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Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASEMACIONALI
Industria y Comercio Act. 411 PRESEMNTACION Folios: 77
.. N o

SIUPERIMTEMDEHZIA - T
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

@ SOLICITUD DE:
Patznts d= Invensian [ Patentz 4 Madels de Utilidad
EI Capitula | D Capitulo 1.
@ Nombrz: GLAXOSMITHKLINE LLC IDENTIFICACION

Dirsccion: One Franklin Plaza, 200 Naorth
SOLICITANTE 16™  Strzst  Philadelphia, Pennsylvania

(71) 19102, Estados Unidos da América.

oo

c [0 ~t [
E E] Otro |:|

Nacionalidad < Domicilic: Philadelphia,

Estado de Pennsylvania, Estados Unidos Cual
de América.
Lugar de Constitucidn:  Estado  de Numero

Delawars, Estados Unidos de América.

Teléfono: 2234270 Fax: s0Ea701

E-mail. jlco@iloredacamachs.com

©) Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE

cc. X ~NnT [
‘ Direccion: Calle 72 No. 583 Piso 50| cE [ otrs [
REPRESENTANTE  |Brgeta, Colamibia

O APODERADO ]
Teléfona: 2264270 Fae 8083701 Cual
Numero 39.690.7135 TP 53.215
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com
@ Hombrz: BANFER, Fierstls; BOFOS, Eric Eugene, DIGFERSON, Scott Howard; |
FALDOR, Istvan; FOBLE, Cecilia S.; MARTIH, Michas! Tolar, SPAREE, Steven Maaghar
INVENTOR(ES) y THOMSON, Stephen Andrew.
(72)
Dircaciing oo SlasoSmithtling, Corporate Intellectual Property, Five Maore Drive, F.O.
B 13398, Pesearch Triangle Fark, Horth Carolina 27709,
Macionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América.
® PcT (86)
Soliciiud Internacional Mo, PCT/LISZO0S/O7TTEZS eizha: 25/09/0%
Publicacian Internaciconal Mo, WO 2009045830 A1 Fecha: 09/04/09

(®) Titulo (54) “COMPUESTO INHIBIDOR DE GLICOGENO FOSFORILASA Y COMPOSICION
FARMACEUTICA DEL MISMO”

@ Clasificacion Internacional (51) 072 275/34 k61K 39‘// ")‘J A6l \D 3/’D

Prioridad (22) Pais d= Qrigen (32) Fecha (21) Mimero de Salicitud

3l NO D us 28-09-07 EO/OT5 362

@ Comprobante de Pago No. _00-07,037 y 10-525 Fecha: 22-12-09y 0£-01-2010




ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacién Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

NOXKXKKXK @

Declaraciones. ﬂDeclaracién bajo las Reglas 4.17(ii) y 51bis.1(a)(ii) que acreditan el traspaso de los
inventores al solicitante)

D Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

|z| Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones)
D dopia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
D Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

[ ] De ser el caso, copia del contrato de acceso.

l:] De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

X' Arte Final 12X12.

D De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

&Otros: Reporte de Busqueda Internacional, Publicacién, Notificacién de Cambio de Nombre del
Solicitante y Listado de Secuencias. .
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Y
{

595 | ?

| Tra. 11 PATENTEIYII

{ Act. 411 PRESENTACION  Folios: 77
BAEr CONCSISNACIODN ey
TIPD PAGD BANC CUENT ~ No. PAGD FECHA PG2 Vr. PARO
ONSIGNACION  BANCO DF BOZOTA 0@27&34'357 34907964 05/01/2010 §,278,400.00
N $1541 °© 0 N ° E O T 0 sisnp
v A pt e i
R ST N Y ;
_ CONCEPTD TOTAL CONCEPTD
> = & e o sy el Sty '|F—¢ P 3 . ''''''''''
oL .’,?"’P,-ES 995 VALOR COMPLEMENTO TARIFA A%D ANTR 14,000,00
B . " kLl B { I )
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ANEXO

El documents que acredita la calidad de REFPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de Ia
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier Hempo respecto de la solicitud en &l contenida.

A LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215

Qﬂl\ (,ua-t/t/t,k/\



TRAGUCCION OFICIAL Mo, 00145019 de un documents escrita en inglés, =l cual
para su identificacidn se s=ila can &l sello del Tradustor. Esta 23 una Traduscisn

Oficial efectuada el dia 2 dz diciamibrg de 2008 por af Sr. Gabrizl Ricaurta

Echeverr, ©.C. 25085 ds Bogota, Traductor Oficial segin Resolucién Mo

de agoste 17 de 1981 a:padida por &l Ministaris s ...lus.:tis::ia.

ESTAEDO DE CARDLINSG DEL NORTE
DEPARTAMENTO DEL SECPETARIO DF ESTADD

Sello e'!el Ectada de Carcling del Morte con ascudo en el centio
r""lc'l}u ..», 1775-abwil 12 1776

APOSTILLA
(Canvancidn de ts Haya 5 de ostubra de 1581)
1. P&IS: ESTADOS UMIDOS DE SMERICA
Z. Este Documento Piblico
ha sido firmado por FEATRICIA WILSOH
Y actuando en su condician de HMOTERIO FUORLICO, La C t”lMlulr M EXPIRA
12/7/2013
4. llzva el sellsfzstampilla de COMDADD DE DRAKGE, CAROQLIMNA DEL
NORTE

‘.'I!

b

CERTIFICADO
n Ralzigh, Carclina el Norte
. &l DIA 18 DE DICIEMBRE DE 200G

1
s'[t

-~

por el Secratario de Estade o Seoreiario de Estado Delegada, Estade de
Carclina del Morte
Mo, 3614

o

4. Sello/Estampilla 10, Finma s
Selle del Estado de Carclinag det Note. P--n,,\l'lmn-:-ui‘%ﬁ-;
| T BARG e
AL DT RS Borsh i
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Estado, abwil 12, 17748 Haley Haynes
Laaretario de Estado Delegade

Departaimznto de

con Escwdn 2n 2l Centro
Elaine L. Marshall

secretaro de Estado

LN

Documents de pader bilingiie inglés, sspaficl otorgads el 4 de diciembre de 2009
sor Alan Sorivner, de SLANSERMITHRLINE LLS a favor de Alicia Lloreda wio
GGustavo Tamaye wo lgnasio Santamaria yio Enrique Alvarsz,

(Firmado)
EL NOTARID DERE FIRMAR &L OTRD LADD

Selle Notarial: PATRICIA WILSOH, MCTARIO POELKICOD, CGOMDADD DE

ORANGE, N,

(Firmado)

ATRICIAWILSOHM, Mi comisidn expira el 12/20135.

El anterior selle dz cauche aparece en la certificacidn notarial firmada el O de

: .
diciemibrz de 2000, en la qus s2 acrsdita la comparseancia de &lan Serivier, en su
& Apaderade de GLAXCEMITHELINE LLC.
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STATE OF

N ORTH : \&\E:/ Department of The

CAROLINA Pecretaryof State

APOSTILLE

(Convention ds La Hays & aclabre 1961)

1. QOUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

2. This Pulilic Document
has besn buan by PATRICIA WILSON
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COMMISSION EXPIRES 12/7/2013 -
4. bears the 5;:-1/5&,,,* of _COUNTY OF ORANGE, NORTH CAROLINA

CERTIFIED

&y

at Raleigh, North Carolina

6. the_ 16THDAY OF DECEMBER, 2009

7. by Secrzlary of State or Dbputyuacre ary of Stale, Stale of Iluntlng'fi Tl

L B TS [ €

10, Signalure

-«wl'a-..m.

| XY N
~ By: Deput.V Secﬁfi O(Sstate
Gl 4 padatt

Secretary of State

TN wr«x [SERY
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THE tnaersiSrise

N

" GLAXOSMITHKLINE LLC

Una sociedad organizada y evislente bajo las leyes
de _“Delawoare., USA.

con dormicilio en th
Ore tlan win P\\.CQCt 200 Negth 16

Street, Philadelphia, TeansiVania 19102

Ush-

nombramos por &l presents a LLICIA LLOREDA y/o
GUSTA /D TAMEYD ylo 1GHASK: SAHTAMARIA
ylo EHFIJUE ALVAREZ, domiciliadas en Bogols,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calie 721 1o.
5.33, piso Go., nuesiros representaniss legales y
verdaderass en Bogola, con faculiades para recibir
notificacionss y nombrar apodlerados judiciales o
e-trajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
pardgrafo 1o. del arliculo 543 del decrety 410 de
1971. .

Los doctaras LLIC 1A LLOREDA yio SUSTAVO
TAMA 'O ylo ISHACE SAHTAMARIA y/o EHNFIQUE
ALVAREZ o los apodsrados qus cualquiera de ellos
dezigne, quedan especialments  lacullados  para
reprasentarnos ante las autoridadss  colambianas,
adrinistrativas, judiciales o Jde policia, en lodos 1os
trémiles relalivos a la propiedsd industrial, a cuys
efecty  lzs  facullzimos para dar  ante  dichas
autoridadas lodos los pasos necesarios al objsto
indicado; clevar solicitudes, declaracionss, reclamaos,
recursas  y  presentar desistimisntos;  Formular
descripcicnes, enmiendas, limilar el alzance de las
solicitudes, presentar opasicicnss vy apelaciones;
instaurar  cancelaciones,  renunciar todal o
parcialmente a los registros, abonar lodos los
impusstos y cuotas y efecluar iodo otre pago
determinads por la ley; recibir iodos los docurnentos
y valores, dando el descargo respeciivo;  lienar
cualescuisra olroad requisitos y tomar, en fin, lodas
las medidas que areyeren conducentss al resguardo
de nusstros intereses; y oen caso de producirse
oposicidn,  pasando  los  antecedent=s  a  los
ribunales, quedan  facullados para tomar
~intervencién como demandantes o demandados ante
los jueces que ssan compsientes, pudisnda transar,
someter a arbitros, desisliv, percibic y apelar, con
todas 1as demés faculiades que resullzn necesarias,
y por &l presente declaramos desds ahora vélido y
bueno ocuanto dichos  repressntantss  ylo los
apodarados que cualjquiera de ellos nombie hicieran
&n nuestro beneficio.

Asirnismo, [acultarnos a los dos
LLOREDA y/io SUSTAVD TAMA O
SAHNTAMARIA  vyio EHF’]V{;L
solicitar en la iicina ciet’PY"ﬁpl

B . ., W
probacolizacion de aste doging
poder que cualquisra de_..e_gh
nusstro. o

Dado y firmado

tores ALl bawenT:
e ]
3
el

GLAXOSMITHKLINE LLC

A carporation organized and existing undar ths laws
of _ Delawars, LUUSA

domiciled at
Ons Frantlin Plaza, 200 Hardh 16" Sireed,
Philadelphia, Pennsylvania 19102 LUUSA

ALICIA  LLOREDA  and/or
SUSTAVO TAMA (O and/or IGHACIO
SANTAMARIA  andlor ENFIGQUE  ALVAREZ, of
Bogota, Colombia, with offices in said town, Callz 72
Mo, 5-83,  Sicth Floor, our  irwe  and  lzgal
representalives in Bogotd, with power to receive
nolifications and to appoint judicial or e-trajudicial
agents, so as o comply with paragraph 10, of articla
£43 of dacres 410 of 1971, -

hereby appuoint,

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAME WD andlor ISHACIO SAHTAMARIA and/or
EHFIOUE ALVAREZ, or the agents by any ons of
therm  appointad, are especially empowsarad  to

reprézent us befors the administrative, judizial or
police authorities of Colombia, in all procesdings
pertaining o indusirial properly, for which purpoze
we aulhorize them to tale bafore the said authorities

all the necessary steps for the said end; to file
petitions,  deslarations,  claims,  recowrses  and

withdrawals, to draw up  specifications; to  file
amendments, 1o limit the scope of applizations, fite
oppositions; file cancellations tolal or partially waive
registrations, to pay all installments and effect all
olhar payments presaribed by law; o receive propar
recaEpts, o cormply with all other requirements and, in
shart, to take all those measures which thay may
desm fil for the protection of our interssts; and in
caae of opposition, where the proceedings be passed
avar 1o the courts, we authorize said agants to act on
our hehalf, as complainants as well as defendants,
bafore he compstent judges, with full powers to
make arrangements, o submit o arbitrators, to
dasist, o collect, to appeal and, in shart, with all such
furthar powers as rmay be required, and wa hareby
declare from now on as valid and good all that szid
reprasentatives andfor the agents by any one of them
appointed may do for cur benefit.

