guinea
pig, rat, dog, or human. It is understood that the preferred patient is a human.

As used herein, the term “effective amount” refers to the amount or dose of
compound of the invention, or a pharmaceutically acceptable salt thereof which, upon
single or multiple dose administration to the patient, provides the desired effect in the
patient under diagnosis or treatment.

An effective amount can be readily determined by the attending diagnostician, as
one skilled in the art, by the use of known techniques and by observing results obtained
under analogous circumstances. In determining the effective amount for a patient, a
number of factors are considered by the attending diagnostician, including, but not limited
to: the species of mammal; its size, age, and general health; the specific disease or
disorder involved; the degree of or involvement or the severity of the disease or disorder;
the response of the individual patient; the particular compound administered; the mode of
administration; the bioavailability characteristics of the preparation administered; the
dose regimen selected; the use of concomitant medication; and other relevant
circumstances.

The compounds of Formula I are generally effective over a wide dosage range.
For example, dosages per day normally fall within the range of about 0.01 to about 30

mg/kg of body weight. In some instances dosage levels below the lower limit of the
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aforesaid range may be more than adequate, while in other cases still larger doses may be
employed without causing any harmful side effect, and therefore the above dosage range
is not intended to limit the scope of the invention in any way.

The compounds of the invention are preferably formulated as pharmaceutical
compositions administered by any route which makes the compound bioavailable. Most
preferably, such compositions are for oral administration. Such pharmaceutical
compositions and processes for preparing same are well known in the art. (See, ¢.g.,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy (D.B. Troy, Editor, 21st Edition.,
Lippincott, Williams & Wilkins, 2006).

In a further aspect of the invention, the present compounds are administered in
combination with one or more therapeutic agents, such as antidiabetic agents.
Administration in combination includes simultaneous or sequential administration. In
addition, simultaneous administration of the combination can be as a single combination
dose or separate doses of each therapeutic agent. Examples of antidiabetic agents include
metformin; a DPPIV inhibitor, such as sitagliptin or linagliptin; a sulfonylurea, such as
glimepiride; a thiazolidinedione, such as pioglitazone; a basal insulin, such as glargine; a
rapid acting insulin, such as HUMALOG or NOVOLOG; a GLP-1 agonist, such as
exenatide or liraglutide; an SGLT2 inhibitor, such as dapagliflozin or empagliflozin; a
glucagon receptor antagonist, such as L.Y2409021; and the like.

Compounds of Formula I are prepared as illustrated in the preparations, examples,
and schemes below. The reagents and starting materials are readily available to one of
ordinary skill in the art. All substituents, unless otherwise specified are as previously
defined. It is understood that these schemes, preparations, and examples are not intended
to be limiting to the scope of the invention in any way.

Examples of resolutions include selective crystallization techniques or chiral
chromatography. (See, ¢.g. J. Jacques, et al., "Enantiomers, Racemates, and Resolutions",
John Wiley and Sons, Inc., 1981, and E.L. Eliel and S.H. Wilen,” Stereochemistry of
Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994). It should be further clear to one of
ordinary skill in the art that separation and isolation, by chromatography, chiral
chromatography or selective crystallization, of individual diastereomers or geometric
isomers of Formula I or individual diastereomers or geometric isomers of intermediates

leading to Formula I, can occur at any convenient point in the synthesis.
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As used herein, "5" refers to parts per million down-field from tetramethylsilane;
“mins” refers to minute or minutes; “hrs” refers to hours; “THF” refers to
tetrahydrofuran; “EtOAc” refers to ethyl acetate; “MeOH” refers to methanol or methyl
alcohol; “EtOH” refers to ethanol or ethyl alcohol; “TFA” refers to trifluoroacetic acid;
“DPPA” refers to diphenylphosphoryl azide; “HATU?” refers to O-(7-azabenzotriazol-1-
yD)-N,N,N’,N’tetramethyluronium hexafluorophosphate; “CDI” refers to 1,1'-
carbonyldiimidazole; “DDQ” refers to 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone
“Xphos” refers to 2-dicyclohexylphosphino-2',4’,6'-triisopropylbiphenyl; “MTBE”refers
to methyl tert-butyl ether; “HPLC” refers to high-performance liquid chromatography;
“Ac” refers to an acetyl substituent of the following structure:

o]
H3C)& .

and the term “BOC?” refers to a t-butyloxycarbonyl protecting group.

Pharmaceutically acceptable salts and common methodology for preparing them
are well known in the art. See, e.g., Gould, P.L., “Salt selection for basic drugs,”
International Journal of Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin et al. “Salt Selection
and Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical Entities,” Organic
Process Research and Development, 4: 427-435 (2000); and S.M. Berge, et al.,
“Pharmaceutical Salts,” Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, No. 1, January
1977. One skilled in the art of synthesis will appreciate that the compounds of Formula I
as amines are organic bases, and that they are readily converted to and isolated as
pharmaceutically acceptable salts using techniques and conditions well known to one of

ordinary skill in the art.
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Preparation 1
4-methylindoline.

NH

Method A

Charge 4-methyl-1H-indole (500 g; 1.0 equiv; 3.811 moles) and acetic acid (2000
mL) to a 20 L flask at room temperature. Cool the solution to 0°C (internal temperature)
and then add sodium cyanoborohydride (359.2 g; 1.5 equiv; 5.71 moles) in 5 equal
portions, while not allowing the reaction mixture to warm above 10°C. When the
addition is complete, stir the reaction mixture at room temperature for 2 hours. Cool the
reaction mixture to 0°C and add ice (5 Kg). Add a pre-cooled (5 °C) solution of sodium
hydroxide (4M) very slowly to achieve a reaction mixture pH of 14. Extract the reaction
mixture with ethyl acetate (2X10L). Combine the organic layers and wash with water (1
X 10 L) and brine (1 X 10 L). Dry over anhydrous sodium sulfate, filter, and concentrate
under reduced pressure to obtain the title compound (460 g, 90% yield): mass spectrum
(m/z): 134 (M+1).
Method B

Charge trifluoroacetic acid (7.62 moles; 576.42 mL) to a 2000 mL 3 necked flask,
equipped with thermometer, magnetic stirrer, nitrogen line, and dropping funnel. Place
the flask in an ice / water bath and cool the mixture to 13°C (internal temperature). Add
4-methyl-1H-indole (762.33 mmoles; 94.25 mL; 100.00 g) over 3 minutes not allowing
the temperature of the reaction mixture to exceed 25°C. Stir the mixture for about 1
minute after the addition is complete, allowing the temperature of the reaction mixture to
reach 20°C, then remove the flask from the ice bath and stir for 10 minutes at 20°C. Add
triethylsilane (876.68 mmoles; 140.47 mL; 101.94 g) dropwise to the reaction over 41
minutes, allowing the temperature to rise to 25°C, then maintaining the temperature
between 25°C and 30°C by use of a cool water bath as required. When the addition is
complete stir the reaction mixture for 80 minutes. Cool the reaction mixture to 10°C then
pour into a mixture of ice (1000 g) SM hydrochloric acid (800 ml) and MTBE (2000 m1)
with stirring. Note that it is important to quench into a biphasic system to prevent the

formation of impurities. Separate the aqueous phase and extract the organics with
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hydrochloric acid (400 ml; 2 M), then hydrochloric acid (2 x 200 ml; 2 M). Combine the
aqueous extracts and cool in ice water. Add 50% w/w NaOH to achieve pH>10 keeping
the temperature below 30°C. Extract the aqueous mixture with MTBE (1000 ml, then
200 ml). Combine the organic extracts, dry over anhydrous sodium sulfate, filter, and
concentrate under reduced pressure to give the title compound (73 g; 68% yield): mass
spectrum (m/z): 134 (M+1).
Method C

Add a solution of 4-methyl-1H-indole, (114.35 mmoles; 15.00 g) in
tetrahydrofuran (75.00 mL) to a solution of p-toluenesulfonic acid monohydrate (137.22
mmoles; 23.63 g) in water (75.00 mL) with stirring at room temperature. Add 5%
platinum on carbon (Johnson Matthey Type 103; 1.50 g) under a blanket of carbon
dioxide. Place the mixture under an atmosphere of hydrogen (4.2 bar) and shake at room
temperature overnight. Dilute the reaction mixture with sodium hydroxide (2M aqueous
solution; 148.65 mmoles; 74.33 mL) and stir with MTBE (150.00 mL). Filter the mix
through diatomaceous earth and wash the pad with MTBE (50 mL). Separate the filtrate
and extract the aqueous with MTBE (100 mL). Combine the organics, dry over
anhydrous magnesium sulfate, filter, and concentrate under reduced pressure to give the

title compound (14.80 g; 97.17% yield): mass spectrum (m/z): 134 (M+1).