We also autharize doctors ALICIA LLOFEDA

andlor  GUSTAVD  TAMAYO  andlor  IGHACIG
SAHTAMARIA and/or EHFIQUE ALVAREZ, to apply

o protocalization of this document and of any power
[ altorney by any one of them conferred i our
|a‘me, hefors the Office of Industrial Proparty.
1
. YA P
VG}LEIH-J signed ihis _ - day of -[1—’{( Of e

u)'a\
\

Signature
Name Alan Scrivner

HOTARY SHOULD EXECUTE CTHER SIDE
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CEF:TIFIC:ADCI HOTARIAL (SO ZIEDAD) Ht“»TAPIAL -JEFTll‘leTE (l SRPOR ATIu nN)
Estadu .Jc Nof'l'\'\ CN@““ {33 _ “»tatﬁ o ”ul th' -u«-llLuicl {s’s""_" ERR
C-Jnda-lo dc twr\:\cm\ . o ' ‘ . County of Dunhdm ' e
Hoy q de ':_,w\c.-.\\,,rc, de 2009, somparecid lmtlnx_f’l } -I_:y--f DK( Ly ""# o 2009
A\C\f‘ Seviuned, a quish sonozcoy P& B 1 uLIlVll ;o me Inuwn and
de quncn fie consta que firmd &l clllll,,llul documents, lreawn 1o m., to bL lm puru«-n wh-:. signed the
Y guien 'debidan It.;l’llu JLII'.JII'I"‘IIt..ldU daclard y dijo que faregoing instrument, who baing by me duly swarn
éles A\.)("-JO 0 did  dzpose and say thal he is he Allorney
e . : de G\Q\‘DS"\'_“\“\F-\‘“C e, of GlaxaSmiihkling LLC, the sompany named within,
S la compafiia nombrada an a Corporation organized and s=isting under the laws
el documents  que  anlecsds, una  sociedad of  the  Stale  of Delaware, UsA,
debidarmente organizada y evisiznte confams a las domisibzd at the Cily of Philadsiphia,
leyzs del Estado ds ’Dc,\awm‘é <A , County of Philadelphia, Stats of Pennsylvania,
durululm-h en la -Jlu-l.:u*l de \"\ dedeltinia USA, legally conslituted for & period of tenurs not yet
" Condada de avpired, which exarcisss its corporale purposgas
’P\\\\O\AQ\P\MO\ acsording to the laws of the State of Delaware; that
Estddu de Renns syWana, USA , the deponent is authorized by said Company to
legalmante constituida para un perioda de duracidn confar this |Jth.| of attorney; that the seal affi-ed
que ain no ha terminacs, qus sjerce su objsto heraunto by thia déponant in the hame and An behalf
social, caonfarme a las |b}’b23 del E tado  de of said Corporation i3 the corporale seal thereof; and
"Dc\cmicwt, o ; thal the purpose for which this instrument is granted
que &l declarante  estd  autorizado  por  dicha i5 includsd wilhin th, -J--upumh, purpases of the
Compafila para conferir ests poder;, que el aslla pumpany ' oo : L
astampado por &l al pie de tal poder, en nomibre y an T ULIQ‘(;F\S‘L”—!EL‘L[JA.& = 3 e 2
represantacidon Jde la evpresada Compafia, es &l _ofdnestpesgtion of séid-C -»i-pol-ﬁtlo“-’--" et dt
sello oficial ds ella; y que el objets para el cual se -Fhiadelphia, *-t;:tiu;uunylva ieztnderdala of -
confiere esle instrumento astd comprendido dentrs ABatoler2Y, 2009, andd a»d-ng«llﬁ»o—ma{»undg,r tru.
del de la saciedad. lr“"’b—uf ,,aud-ct“cﬂn—/ ful-~ Al i

El suscrito MNotario ha visto los  Estatutes  de
insorparascion firmados en

Estado de -, con fecha ,
cartifica que de conformidad con la legislacién de
dicho Estado la anterior declaracién juramentada es
prugba suficisnte de que los hechos sobre que ella
versa gon cisrtos o verdaderas, de 1o cual da fs.

) X -l:; ofario Jblics ”
rJUtary Public (Netaric Paklizo). \‘\\\:“\! WJ};/{, 0,
i

3%y
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPEMIMTEMDENCIA PATENTE DE INVENGCION _ FCT ¥ MODELO DE UTILIDAD  DIZENO INDUSTRIAL _
21) N° de solicitud: (22) Ficha dz solicitud: 26-03-2010

(51) Clazificacion Intemacional . CO7C 275/24

(71)&olicitante(s) GLAYOSMITHELINE LLC

(72) Inventar{es)  BANFEF, Pigrstis; BOFOE, Erc Eugang; DICHERZON, Scoft Howard; FALDOF, Istvan; FOBLE, Cacilia 5., MARTIN, Michzel
Tolar; SPARES, Steven Meagher y THOMEOH, Stephen Andraw,

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 22} Fecha (33) Pais
60/975,862 28-09-07 us
(65) Fcha lirite inicio fase nacional: 23-04-2010 (57) Publizacién intsracional
(86) Datos relativos & la presentacion de la salisitud FCT Fecha:  09-04-09
Fecha ds presentacion de 13 solicitud: 25-09-08 N? publicacion: WO 2009/045830 A1
Na. de soficitud PCT/US2008/077624

(54) Titulo:  “COMPUESTO INHIBIDOR DE GLICOGENO FOSFORILASA Y COMPOSICION FARMACEUTICA DEL MISMO”




) SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
e . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
CUFERINTEMDENCIA PATENTE DE INVENCION _ PCT ¥ MODELO DE UTILIDAD _ DISENG INDUSTRIAL
(21) N° de solicitud: (2™ Fecha de solicitud: 26-02-2010 : T ' T
(51) Clagificacitn Intemacional . CO7C 275/34 ' |
(71) Solicitantz(s) GLAYOSMITHFLINE LLG
4 (72) Invantor(zs)  BAHFER, Figrsils; BOROSE, Erc Eugene; DICKERSON, Soofl Howand; FALDOF, \\l/
Istvan; FOBLE, Cecilia 3.; MARTIH, Michag! Tolar, SPAFES, Steven Mzagher y THOMEON, Stephen g
Andrew, N,Hron
(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA FICAURTE J\\
(30) Prioridad (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais ) _
60/975,862 28-09-07 us A -2_>_\

(85) Fecha limits inicio 13s& nacional: 23-04-2010 {87) Publicacién intemacional: N P
(5&) Datos relativos & la prasentacion de la sofic, PCT Fecha: 09-04-09 Forraula | ,»

Fecha de presentacion de la solicitud: 25-09-08 No. Publicacian : WO 2009/045830 A1

No. De solizitud PCT/US2008/077624 !
(54) Tituls:  “COMPUESTO INHIBIDOR DE GLICOGENO FOSFORILASA Y COMPOSICION FAF&AACEUTICA DEL MISMO”
(57) Resumen; '
Reivindicacion nimero 1:

- Un compussto de Férmula |
L

Fomnital,

Formula |

sal, solvatn o derivado funcional fisiclbgico dzi mism.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

internotional application No

PCT/US2002/077624

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

A. %
INV. CO7C275/34 AG1R31,/17

AG1F3/10

According to International Patant Classification (IPC) 5r to both national classification and IPC -

B. FIELDS SEARCHED

Co7¢ A61K AG1P

Minimum documzntation searched (clazsification syzizm followad by dassification symbols)

Documentation zzarchad other thai minimum dacumentation 1o ths catent that such e cumants are Inciwdad I the fiztds scarcdhicd

Elzctronic deta basz consultzd during thz international 2earch (name of data base and, whsra practical, search t2ams used)

EPO-Internal, WPI Data, BEILSTEIN Data, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO EE RELEVANT

Category* | Citation of docuraet, with indication, where appraprizts, of the relevant passag:s

Rzlzvant to Jdatrm No.

claims; example 532

A WO 20067052722 A (SMITHKLINE BEECHAM CORF - 1-15
[US]; EVANS KAREN [US]; CICHY-KNIGHT MARIA-
[US) 12 May 2006 (2006-05-18)
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COMPUESTO INHIBIDOR DE GLICOGENO FOSFORILASA Y

COMPOSICION FARMACEUTICA DEL MISMO

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencién se refiers a un novedoso compueasto, €l cual s un
inhibidar de glicogenco fosfarilasa y su uso &n el tratamiento de
diabetzs y otras condicioness asociadas con el mismo. La invencién
ademas se refiesre a una composicién farmacéutica que contiens =l
compuesto 'y a procesns para preparar el compuesto y la

composicidan farmacéutica.

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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COMPUESTO INHIBIDOR DE GLICOGENO FOSFORILASA Y

COMPOSICION FARMACEUTICA DEL MISMO

Campo de la invencioén

La presznte invencidn se rafiere a un compuesto inhib-idor de
glicdgeno fosforilasa, una composicién farmacéutica del compuesto,
el uso del compuesto o composicién farmac&utica conteniéndolo &n
el tratamiznto de diabetes, condiciones asociadas con diahetes, y/o
isquemia d= tejido, incluyendo isquemia miocardiaca, y un proceso

para hacer el compuesto.

Antecedentes de la invencién

El tratamiento de diabatss permanecs como una prsocupacién
de salud en la mayoria d=l mundo. Medicamentos oralmente
ingzridos teniendo =fzctos laterales indeseablezs minimos son

d

) 6]

:szados sobrs la auto-inyeccién de insulina. Existe una necesidad

D

continua de medicamentnas qu2 sean mejores, Aque tengan mMenoras
efectos laterales, de accién mas larga, o actien via diferentes
mecanismos.

Ilna variedad de medicamentos estan disponibles para el
tratamiznte de diabetezs. Estoz incluyen insulina inyectada vy
medicamantos, tales como sulfonilurgas, glipizida, tobutamida,
acetohe=amida, tolazimida, biguanidas y metformina (glucéfago), Ins
suales son ingerides oralmente. La auto-inyeccién de insulina es

requerida en pacientes diab&ticos &n los cuales los medicamentos

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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oralmentz ingerides no son =fectivos. Los pacientes teniendo
diabetes Tipa 1 (tambhién referida como diabetes mellitus
dependiente de insulina) son usualmente tratados mediantz auto-
inyeccidn de insulina. Los pacientes que sufren de diabetes Tipo 2
(también referida como diahetes mellitus no dependientz de insulina)
son usualmente tratados con una combinacién de dieta, ejercicié y
un agente oral. Cuando los agentes orales fallan, la insulina puede
ser prescrita. Cuando los medicamentos diabéticos son tomados
cralmante, usuvalmente se refieren mualtiples dosificacionas diarias
con frecuencia.

La determinacion de la dosificacidon apropiada de insulina
requiere la prueba frecuante del nivel de azdcar &n la orina y/o
sangre del paciente. La administracién d2 un exceso de dosis de
insulina generalmente provoca hipoglicemia, la cual tiene sintomas
que varian desde anormalidades suaves en glucosa en sangre hasta
coma, o incluso la muerte. Los medicamentos oralmente ingeridos
no estan, de igual manera, sin efectos laterales indeseables. Por
ejemplo, tales medicamentos pueden ser inefectivos en algunos
pacizntes y provocar alteraciones gastrointsstinales o deteriorar la

funcion apropiada del higado en otros individuos. Siempre existz la

1¢]

3
=

nzcesidad de medicamentcs mejorados teniendo mencs efzctos

O

lat=rales y/o unos qu= tengan éxito donds otros fallan.

En la diabheztes mellitus Tipo 2 o no dependiznts de insulina, la

N

produccién de glucosa hepatica =s un objstivo importahte. El higado

es =] principal regulador de los nivelzs de glucesa en plasma en el

{JLLCCO: 217589.DOC v.2)
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estado &n ayuno. La velocidad d2 produccidn de glucosa hepatica
en los pascientes Tipo 2 &3 normalmente elevada d& manera
significativa cuando se compara con individuos no diahéticos. Para
diabéticos Tipo 2, en el estado alimentado o postprandial, 2| higado
tiene un papel proporcionalmeante mas pequefio en €l suministro de
glucocsa =n plasma total y la produccién de glucosa hepatica es
anormalmente alta.

El higado produce glucosa mediants glicogenélisis
(descomposicidn  del  glicégeno de  polimere de  glucosa) vy
gluconengénasis (sintesis de glucosa a partir de precursores de 2 y
3 carbonos). Por lo tanto, la glicogenélisis s un objzstivo importante
para la interrupcién de produccién de glucosa hepatica. Eviste
alguna evidencia que sugisre que la glicogendlisis puede contribuir
én el rendimiento de glucosa hepatica inapropiadeo en los pacientas
diakéticos Tipo 2. Los individuos teniendo enfermedadzs de
almacenamiznto de glicégeno d= higado, tal como =anfermedad de
Hers o deficiencia de glicdgeno fosforilasa frecuantazmeante exhiben
hipoglicemia episédica. Adicionalmente, &n humanos de post-
absorcidn normal, hasta apro~imadamente 75% de la produccidn de
glucosa hepatica 2s estimada por resultar de la glicogendlisis.

La glicogendlisis es realizada en higado, muasculo y cerzbro
madiants isoforfnas de tejido especifico de la enzima glicégeno
fosforilasa. Esta =nzima corta la macromolécula de glicég=no para
liberar glucosa-1-fosfato y una macromolécula de glicégeno

acortada.

{JLLCCO: 217589.D0C v.2}
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Los inhibidores de glicégeno fosforilasa incluyen glucosa y sus
analongos, cafaina y otros analogos dz purina, aminas ciclicas con
varios substituyentes, acil ureas y compuestos similarzs a indol.
Estos compusstos 2 inhibidores de= glicégenco fosforilasa, en general,
han sido postulados por ser de uso potencial en el tratamiento de
diabetes Tipo 2 al disminuir la produccién de glucosa hepéatica y
disminuir la glicemia. Adicionalments, s& crzs descsable que un
inhibidor de glicégeno fosforilasa s2a sensible a concentracionss de
glucosa en sangre.

De acuerdo con esto, Io que se des=za s un nu2vo compuesto
y compoasicidn farmacéutica conteniéndolo para el tratamiento de

diabetes y/o condicionzs asociadas con la diabetes.

Breve descripcion de la invencién

La presente invencién proporziona un compuasto de Férmula |,

Férmula |

sal, solvato o derivado funcional fisiolégico del mismo.

También se proporciona una composicidén farmacéutica que

comprende un compuesto de Férmula |, sal, solvato o derivado

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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fisinldgicamente funcional del mismo.

Ademéas, se proporciona una composicion farmacéutica
comprendiendo un compuesto de Férmula |, sal, solvato o derivado
fisioldgicamentsz funcional d=l mismo y uno o0 mas excipientas.

Todavia se proporciona ademas un método de tratamiento quea
comprende administrar a un mamifero, en particular un humano, una
conipc-sicién farmacéutica que comprend2 un compuesto de Formula
B sal farmacéuticamente aceptable, solvato o] derivado
fisioldgicamente funcional del mismo y al menos un excipiente, &n
donde dicho tratamiento es para una enfermedad o condicidén
seleccionada del grupo que consiste de diabetes, condiciones
asociadas con diahetes & isquemia de tejido, incluyendo isquemia
miocardiaca.

Adicionalmente, se proporciona un compusstc de Férmula |,
sal, solvato o darivado fisioldgicaments funcional del mismo para
usarse como una substancia terapéutica activa (en terapia).
También se proporciona un compuesto de Férmula |, sal, solvato o
derivado fisicldgicamentzs funcicnal del mismo para usarse &n &l
tratamientno de diabetes, condiciones asociadas con diabastes y/o
isquemia de tejido, incluyendo isquemia miocardiaca &n un
mamifero, especialmente un humano.

Un proceso para preparar un compuesto de Férmula |, sal,
solvate o derivado fisinldgicamente funcional del mismo también as

provisto.

{JLLCCO: 217589.D0OC v.2}
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Descripcién detallada de la invencion

La actividad de glicégeno fosfarilasa =n tejido muscular es

ntemente

i

importante para la generacién de glucosa y subsecu
demanda de =nergia. La inhibicién de glicdgeno fosforilasa de
musculo en &l momento del ejercicio puede conducir a debilidad
muscular y dafo de tejido muscular. Por lo tanto, puesde ser

d

S

O
10)

able tener el compussto de la presente invencién, el cual
muestre un mayor efzcto sobre glicdgeno fosforilasa =n el higado
como s= compara con &l musculo cuando s2 da oralmente a
mamiferos. El compuesto de la presente invencién muestra un fuerte
gfecto sobre =l contenide de glicégeno de higado con poco &fecto
sobre 2| contenido de glicdgeno d= musculo y funcién paosterier una
dosis oral. En consscuencia, ¢l compuesto de la presente invencidn
podria exhibir una potente actividad in vivo, tener propiedadas de
solubilidad y bicdisponibilidad aceptatles, asi como tener un perfil
de seguridad/toxicidad mejorado en vista de su selectividad para
tejido de higado.

La pres=nte invencion proporciona un compuesto de Férmula |

D

0O

r-4

OH

(2}

e
/O\‘..«’\.of. ,‘.:‘.(,v -
A

e

Férmula |

>
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sal, solvatn o derivado funcional fisiolégico dzl mismo. El nombre
quimica  para  un  compussto de Férmula | es  N-[(2-[({[4-
(ciclopropilmetil)-2,6-dimetilfznillamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(metiloxi)etil]o~i}fenil)carbanil]-O-(1,1,-dimetiletil)treonina.

El compueste de Férmula | ¢ una sal, solvato o derivado
fisioldgicaments funcional del mismo puede existir en formas
esterecisoméricas (por 2jemplo, contizne uno o mas atomos de
carkono asimétricos). Los estereoisémeros individualzs
(enantiobmeros y diastereédmeros) y mezclas de estos son incluidos
dentro dzl alcance de la presente invenciéon. La invencién tamhbién
cubre Ins isémeros individuales del compuszsto (sal, solvato o
derivado fisioldgicamente funcional) representado por la Férmula |
como mezclas con isdmeros de los mismos, 2n los cuales son
invertidos uno o mas centros quirales. De igual manera, se entiende
ques un compuesto (sal, solvato o derivado fisioldgicamente
funcional) de Férmula |, puede existir =n formas tautoméricas
diferentzs a aquéllas mostradas en la formula y éstas también son
incluidas dentro del alcance de la presentz invencidn. Se entendera
que la present2 invencidn incluye todas las combinaciones y
subconjuntos de Ios grupos particulares de=finidos antes en la
presente.  El alcance de la presente invencién incluys mezclas de

gsterzoisémeros asi como enantiomeros purificados o mezcla

wn

enantiomérica/diastzreoméricamente  enriquacidas. También se
encusntran dentro del alsance de la invencidn los isémeros

individuales del compuesto representado por la férmula |, asi como

{JLLCCO: 217589.D0C v.2}
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cualquier mezcla completa o parcialmente equilibrada. La presente
invensién también incluye los isédmeros individuales del compuesto,
sal, sclvato o dezrivado reprasentado por la férmula asi como mezclas
con isdmearos de los mismas, en los cuales uno o mas centros
quirales son invertidos. Se entenderd que la presentz invencién
incluye todas las combinaciones y subconjuntos de los grupos
particulares definidos antes &n la presente.

La esteresoquimica preferida d2l compuesto es mostrada en la

Férmula 1A a continuacion:

-

,0
\,Cn,on
0.

o
Q - ! I

P IS sc,.’ e ,N

Z

Formula |A

Aquéllos evpertos en la ticnica apreciaran qu2 el compuesto
de la presante invencion también puede ser utilizado en la forma de
una sal farmacéuticam=nte aceptable, solvate, o dearivado
fisiolégicamentz funcional del mismo.

Normalmente, pero no de manzsra absoluta, las ales de la
presents invenciéon son sales farmacéuticamente acsptables. Las
sales abarcadas dentro del término “sales farmacéuticamente

aceptaklzs” se refieren a salzs no téxicas del compuesto de la

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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invencién. Las sales del compuesto d= la presente invencidn pusden
incluir sales convencionales formadas a partir de bases inorganicas
u organicas farmacéuticamente aceptables. Ejemplos mas
especificos de sales basicas adecuadas incluyen salzs de sodio,
litia, potasia, magne&sio, aluminin, calcio, cing, N,N’-
dibencilstilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanclamina,
etilendiamina, N-metilglucamina y procaina.

Come se usa 2n la presente, el término “solvate” se refisre a
un complejo de =stequiometria formado por un soluto (en =2sta
invenciéon, un compuesto de Férmula |, sal o derivado
fisiolégicamente funciona del mismeo) y un solvente. Talzs solventes,
para el propésito d2 la invencidn, pu=den no interferir con la

actividad biolégica del soluto. Ejemplos ne limitantes de solventes

it}

adecuados incluyen, pero no estan limitados a agua, metanol, 2tanol
y acido ackitico. De preferencia, el solvente usado =2s un solvente

farmacéuticameante aceptable. Muy preferiblemente, <l solvente

i}

usado s agua y =l solvato =s un hidrato.

Como s= usa en la presente, el término “derivado
fisioldgicamente funcional” se& refiere a cualquier derivado
farmaciuticamente aceptable de un compuesto de la presente
invencién que, sobre administracién a un mamifero, sza capaz de
proporcionar (directa o indirectaments) un compueasto de la presenta
invencién o un metabolito activo del mismo. Tales dsrivados, por

ejempla, éstares v amidas, estaran claros para aquéllos expertes en

1l

la téenica, sin experimentacidn indebida. Pusde hacerse referzncia
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a la ensefanza de Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery
(Quimica medicinal y descubrimiento de madicamento de Burger), 5°
ediciédn, Volume 1: Principles and Practice (Volumen 1: Principios vy
practica), €l cual es incorporado en la presente por referencia al
grado que mus=stra derivades fisioldgicamente funcionales.

Los procesos para preparar  sales farmacéuticamente
aceptables, sclvatos y derivados fisioldgicamente funcionales del
compussto de Fdormula | son gen=sralments conocidos =n la técnica.
Vear, por ejemplo, Burger's Madicinal Chemistry and Drug Discovery
(Quimica medicinal y descubrimiznto de& medicamento de Burger), 52
edicién, Volume 1: Principles and Practice (Volumen 1: Principios vy
practica).

El compuesto (sal, solvato o derivado fisioldgicamente
funcional) de Férmula | puede ser preparado convanizntemente
rediante €l proceso sefalado mas adelante. El orden de los pasos
anteriores no es critico para la practica de la invencidn y =l proceso
pusde ser practicado al realizar los pasos en cualquier ordan
adzcuado con base 2n el conocimiento de aquéllos expertos en la
técnica. Ademas, algunos de= los pasos descritos pueden ser
combinados con =l aislamiento de todos Inos compuestos intermedios.

Un método ge=neral d2 la sintesis del compuasto d= Férmula |
es sefalado en el Esquema 1 a continuacion. El acido 4-fluoro-2-
nitrobhenzoico de inicio (2) puede ser convertido al é&ster de
matovistilo bajo condiciones estadndares, tal como tratamiento con 2-

bromoetil metil &t=r y una hase, tal como carhonato dz potasio en un

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}



10

20

12

solvente polar, tal como DMF o NMP. EI grupo fluoro pusde ser
desplazado con 2-metoxietanol bajo condiciones béasicas, tal como
carbonate de potasio =n DMF o NMP. EI éster puede ser removido
entonces bajo condiciones hasicas talzs como hidréxido de litie ©
hidréxido de sodio en solventes, los cuales incluyen tetrahidrofuran
(THF) y/o mestanol (MeOH) y/o agua y/o 1,4-dio<ano para dar &l
Intermediario 3.

El Intermediario 5 es formado al mezclar el intermediaric 2 con
0O-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato d= ms=tilo (4) o su sal de hidrocloruro
bajo condizion2s dz acoplamiento estandares. Estas condiciones
incluyen, pero no estan limitadas a, 2l uso de EDC (hidrocloruro de
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carhodiimida), PyBop
(hexafluorofosfate de  benzotriazoi-1-il-o~i-tris-pirrolidino-fosfonia),
HOET (N-hidroxibenzotriaol), HOAT (N-hidroxi-9-azabznzotriazol), o
DIC (N,N’-diisopropilcarbodiimida), o HATU (hexafluorofosfato de 2-
(1H-9-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,2-tetrameatiluronin) y DIEA (N,N-
diisopropiletilamina) o trietilamina a temperatura amhbiznts. Los
solventes que pu=den ser usados incluyan DMSO, NMP o de
preferencia DMF. Adamas, combinar 3 y 4 en acetato de etilo en la
presencia de anhidrido ciclico de acido 1-propanofosfénico y una
bas= organica, tal como DIEA o trictilamina producira el
intermediaric 5. En un método praferido, 3 es convertido en 2|
cloruro de acido correspondiente bajo condiciones =standares tal
come tratamiento con cloruro de oxalilo en un solvente, tal como

diclorometann, en la prasencia de una cantidad catalitica d2 DMF.
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La rzaccién del cloruro de acido resultante con O-(1,1-dimetiletil)-L-
treoninato de metilo (4) o su sal de hidroclorure en la pres=ncia de
una bass orgéanica, tal como DIEA o trietilamina &n un solventa tal
coma acetonitrilo, produce =l intermediario 5.

La r=duccién del grupe nitro de 5 bajo condiciones estandares
tales como, pero no limitadas a, tratamiznto con paladio sobre
carbhona bhajo una atmésfera de hidrégeno en un solventeg, tal como
acetato de =tilo o matanol produce =l intermediario 6.

El intermediario 8 s formado al mezclar &l intermediario 6 con
el isocianato, =l intermediario 7 (método de sintesis sefalado mas
adelante, ver Esquema 2) y diisopropiletilamina (DIEA) o trietilamina,
&n un solvents tal como DMF. De preferencia, los intarmediarios 6 y
7 son combinados en piridina par dar =l intermediario 8.

El producto final es formado mediantez corte del éster de
intzrmediario 8 bajo condiciones basicas, tal como hidréxido de litio
o  hidréxido de sodic en solventes, los cuales incluyen

tetrahidrofurane (THF) y/o metanol (MeOH) y/o agua y/o 1,4-dioxano.
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Esquema 1: Sintesis de un compuasto de Féormula I,
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De mansra alternativa, para sintetizar otros isémeros o
racematos de Férmula |, un diferente isémero de (4) pusde ser

substituido. Una ruta alterna para <l intermediario 3 es mostrada en
el Esquama 2 a continuacién. EI intermediario 9 s convertido al
fenol, intermediario 10, mediante tratamiento con nitrito d& sodio y
acido clorhidrico. El intermszdiario 3 es preparado entonces
mediante reacecidn de intarmediario 10 con 2-bromosztil metil &ter bajo
candiciones basicas, tales como carbonato de potasio en DMF,
szguido por tratamianto con hidréd~ido de litio o hidréxido de sodio &n
snlventzs, los cuales incluysn tetrahidrofurano (THF) y/o metanol

(MzOH) y/o agua y/o 1,4-dioxano.
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Esquema 2: Método alterno d= la Sintesis de intermediario 3
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Un método general de la sintesis del intermediario 7 es
s=zfialado en 2l Esquema 3 a continuacién. EI tratamiento de la 4-
hromo-2,A-dimtilanilina comercialmente disponible (11) con r=zactivo
Vilsmeier (cloruro de ((clorometilen)dimetiliminio, o gensracién in
situ a partir de DMF y cloruro de oxalilo) en un solventa, tal como
dicloremetano, dara el intermediario 12. La reaccién de
intermediaric 12 con una base fuarte tal como n-butil litio a baja
temperatura =n un solvente tal como THF seguido por tratamiento
con ciclopropanocarbaldzhido produce &l intermediario 12.

El intermediario 14 es formado mediante tratamiento de
intermediario 13 con hidréxido de litio en etanolamina en reflujo
seguido por tratamiento con hidré=ido de litio en alcohol isopropilico
y agua.

La reduccién de intermediario 14 para dar intermediario 15
puede ser realizada meadiante tratamiento de intermeadiario 14 con
trietilsilanc y acido trifluoroacético. En un método altzrnativo, =2l
hidro=ilo bencilico de intermediario 12 puede ser reducido mediante
tratamiento con complejo de borano THF y distil starato de trifluoruro
de boro en THF. EI compuesto d= metileno resultante es tratado

zntonces con hidréxido de litio, hidracina, e€n =tanol y agua con
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calentamiznto para dar ¢l intermediario 15.
El intermediario 7 es obtenido =ntonces mediante tratamiznto
d=zl intermediario 15 con fosgeno o trifosgeno y una base al como

DIEA &n un solvente tal como diclocrometano.

Esquama 3. Sintesis del intermediario 7.
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La invencion proporciona ademas una composicidn
farmacéutica (también referida como formulacién farmaceutica) que
comprende un compuesto de Férmula |, sal, solvate o derivado
fisioldgicam=nte funcional del misme y uno o mas &=cipientes
(también referidos como portadores y/o diluyentes &n las artes
farmacéuticas). Los excipientes son aceptables en el sentido de ser
compatibhlzs con los demas ingredientes de la formulacidon y no
perjudiciales al receptor de la misma (2s decir, 2l pacient2).