Preparation 2
[(2R,3R,48,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(4-methylindolin-1-yl)tetrahydropyran-2-yl Jmethyl

acetate

Oﬁro\j\/"\l;::\ro
o§r6 PN

Method A
Scheme I, Step A: Wet D-glucose (180.2 mmol) with water (25 mL) and then
add 4-methylindoline, (180.2 mmoles) in ethanol (200 mL). Purge the mixture with
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nitrogen and heat to reflux under nitrogen atmosphere overnight. Then cool to room
temperature and concentrate under reduced pressure. To the resulting residue, add
dichloromethane (200 mL), N,N-dimethylaminopyridine (9.0 mmol), and pyridine (2.5
mol). Cool the mixture in an ice bath and then add acetic acid anhydride (1.1 mol)
dropwise over 30 mins. Concentrate the mixture under reduced pressure, dilute the
residue with ethyl acetate (500 mL), and wash the mixture with citric acid (saturated
aqueous solution; 50 mL) in water (500 mL). Wash with brine (500 mL), dry over
sodium sulfate, filter, and concentrate under reduced pressure. Add ethanol (500 mL) and
mix at 50 °C for 10 minutes. Cool the mixture to room temperature and then in ice /
water. Filter the resulting mixture and dry under reduced pressure to give the title
compound (32 g; 38.32% yield): mass spectrum (m/z): 464.2 (M+1).

Method B

Scheme I, Step A: Charge to a 20 L three neck flask a solution of 4-
methylindoline (1000 g; 7.51moles) in ethanol: water (8000 ml: 1000 ml) and D-glucose
(1480g; 8.25 moles). Heat the mixture for 6 hours at 80°C. Concentrate the mixture
under reduced pressure and dissolve the residue in pyridine : dichloromethane (8000ml :
8000ml). Add dimethylaminopyridine (91.79 g; 0.75 moles) and cool the reaction
mixture to 10°C (internal temperature). Add acetic anhydride (9000 ml) dropwise. When
the addition is complete stir the reaction mixture for 1 hour at 45°C and then stir
overnight at room temperature. Concentrate the mixture under reduced pressure. Add
ethyl acetate (20 L) and water (10 L) to the residue. Separate the organic layer and extract
the aqueous layer with ethyl acetate (2 X 10 L). Combine the organic layers and wash
with a saturated solution of citric acid (5 Kg) in water. Dry the organic layer over
anhydrous sodium sulfate, filter, and concentrate under reduced pressure. Crystallise the
residue from ethanol to give the title compound (3205.5 g; 92.11% yield): mass spectrum
(m/z): 464.2 (M+1).

Method C

Scheme I, Step A: Wet D-glucose (517.30 mmoles; 93.20 g) with water (66 mL)
and then add 4-methylindoline, (65.62 g; 492.67 mmoles) in ethanol (394 mL). Purge the
mixture with nitrogen and heat to reflux under nitrogen atmosphere overnight. Then cool
to room temperature and concentrate under reduced pressure. To the resulting residue,

add dichloromethane (394mlL), tricthylamine (2.82 moles; 393.72 mL), and N,N-
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dimethyl- 4-pyridinamine, (24.63 mmoles; 3.01 g). Cool the mixture in an ice bath and
then add acetic acid anhydride (3.94 moles; 372.57 mL) dropwise over 30 mins.
Concentrate the mixture under reduced pressure, dilute the residue with ethyl acetate (984
mL), and wash the mixture with citric acid (saturated aqueous solution; 50 mL) in water
(200 mL). Separate the layers and extract the aqueous with ethyl acetate (600 mL then
300 mL). Combine the organics, wash with brine (600 mL), and concentrate under
reduced pressure. Add ethanol (656 mL) and mix at 50 °C for 10 minutes. Cool the
mixture to room temperature and then in ice / water. Filter the resulting mixture and dry
under reduced pressure to give the title compound (112.2 g; 49.14% yield): mass
spectrum (m/z); 464.2 (M+1).

Preparation 3
[(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(4-methylindol-1-yl)tetrahydropyran-2-yl methyl

acetate

\
ijojijiz\ro
oj/é PN

Method A

Scheme I, Step B: Charge [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(4-
methylindolin-1-yl)tetrahydropyran-2-ylmethyl acetate (60.4 mmol) to a 500 mL flask.
Add 1,4 dioxane (250 mL) and cool the solution to 10°C. Add DDQ (63.4 mmol) in one
portion. Warm the mixture to room temperature and stir for 2 hours. Filter the reaction
mixture and wash the solid with 1,4-dioxane (3X50 mL). Concentrate the filtrate under
reduced pressure and filter through a plug of silica gel (200g) rinsing with 10%
EtOAc/dichloromethane (300 mL). Wash with a saturated solution of sodium bicarbonate
(2 X 200 mL) then water (200 mL). Dry over anhydrous sodium sulphate, filter,
concentrate under reduced pressure to give the title compound (27.5 g; 98.6% yield):

mass spectrum (m/z): 462.5 (M+1).
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Method B

Scheme I, Step B: Charge [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(4-
methylindolin-1-yl)tetrahydropyran-2-yllmethyl acetate (4200g; 9.08 moles) to a 20 L
flask. Add 1,4 dioxane (42000 mL) and cool the solution to 10°C. Add DDQ (2057g;
9.08moles) in 5 equal portions maintaining the temperature at 10°C. After addition is
complete, warm the mixture to room temperature and stir for 2 hours. Filter the reaction
mixture and wash the solid with 1,4-dioxane (3 times). Concentrate the filtrate under
reduced pressure and purify the residue by column chromatography eluting with 0%-20%
ethyl acetate in hexane. Combine pure fractions with a separate lot of material prepared
in a similar manner starting from 2500 g of [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(4-
methylindolin-1-yl)tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate and concentrate under reduced
pressure. Dissolve the residue in ethyl acetate (50L) and wash with a saturated solution
of sodium bicarbonate (2 X 20L) then water (1 X 10L). Dry over anhydrous sodium
sulphate, filter, concentrate under reduced pressure, and crystallize from ethanol (10L) to
give the title compound (4.632 Kg; 69% yield): mass spectrum (m/z): 462.5 (M+1).

Method C

Scheme I, Step B: Dissolve [(2R,3R,45,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(4-
methylindolin-1-yl)tetrahydropyran-2-yllmethyl acetate (112.2 g; 242.08 mmoles) in 1,4-
dioxane (1.68 L) at room temperature. Cool the mixture in an ice/water bath, then add
4,5-dichloro-3,6-dioxo-cyclohexa-1,4-diene-1,2-dicarbonitrile (244.50 mmoles; 55.50 g)
portion-wise keeping the temperature of the reaction mixture below 15 °C. When the
addition is complete, stir the mixture for 5 minutes, then remove from the ice bath and stir
for a further 5 minutes. Filter the mixture and wash the solid with 1,4-dioxane (561.00
mL). Concentrate the filtrate under reduced pressure, then add ethanol (561.00 mL) to
the residue, and stir at 40 °C for 20 minutes. Cool the mixture in ice water for 15 mins,
filter, and wash the solid obtained with cold ethanol (100 mL). Dry the solid under
reduced pressure to give the title compound (82.5 g; 73.9% yield): mass spectrum (m/z):
462.0 (M+1).

Preparation 4
[(2R,3R,48,5R,6R)-3 4,5-triacetoxy-6-[ 3-(4-hydroxybenzoyl)-4-methyl-indol-1-
yl]Jtetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate
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Scheme I, Step C: To a 0.5 L stirred round bottom, purged with nitrogen, charge
in order: [(2R,3R,45,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(4-methylindol-1-yl)tetrahydropyran-2-
ylJmethyl acetate (29.5 mmol), dichloromethane (100 mL), and 4-bromobenzoyl chloride

5 (30.9 mmol). Cool the mixture in an icebath and add aluminum trichloride (88.4 mmol).
After stirring, with cooling, for 1.5 hours, pour the reaction mixture over ice and dilute
with water (100 mL) and chloroform (100 mL). Separate the organic phase and wash the
aqueous with chloroform (100 mL). Combine the organics and wash with concentrated
sodium bicarbonate solution (200 mL) and brine (200 mL). Dry over sodium sulphate,

10  filter, and concentrate. Purify by flash chromatography over silica gel (330g) eluting with
5 —25% EtOAc/chloroform to give the title compound (7.9 g; 46.09% yield): mass
spectrum (m/z): 582.4 (M+1), 580.4 (M-H).