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona
un proceso para la preparacién de una composicién farmacéutica que

comprends mezelar (o combinar) un compuesto de Farmula |, sal,

{JLLCCO: 217589.D0C v.2}



10

15

17

solvato o derivado fisiolégicamente funcional del misme con al
menos un =xcipiente,

Las composiciones farmacéuticas pusden estar en forma de
dosis de wunidad conteniendo una cantidad predeterminada de
ingrediente active por dosis de unidad. Tal unidad pusde contener
una dosis terapiuticamente efectiva del compuesto de Férmula |, al,
solvato derivado fisioldgicamente funcional del mismo o una fraccién
de una dosis terap2uticaments efectiva, de manera que formas de
dosificacidédn de unidad multiple pudizran szr administradas a un
momento dade para alcanzar la dosis terapéuticamente efectiva

d

Nl

.seada. Las formulaciones de dosificacién de2 unidad preferidas
son aquélla contzniendo una dosis diaria o sub-dosis, como se
dzclara antes en la presentz, o una fraccidon apropiada de la misma,
de un ingrediente activo. Adicionalmente tales composiciones
farmacfuticas pueden prepararse mediante cualquizra de  los
métodos hien conocidos =n la técnica de farmacia.

Las composicionss farmacéuticas pueden ser adaptadas para
la administracién mediante cualquier ruta apropiada, por ejemplo,
mediant2 ruta oral (incluyendo bhucal o sublihgual), rectal, nasal,
topica (incluyzndo bucal, sublingual o transdérmica), vaginal o
parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa o
intrad#rmica). Tales composiciones pueden ser preparadas meadianta
cualquier método conocido en la técnica d= farmacia, por gjemplo, al
puentear &n asocciacién con =l ingrediente activo con el o los

excipientes,
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Cuando se adaptan para administracidon oral, las composiciones
farmaczuticas puedesn estar 2n unidades discretas, tales como
tahletas o capsulas; polvas granulos; soluciones o0 suspensiones 2n
liquidos acuosas O no acucsos;, =spumas comestibles o batidos;
emulsiones liquidas aceite-en-agua o =mulsiones liquidas agua-&n-
aceitz. El compuesto (sal, solvato o derivado) de la invencién o
composicion farmac£utica de la invencién también puede ser
incorporado en un dulce, una galleta y/o formulacién de cinta para
lengua para la administracién como medicina “d2 disolucién rapida”.

Por =jemplo, para administracién oral en la forma de una
tableta o capsula, =l componente de medicamento active puede
combinarse con un portador inerte, farmaciuticaments aceptable, no
tdxico, oral, tal comn e=tanol, glicerol, agua y similar. Los polvos ©
granulos son preparados al triturar €l compuesto a un tamaio fino
adecuado y mezclar con un portadbr farmacéutico triturado de manea
similar, tal como un carbohidrato comestible coma por ejemplo,

almidén ¢ manitol. También pueden estar presentes agentes

10

sahborizantzs, conservadores, disparsant2s y colorantes.

Las capsulas s= hacen al preparar una mezcla de polvo, como
s= describe antes, y llenar estuches no gelatinosos o de gelatina
formados. Los deslizantes y lubricantzs tales como silice coloidal,
talco, =stzarato de magnesio, estearato de calcic, polietilanglicol
sAlido, pueden ser adicionados a la mezcla d2 polvo antes de la
cperacidn de llznado. Un agente desintegrador o solubilizants, tal

como agar-agar, carbonato de calcio o carbonato de sodio, también
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puade adicionarse para mejorar la disponibilidad de la medicina
cuandc la capsula es ingerida.

Mas aun, cuando se desea o sea necesario, ligantas,
lubricantes, agentes desintegradores y  agentes colorantes
adecuados tamhién pueden ser incorporados en la mezcla.  Los
ligantes adecuados incluysn almidén, geslatina, azlcares naturales,
talzes como glucosa o beta-lactosa, =ndulzantes de maiz, gomas
naturales y sintéticas, tales comeo acacia, tragacanto, alginato d2
sondio, carboximeatileelulosa, polietilenglicol, ceras y similares. Los
lubricantes usadeos en estas formas dz dosificaciédn incluyen olzato
de sodio, estearato de sodio, estearato de magnasio, benzoato de
sodio, acstato de sodio, cloruro de sodio y similares. Los
desintegradores incluyen, sin limitacién, almidén, metilcelulosa,
agar, hentonita, goma vantana y similares.

Las tablztas son formuladas, por 2jemplo, al preparar una
mezcla de peolve, granular o balin, adicionar un |ubricantz vy
desintegrador, y presionar en tabletas. Una mezcla de polvo es

preparada al mezclar ¢l compuesto, adecuadamente triturado, con un

el

diluyente o base comao s2 describe antes, y de manera opcional, con
un ligantz tal come carboximetilcelulosa, y alginato, gelatina o
polivinil pirrelidona, un retardante de seolucién tal como parafina, un
acelerador de resorcidn, tal como una sal cuaternaria y/o un agente
de absorcién, tal como bentonita, caclin o fosfato dicalcico. La

mezecla de polvo puede ser granulada al humeactar un ligants tal como

jarabe, pasta de= almidén, mucilago de acadia, o soluciones d2
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materiales celulédsicos o poliméricos y forzarlos a través de un tamiz.
Como una alternativa a granular, la m2zcla de polve puede correrse
a través de la maquina tabletzadora y el resultade son balines
imparfectaments formados rotos en granulos. Los granulos puaden
ser lukricados para prevenir que s& psguen a los dados formadores
ds tabletas por madio de la adicién de acido estedrico, una sal de

2stzarato, taloo o aceit2 mineral. La mezcla lubricada s comprimida

D

nt

De)

nces =n tahletas. El compuaste (sal, solvato o derivado) de la
prasente invenciédn también puede combinarse <on un portador inerte
aue fluye libre y comprimirse =n tablztas directament2 sin pasar a
través de los pasos de granulado o balin. Un recubrimientn protector
opaco claro que consiste de un recubrimiento de sellado de laca, un
recubrimiento de aztcar, o material polimérico, y un recubrimiento de
pulide de cera puede ser provisto. Los colorantes puedan ser
adicionados a estos recubrimientos para distinguir difereantes
dosificaciones.

Los fluidos orales, tales como soluciones, jarahes y elixires
puedzn prepararse en formas de unidad de dosificaciéon de manera
que una cantidad da contenga una cantidad predeterminada de
ingrediente activo. Los jarabes pu=dsn ser preparados al disolver 2|
compussto (sal, solvato o derivado) de la invencién en una solucidn
acuosa adecuadamente saborizada, miantras quz los =livires son
preparades a través del uso de un vehiculo alcohélico no téxico. Las
suspansiones pueden ser formuladas al dispzrsar el compuesto (sal,

solvato o derivado) de la invencién &n un vehiculo no téxico. Los
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solukilizantes y emulsificantes, tales como alcoholes de iscestzarilo
etoxilados y éteres de polioxietilen sorbitol, conservadores, aditivos
de sabor talzs como aceite de menta, endulzantes naturales,
sacarina u otros =ndulzantes artificiales y similaras, también puaden
ser adicionados.

Donde es apropiade, las formulaciones de unidad de
dosificacidn para administracién oral puedz=n ser microencapsuladas.
La formulacién también puede ser preparada para prolongar o
sostzner la liberacion como, por gjemplo, al recubrir o incrustar
material particulado &n polimeros, cera o similares.

En la presente invencidon, las tabletas y capsulas son
prefaridas para 2ntrega de la composicién farmacéutica.

Coma s2 usa =n la presente, 2l término “tratamiento” incluye la
profilaxis y se refiere a aliviar la condicidén =specificada, eliminar o
reducir uno o mas sintomas de la condicién, retardar o eliminar la
progresion de la condicién, y prevanir o retardar la reocurrencia de la
condicién  2n  un paciente o sujeto previamente afligido o
diagnosticads. La profilaxis (o prevencién o retraso de ataque de
enfermedad) s normalmente lograda al administrar un medicamento
en la misma mansera o similar a como un paciente lo haria con la
enfermedad o condicidén desarrollada.

La presente invencion proporciona un método de tratamiento an
un mamifzro, 2specialmente un humano, que sufre dz diabetes o una
condicidn relacionada tal como obesidad, sindrome X, resistencia a

insulina, nefropatia diab&tica, neuropatia diabética, retinopatia
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diakética, hiperglicemia, hip=rceolesterolemia, hiperinsulinemia,
hiperlipidemia, enfermedad cardiovascular, apoplejia, aterosclerosis,
desérdenes de lipoproteina, hipertensidén, isquemia de tejido,
isquemia miocardiaca y depresién. Tal tratamiente comprendes =zl
prasa de administrar una cantidad terap&uticaments =fectiva de un
compuszsto de Férmula |, sal, solvate o derivado fisicoldgicamente
funcional del mismo a dicho mamifero, en particular un humano. EI
tratamiznto también puede comprender =l paso de administrar una
cantidad terapéuticamente efzctiva de una composicién farmacéutica
contzniendo un compuesto de  Fdérmula I, sal, solvato o derivado
fisiolégicaments funcional del mismo a dicho mamifero, en particular
un humano.

Como s= usa en la presente, 21 término “cantidad efectiva”
significa esa cantidad de un medicamento o agent2 farmacéutico que
provacara la respuesta hioldgica o médica de un tejido, sistama,
animal o humane que se estd buscando, por =jemplo, por un
investigador 0 mé&dico clinico.

El término “cantidad terapéuticament2 eafectiva” significa
cualquier cantidad la cual, como se compara con un sujeto
correspondiente que no ha recibido tal cantidad, resuita en
tratamiento mejorado, curacion, prevencién o mejorami=nto de una
enfermedad, desorden o efecto lateral, o una disminucién en la
velocidad de avance de esa enfzrmedad o desorden. EIl té&rmino
también incluye dentro de su alcancs, cantidades efectivas para

intensificar ta funcion fisioldgica normal. Para uso &n terapia,
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cantidades terapéuticamente efectiva de un compuesto de Férmula |,
asi como sales, solvatos y derivados fisiolégicamente funcionales de
fos mismos, pueden ser administradas come el quimico crudo.
Adicionalmente, el ingredients activo puede estar presentado como
una composicidn farmancéutica.

Aunque =s posible que, para uso en terapia, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto d= Férmula | (sal,
solvato o derivada fisioldgicamente funcional del mismo) pusda
administrarse como &l quimico crudo, normalments &s presentado
como 2| ingredients activo de una composicién o formulacién
farmacéutica.

La cantidad terapzuticamante efectiva precisa de un compuesto
(sal, soclvato o derivado fisioldgicamente funcional) de la invencién,
dzp=ndera de una variedad de factorss incluyendo, pero no limitando
a, la edad y peso del sujeto (paciente) siendo tratado, el desorden
preciso queé requiere tratamiento y su seaveridad, la naturaleza de la
farmulacién/composiciéon farmacéutica, y la ruta de administracién, y
por Gitimo estard a la discrecién del médico o veterinaric encargado.
Normalmente, un compussto de Férmula | (sal, solvate o darivado
fisioldgicamente funcional del mismo) estarda dado para el
tratamiento ene | rango de aproximadamente 0.1 hasta 100 mg/kg de
peso corporal de receptor (paciente, mamifero) por dia y mas
usualment2 en &l rango de 0.1 hasta 10 mg/kg de peso corporal por
dia. Las dosificaciones diarias aceptables pusden ser desde

P
aproximadamente 1 hasta aproximadaments 1000 mg/dia, y de
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praferencia desde aproximadaments 1 hasta aproximadamentz 100
mg/dia. Esta cantidad puede estar dada en una sola dosis por dia o
&n un numero (talszs como dos, tres, cuatro, cinco 9 mas) de sub-
dosis por dia, de mansra quz la dosis diaria total sea la misma. lUna
cantidad efectiva de una sal, solvate o derivado fisioldgicamente
funcional del mismo, pusde ser determinada como una proporcidn de
la cantidad e=fectiva del compussto de Foérmula | per se. Las
dosificacionzs similares deberian ser apropiadas para tratamiento
(incluyendo profila~is) de las demas enfermsdades/candiciones
referidas =n la presente para tratamiento. En general, la
determinacién de dosificacién apropiada pusde ser alcanzarse
facilmante por alguien sxperto &n medicina ¢ la técnica de farmacia.

Adicionalments, la presente: invencién  comprende un
compussto de Férmula |, sal, solvato o darivado funcional fisialégico
del mismao, o una composicidén farmacautica del mismo, con al menos
otro medicamento anti-diabético. Tales medicam=antos  anti-
diabéticos pueden incluir, por ejemplo, insulina inysctada vy
medicamentos taleas como sales de sulfonilureas, tiazolidindionas,
glipzida, glimepirida, tobutamida, acetohexamida, tolazimida,
biguanidas, rosiglitazona, metformina (glucéfago), sitagliptina
(Januvia)o combinacionss de las mismas y similares, las cuales son
ing‘eridas oralments. Cuando un compussto des la invencidon es
empleado en comhbhinacién con otro medicamento anti-diabético, se
apraciara por aquéllos sxpertos en la técnica que la dosis de cada

compuesto o medicamanto de la comhinacién puede diferir de aquél
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cuando ¢l medicameanto o compussto s usado sole. Las dosis
apropiadas seran facilmente apreciadas y determinadas por aquéllos
expertos en la técnica. La dosis apropiada de&l compuesto d=
Férmula | (sal, solvato, derivado fisiclégicamente funcional del
mismo)y &l o los otros agéntes terapéuticamente activos y los
tiempos de administracién relativos seran seleccionados con ¢l fin de
alcanzar el efeecto terapéutico combinado deseado, y son con la

experiencia y discrecidn del doctor o médico clinico 2ncargado.

Fase experimental

Los siguientes ajemplos  se  pretenden  para  ilustracién
sclamente y no pretenden limitar el alecance de la invencidn en
manera alguna, siendo definida la invencién por las reivindicaciones.
A menos que se note de otra manera, los reactivos estan
comercialmente disponibles o son preparados de acuerdo con

procedimientos =n la literatura.