Preparation 5
15 [(2R,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-triacetoxy-6-[3-[4-(3-benzyloxypropoxy)benzoyl ]-4-methyl-
indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate

3 /p
\\g o)

Scheme I, Step D: To a 0.5 L stirred round bottom, purged with nitrogen, charge
in order: [(2R,3R,48,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-(4-hydroxybenzoyl)-4-methyl-indol-
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1-yl]tetrahydropyran-2-yl]methyl acetate (13.58 mmol), acetonitrile (250 mL), and
potassium carbonate (67.92 mmol). To this stirred solution, at room temperature, add 3-
bromopropoxymethylbenzene (27.2 mmol) and heat at 60 °C for 16 hours under nitrogen.
Dilute with EtOAc (200 mL) and filter. Concentrate the filtrate and purify by flash
chromatography (330g silica gel) eluting with 2 — 40% EtOAc/chloroform. Concentrate
the product containing fractions to give the title compound (9.0 g. 90.79%): mass

spectrum (m/z): 730.4 (M+H).

Preparation 6
(2R,3R,48S,58,6R)-2-[3-[[4-(3-benzyloxypropoxy)phenyl]-hydroxy-methyl]-4-methyl-
indol-1-yl]-6-(hydroxymethyl)tetrahydropyran-3,4,5-triol

OH
2 §) O
HOn,bN O\/\/O
HO! % = e
OH
OH

Scheme I, Step E: To a 0.5 L stirred round bottom flask, purged with nitrogen,
charge [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-[4-(3-benzyloxypropoxy)benzoyl]-4-
methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-yljmethyl acetate (12.33 mmol), THF (50 mL), and
ethanol (100 mL). Add sodium tetrahydroborate (37.0 mmol) and stir at room
temperature for 6 hours. Acidify by dropwise addition of SN HCI then dilute with water
(200 mL) and dichloromethane (200 mL). Separate the organics and wash with brine
(200 mL). Dry over sodium sulphate, filter, and concentrate to give the title compound as
a mixture of diastereomers in sufficient purity to be used without further purification in

the next step (7.2 g crude) mass spectrum (m/z): 546.4 (M+1-18).
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Preparation 7
[(2R,3R,45,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[ 3-[[4-(3-benzyloxypropoxy)phenyl[methyl]-4-
methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate

: O

o
O

S )

0

Scheme I, Step F: To a 0.5 L round bottom flask under nitrogen charge
(2R,3R,485,58,6R)-2-[3-[[4-(3-benzyloxypropoxy)phenyl]-hydroxy-methyl]-4-methyl-
indol-1-yl]-6-(hydroxymethyl)tetrahydropyran-3,4,5-triol (7.2 g. Crude), then acetonitrile
(50 mL), and then dichloromethane (100 mL). Cool the mixture to 0°C. Add
triethylsilane (63.87 mmol) followed by dropwise addition of boron trifluoride etherate
(51.10 mmol). When the addition is complete stir the reaction mixture in the ice bath for
5 minutes then quench by dropwise addition of sodium bicarbonate solution (20 mL).
Dilute with water (200 mL) and EtOAc (500 mL). Separate the layers, wash the organic
phase with brine (200 mL), and concentrate under reduced pressure. Add pyridine (50
mL), dichloromethane (50 mL) and N,N-dimethylaminopyridine (0.41 mmol). Cool in an
ice bath and add acetic anhydride (127.74 mmol). Warm to room temperature and stir for
16 hours. Concentrate under reduced pressure then add EtOAc (500 mL). Wash with a
citric acid solution (200 mL) followed by water (200 mL) and brine (200 mL). Dry over
sodium sulphate, filter, and concentrate. Purify by flash chromatography(330g silica gel)
eluting with 5 -5 — 20% EtOAc/dichloromethane to give the title compound (7.5g,
82.03%): mass spectrum (m/z): 716.3 (M+1).
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Preparation 8
[(2R,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-triacetoxy-6-[3-[[4-(3-hydroxypropoxy)phenyl Jmethyl]-4-
5 methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate
O

~ o
o (° ;
ot evs

Scheme 11, Step A: To a 0.5 L round bottom flask add [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-
triacetoxy-6-[3-[[4-(3-benzyloxypropoxy)phenylmethyl]-4-methyl-indol-1-

10 ylJtetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate (10.34 mmol) and ethyl acetate (80 mL). To this
solution add 5% Pd/C pre wet with ethyl acetate (20 mL). While stirring, vacuum purge
the mixture with hydrogen (3X) then stir under hydrogen for 16 hours. Filter through
diatomaceous earth and rinse with ethyl acetate (100 mL). Concentrate the filtrate under
reduced pressure to give the title compound in sufficient purity to use in the next step

15 (6.5g): mass spectrum (m/z): 626.4 (M+1).

Preparation 9
[(2R,3R,48,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[4-methyl-3-[[4-(3-
methylsulfonyloxypropoxy)phenylmethyl]indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl

20 acetate
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Scheme 11, Step B: To a 0.5 L round bottom flask add [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-
triacetoxy-6-[3-[[4-(3-hydroxypropoxy)phenylmethyl]-4-methyl-indol-1-
yl]tetrahydropyran-2-yl]methyl acetate (6.5g, crude), dichloromethane (100 mL), and
triethylamine (25.97 mmol). Cool in an ice bath and add methanesulfonyl chloride (12.47
mmol) dropwise over 10 minutes. Warm to room temperature and stir for l1hour. Dilute
with dichloromethane (100 mL) and wash with water (200 mL) and brine (200 mL). Dry
the organics over sodium sulfate, filter, and concentrate under vacuum to give the title
compound in sufficient purity to use in the next step (7.2g): mass spectrum (m/z): 704.4
(M+1).

Preparation 10a
1-[2-(4,9-diazaspiro[5.5]Jundecan-9-yl)-2-ox0-ethyl]-3-isobutyl-urea

N/U\/N\g/N\)\

HN

To a round bottom flask add tert-butyl 4,9-diazaspiro[5.5]undecane-9-carboxylate
hydrochloride (1.38 mmol), 2-(isobutylcarbamoylamino)acetic acid (1.15 mmol),
dimethylformamide (3.8 mL), triethylamine (1.72 mmol) and HATU (1.26 mmol. Stir at
room temperature for 16 hours, then dilute with water (50 mL) and ethyl acetate (50 mL).
Wash the organic phase with concentrated ammonium chloride (50 mL) and brine (50
mL). Dry the organics over sodium sulfate, filter, and concentrate under reduced
pressure. Purify the intermediate by flash chromatography (40g silica gel cartridge)
eluting with 0 — 10% methanol in ethyl acetate to yield tert-butyl 9-[2-
(isobutylcarbamoylamino)acetyl]-4,9-diazaspiro[ 5.5 ]Jundecane-4-carboxylate (0.38g, 0.93
mmol): MS (m/z): 411.2 (M+H).

To a solution of tert-butyl 9-[2-(isobutylcarbamoylamino)acetyl]-4,9-
diazaspiro[5.5]undecane-4-carboxylate (0.38g, 0.93 mmol) in 1,4-dioxane (1.75 mL), add
4M HCl in 1,4-dioxane (8.77 mmol). Stir the reaction at room temperature for 5 hours,
then concentrate under reduced pressure. Purify the residue by dissolving in methanol
and loading into a SCX (ion exchange) column. Rinse the loaded column with methanol

(3X25 mL) then flush the column with 2N ammonia in methanol. Combine and
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concentrate the ammonia washes to yield the title compound (0.25g, 0.81 mmol): MS
(m/z): 311.0 (M+H).

Preparation 10b

Alternative preparation of 1-[2-(4,9-diazaspiro[5.5]Jundecan-9-yl)-2-oxo-ethyl]-3-
isobutyl-urea.

Preparation of benzyl 2-(isobutylcarbamoylamino)acetate.
j)L \/@
0)
N N

Charge 3-methylbutanoic acid (106.36 g), toluene (800 ml) and triethylamine
(126.46 g) into a 3-neck flask (R1). Heat R1 to 90°C. Add a solution of DPPA (289.3¢g) in
toluene (400 ml) slowly (Care: N; released). Stir R1 at 90 °C for 30-60 mins, then cool to
20-30°C. In a separate flask (R2) charge benzyl 2-aminoacetate hydrochloride (200 g),
triethylamine (150.54 g), and toluene (1000 ml) and stir at 20-30 °C for 1-2 hours. Add
the R1 mixture into R2 drop wise slowly via addition funnel at 20-30 °C and stir for 1-2
hours. Slowly add the reaction mixture to water (2000 ml) with vigorous stirring,
Separate the organic and extract the aqueous layer with EtOAc (2 x 1000 ml). Combine
the organic layers and wash with 1 N hydrochloric acid (1000 ml), then 7% NaHCOj; aq
(1000 ml), then water (1000 ml), then 15% brine (1000 ml). Concentrate under reduced
pressure. Slurry the residue with heptane (1000 ml) then filter the solid. Dry the filter
cake under reduced pressure below 40 °C to give benzyl 2-

(isobutylcarbamoylamino)acetate (218 g; 98.1% assay; 81.5% yield).