Ejemplo 1. Preparacién del compuesto de Férmula A:
N-[(Z-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-dimetilfenil]amina}carbonil)amino]-4-

f[2-(metiloxi)etil]oxi}fenil)carkonil]-O-(1,1-dimetiletil)-L-treonina

Paso 1. 4-flucro-2-nitroabenzeoato de 2-(metiloxi)etilo
Acido 4-fluorc-2-nitrobenzoico (1% 3, &1 mmol) se disolvio &n
DMF (50 ml) y 2-bromoetil metil éter (12.29 g3, S9.1 mmol) se

adiciond seguido por carbonato de potasico (18.8 g, 121.5 mmol). La

{JLLCCO: 217589.D0C v.2}
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solucién fue calentada a 835°C durante 5 h, s2 enfrié y se vacid sobre
agua y acetato de etilo. La capa organica fus separada y lavada con
salmuera, se secd (Mg3Q,) y s2 concentrd para dar 21.7 3 de un
aceite amarillo.

'H NMR (400 MHz, DMSC-DA) & ppm §.07 (dd, J=58.3, 2.4 Hz, 1 H);
7.98 (dd, J=8.4, 2.4 Hz, 1 H), V.72 (dt, J=8.4, 2.4 Hz, 1 H), 4.25 (m,

2H), 2.87 (m, 2H), 3.25 (s, 3H).

Paso 2. 4-{[2-(metiloxi)etil]oxi}-2-nitrobenzoato dz 2-(metiloxi)etilo
4-flucro-2-nitrobznzoato de 2-(metiloxi)etilo (&5 g, 20.56 mmol)
se disclvid en DMF (40 ml) y 2-metoxiztanal (4.7 g, 81.63 mmol) vy
carkonate de potasio (5.7 g, 41.12 mmol) fueron adicionados. La
solucién 32 calznté a 85°C durante 15 h y s& anfrid. La mezcla se
vacid sohre agua y acetato da etilo y la capa orgénica fues lavada con
agua y salmuera, s= secd (MgSO,) y s2 concentrd para dar 4.83 g
(78%) de producto deseado como un aceite dorado.
'"H NMR (400 MHz, DMSO- D6) 5 ppm 7.8 (d, J=8.8 Hz, 1 H);, 7.5 (d,
J=2.4 Hz, 1 H), 7.3 (dd, J=8.7, 2.8 Hz, 1 H), 4.2 (m, 2 H), 4.2 (m, 2

H); 2.7 (m, 2 H); 3.6 (m, 2 H); 3.3 (s, 3 H); 2.2 (s, 3 H).

(8]

Paso 3. Acido 4-{[2-(m=tiloxi)etil]oxi}-2-nitrobanzoico
4-{[2-(metiloxi)atil]oxi}-2-nitrobenzoato de 2-(metiloxi)etilo

(4.23 g, 168,12 mmol) se disolvié en 1:1 TH/M=zOH (S0 ml) y 2 M LiOH

(80 ml) fus adicionado. Después de 4 h, la reaccidn se concentrd a

~ 80 mly 5 M HCI (34 ml) se adiciond. La solucidn fue extraida caon

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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acstato de =tilo y los &xtractos se secaron (MgS0Q,) y concentraron
para dar .70 g (95%) de producto como un sélide amarillo palido.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D#&) & ppm 2.2 (s, 2 H); 3.6 (M, 2 H); 4.2
(m, 2H); 7.2 (dd, J=8.7, 2.8 Hz, 1 H), 7.5 (d, J=2.4 Hz, 1 H), 7.3 (d,

J=8.8 Hz, 1 H).

Paso 4. O-(1,1-dimetilztil)-N-[(4-{[2-(metilo=i)etil]oxi}-2-
nitrofenil)carbonil]-L-treoninato de metilo

Acide 4-{[2-(metiloxi)etil]ox~i}-2-nitrobanzoico (3.7 g, 15.4 mmol)
e hidroclorure de metil O-(1,1-dimetilztil)-L-treoninato (3.8 g, 16.8
mmaol) s= disolvieron en acetato de etilo (50 ml) y trietilamina (4.66
g, 46.0 mmol) se adiciond. La re=accién se calenté a 70°C vy
anhidrido ciclico de acido 1-propancofosfénico (19.6 g de wuna
solucién al 50% en acetato de etilo, 30.6 mmol) se adiciondé &n forma
dz gotas. Después de 10 h, la solucién se enfrio a RT, se lavd con
agua y salmuera, s2 secd (MgSO,) v se concentré para dar 6.84 g
(102%) de producto como un aceite viscoso.

'H NMR (400 MHz, DMSO- ['6) 5 ppm 1.1 (m, & H), 1.1 (d, J=A.1 Hz,

)

H), 2.3 (s, 3 H), 3.8 (s, & H), 3.7 (m, 2 H), 4.2(m, 2 H), 4.5 (dd,

—

B, 3.0 Hz, 1 H), 7.2 (dd, J=8.5, 2.7 Hz, 1 H), 7.5 (m, 2 H), 8.7 (d,

o

J=8.8 Hz, 1 H).
Paso 5. N-[(2-amino-4-{[2-(metiloxi)etil]oxi}fenil)carhonil]-O-(1,1-
dimatiletil)-L-treoninato de metilo

-1, 1-dimetiletil)-N-[(4-{[2-(metiloxi)etil]oxi}-2-

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}

Yy



wn

10

15

20

28

nitrofenil)carbonil]-L-treoninato de metilo (.32 g, 15.3 mmol) se
disolvid an acetato de etilo (100 ml) y 10% Pd/C (600 mg, 15.3 mmol)
se disnlviéo =n acetato de etilo (100 ml) vy 10% Pd/C (800 mg) se
adicionéd. La mezcla se colocéd en un hidrogenador Farr bajo 4.213
kg/cm? de H, (RO psi de H,) dos veces sobre un periodo de 48 h. La
reaccion s2 removidé del aparato, se filtré a través de celite y se
concentrd. El residuo fue purificado mediante cromatografia de SiO;
(¢
(

'"H NMP. (400 MHz, DM3O- [68) 5 ppm 1.1 (s, 8 H), 1.1 (d, J=5.1 Hz, 3

D
D

Qg de SiD,, 10-50% de acetato d= =tilo/hex~anos) para dar 4.83 g

30

29%) de producto como un aceite dorado viscoso.

H), 2.2 (s, 3 H), 2.6 (m, 5 H), 4.0 (m, 2 H), 4.1 (dd, J=A.2, 3.2 Hz, 1

A

Hjy, 4.4 (dd, J=8.2, 2.2 Hz, 1 H), 8.1 (dd, J=8.8, 2.4 H=, 1 H), AL.2 (d,

[

=Z.4 Hz, 1 H), 6.5 (s, 2 H), 7.3 (d, J=8.5, 1 H); 7.4 (d, J=8.8 Hz, 1
H).

Paso 6. (4-amino-3,8-dimetilfenil)(ciclopropil)metanocl

IUn reactor de laboratorio enchaquetade de 10 1, equipado con
un agitador mecanico, se cargéd con diclorometano (8 |) y DMF (201
g, 2.75 mol). La chaqueta se enfri6 a 15°C y cloruro de oxalilo
(342.2 g, 2.75 mol) se adiciond sobre ca. 20 min. Después d= agitar
unos & min adicionales, 4-bromo-2 6-dimztilanilina (500 g, 2.50 mol)
en diclorometano (1 1) se adiciond. La mezcla de reaccién se agitd
durante 30 min y entonces la capa de diclorometano fue lavada con
NMaOH N (3 1), agua (2 1) y 50% de salmusra (1 1). La capa d=

diclorometano fue destilada =ntonces a un volumen de 2 |, THF (4 1)

{JLLCCO: 217589.D0C v.2}
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32 adiciond nuevaments y la mazcla se destild a 2 |, y se adicionaron
uncs & 1 finales de THF. La solucién resultante s= enfrid a ca. -70°C,
y n-butil fitio (2.5 M en hexanos, 1.25 1, 3.12 mol) se adiciond sabre
ca. 40 min, en lo cual la temperatura interna fue mantznida a <-50°C.
Después d2 que la adicidn fue complata, la reaccién s= enfrid a -
A0°C y ciclopropanccarbaldehido (221.45 3, 3.12 mel) se adiciond a
tal velocidad para mantenear la temperatura intesrna <-48°C. Entonces
se permitid que la mezcla se calentara a RT y agua (2 1) se adiciond
la meazcla se destild a un volumen de ca. 2 1, entonces se adiciond
monohidrato de hidréxido de litio (315 g, 7.50 mol) &n agua (2 1) y
etanolamina (460 g, 7.5 mol). La mszzcla se llevé a reflujo =
isopropanol (1 1) se adiciond. Después de someter a reflujo durante
ca. 18 h, la rzaccidén se enfrié a RT y 2l pH fue ajustado a ca. 10 coan
HCI concentrade. La mezcla se extrajo con acetato de etilo (2 » 2 |,
1 % 1 1)y los organicos combinados se lavaron con agua (1 1). la
solucidn resultante fuz concentrada a ca. 11, se calentd a rzflujo y
entonces se enfrid a 0°C. Los soélidos resultantes fueron

recolectados mediante filtracién, sz lavaron con acetato de etilo y

»]

hexanos y s2 secaron bajo vacio a ca. 45°C para dar 254.4 g (539%)

4

del producto. 'H NMR (400 MHz, DMSO- [08) 5 ppm: 5.30 (s, 2H),
4.78 (brs, 1H), 4.28 (brs, 2H), 2.74 (d, J=7.2 Hz, 1H), 2.27 (s, 68H),

1.04-0.93 (m, 1H); 0.45 = 0.18 (m, 4H).

-

Paso 7. Hidroclorurc de 4-(ciclopropilmetil)-2,6-dimetilanilina

A (4-amino-2 &-dimetilfenil)(ciclopropilymetanol (10.0 g, 52.

(93]

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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mmol) en diclorometano (100 ml) enfriado a ca. 10°C se adicionod
acido trifluoroacético (7.15 g, 2.7 mmel) lentamente. Daspués de
agitar ca. 4 min de trigtilsilano (7.30 g, 82.7 mmoal) se adiciond &n
forma de gotas sobre ca. 20 min. La reaccidn se agitd a ca. 10°C
durantz 40 min, y entonces s= concentraron bajo przsidn reducida a
ca. 20ml y acetato de 2tilo (100 ml) se adiciond. Esto s2 concentrd
ca. 50 ml, acetato de etilo se adiciond (25 ml) y con agitacidén se
adicioné HCI concentrado (§ ml). Después de agitar ca. 15 min, los
sélidos fuesron recolectados mediante filtracidén, se lavd con acetato
dez etilo/hexanos (1:1) y se secaron bajo presién reducida para dar
10.1 g (21%) dzl producto. 'H NMR (460 MHz, DMSOQ- d¢) 5 ppm:
9.15%-9.75 (brs, 2H), 8.95 (s, 2H), 2.26 (d, J=6.8 Hz, 2H), 2.28 (s,
BH); 0.25 (m, 1H), 0.40 (m, 2H), 0.12 (m, 2H).

Esta rzaccién s= repitié en 8 g d= material de inicio y el

producto resultante (8.1 g) s& combkind con el material anterior.

Paso 2. &-(ciclopropilmetil)-2-isocianato-1,3-dimetilbenceno

Una solucién de= hidrocloruro de=  4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimeztilanilina (11.1 g, 52.4 mmol) y diisopropiletilamina (10.0 ml,
57.7 mmol) disuelto en CH,Cl, (50 ml) s= adiciond &n forma da gotas
a una solucién de agitacién de trifosgeno (7.78 g9, 26.2 mmol) 2n
CH:CIl, (100 ml). Después de que la adizidn se completd, la solucidn
se agitd durante 45 min y entonces el solvent2 fue concentrado =n

una campana de humo (Przcaucidén: un fosgeno sin reaccionar puede

gstar presentz). El residuo resultante fue disuelto en heptanos,

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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lavado con agua, secados (MgS0O,) y se concentrd para dar 9.21 g
(27%) de producto como un aceite viscoso nebuloso. 'H NMR (400
MH=, DMZEO- D6) 5 ppm: 0.1 (m, 2H), 0.4 (m, 2 H); 0.2 (m, 1 H); 2.2

(3, & H), 2.4 (d, J=6.5 Hz, Z H), 7.0 (s, 2 H).

Paso 9. N-[(2-[({[4-(cicloproplmetil)-2,6-
dimetilfenillamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(metile=i)etiloxi}fenil)carbonil]-Q-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato de
metilo
N-[(2-amino-4-{[2-(metiloxi)etil]oxi}fenil)carbonil]-O-(1,1-

dimetiletil)-L-treoninato de meatilo (4.74 g, 12.39 mmol) se disolvid en
piridina (50 ml) y 5-(ciclopropilmetil)-2-isocianato-1,3-dimetilbenceno
(3.74 g, 18.59 mmol) se adiciond. La rzaccidn se agitd durante 7 hy
entonces sa vacid sohre HCl 1 M an capas con acetato de etilo. La
capa organica se separé, se lavé con salmuera, se secé (MgSO,) vy
se concentrd a un aceite amarillo. El aceite fue purificado mediante
cromatografia de SiQ, (120 g Si0,, 0 — 50% EA/hexanns) para dar
515 g (71%) de producto como una =spuma incolera. ES MS m/z

584 (M+H).

Paso 10. N-[(2-[({[4-(cicloprapilm=til)-2,6-

dimetilfenillaminc}carbonil)amino]-4-{[2-

(metilo=i)=ztilloxilfenil)carbonil]-0-(1,1-dimetiletil)-L-treonina
N-[(2-[({[4-(ziclopropilmetil)-2,6-

dimetilfenilJamino}carbonil)amino]-4-{[2-

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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(meiloxci)etilloxi}fenil)carbonil]l-O-(1, 1-dimetilstil)-L-treoninato de
metilo (5.1 3, 3.73 mmol) se disolvid en 1:1 THF/MeOH (40 ml) y 2 M
LIOH (21.8 ml, 42.48 mmol) se adiciond. Después d2 3 h, Tt M HCI
(45 ml) y agua (100 ml) s= adicionaron y la mezcla se evtrajo con
EA. Los e<tractos s2 secaron (MgS0Q,), se comhinaron con avtractos
de una segunda reaccidn iniciando desde 0.8 g de material dz inicio
y s2 concentré para dar 5.97 g (1029 global) de producto como una
espuma incolora.