Preparation of 2-(isobutylcarbamoylamino)acetic acid.

Y\HJ]\”/\[A/OH

Charge benzyl 2-(isobutylcarbamoylamino)acetate (200 g; 98.1% assay), dry Pd/C
(20 g; 10%w/w), and isopropyl alcohol (2000 ml) into an autoclave. Degas under
vacuum and purge with hydrogen three times. Stir at 60 °C under 50-60 psi of H; for 4
hours. Cool the mixture to 20-30°C and filter through diatomaceous earth and
concentrate the filtrate under reduced pressure at 45-50°C to 1-2Vol. Add acetonitrile
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(1000 ml) and concentrate under reduced pressure at 45-50°C to 2-3Vol. Cool the
mixture to 5-10 C °C and filter. Dry the cake under reduced pressure at 45-50°C to give
of 2-(isobutylcarbamoylamino)acetic acid (112 g; 95.2% assay; 82.5% yield).

Preparation of final title compound.

To a round bottom flask add tert-butyl 4,9-diazaspiro[5.5]undecane-9-carboxylate
hydrochloride (1.38 mmol), 2-(isobutylcarbamoylamino)acetic acid (1.15 mmol),
dimethylformamide (3.8 mL), triethylamine (1.72 mmol), and HATU (1.26 mmol. Stir at
room temperature for 16 hours, then dilute with water (50 mL) and ethyl acetate (50 mL).
Wash the organic phase with concentrated ammonium chloride (50 mL) and brine (50
mL). Dry the organics over sodium sulfate, filter, and concentrate under reduced
pressure. Purify the intermediate by flash chromatography (40g silica gel cartridge)
eluting with 0 — 10% methanol in ethyl acetate to yield tert-butyl 9-[2-
(isobutylcarbamoylamino)acetyl]-4,9-diazaspiro[ 5.5 ]Jundecane-4-carboxylate (0.38g, 0.93
mmol): MS (m/z): 411.2 (M+H).

To a solution of tert-butyl 9-[2-(isobutylcarbamoylamino)acetyl]-4,9-
diazaspiro[5.5]undecane-4-carboxylate (0.38g, 0.93 mmol) in 1,4-dioxane (1.75 mL), add
4M HCl in 1,4-dioxane (8.77 mmol). Stir the reaction at room temperature for 5 hours,
then concentrate under reduced pressure. Purify the residue by dissolving in methanol
and loading into a SCX (ion exchange) column. Rinse the loaded column with methanol
(3X25 mL) then flush the column with 2N ammonia in methanol. Combine and
concentrate the ammonia washes to yield the final title compound, 1-[2-(4,9-
diazaspiro[5.5]undecan-9-yl)-2-oxo-ethyl]-3-isobutyl-urea (0.25g, 0.81 mmol): MS
(m/z): 311.0 (M+H).
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Preparation 10c
Alternative preparation of 1-[2-(4,9-diazaspiro[5.5]undecan-9-yl)-2-oxo-ethyl]-3-

isobutyl-urea

Preparation of O4-benzyl O9-tert-butyl 4,9-diazaspiro[5.5]undecane-4.9-dicarboxylate.

Syt
o

To a 20 L temperature controlled reactor charge tert-butyl 4,9-
diazaspiro[5.5]undecane-9-carboxylate hydrochloride (2.06 moles; 600.00 g) followed by
dichloromethane (6.00 L), then tricthylamine (4.33 moles; 604 mL) is added. Set the
jacket of the reactor to 0°C. When the temperature of the reaction mixture reaches 5°C,
add benzyl chloroformate (2.10 moles; 311 mL) over about 20 minutes keeping the
internal temperature below 20°C. When the addition is complete, warm the jacket to
room temperature and stir the mixture overnight. Pour the reaction mixture into water (4
L) and separate the mixture. Concentrate the organics under reduced pressure to give the
title compound (838 g; assumed 95.65% purity and 100% yield for the purposes of
calculation in the next reaction) mass spectrum (m/z): 411.2 (M+23).

Preparation of benzyl 4.9-diazaspiro[5.5]Jundecane-4-carboxylate hydrochloride.

OJOLN )" HCI
oo

To a 20 L temperature controlled reactor with jacket set at 0°C, add a solution of

04-benzyl O9-tert-butyl 4,9-diazaspiro[5.5Jundecane-4,9-dicarboxylate (2.06 moles;
838.00 g; 95.65% purity) in 1,4-dioxane (19.63 moles; 1.68 L). When the temperature of
the solution is 5°C, add hydrogen chloride (4M in 1,4- dioxane; 10.32 moles; 2.58 L) at
such a rate that the temperature does not rise above 20°C. When the addition is complete,
warm the solution to room temperature and stir overnight. Concentrate the reaction
mixture under reduced pressure to give a thick slurry. Add MTBE (3.35 L) and agitate the
mixture for 30 minutes at 40°C. Allow the mixture to cool to room temperature and filter

the precipitate. Wash the precipitate with MTBE (838 mL). Allow the precipitate to dry
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on the filter and then transfer to a vacuum oven for further drying to give the title

compound (638 g; 95% yield) mass spectrum (m/z): 289 [M (freebase) +1].

Preparation of benzyl 9-[2-(isobutylcarbamoylamino)acetyl]-4.9-

diazaspiro[5.5]undecane-4-carboxylate.

SN . P
ALV T
ol

To 2-(isobutylcarbamoylamino)acetic acid (667.05 mmoles; 116.20 g) in
dichloromethane (1.16 L) add 1,1'-carbonyldiimidazole (700.40 mmoles; 113.57 g) in

portions. Stir the mixture at room temperature for 1 hour. Label this mixture A. Ina
separate vessel add benzyl 4,9-diazaspiro[5.5 Jundecane-4-carboxylate hydrochloride
(700.40 mmoles; 413.68 g), dichloromethane (581 mL) and triethylamine (1.33 moles;
186 mL). Stir the mixture. Label this mixture B. Pour Mixture A into mixture B over 2
minutes. Stir the resulting mixture at room temperature. After 3 hours, add water (1000
mL). Separate the organic phase and concentrate under reduced pressure. Add ethyl
acetate (581.00 mL) and agitate the mixture for 20 minutes at 40°C, then cool to room
temperature then in ice for 20 minutes. Filter the precipitate and dry further in a vacuum
oven to give the title compound. (137.1 g; 46.23% yield) mass spectrum (m/z): 445.2
(M+1). After allowing the filtrate to stand, a precipitate forms. Filter this precipitate and
dry further in a vacuum oven to give the title compound. (9.30 g; 3.14% yield).

Preparation of final title compound.

Suspend benzyl 9-[2-(isobutylcarbamoylamino)acetyl]-2,9-
diazaspiro[5.5]undecane-2-carboxylate (239.78 mmoles; 106.60 g) in ethanol (852.80
mL) and cyclohexene (1.20 moles; 121.90 mL), and add 5% palladium on charcoal (24 g;
55.4 % moisture content). Heat the mixture to reflux and stir for 45 mins. Cool the
mixture to room temperature, filter through a pad of diatomaceous earth washing the solid
with ethanol, and concentrate under reduced pressure to give the final title compound, 1-
[2-(4,9-diazaspiro[ 5.5 Jundecan-9-yl)-2-oxo-ethyl]-3-isobutyl-urea (79.2 g; 94% purity;
100% yield) mass spectrum (m/z): 311.2 (M+1).
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Example 1a
1-isobutyl-3-[2-[4-[3-[4-[[4-methyl-1-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydropyran-2-yl]indol-3-ylJmethyl]phenoxy]propyl]-4,9-