'H NMR (400 MHz, DMSO- D8) & ppm; 0.2 (m, 2H); 0.4 (m, 2H); 0.9
(m, 1 H); 1.1 (s, 12 H), 2.1 (m, 8 H), 2.4 (d, J=T7.0 Hz, 2 H), 2.2 (s, 3

H), 2.6 (m, 2 H), 4.1 (m, 2 H), 4.2 (br s, 1 H), 4.4 (brs, 1 H), 8.6 (dd,

[x>)

J=B.7, 2.7 Hz, 1 H), 8.9 (s, 2 H), 7.7 (brs, 1 H), 7.8 (br s, 1 H), 8.0
(d, J=2.5 Hz, 1 H), 8.7 (brs, 1 H), 10.5 (brs, 1 H), 12.8 (s, 1 H). ES

MS m/z 570 (M+H).

Ejemplo 2: Sintesis a escala mayor de compuesto de férmula 1A

N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,8-dimetilfenil]amino}carbonil)amino]-4-

{[2-(matilo=i)=til]loxi}fenil)carbonil]-O-(1,1-dim=tiletil)-L-treonina

Paso 1. Acido 4-{[2-(m=&tiloxi)etil]loxi}-2-nitrobanzoico

A acido d4-fluoro-2-nitrobenzoico (200 g, 1.08 mol) &n un
reactor de laboratorio enchaquestado equipado con un agitador
mecanico, se adiciond NMP (0.90 |) y carbonato de potasio (520 g,
3.20 mol). La chaqueta d= reaccidn se calenté a 50°C y 2-bromoetil

metil Ater (120 ml, 1.25 mol) se adiciond sobre 10 min. La

{JLLCCO: 217589.D0C v.2}
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temperatura de chaquata de reaccidn fue2 aumentada a ca. 129°C y la
reaccidn se agité durantz 1 h. NMP (80 ml), 2-(metiloxi)etanol (520
ml) y carbonato d& potasio (15 g) fueron adicionados. La
temperatura de chaqueta fue aumentada a ca. 125°C y la reaccidn se
agité durante ca. 1 h, y entonces la temperatura d= chaqueta fue
incrementada a 150°C y la reaccion s= agitd durantz ca. 5 h. La
mezcla fus enfriada a RT y se agité a ca. 16 h. A esto se adiciond
una mezcla de hidrécideo de sodio acucso al £0% (23% ml) y agua
(0.77 1). Después de agitar 1 h, la mezcla se transfirié a una cubsta
con agua (0.50 1), se acidificé con HClI 6 N (ca. 2 1) y se agitdé para
ca. 1.5 h. Los sdlidos resultantes fueron recolzctados mediante
filtracién y se lavaron con agua. El secado bajo presién reducida a
ca. 70°C dio 180 g del producto. 'H NMR (400 MHz, DMSO- d¢) &
ppm: 12,53 (br s, 1H), 7.83 (d, J=8.5 Hz, 1H); 7.48 (d, J=2.5 Hz, 1H);
7.268 (dd, J=3.3, 8.2 Hz, 1 H), 4.23 (m, 2H), 3.35 (m, 2H), 3.28 (s,
3H).

Las reacciones de escala mas pequeia adicionalzs  del

procedimiento anterior también fusron realizadas para dar material

adicional. Las propizdades espectrales fusron las mismas que
antes.
Paso 2. D-(1, 1-dimetiletil)-N-[(4-{[2-(matiloxi)etil]oxi}-2-

nitrofenil)carkonil]-L-treoninato de metilo
A acido 4-{[2-(metiloxi)=tilloxi}-2-nitrob&nzoico (205, g, 0.97

telh,

mol) disuelte en diclorometano (2.5 1) y DMF (2.5 ml), en un reactor

{JLLCCO: 217589.D0C v.2)
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dz laboratoric enchagquetado equipade con un agitador mecanico, con
la temperatura de chaqueta a ca. 27°C, s adiciond cloruro de oxalilo
(104 ml, 1.23 mol) =n forma de gotas sobre ca. 20 min. Con la
temperatura de chaqueta a 20°C, la reaccidon se agitdé durante ca. 2 h

y entonces s= concentré bajo presiéon reducida.  El residuo fue

[l
il
-
()
D
3

acetonitrile (0.50 1), se concentréd bajo presidén reducida, y
se re-disolvié en acetonitrilo (0.30 |). Esto se adiciond entonces &n
forma de gotas a una mezcla fria (<10°C) de hidrocloruro de metil O-
(1,1-dimetiletil)-L-treoninato (195 g, 0.26 mol), y DIEA (320 ml) se
disolvié =n acetonitrilo (1.5 ), =n un reactor ds laboratorio
enchaquatado con un agitador mecanico. Cuando la adicién se
complztd, la rzaccidn fuz calentada a RT y se diluyé con metil t-butil
&taer (3 1) y se lavd con 1:1 salmuera:agua (1.5 1), 1:1 bicarbonato de
sodioragua (1.5 1) y nusvamente con 1:1 salmu=2ra:agua (1.5 1). La
fase organica se s=cd scohre sulfato de magnesio y se concantré a
ca. 1.5 1. A esto se adiciond heptano (1.5 1) y 2sto fue concentrado a
sequedad. EIl sélido resultante fue triturado con una mezcla de metil
t-butil &ter (210 ml) y heptano (220 ml) y los sélidos fuzron
recalectados mediantes filtracidn. Este matarial fue combinado con
una preparacién a escala mas pequefia (28 g) vy se secd bajo presidn

reducida para dar 323 g de!l producto. '"H NMR (DMS0O-d;, 400 MHzZ)

[}

[n))
w

5 ppm: 2.88 (d, J=8.8 Hz, 1 H), 7.53 (d, J=2.3 Hz, 1H), 7.49 (d, J=8.8
Hz, 1H), T7.22 (dd, J=8.5, 2.8 Hz, 1H), 4.51 (dd, J=2.7, 3.2 Hz, 1H),
4,22 (m, 2H), 4.1 (m, 1H), 3.65 (m, 2H), 2.84 (s, 3H), 3.29 (s, 3H),

1.13 (d, J=6.4 Hz, 2H), 1.08 (s, 9H).

{JILLCCO: 217589.DOC v.2}
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Paso 3. N-[(2-amino-4-{[2-(metiloxi)etil]Joxi]fzniljcarbonil]-O-(1,1-
dimetiletil)-L-treoninato de me=tilo
O-(1,1-dimetilztil)-N-[(4-{[2-(m=tilo=i)etil]a=i}-2-

nitrofenil)carbonil]-L-treoninata de metilo (100.3 g, 0.2423 mol) se
disolvi6 en metancl (2 1) y el matraz de reaccién fue vaciado y
dezscargado 3 veces con nitrégsno. A esto se adiciond paladio en
carbono (10%, 10 g3) y la mezcla se agité bajo una atmésfera de

hidrdgzno para ca. 4 h. La m=zzcla se filtré y se& concentrd bajo

o1

presién reducida.  El residuo se disolvid en tcolusno (N.25 1) y s=2
concentrd bajo presién reducida para dar 91.4 g del producte como
un aceite ambar (98%). 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) & ppm: 7.38 (d,
J=(.7 Hz, 1 H), .70 (d, J=9 Hz, 1H); 3.21 (dd, J=8.7, 2 H=, 1H), 5.21
(d, J=2 Hz, 1H), 5.80 (br, 2H), 4.62 (dd, J=9, 1.7 Hz, 1H), 4.27 (m,
1H), 4.09 (m, 2H), 2.72 (m, 2H), 3.71 (s, 2H), 2.42 (s, 2H), 1.22 (4,
J=6.1 Hz, 3H), 1.12 (s, 9H).

Este procedimiento se repitio dos veces iniciando con 205 g vy
160 g del compuesto nitro para dar unces 162.8 g adicionales de

producto.

Paso 4. N'-(4-bromo-2,6-dimetilfenil)-N, N-dimetilimidoformamida
Método 1

A DMF (21.3 ml, 0.275% mol) &n diclorometano (0.50 1), en
matraz de rzaccidn 2quipado con un agitador mecanicoe, bajo una
atmasfera de nitrdgenn, se adiciond cloruro de oxalilo (23.2 ml, 0.275

mol) sobre 1 h. Después de agitar 10 min, 4-bromo-2,6-dimetilanilina

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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(0.0 g, 0.250 mol) en dicloromstano (0.20 |) se adicioné a tal
velocidad para mantzner la temperatura de reacciéon entre ca. 22 y
27°C (=a. 1.5 h). La rzaccidn se aqgité durante ca. 1 h y entonces se
extinguiéd mediante la adicion de hidré~ido de sodio 2N (0.25 1) a tal
velocidad para mantener la temperatura de rzaccidn entre 10y 18°c.
Las capas se separaron y la capa organica se lavé con agua (0.20 1),
se s=cd sobre sulfate de magnesio y se concentré a sequedad. El
residus s= disolvid en hexanos (0.4 1) y s2 concentrd a sequedad. El
productc se bomhbz3 bajo presién reducida para dar 62.2 g (97.8%)
del producto somo un aceite café obscuro. 'H NMR (400 MHz,
DMSO- d¢) & ppm: 7.28 (s, 1H), 7.09 (s, 2H), 2.90 (s, 6H); 2.00 (s,

6H).

Método 2

A una pasta de reactive Vilsmeier (43.2 g, 0.24 mol) &n
diclorometanno (0.40 1), en un matraz d= rezaccién equipado con un
agitador mecanico, hajo una atmésfzra de nitrégeno, se adiciond 4-
bromo-2,6-dimetilanilina (1.4 g, 0.831 mol) en diclorometano (0.20 1)
a tal velocidad para mantener la temperatura de rzaccidén &ntre ca.
20y 28°C (ca. 1.5 h). La rzaccién se agitéd durante a. 1 h y entonces
se extinguid mediante la adicién d= hidréxido de sodio 2N (0.35 1) a
tal velocidad para mantzner la temperatura de rezaccidén entre 10 vy
18°C. Las capas s= separaron y la capa organica se lavéd con agua
(0.2 1), se secd sobre sulfato de magnesio y se concentrd a

sequedad. El residun se disolvid en hexanos (0.4 1) y s= concentré a
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sequedad. EIl producto se bombed bajo presidn reducida para dar
75.7 g3 (97%) del producto como un aceitz café abscuro. Las

propiedades 2spectrales fueron las mismas que antes.

Escalamiento de método 2

A una pasta de reactivo Vilsmeier (211.8 g, 1.66 mol) &n
dicloremetano (1.97 1), en un reactor de laboratorio enchaquatado
gquipado con un agitader mecanico, bajo una atmédsfera de
nitrdgeno, s& adiciond 4-bromo-2,6-dimatilanilina (201.91 g, 1.509
mal) en diclorometana (0.95 1) a tal velocidad para mantener la
temperatura de rezaccién <25°C (ca. 1.5 h). La reaccidn s& aqgitd por
ca. 1 hy entonces se axtinguid mediante la adicién de hidréxido de
sodio 2N (1.7 2I) a tal velocidad para mantener la temperatura de
reacsién entre 10 y 15°C. Las capas s= separaron y la capa
orgénica se lavé con agua (1.42 1), se sec6 sobre sulfato de sodio y
se concentrd a sequedad. EIl residuo sz disolvié &n hexanos (1 1)y
esto se concentré a sequedad.  Esto se repitid y =l producto sa

hombeé bajo presian reducida para dar 376.32 (@7.8%) del

<

producto como un aceite café obscuro. Las propicdadss aspectrales

fueron iguales como antess.

Paso . N'-{4-[ciclopropil(hidroxi)m=til]-2,6-dimetilfenil}-N, N-
dimetilimidoformamida
N'-(d4-bromo-2,3-dimetilfenil)-N, N-dimetilimidoformamida (489.7

m

Q

(]
=N
e
X

) se disolviéd &n THF (5 1) en un reactor de lahoratorio
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enchaquetado equipado con un agitador mecanico bajo una
atmésfera de nitrégzno. La mezcla se enfrid a -70°C y n-butil litio
(2.5 N &n hewanos, 1.1582 1, 2.€3 mol) se adiciondé a tal velocidad
para mantener la temperatura interno entre ca. -65 y -70°C. Una vez
la adicidon se completé, ciclopropanocarbaldehido (201.26 g, 2.88

mal) s2 adicionéd a tal velocidad para mantznsr la temperatura

on

intearna entre ca. -50 y -70°C. Se permitié que la reaccidn se

[o N

calentara a 0°C y s2 extinguid madiante adicién en forma de gotas d2
ajgua (1.96 1) a tal velocidad que la temperatura interna fue
mantenida entre 0 y 5°C. EI solvent2 organico se removié bajo
presidn reducida y la capa de agua restante y producto suspendido
se transfirigron a un reactor de laboratorio 2nchaquetado para ser

usadea directamente en el siguient2 paso. S2 removid una alicuota

para analisis espectral de masa: ES MS m/z 247 (M+H).

Paso . (4-amin-3,5-dimetilfenil)(ciclopropil)ym=tanol

Al material dsl pravio paso (N'-{4-[cicloproil(hidroxi)metil]-2,6-
dimetilfenil}-N, N-dimetilimidoformamida) se adiciond una suspensidn
de hidréxido de litio (305 g, 12.73 mol) en agua (1.96 1), s=guido por
la adicién de =tanolamina (221.48 g, 3.63 mol). La mezcla se
calentd a reflujo durante ca. 16 h. La reaccién se destild para
remover Q20 ml de liquido 2 isopropanol (1.47 1) s= adiciend y la

mezcla se r

[x i}
[\ ]

grzsd a reflujo durante ca. & h. Después de enfriar a

RT, s= adicioné ac2tato de etilo (2.5 1) y las capas se separaron.