diazaspiro[5.5]undecan-9-yl]-2-oxo-ethyl Jurea

OH

Scheme 11, Step C: To a 0.25 L round bottom flask add [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-
triacetoxy-6-[4-methyl-3-[[4-(3-methylsulfonyloxypropoxy)phenyl]methyl]indol-1-
yl]tetrahydropyran-2-yl]methyl acetate (7.2 g, crude), 1-[2-(4,9-diazaspiro[5.5]undecan-
9-y1)-2-ox0-cthyl]-3-isobutyl-urea (12.28 mmol), acetonitrile (100 mL), and
diisopropylethylamine (40.92 mmol). Heat at 80 °C for 16 hours then concentrate under
reduced pressure. Add methanol (50 mL) and sodium methoxide (20.46 mmol, 30%
solution in MeOH) and stir at room temperature for 1 hour. Quench by adding a small
piece of dry ice. Concentrate under reduced pressure. Purify by reverse phase flash
chromatography (400 g C18 cartridge) eluting with 5 — 80% water (0.1% formic acid) in
acetonitrile (0.1% formic acid) in three portions. Concentrate under reduced pressure to
yield the title compound as a formic acid salt containing small impurities. Dissolve the
salt in 7N ammonia in methanol (20 mL) then concentrate to form the free base. Purify
the free base by flash chromatography (330 g silica gel cartridge) eluting with 5% 7N
ammonia in methanol/dichloromethane. Concentrate the product fractions under reduced
pressure to yield the title compound (1.75g, 22.81%): MS (m/z): 746.6 (M+H). H' NMR
(400.31 MHz, CD;0OD): 6 7.28 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.02 (s, 1H),
6.97 (t, ] = 8.8 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 5.37 (d, ] = 9.2 Hz, 1H), 4.15 (s, 2H),
3.95 (t, J =6.0 Hz, 2H), 3.91 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 3.87 — 3.80 (m, 2H), 3.65 (dd, J = 11.6,
5.6 Hz, 1H), 3.57 — 3.38 (m, 5H), 3.31 (bm, 2H), 2.90 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 2.46 — 2.13 (m,
8H), 1.88 (pentet, J = 6.8 Hz, 2H), 1.68 (septet, J = 6.8 Hz, 1H), 1.61 — 1.28 (m, 8H), 0.86
(d,J=6.8, 6H).
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Preparation 11
[(2R,3R,48,5R,6R)-3.4,5-triacetoxy-6-[3-(4-benzyloxybenzoyl)-4-methyl-indol-1-
yl]Jtetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate

\(O
156 i~
e

\‘g (o]

Scheme II1, Step A: To a 20 L temperature controlled reactor charge:
dichloromethane (7.00 L), [(2R,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-triacetoxy-6-(4-methylindol-1-
yDtetrahydropyran-2-yl]methyl acetate (1.52 moles; 700.00 g) and 4-benzyloxybenzoyl
chloride (1.67 moles; 411.63 g). Set the reactor jacket to -30 °C, allow the reactor
contents to cool and add tin tetrachloride (1.97 moles; 513.74 g) over 30mins maintaining
internal temp between -5 and -10 °C. When the addition is complete stir the mixture for
20 minutes at about -9 °C. Pour the cold reaction mixture onto 20 L of crushed ice.
Separate the organic layer, and extract the aqueous with dicholoromethane. Combine the
organic extracts and concentrate under reduced pressure to about 2 L. Add 7 L. MTBE
and wash with hydrochloric acid (1M; 2X8L) then water (8L) then sodium hydrogen
carbonate (saturated aqueous solution) then brine. Dry over MgSQy, filter, and
concentrate under reduced pressure to afford the title compound, which contains ~17%
w/w MTBE (1377g; assumed 74% purity and 100% yield for the purposes of calculation
in the next reaction) mass spectrum (m/z): 672.2 (M+1).
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Preparation 12
[(2R,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-triacetoxy-6-[3-[(4-benzyloxyphenyl)-hydroxy-methyl]-4-
methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-yl Jmethyl acetate

Scheme 111, Step B: To a temperature controlled stirred reactor charge cerium
(I1D) chloride heptahydrate (4.55 moles; 1.12 kg) in ethanol (4.96 L) and stir to give a
solution. Add [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-(4-benzyloxybenzoyl)-4-methyl-
indol-1-yl]tetrahydropyran-2-yllmethyl acetate (1.52 moles; 1.38 kg) and tetrahydrofuran
(7.57 L). Cool the mixture to +2°C and add sodium tetrahydroborate (4.55 moles; 172.18
g) in portions over 3 hours maintaining the internal temperature between 0 and +5°C
during addition. When the addition is complete, stir the mixture at 5°C for 1 hour. Add
further sodium tetrahydroborate (687.24 mmoles; 26.00 g) and stir the mixture for 30
minutes. Add additional sodium tetrahydroborate (0.45 equiv; 687.24 mmoles; 26.00 g)
and stir the mixture overnight. Pour the mixture into MTBE (5 L) and water (10 L).
Slowly add hydrochloric acid (2 N) with stirring until mixture is slightly acidic to pH
paper. Separate the organic layer, wash with brine, dry over MgSO4, filter, and
concentrate under reduced pressure to afford the title compound in acceptable purity for
use in the next step (1547 g; assumed 66% purity and 100% yield for the purposes of
calculation in the next reaction) mass spectrum (m/z): 656.4 (M+1-18).
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Preparation 13
of [2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[ 3-[ (4-benzyloxyphenyl)methyl]-4-methyl-
indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate

o

-
iy O

o}

Scheme 111, Step C: Cool a mixture of [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-
[(4-benzyloxyphenyl)-hydroxy-methyl]-4-methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl
acetate (1.52 moles; 1.55 kg) in acetonitrile (6.19 L) and dichloromethane (6.19 L) in an
brine/ice bath until the internal temperature is -5°C, then add triethylsilane (3.79 moles;
607 mL) over 2 minutes. Add boron trifluoride etherate (3.79 moles; 479 mL) dropwise
maintaining the internal temperature below +5 C. Stir the mixture in the ice bath for 30
mins. Carefully add a mixture of NaHCOj5 (saturated aqueous solution; 5 L) and water (4
L). Separate the organic phase and wash with water then brine then dry over MgSQOy,
filter, and concentrate under reduced pressure to afford a mixture of the title compound
and compounds with one or more of the acetyl groups missing. Dissolve the residue in
dichloromethane (1.86 L) and add acetic acid anhydride (7.58 moles; 716 mL) and N,N-
dimethyl-4-pyridinamine, (75.78 mmoles; 9.26 g). Warm the mixture to 40°C and gently
agitate to aid dissolution then stir the mixture for 1 hour at room temperature.
Concentrate the mixture under reduced pressure and slurry the residue in MTBE (6 L)
overnight. Collect the solid by filtration and dry in an oven at 60°C under reduced
pressure to afford the title compound (692.8 g; 70% yield) mass spectrum (m/z): 658.3
(M+1) and 680.2 (M+23).
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Preparation 14
[(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[ 3-[ (4-hydroxyphenyl)methyl]-4-methyl-indol-1-
yl]Jtetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate

\go
\gjb‘ OH
j\\o 2 = O

X

Scheme 111, Step D: To a mixture of [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-
[(4-benzyloxyphenyl)methyl]-4-methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate
(1.00 equiv; 1.05 moles; 692.80 g), methanol (85.59 moles; 3.46 L; 2.74 kg), and
tetrahydrofuran (42.57 moles; 3.46 L; 3.07 kg) add ammonium formate (5.27 moles;
332.10 g). Purge the reaction vessel with nitrigen and add 5% palladium on charcoal
(69.30 g; Johnson Matthey type 87L, 57.8% moisture content) as a slurry in isopropyl
alcohol. Heat the mixture at 38-42°C for 15 mins (moderate bubbling observed).
Remove the heating bath and stir the reaction mixture for 15 minutes whilst cooling.
Filter the mixture through diatomaceous earth and concentrate the filtrate under reduced
pressure. Partition the residue between ethyl acetate (7.5 L) and water (1 ). Separate
the organic layer and wash with brine then dry over MgSQO,. Filter, and concentrate
under reduced pressure to give the title compound (594g; 99% yield) mass spectrum

(m/z): 568.2 (M+1) and 590.2 (M+23).
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Preparation 15
[(2R,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-triacetoxy-6-[3-[[4-(3-chloropropoxy)phenyl methyl]-4-methyl-
indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate

\go
ooy
Mo 2 = O

X

Scheme I1II, Step E: To a mixture of [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-[(4-
hydroxyphenyl)methyl]-4-methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate (150.64
mmoles; 85.50 g) and acetonitrile (855.00 mL), add 1-bromo-3-chloro-propane, (180.76
mmoles; 17.88 mL) and potassium carbonate (301.27 mmoles; 41.64 g). Place the
mixture under nitrogen and heat the mixture at a gentle reflux for 2 days. Add further 1-
bromo-3-chloro-propane, (45.19 mmoles; 4.47 mL) and continue to heat the mixture
overnight. Concentrate the mixture under reduced pressure and partition the residue
between ethyl acetate and water. Separate the organic layer and wash with brine, dry
over MgSQ,, filter, and concentrate under reduced pressure to give the title compound in
sufficient purity for the next step. (124.4 g; assumed 78% purity and 100% yield for the
purposes of calculation in the next reaction) mass spectrum (m/z): 644.2/646.2 (M+1).
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Preparation 16
[(2R,3R,4S,5R,6R)-3.4,5-triacetoxy-6-[3-[[4-[3-[9-[2-(isobutylcarbamoylamino)acetyl]-
4,9-diazaspiro[5.5]undecan-4-yl|propoxy]phenyl|methyl]-4-methyl-indol-1-
yl]Jtetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate

0

X
£ 2o
)\\o 2 = O N o)
s I

/v/

Step I11, Step F: To a stirred solution of [2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-
[[4-(3-chloropropoxy)phenyl|methyl]-4-methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylmethyl
acetate (143.38 mmoles; 118.40 g) in acetonitrile (829 mL) add 1-[2-(3,8-
diazaspiro[5.5]undecan-3-yl)-2-oxo-ethyl]-3-isobutyl-urea (143.38 mmoles; 47.35 g),
potassium carbonate (286.75 mmoles; 39.63 g), and potassium iodide (143.38 mmoles;
23.80 g). Heat the mixture at reflux under nitrogen overnight. Cool the reaction mixture
to room temperature and add acetic acid anhydride (1.43 moles; 135.53 mL) and N,N-
dimethyl-4-pyridinamine (14.34 mmoles; 1.75 g). Stir the mixture for 1 hour.
Concentrate the mixture under reduced pressure and partition the residue between water
and EtOAc. Separate the organic layer and wash with brine, dry over MgSQy, filter, and
concentrate under reduced pressure. The residue is combined with another lot prepared in
a similar manner starting from [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-[[4-(3-
chloropropoxy)phenyl|methyl]-4-methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylmethyl acetate
(6.2 mmol). Purify by flash column chromatography on silica gel (1.5 kg) eluting with
99:1 EtOAc:triethylamine (1¢v), EtOAc (3¢cv's) and 190:10:1
EtOAc:MeOH:triethylamine (5cv's) to afford the title compound (68.2g; 49% yield) mass
spectrum (m/z): 918.6 (M+1).
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Example 1b
Alternative preparation of 1-isobutyl-3-[2-[4-[3-[4-[[4-methyl-1-[(2R,3R ,4S,58,6R)-
3.,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydropyran-2-yl]indol-3-
ylJmethyl]phenoxy]propyl]-4,9-diazaspiro[ 5.5 Jundecan-9-yl]-2-oxo-ethylJurea

OH

Scheme III, Step G: Cool a mixture of [(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-[3-
[[4-[3-[9-[2-(isobutylcarbamoylamino)acetyl|-4,9-diazaspiro[ 5.5Jundecan-4-
yl]propoxy]phenylJmethyl]-4-methyl-indol-1-yl]tetrahydropyran-2-ylJmethyl acetate
(74.28 mmoles; 68.20 g) and methanol (341.00 mL) in an ice-bath. Add sodium
methoxide (111.43 mmoles; 6.02 g). Stir the mixture for 10 minutes. Pour the mixture
into water (3.5 L), then filter the mixture. Wash the solid with water, dry on the sinter,
and further dry in a vacuum oven at 60°C to give the title compound (49.8 g, 89% yield)
mass spectrum (m/z): 750.6 (M+1).

Sodium-dependent glucose transporter 1 (SGL.T1) and SGLT?2 assays
The cDNA encoding human SGLT1 (slcSal, NM_000343) and mouse SGLT1
(slcSal, NM_019810.4) are purchased from Openbiosystems, Invitrogen and

Openbiosystems, respectively. The cDNA is cloned into pcDNA3.1+ for mammalian
expression and is stably transfected into Chinese hamster ovary (CHO)-K1 cells using
standard mammalian transfection procedures. An SGLT-expressing sub-clone of each
over-expressing cell line is selected based on resistance to neomycin (Geneticin,
Invitrogen) and activity in the 14C-oc-methyl-D-glucopyranoside (14C-AMG) uptake assay
(see below). Stable SGLT-expressing cells are maintained using standard cell culture
techniques.

The SGLT activity is measured as sodium-dependent HC-AMG uptake in the
above cell lines described as follows. One hundred pL of culture medium containing

30,000 cells are seeded to each well of a 96-well BioCoat poly-D-lysine plate (Becton
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Dickson) and cultured at 37°C overnight. The culture medium is aspirated and cells are
washed twice with 200 uL. of Reaction Buffer (140 mM NaCl, 2 mM KCIl, 1 mM CaCl,,
MgCl,, and 14 mM N-2-hydroethylpiperrazine-N’-2-ethanesulfonic acid (Hepes ), pH
7.5). The excess buffer is tapped out onto paper towels. Thirty-five uL. of Reaction
Buffer are added to each well. Five puL of a 10% dimethylsufoxide (DMSO) in Reaction
Buffer containing varying concentrations of test compound or no compound as a control,
is dispensed into the each well. The reaction is initiated by adding 10 pL of *C-AMG in
Reaction Buffer to make a final concentration of 4 uM. The plate is incubated at 37°C for
125 minutes. The reaction is terminated by aspirating off Reaction Buffer and then
washed three times with 200 uL of ice cold Reaction Buffer. Manual aspiration is
applied to ensure the complete removal of Reaction Buffer. Ten pL of 0.1 N NaOH is
added to each well and then 100 pL of Supermix scintillation cocktail (PerkinElmer) is
added. After mixing, the scintillation signal in the plate is counted in a MicroBeta
(PerkinElmer). A ten-dose response curve is fitted to an empirical four-parameter model
using ActivityBase (ID Business Solution) to determine the inhibitor concentration at
half-maximal inhibition (ICsg).

The compound of example 1 herein is tested essentially as described above and
exhibits an ICsg for human SGLT1 of 35.2 + 14.1 nM (n=5) and an 1C5, for mouse
SGLT1 of 14.9 + 10.4 nM (n=5). These data demonstrate that the compound of example

1 inhibits human and mouse SGLT1 in vitro.

Glucose Lowering Effects in Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)

The test compound is formulated by adding a vehicle of 1%
hydroxyethylcellulose, 0.25% Tween® 80 w/ antifoam 0.05% to preweighed test
compound to make a 1mg/ml solution. The mixture is probe sonicated for approximately
1 minute. A stir bar is added, and the resulting suspension is stirred continuously
throughout dosing.

Two separate groups of single housed C57Bl/6 mice are used to demonstrate
glucose lowering during OGTTs. The first set of mice receiving an OGTT 18 hours after
compound administration, the second 8 hours after compound administration. The first

set of animals are weighed and body weights used to determine study groups (n=5),
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within a working range of 26-30 g. After grouping, the mice are orally gavaged with 10
ml/kg of test compound preparation or vehicle, thirty seconds apart. The mice are then
Both sets, 18 and 8 hour OGTT, of mice are then fasted overnight by removing access to
food, late afternoon before test day. The following morning, the 8 hour OGTT mice are
weighed and bled (via tail snip) for glucose. Study groups (n=5) are determine using
fasted glucose values, within a working range of 80-100 mg/dl. After grouping the mice
are orally gavaged with compound, thirty seconds apart. These mice then receive an
OGTT 8 hours after compound administration.

At eight and eighteen hours after each respective compound treatment is started, a
baseline blood sample is taken for measuring glucose (from the first animal). The animal
is then immediately given an oral dose of 50% dextrose (Hospira®) at 3 g/kg. Blood
samples are taken for glucose, exactly thirty seconds apart, by tail vein so that blood is

collected in each animal at 20, 40, and 60 minutes after the dextrose dose.
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Table 2. Glucose lowering effects in OGTT.

Oral Glucose Tolerance Test Results Mean + SEM
1 way ANOVA/Dunnett’s compared to vehicle **p<0.01
Vehicle Example 1
@ 8 hrs Example1 | Vehicle @ | 10 mg/kg @
post 10 mg/kg @ 8 | 18 hrs post | 18 hrs post
Dose hrs post Dose Dose Dose
Glucose (mg/dl)
0 Minute 833+ 75.8 +2.48 79 +1.17 79.2+4.51
5.10
20 Minute 2034 + 114 £3.36** | 257.8+ 1214 +
23.3 19.1 5.16%*
40 Minute 168.5 + 131 +6.81** | 202.8+ 127 +
6.58 5.38 9.78**
60 Minute 142.6 + 125.8+7.52 | 154.7+ 125+
5.58 5.32 7.27%*
Baseline 4699 + 2370+ 315** | 6809 £419 | 2258 +
Adjusted AUC 602 252%*
Glucose (mg/dl)
Glucose Cmax 205.7 + 132.9 + 261.1+ 134.2 +
222 6.68** 16.3 6.72%*
Time (minutes)
Glucose Tmax | 28+4.9 [44+748 [24+4 [ 44 £ 7.48

As shown in table 1, the compound of example 1 delivers a decrease in the
glucose excursion when an oral bolus of 50% dextrose (Hospira®) is given to a normal
glycemic C57Bl/6 mouse eight or eighteen hours after administration. Example 1 also
demonstrates a decrease in baseline adjusted glucose area under the curve (AUC) during
both OGTTs. In addition, example 1 decreases the average maximum concentration of
plasma glucose (Cmax) during the OGTTs while increasing the average time that it takes

for glucose to reach maximum concentration (Tmax).
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I CLAIM:

1. A compound of the formula:

0\/\/"0@ 0
N\H/\NJ\N/W/

O H H

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

2. The compound according to claim 1 which is:

10
3. A method of treating diabetes in a patient comprising administering to a
patient in need of such treatment an effective amount of a compound, or
pharmaceutically acceptable salt thereof, according to either claim 1 or

claim 2.