Ambas capas fueron filtradas para remover sélidos y la capa acuosa
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se extrajo nusvamente con acetato de etile (2 < 1 1). Las capas
orgadnicas combinadas fueron lavadas con agua (2 = 0.5 1), se
secaron sobre sulfato de sodin y se concentraron a volumen de ca.
1.4 1. Los sélidos resultantes fueron recolectados mediante filtracion
y se lavaron con acetato de etilo y hexanos. Después de secar bajo
presién reducida, 142.47 g del producto se obtuvieron como un
sdlido blanco. 'H NMR (400 MHz, DMSO- d¢) & ppm: .79 (s, 2H),
4.72(d, J=4.1 H, 1H), 4.36 (s, 2H), 3.72 (dd, J=7.2, 4.2 Hz, 1H), 2.06
(s, &H), 0.91 (m, 1H), 0. 12-0.48 (m, 4H).

Los licore:

o

m

py)

dre produjeron unos 37.91 g adicionalas de
producto con propiedades espectrales idénticas. El rendimiento total

fue 49% para dos pasos.

Paso 7. Hidrocloruro de [4-(ciclopropilmetil)-2,6-dimetilfeniljamina

A (d4-amino-3,5-dimetilfenil)(ciclopropil)metanocl (189.12 g,
0.334 mol) =n diclorometano (1.68 1) =nfriado a 15°C se adiciond
triztilsilano (123.4 g, 1.08 mol), seguido por acido trifluoroacético
(32.7 g, 0.724 mol) a una velocidad para mantener la temperatura de
reaccién interna 2ntre 15y 16°C. La reaccién se agitd duranta 7 hy
entonces 2| diclorometanc fue destilado y se adiciond acstate de
etilo (1.62 ). Esto fue destilado a un volumen de ca. 1.1 | y unos
280 ml adicionales de acetato de etilo se agregaron. Con agitacién a
20°C, se adiciondé HC! concentrado (72 ml) y la mezcla se agitd
durantz ca. 15 min. Los sélidos resultantes fueron recolectados

mediante filtracidon y se lavaron con 1:1 acetato de etilothewanos
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para dar 177.22 g del producto como un sélido color tostado (95%).
'"H NMP. (DMSO-d;, 400 MHz) 5 pprm: ©.32-9.91 (brs, 2H), 7.01 (s, 2H),
241 (A, J=5.9 Hz, 2H), 2.24 (s, &H); 0.92 (m, 1H), 0.47 (m, 2H), 0.15

(m, 2H).

Faso 8. S-(ciclopropilmatil)-2-isacianato-1,3-dimetilbenceno

A una solucién dJde trifosgeno (8132 g, 0.27 mel) e&n
dicloromstano (0.855 1) se adiciond una mezcla de hidrocloruro de [4-
(ciclopropilmetil)-2,6-dimetilfenillamina (115 g, 0.543 mol) y DIEA
(176.7 g, 1.37 mol) en diclarometano (0.3 [) manteniendo la
temperatura menor que 25°C.  La resacceidn se agité ca. 16 h vy
heptano (1.0 I) s= adiciond. La mezcla se lavd con agua (2 veces
0.201). Las fases acuosas s= extrajeron nusvamente con heptano (2
vecas 0.10 I) y los corgénicos comhinados fueron secados sohre
sulfato de magnesio. La concentracidn hajo presidn reducida dio
©2.95 g del produsto como un aceite (91% de rendimiento). 'H NMR
(CDCl;, 400 MHZ) & ppm: 8.92 (s, 2H), 2.41 (d, J=6.8 Hz, 2H), 2.30

(s, BH), 0.93 (m, 1H), G.50 (m, 2H), 0.158 (M, 2H).

Paso 9. N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimeatilfenillamino}carkonil)amina]-4-{[2-
(metiloxi)etil]oxilfenil)carkonil]-0-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato de
metilo

N-[(2-amino-d-{[2-(metilo=i)etil]oxi}fenil)carbonil]-0-(1,1-

dimetiletil)-L-treoninate  de  metilo (144 g, 0.377 mol) y &-

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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(ciclopropilmetil)-2-isocianato-1,3-dimetilbenceno (98.9 g, 0.491 mol)
se combinaron &n piridina (1.0 1) y la mezcla se agité a RT dz ca. 16
h. EIl solvente s2 removid hajo presiéon reducida y &l residuce s2
disolvid en metil t-butil &ter (1 1). Este se lavé con 0.1 N HCI (4
veces 0.5 1). El solventz se removié bajo presidén rzducida y el
residuo fus sometido a cromatografia en gzl de silice (1.& kg),
levigando con acetato de etilo/hevaneo (gradiente), para dar 181 g del
products camo una espuma. 'H NMR (DMSO-de, 400 MHz) 5 ppm:

10.42 (brs, 1H), 2.70 (brs, 1H), §.01 (brs, 1H), 7.97 (d, J=2.27 Hz,

T
S
-1
()]
)
—~—
2.
[ .
t
[nx}

1 Hz, 1H), 6.92 (s, 2H), 8.57 (dd, J=38.5, 2.5 Hz,

b

1H), 4.45 (m, 1H), 4.18 (m, 1H), 4.08 (m, 2H), 3.64 (s, 2H); 3.62 (m,
2H), .27 (s, 3H), 2.39 (4, J=8.8 Hz, ZH), 2.11 (s, BH), 1.14 (m, 3H),

1.00 (s, @H); 0.92 (m, 1H), 0.43 (m, 2H), 0.15 (m, 2H).

Paso 10. N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimatilf=nillamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(metilowi)etillovilfenil)carbonil]-0-(1,1-dimeatil=til)-L-treonina

A N-[(2-[({[4-(ciclopropilm&til)-2,6-
dimetilfenillJamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(meztilo=i)etil]o=i}fznil)carbonil]-O-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato de
metilo (179 g, 0.308 mmol) &n THF (1 1) s2 adiciond monohidrato de
hidro=ido de litio (3.8 g, 0.92 mol) en agua (0.33 1) &n forma de
gotas sobre ca. 20 min. La mezcla se agité a RT durante 2 dias, y
entonces se& enfriaron en un baio de hi2lo y 2l pH se ajustd a ca. 1

mediante la adicionéd de 8 N HCI. A esto se adiciond acztate de etilo
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(1.5 1) y la mezcla se agité a 10°C durante ca. 30 min. Las capas
fueron separadas y la fas= acunsa fue =vxtraida con acetato d= etilo
(0.2 1). Los organicos combinados fueron secados sobre sulfato de
magnesio, se filtraron y s2 concentraron bajo presidn reducida para
dar 180 g del producto, =l cual contznia aljgun acetato de etile y THF.
Este matezrial (s combind con un lote de 2 g mas pequefic) se
cristalizé a partir de acetonitrilo (1.7 1) y agua (1.36 |) para dar,
después de secar bhajo presién reducida a 50°C, 125.5 g del producto
fuz un saélido hlanco. 'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz) & ppm: 12.78
(hrs, 1H), 10.52 (brs, 1H), 8.38 (brs, 1H); 7.98 (d, J=2.2 Hz, 1H),
7.75 (brs, 1H), 7.83 (d, J=7.9 Hz, 1H), 6.90 (s, 2H), 6.58 (dd, J=(8.8,
2.4 Hz, 1H), 4.27 (m, 1H), 4.18 (m, 1H), 4.06 (m, 2H), 3.2 (m, 2H),
227 (s, TH), 2.39 (d, J=2.8 Hz, 2H), 2.11 (s, 6H); 1.11 (m, 3H), 1.11
(s, @H), 0.92 (m, 1H); 0.43 (m, 2H), 0.158 (m, 2H). Anal. Calculado
para CzHi:N:O,: C, 85.35; H, 7.61; N, 7.38. Encontrado: C, 65.59;

H, 7.59; N, 7.41.

Ejemplo 3: Preparaciéon de la sal de potasio del compuesto de
Férmula |A
N-T1(2-[({[4-(cicloproplmetil)-2,8-dimetilfenil]amino}carbonil)amino]-4-
{[2-(metilaxi)etil]oxi}fenil)carbonil]-O-(1,1-dimetilstil)-L-treoninato de
potasio

A N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimetilfanill]amino}carbonil)amino]-4-{[2-

(metiloxi)stil]o<ilfenil)carbonil]-O-(1,1-dimetiletil)-L-treonina (1.0 3,
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1.76 mmal) &n acetonitrilo (100 ml) se adiciona t-butéo~ido de potasio
(1.0 M an THF, 1.76 ml). La mezcla se agité durante ca. 1& min y el

solvente =s removido bajo presién reducida para dar el producto.

Protocolos bioldgicos

La utilidad de les compuestos de Férmula |, una sal, solvate o
derivado fisiolégicamente funcional de los mismos, &n el tratamiento
o przvencion d2 enfermedades (tal como se describe en la presente)
en animales, =n particular mamiferos (por ejemplo, humanos) puaden
demeastrarse mediante la actividad =n ensayos convencionales
conocidos para alguien de habilidad ordinaria en la técnica relevante,
incluyendo los ensayos in vitro = in vivo descritos mas adelanta.

La enzima glicogeno fosforilasa (GP) purificada, &n dondz la
glicogeno fosforilasa 2std en e.l gstado activado “a”, referido como
glicégeno fosforilasa d= higado humano a (HLGPa), puedes obtenerse

de acuzrdo con los siguientes procedimientos.

Clonacidn y expresién apropiada de glicégeno fosforilasa de higado
humano:

cDNA d2 glicégeno fosforilasa de higado humane fue
amplificado meadiante reaccién de cadena de polimerasa (PCR) a
partir de una genoteca de ¢cDNA de higado humano comercialmente
dispanible (BD Biosciences). El cDNA fue amplificado 2oma 2
fragmentos de traslapz usando los iniciadores

S'GGSCGAAGCCCCTGACAGACCAGGAGAAGS’ con
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S'CGATGTCTGAGTGSATTTTAGCCACGCC3' y

S GGATATAGAAGAGTTAGAAGAAATTGS zon

5 GGAAGCTTATCAATTTCCATTGACTTTGTTAGATTCATTGGS'. Las
condiciones de PCR fueron 24°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 2 min,
durante 40 ciclos usando la enzima Pfu Turbo (Stratagzne), 0.5%
DMSO, 250 uM cada trifosfato de nucledtido y 0.4 uM cada iniciador
mas =l amortiguador recomendado por 21 fabricantz de polimarasa.
Cada fragmento de PCR fue clonado molzcularments y la secuencia
de DNA de cada insercién fue detzrminada. Los 2 fragmentos de
DNA del cDNA de glicégeno fosforilasa fueron unides entonces en un
plasmido de expresién bacteriana, pTXK1007LTev (GlavoSmithKling),
creando un cDNA de longitud completa fusicnado 2n el extremo &0 a
los  codones para metionina-glicina-alanina-histidina-histidina-
histidina-histidina-histidina-histidina-glicina-glicina-glutamato-
asparagina-leucina-tirosina-fenilalanina-glutamina-glicina-glicina-. El
producto de= proteina tendria una =tiqueta de 6Xhistidina seguido por

un

o

itio de corte de Tev protzasa. La secusncia de DNA de ambos

filamentos del cDNA &n pTAK1007L Tev fue determinada.

Purificacidn de glicégeno fosforilasa dz higado humano:

La pasta celular congelada (100 g) fue descongelada vy
suspendida =n 1200 ml de &0 mM Tris, 100mM NaCl, 15 mM
imidazel, pH 2.0. Las cé&lulas fueron rotas suavemente con un
Palytron (Brinkman, PT10-35) y pasaran dos veces a través de un

homogen=zizador AVP. Los lisados de células de E. coli fueron
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clarificados a 27,500 v g durants 45 minutos y se filtraron a través de
un filtro de 0.8 micra. La solucién fue aplicada a una columna de
21ml Ni-NTA Superflow (Qiagen) (ID 28nm X H 4.0 cm) pre-
equilihrada con &0 mM Tris, 100 mM NaCl y 15 mM imidazol, pH 8.0.
La columna fue lavada con amortiguador de equilibrio hasta que
A280 regresd a la linea de base. Las protzinas débilmeante unidas
fueron levigadas a partir de la columna con 10 volimenzs de
columna de lzcho de 50mM imidazol en el mismo amortiguador. La
glicégena fosforilasa fue levigado con pasos de 100 mM y 250 mM
Imidazol. Ambas fracciones de 100 mM y 250 mM fueron
depositadas y =ntonces se diluyeron & veces con amortiguador E§0mM
Tris, pH 8.0. Esta solucién fusz cargada &n una columna de flujo
rapide 21 ml de Q (Amersham Pharmacia Biotzch AB, ID 2.6 cm = H
4.0 cm) pre-equilibrada con 50 mM Tris, pH 2.0. Se levigd glicégeno
fosfarilasa con un gradiente continuo desde 0-20% de 1M NaCl en &0
mM Tris, pH 8.0 (amortiguador B). Las fracciones de glicogeno
fosforilasa purificada entre 18% y 20% amortiguador B fuzron
depositados, divididos =n alicuotas en tubos de micrecentrifuga, y se
almacenaron a -30°C. La fraccidn purificada forméd una banda simple

de ~100kd en un g=l de SDS-PAGE.

Activacidn de glicégeno fosforilasa de higado humano:
La activacién de glicdgeno fosforilasa de higado humano (=s
decir, la conversién de forma de HLGPb inactiva a la forma HLGPa

activada) se alcanzd al fosforilar HLGPb con fosforilasa cinasa
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inmovilizada.

10 myg de cinasa fosforilasa (Sigma, P-2014) se disolvid en 2.8
mi de 100mM HEPES, SO0mM CaCl2 (pH T.4) y s mezclé suavements
con 1 ml de perlas Affi-Gel (Active Ester Agarose, BioRad # 153-
BNa9) equilibradas prazviamente en el mismo amortiguador. La
mezcla s macid 4 horas a 4°C. Las perlas se lavaron una vez con
2l mismo amortiguador y se bloqusaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con una solucién de 50 mM HEPES, 1 M metil éster de
glicina, pH 3.0. Las perlas fueron lavadas =ntonces con &0 mM
HEPES, 1 mM pB-marcaptoetanol, pH 7.4 y s¢ almacenaron a 4°C.