15
4. A method of treating type 1 diabetes in a patient comprising administering

to a patient in need of such treatment an effective amount of a compound,
or pharmaceutically acceptable salt thereof, according to either claim 1 or
claim 2.

20 5. A method of treating type 2 diabetes in a patient comprising administering
to a patient in need of such treatment an effective amount of a compound,
or pharmaceutically acceptable salt thereof, according to either claim 1 or

claim 2.
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A compound or salt according to either claim 1 or claim 2 for use in

therapy.

A compound or salt according to either claim 1 or claim 2 for use in the

treatment of diabetes.

A compound or salt according to claim 7 wherein the diabetes is type 1

diabetes.

A compound or salt according to claim 7 wherein the diabetes is type 2

diabetes.

A pharmaceutical composition comprising a compound or salt according
to either claim 1 or claim 2 with one or more pharmaceutically acceptable

carriers, diluents, or excipients.
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En la ciudad de Bogota, Distrito

-,,,‘ Capital, Repiablica de Colombia, a los
, m/t;ff'ﬂg ||f \\ 8

/W!’ l\‘ c’:; Veintiogho = = ( o8 ) dias del mes de
”.t } \\' TS ' ya .-
W\.\\,/“‘ <y Octukre = « -~ del afio dos mii ocho

(2008), ante mi MARIA EUGENIA
ROJAS DE URUETA NOTARIA(O) VEINTISIETE (27) DEL

CIRCULO DE BOGOTA, se otorgd la escritura pﬁlblic}a que se

consigna en lo/s siguientes términos:

CLASE DE ACTO: PROTOCOLIZACION DE PODER.--~eveam-

JAMES IAN RAISBECK LLINAS Y CARLOS REINALDO
OLARTE GARCIA - - R

C.C. No. 79.376.996 Y 79.782. 747 < oo D

Comparecieron JAMES IAN RAISBECK LLINAS, mayor

L:

SRR S it L
s .

vecino de ésta ciudad, identificado con la cédula de ClLIfJI
: |

numero 79.376.996 de estado civil casado con sociedad c3
vigente v CARLOS REINALDO OLARTE GARCIA,
edad, vecino de Bogotad, identificado con Ila

ciudadania ndmero 79.782.747, de estado civil casado\

sociedad conyugal vigente, obrando en sus propios nombre;
dijeron:

PRIMERO.- Que presentan para su protocolizacion y custodia en
los archivos de ésta notaria, bajo el ndmero y lugar que a ésta
escritura corresponda, en cinco (5) folios autenticados, un poder y

sus traducciones.los cuales son del siguiente tenor:

PODER

Bl suscrito ELI LILLY AND COMPANY, domiciliado en Lilly

Corporate Center, Indianapolis, Indiana 46285 US por medio del

MIL DOSCIENTOS VEINTISIETE ‘= = = = = = = ~ =

dad ﬂma:'"-": K

nyuga i 3

ESCRITURA PUBLICA NUMERO ¢ ( 1227)

TP arw e
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CRR
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presente otorga a Carlos R. Olarte, ]J. lan Raisbeck y Ana Maria
Frieri, poder especial, amplio vy suficiente para presentar,
tramitar, obtener, defender y hacer respetar todas y cualquiera de
patentes, modelos de Utilidad y Disefios Industriales de la
compaiiia en la Republica de Colombia, a cuyo efecto los faculta
para‘dar todos los pasos necesarios ante éua’lquier autoridad
administrativa o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
flo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones, respuestas y
oposiciones, pagar impuestos y anualidades, solicitar testimonios,
recibir documentos y valores, desis‘fir y percibir. Se concede poder
bastante para recibir notificaciones a nombre -de la compaifiia,
otorgar poderes a quienes vayan a representar a la compaifiia
judicial o extrajudicialmente, responder en juicio a todas las
reclamaciones y demandas que por motivo de encomendado se
presentaren, dandoles asimismo facultades para sustituir el
presente v revocar dichas sustituciones. - ———-mmoomommooe
Firma (ilegible) ~rewoomm oL
Fecha 17 July 2003 T e e
City, Country/ Ciudad,lPais: Indianép_oiis, Indiana, United Status
of Alllel.’_"i'(;ﬂ T T T e e e
Traduccion oficial del Inglés por Marlén Neira Castro resolucion
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia.- —==-=-mmmmmmmmeeece
APOSTILLA EN PODER DE DE REPRESENTACION DE ELI LILLY
AND COMPANY.
Bilingtie 1inglés- espafiol otorgado en Indianapoles, Indiana,
Estados Unides el 17 de julio de 2003 y firmado por Meter G.
Stringer, Director Ejecutivo y patentes Internacionales de Ely
Lilly & Company.~ ==-s=---am- B T r——
Todd Rokita Secretario de Estado ------mommmmmmmm oo
Secretario de Estado de Indiana Estado de Indiana-------oomoeeeoo_
APOSTILLA

{(Convencion de la Haya del 5 octubre 1961)
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1. Pais: Estados Unidos de América-
este documento pablico —--wmocmmmme .

2. Ha sido firmado por: Catherine Michel

e L,

\

\
D

I ) :
m"i\\\\\\\ﬁy condado Jonsom —=svemmmmooeo

'4 Lleva el sello del Secretario de la Corte

iz i ¢ 3. Quien ejerce funciones de Secretario

7 (’/////?f 6\ O

i .

@@’;ﬁ,’,{f;ﬁ"‘\‘:}l;‘.\‘\\;\\\3\@\‘*@{@ de la Corte del Circuito en y para el
s DRNE -

del Circuito en y:para el estado de Indiana ——«eoccmcoccmmo oo

Certificado

[&;1

- En: Indianapoles, Indiana —-—-ccocommee .

6. El: 22 de julio de 2003 -- oo

7. Por el Secretario de Estado‘ de Indiana 8 No. A2003-1279

O

. Gran Sello del Estado de Indiana

Secretario y de Estado de Indiana tienen el sello iln]f)res:f;'

i g
electronicamente. —------o-omueo . - SL¥
i 1Y

The Statehouse, Indianapoles, Indiana 46204, (307) 232—653;%., fabg,
(317) 233-32883 - —oe e :

CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingiie inglés- espaiiol, el 17 de julio de 2003 el suscrito nd ario

Catherine Miche] certifica que Meter G, Stringer, domiciliadd en

7620 Castleton Faros, West Drive Indianapolis, Indiana- 46

Estados Unidos ejercia funciones de Director Hjecutivo y Patentes

[nternacionales de Ely Lilly & Company, con sede en Indianapolis,
Indiana, Estados Unidos, .- —-eecmoomaaeon R L LT
MARLEN NEIRA CASTRO Traduactor e Intérprete Oficial inglés-

Espafiol- Inglés ——coommmmm e ..
Resolucion No. 2117 del 7 Oct 1987 .« commmmmmen i
Gl otorgante fundamenta sus.certificaciones en este documento:

Delegacion de Autoridad concerniente a Ciertas Materias de

Patentes, suscrito el 20 de enero de 2003: conforme al poder

ESTE PAPEL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO
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otorgado al Asesor General de la Compafila por el Comité
Bjecutivo de la Junta Directiva de Eli Lilly and Company.----------
Firma del notario puablico Catherine Michel certifica sus funciones
vencen el 21 de octubre de 2008~ residente en el condado Johnson
Sello de notario publico de Indi.ana. —————————————————————————————————————
Fs traduccién fiel de inglés, con copia archivd para confrontaciéon,
Bogotd 28 de julio-2003 - --wwmm oo
MARLEN NEIRA CASTRO Traductor e Intérprete Oficial Inglés-
Espafiol- Inglés ---------- T e
Resolucion No. 2117 del 7 Oct 1987;— ————————————————————————————————————
SEGUNDO.- Que solicita a la sefiora Notaria la incorporacion de
dichos documentos al protocolo de ésta notaria para que de su
tenor se expidan las copias -quefin_zf;_s"_adelanteSe- sLﬂiciten ------------
Se advierte que laplotocohzaclonde 'docum_entos no da mavyor

fuerza o autenticidad de'la que tienen dichos documentos.- ---

‘

a'del Despacho Notarial, de

Esta escritura pablica fue firmada-fuer

Se advirtio a los Otorgantes-de .e.s’ca escritura de la obligacion
que tienen de leer la totalidad de su texto, a fin de verificar la
exactitud de todos los datos en ella consignados, con el fin de
aclarar, modificar o corregir lo pertinente antes de firmarla, la
[irma de la misma demuestra su aprobacion total del texto, en

consecuencia, la notaria no asume ninguna responsabilidad por

errores o inexactitudes establecidas con posterioridad a la

firma de (el, los) otorgante(s) v de la notaria, en tal caso, este
(0s) debe(n) ser corregidos mediante el otorgamiento de una
nueva escritura, suscrita por todos los que intervinieron en la
inicial y sufragada por los mismos (articulo 35, decreto ley

960 de LOTD).m mmmmmmm oo e




Traduccién oficial del Inglés por Marién Neira Castro, resolucidén 2117 del
Ministerio de Justicia de Colombia

: APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACIGN DE
[ " _ -
. ELI LILLY AND COMPANY

Bi1ingﬂe inglés- espafnol otorgado en Indianapoiis, Indiana, Estados Unidos el 17
de julio de 2003 y firmado por Peter G. Stringer, Director Ejecutive y Patentes

Internacionales de Ely Lilly & Company.

Todd Rokita Secretario de Estado
Secretario de Estade de Indiana Estado de Indiana
APOSTILLA
(Convencidn de la Haya del 5 de octubre de ¥
1. Pais: Estados Unidos de América- Este documento Pabl
2. ha sido firmado por Catherine Michel
3. Quien'ejerce funciones de Secretario de Ta Corte del C@

condado Johnson

de Indiana

CERTIFICADD
5. En Indianapolis, Indiana 6. E1 22 de julio de 2003
7. Por el Secretario de Fstado de Indiana 8. No. A2003- 112?& i
9. Gran Sellc del Estado de Indiana ﬁ%;

10. Firma Tegible de Todd Rokita~ Secretario de Estado de hﬁ%:ﬂ:7

# Vigente desde el 1 mayO'de 2003, todas las apostillas del Secr@i
H
de Indiana tienen el sello impreso electrénicamente.

The Statetiouse, Indianapolis, Indiana 46204, (317) 232-6531, fax (317) 233-3283

CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingle inglés- espafiol, el 17 de julio de 2003 el suscrito notaric Catherine
Michel certifica que Peter G. Stringer, domiciliado en 7620 Castieton Farms, West
Drive, Indianapolis, Indiana - 46256 Estados Unidos ejercia funciones de Director

Ejecutivo y Patentes Internacionales de Ely Lilly & Company, con sede en

Indianapolis, Indiana, Estados Unidos. QVQ QA; K@ ‘
o My

MARLEN MEIRA CASTRO
fraductor e Intérprete Oficial
inglés - Espaiol - Inglés

Resclucidn No. 2117 del 7 Oct 1987
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El otorgante fundamenta sus certificacicnes en este documento: Delegacion de

Autoridad concerniente a Ciertas Maferias de Paténtes, suscrito el 20 de enero
de 2003: conforme al poder otorgado al Asesor General de la Compafiia por el
Comité ejecuiivo de la Junta_Directiva de E11i-Litly and Company.

Firma del notario piblico Catherine WMichel certifica

Sus funciones vencen el 21 de octubre de 2008 - residente en el condade Johnsan

5ello de notario piblico de Indiana

Es traduccidén Tiel del inglés, con copia archivo para confrontacién. Bogota 28

de julio-2003,

Marlen Neira C

H@/(UA Mm C

MARLEN NEIRA CASTRO
Traductar e intérprete Oficial
Inglés - Espufiol - inglés
Rasolucidn No. 2117 del 7 Oct 1987
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AISBECK

OLARTE RAISBECK & Frieri, 1TDA.
LEGAL & PROFESSIOMAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TQRRE C
CALLE 100 MO. 8A-55 Piso 10
BoGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 638-6200
Fax: +57-1 638-6201

www.olarteraisbeck.com

Power of Atfornev

The undersigned,

domiciled in

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Oilarte, J. Ian Raisbeck and Ana

Maria Frieri full and sufficient Power of
Attorney to file, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombia, to which end it empowers
them to iake all steps necessary before any
administrative or judicial authority of any class for
the objects stated, to file petitions, appeals, replies
and oppositions, pay taxes and annuities, request
testimonies, receive documents'and securities,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those
who are to represent the company judicially and
extrajudicially, to answer in court in the matter of all
claims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving them
likewise power to substitute these presents and
revoke such substitutions.

Signature/Firma

Date/Fecha: ]7Ju1y 200 w

ELTLILLY AND

Lilly Corborate Center, Indian

Poder

El suscrito,

COMPANY

domiciliado en

apolis, Indiana 46285 US :
por medio del presente otorga a Carlos R,
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria
Frieri poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tramitar, obtener, defender y hacer

respetar tedas y cualquiera de Patentes, Modelos
de Utilidad y Disefios Industriales de la

- compafiia en la Repuibiica de Colombia, a cuyo

efecto los faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad administrativa
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
respuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compaifiia, otorgar poderes a
quienes vayan a representar a la compafiia judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, dandoles
asimismo facultad para sustitoir el presente y
revocar dichas sustituciones.
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City,Country/Ciudad,Pafs: Indianapolis, Indiana, United States of America




SECRETARY OF STATE
STATE OF INDIANA

Todd Rokita

Secretary of State

APOSTILLE
(Conventibn de la Hayedu 5 0ct0bre 1961)
Country: United States of America
This public document has been signed by Catheriiée Michel
acting in the capacity of circuit court clefk in & foir Johnson County
and bears the seal/stamp of circuit court clerk in & for the State of Indiana

_ Certified
at Indianapolis, Indiana

this Twenty-second day of July, 2003
by Secretary of State of Indiana

No. A2003- 11279

Seal/Stamp: 10. Signature:

Indiana Secretary of State

*Effective May 1, 2003 all apostilles from the Indiana'Sécretary of State will have an electronically printed seal.

The Statehouse, Indianapolis, Indiana 46204, (317) 232-6531, Fax (317) 233-3283
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OiarTE RAISBECK & FRIERI, LTDA,
{ EcAL & PROFESSIONAL SERVICES
WORLD TRADE CENTER — TORRE c
CALLE 100 No. BA-55 P1so 10
BogoTA, COLOMBLIA
. TeLepHONE: +57-1 636-6200
i Fax +57-1 638-6201
www.olarteraisbeck.com
Notarial Certification Certificacién Notarial
On this date, En esta fecha,
/77 Tuly 2003
The undersigned Notary Public certifies: el Notario Piblico suscrito certifica:
1. That 1. Que
Peter G. Stringer
of legal age and domiciled in mayor de edad y domiciliade
1620 Castleton Farms, West Drive, Indianapolis, Indiana 46256 US
signed the foregoing document. suscribio el documento que antecede.
g
2 That the grantor has executed the foregoing 2. Que el otorgante ha suscrito el referido % ;

Jocument as Bxecutive Direcior, International
Patents _
of ELI LILLY AND COMPANY

3. That BLILILLY AND COMPANY

having its principal place of business located in
[ndianapolis, Indiana, United States of
America

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attorney is
granted are within the scope of its corporate
purposes.

4. That the-grantor has the authority to execute the
Power of Attomey and that his/her rep_resentation is
legal.

5. The foundation for my certifications contained in
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following
authentic document(s):

Delegation of Authority Concerning Certain
Patent Maltters, executed January 20, 2003;
pursuant {0 the authority granted to the
General Counsel of the Company by the
executive Committee of the Board of
Directors of Eli Lilly and Company

NOTARY PUBLIC (Signaturc):

documento en su caracter de
de

4. Que
con sede principal ubicada en

.!'!,

]

esta legalmente constituida, que tiene existencia {2 o

legal vigente y que los propositos para los cualg,'s }
se otorga el poder se encuentra dentro de los que
comprenden su objeto sacial. o

4. Que el otorgante tiene la representacién' p" 2
suscribir el poder, y que ésta e3 legitima. ‘

5. gl fundamento de mis certiﬁcacioné‘
contenidas en los puntos 2, 3y4fuela exhibicld
de los (del) sigutente(s) documento(s) auténtico(s):®

WA

- Catherine Michel é
ASARIC, Y, My Commission Expires October 1, 2008
kS Resident of Johnson County

e 2
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a un compuesto de
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o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.