Glicdgzno fosforilasa purificada congslada  (HLGPb) se
desaongeld en a 4°C entonces se dializd durante la noche en §0 mM
HEPES; 100 mM NacCl, pH 7.4. 15 mg del HLGPb dializado,2 mM
ATP vy 5 raM MgCI2 se incubd con 500 ul de las perlas de cinasa
fosforilasa inmovilizada Affi-Gel preparadas =quilibradas con §0 mM
HEPES; 100 mM NaCl, pH 7.4 El grado de fosforilacién se
monitorsé al seguir &l aumento =n actividad a intervalos de 10
minutos usando &l sistema de ensayo sefialado mas adelante.
Bravemente, el ensayo contenia 0.1 uM glicdgeno fosforilasa de
higado humano, 50 mM HEPES, 100 mM KCI, 2.5 mM EGTA, MgCl.,
3.5 mM KH.POy, 0.5 mM DTT; 0.4 mg/ml glicégano, 7.5 mM glucosa,
0.50 mM dinucledtido de [F-nicotinamida ad=nina (f-NAD), 2 U/ml
fosfoglucomutasa, y 5 Wml glucosa-A-fosfate deshidrogenasa. La
actividad fue monitorzada al ssguir la reduccidn de NAD" a 240 nm.

La reaccidn se detuvo mediante remocién de las perlas a partir de la
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mezcla cuando ningdn aumente en actividad fuz observado 830-60
minutos). La fosforilacién fue confirmada adicionalmente mediante
anilisis de |a muestra meadiante espectroscopia de masa. El
sobrznadante contenizndo la muestra actividad fue dializada 2n 50
mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7.4 durante la noche. La muestra
final s mezcléd con un velumen igual de glicerol, dividida en

alicuotas =n tubos de microcentrifuga y se almacenéd a -20°C.

Ensayo de actividad enzimatica de glicdgeno fosforilasa de higado
humano a:

Un ensayo enzimatico fue desarrollade para medir la respuesta
d2 la forma activada de glicég=na fosforilasa (HLGPa) a compuestos
d2 molécula pequefia (<1000 Da.). EIl =nsayn fue configurado para
monitorzar la rzaccion glicagenolitica farmacoldgicamente relavante
al coplar la produccién de glucosa-1-fosfato a partir de glicégeno vy
fosfato inorganico a fosfoglucomutasa, gluconsa-6-fosfato
deshidrogenada, NADH oxidada y peroxidada de rabano picante par
producir &l producto fluorescente resorufin. Las concentraciones de
los componentes reactivos fueron como sigus: 15 nM glicégeno
fosforilasa de higado humana a, 1 mg/ml glicdgeno, 5§ mM K;HPOQ,,
40 W/ml fosfoglucomutasa (Sigma), 20 u/ml glucosa-G-fosfatn
deshidrogenasa (Sigma), 200 nM NADH oxidasa de Thearmus
thermophilus (preparada como se describe en Park, H.J.; Kreutzer,
R.; Reiser, C.Q.A.; Sprinzl, M. Eur. J. Biochem. 1992, 20&, 87E£-879),

2 U/m) de peroridasa de rabano picante (Sigma), 3 uM FAD, 250 uM
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NAD®, 50 uM rojo amples, +/- 10 mM glucosa. EIl amortiguador de
ensayo d= bass usado fue 50 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7.6,
Para ayudar en la identificacién de inhibidores sensibles a glucosa
de glicageno fosforilasa, =l ensayo fue realizado con y sin 10 mM

glucosa. Con

e

| fin de frotar el ensayc de componentes
contaminantes que pueden contribuir a producciéon de resorufin
espzcifica no de HLGPa, los reactivos fueron preparados como dos
coctzles concentrados 2. Una solucién de perlas de agarosa
recubisrtas con catalasa fue preparada en el amortiguador de 2nsayo
d= basz. EIl primer coctel (coctel #1) consistié de NADH oxidada de
Thermus thermophilus, NAD®, glicégeno, fosfoglucomutasa, glucosa-
R-fosfato deshidrogenasa, K;HPO,;, FAD y 50 U/ml perlas de agarosa
recubiertas con catalizada +/- 10 mM glucosa. EIl rojo Amplex fue
adicionado a esta solucidn después dz incubaciéon a 25°C durante 30
minutos y las perlas de agarosa recubiertas con catalasa fueron
removidas mediante centrifugacién y retencion de sobrenadante. El
sequndo coctel (coctel #2) contenia glicégeno fosforilasa-a de
higado humano y perovidasa de rabano picantz +/- 10 mM glucosa.
Los ensayos fueron realizados con preincubacién de compuestos de
compuestos de esta invencién con coctel #2 durante 15 minutos,
seguido madiante la adicién de coctsl #1 para iniciar la reaccién.
Los ensayos fusran realizades en placas de microtitulo d= 96 (neg‘ras
2 valumen Costar #2894) o 384 cavidades (Greiner negras de
volumen p2queio). El cambio en fluorescencia dehbido la formacion

de producto fue medida en un lector d= placa de fluorescencia

{JLLCCO: 217589.00C v.2}
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(Molzcular Devices SpectraMa+ M2) con excitacién a 530 nm vy
emisidn a 590 nm. La actividad de compuesto d= ejemplo 1 es

mostrada =n la Tabla 1 a continuacién.

Tabla 1: Actividad del ensayo enzimatico de compussto &n glicégeno

fosfarilasa de higado humano a

Ej | Estructura Nombre quimico ESM IC50
# +m/z (uM)
1 N-[(2-[({[4- 570 0.004
\‘/ (siclopropilmetil)-2,6- (M+H)
j:("’" dimetilfeniljlamino)
S o ©

carbonil)amina]-4-{[2-
>\__// (metiloxi)etil]*oxi}fenil)
carbonil]-O-(1,1-

dimetiletil)-L-treonina

M&todo de reto de glucagén in vivo:

Se recibhieron ratas de CD macho canuladas de vena yugular
(220-2680 g) (Charles Rivers, Raleigh, NC) 1-2 dia después de
canulacién, se alojaron de mansra individual en cama Alpha-driV®
(Shaphard Spacialty Papers, INc., Kalamazoo, MI) con acceso libre a
alimento (Lab Dizt 5001, PMI Nutrition International, Brantwood, MO)
y agua y s& mantuvieran &n un ciclo de luz/obscuridad de 12 h a
21°C y 50% de humedad relativa durante 3-4 dias antzs de los

estudios de reto de glucagén. En el dia del estudio, las ratas fuzron

{JLLCCO: 217589.D0C v.2}
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clasificadas por peso corporal &n grupos de tratamignto (N=4-8) y se
alojaron d= manera individual en jaulas de caja de zapato con cama
Alpha-dri limpia. Las lingas de canula fu=2ron abiertas por remocidn

~

: 0.2 m! d= sangre y se descargaron con 0.2 ml de solucidn salina

1

a

estéril. Después de una hora de climatizacién, las muestras de
sangrz fueron raecolzsctadas para detzrminar glucosa basal y las ratas
fuercon dosificadas oralmeante con vehiculo (5% DMSO: 20% Solutol
HS1&: 20% PEG400: 457 25 mM N-metilglucamina) o madicamento
(5 ml/kg). Dos horas despufs de la dosificacién de medicamento,
una musstra d= sangre de tiempo cero (0.4 ml) se recolecté para
detzrminacidn de glucosa y las ratas fueron dosificadas a través de
la wvena vyugular con Sandostatina, 0.5 mg/kg, (Novartis
Pharmaceuticals Corp., East Hanover, NJ) y glucagén, 10 ug/kg
(Bedford Lahoratories, Bedrod, OH). Las muestras de sangre fueron
recolzctadas después de 10 y 20 min para determinacidn de glucosa.
La sangre entera fus colocada &n un tubo de& recolzccion de sangre
Terumo Capiject (Terumeo Medical Corp., Elkton, MD), s& permitid
que se asentara a temperatura ambiente durante 20-20 minutos vy
entonces se centrifugd (3,000 X G) para obtenar susro. Los niveles
de suero de glucosa fueren determinados usando un inmuno-

analizador de quimica clinica Olympus AUG40QYF

(Olympus America
Inc., Melvillz, NY). EI %, d2a reduccion (% R) d& AUC de vehiculo
glucosa se calculd para cada tratamizsnto de medicamento usando [a

farmula % de reduccién = 100 + 1- (AUC medicamenta/AUC

vehiculo), donde ALC se calculd a partir de valores de glucosa &n

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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suero usando la ecuacidn
AUC = (TO+T10)/2*10 + (T10+T20)/2*10 - (TO+20). La actividad de

compuests de 2jemplo 1 es mostrada &n la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2: actividad de! compuesto en 2l modslo de reto de glucagon

in vivo

Dosis de N-[(2-[({[4-(=ziclopropilmetil)-2,5- % R
dimetilfenillamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(metilovi)=tillowi}fenil)carbhonil]-0-(1,1-dimetilztil)-L-treonina

(compuesto de jemplo 1)

(mg/kg)

0.1 4
0.5 36
2 48
5 76

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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REIVINDICACIONES

\/‘

1. Un compuesto de Férmula |

Y
NI%OH

o]
e .
A~

o~

Férmula |

sal, solvato o derivado funcional fisiolégico del mismo.

2. E! compuasto de la reivindicaciédn 1, en donde la

esterzoquimica es aquélla mostrada en la Farmula 1A

Formula A

..

3. Una composician farmacéutica que comprende un compuesto
de la reivindicacion 1 o 2, sal, solvato o derivado fisiolégicamente

funcional del mismo.

{JLLCCO: 217585.D0C v.2}
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4. Una composicién farmac2utica comprendiendo un compussto
de la reivindicacién 1 o 2, una sal, un solvato o dsarivado
fisinldgicaments funcional del mismao y uno o0 mas excipientes.

5. La composicidn farmacutica de la reivindicacién 32 o 4 &n la

forma de una tableta o capsula.

6. Un método de tratamiento que comprende administrar a un
mamifzro una composicion  farmacéutica que comprende  un
compuesto de la reivindicacién 1 o 2, una sal farmaceéuticamante
aceptable, solvato o derivado fisicldgicamente funcional del mismo, y
al menos un evcipiente, en donds dicho tratamiesnto &s para una
enfermedad o condicién seleccionada del grupo que consiste de

diabetes y condiciones asociadas con la diahetss.

7. El método de la reivindicacidn &, en donde dichas condiciones

asociadas con diabetes sol

-

seleccionadas d2] grupo que consistz de
obesidad, sindrome X, resistencia a insulina, nefropatia diahética,
neuropatia diabgtica, retinopatia diabégtica, hiparglicemia,
hipercolesteralemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia, enfermedad
cardiovascular, apoplejia, aterosclerosis, des

ardenes de

n
il

lipoproteina, hipertensién, isquemia de tejido, isquemia mincardiaca

y depresién.

2. El método de la reivindicacidn &, en donde dicho tratami=znto s

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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para la diabetes.
9. El método de la reivindicacién 6, en donde dicho mamifero es

un humano.

10. Un compuesto de la reivindicacién 1 o 2, sal, solvato o
derivado fisiolégicamente funcional del mismo para usarse como una
sukstancia activa terapéutica.

11. Un compuesto de& la reivindicacién 1 o 2, sal, solvato o
derivado fisiolégicaments funcional dzl mismoc para usarse éen

terapia.

12. Un compuesto de la reivindicacion 1 o 2, sal, sclvato o

derivado fisiolégicamente funcional del mismo para usarse =n el
tratamiento de una enfermedad o condicién seleccionada del grupo
que oconsiste de diabetes, obesidad, sindrome X, resistzncia a
insulina, nefropatia diabética, neuropatia diabética, retinopatia
diahética, hirlaerglicemia, hipercolasterolemia, hiperinsulinemia,
hiperlipidemia, enfermedad cardiovascular, apoplejia, aterosclzrosis,
desérdenss de lipoprotzina, hipertensién, isquemia de& tsjido,

isquemia miocardiaca y depresidn.

13. El compuesto de la reivindicacion 12 para usarse =n el

tratamiento de la diabetes.

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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14.  El compuesto de la reivindicaciéan 12, &n donde diche mamifero

es un humano.

15.  Un procesQ para przparar un compussto dez la reivindicacidn 1

N

o 2, sal, solvato o derivado fisioldgicamente funcional del mismo que
comprende los pasos de:

a. Conversiéon de acido 4-fluoro-2-nitrohenzeico a acido 4-{[2-
(metilaxi)etil]a=i}-2-nitrobenzoico;

b. Conversiéon de acido 4-{[2-(meatiloxi)ztil]oxi}-2-nitrobenzoico
a O-(1,1-dimetiletil)-N-[(4-{[2-(metilo=i)=til]o=i}-2-nitrofenil)carbonil}-
L-treoninato de metilo;

. Conversidén de Q-(1,1-dimetiletil)-N-[(4-{[2-(metiloxi)etil]oxi}-
2-nitrofenil)carbonil]-L-treoninato  de matilo a  N-[(2-amino-4-{[2-
(metiloxi)etil]loxi}fenil)carbanil]-O-(1,1-dimeatiletil)-L-treoninato de
metilo;

d. Conversidn de d4-bromo-2,6-dimetilanilina a N'-(4-bromo-2,6-
dimetilfenil)-N, N-dimetilimidoformamida;

&. Conversidn de N'-(d-bromo-2,6-dimetilfznil)-N,N-
dimetilimideformamida a N’ -{d-[ciclopropil(Yhidro=i)ymetil]-2,6-
dimetilfenil}-N,N-dimetilimidoformamida,;

f. Conversion de N’ -{4-[ciclopropil(Hidroxi)metil]-2,6-
dimatilfenil}-N, N-dimetilimidoformamida a (4-amino-3,5-
dimetilfenil)(siclopropil)metanol;

3. Conversién de (d4-amino-2,5-dimetilfenil)(ciclopropil)metanol

a clorhidrato de [4-(ciclopropilmetil)-2,6-dimetilfenillamina;

{JLLCCO: 217589.DOC v.2}
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h. Conversién de clorhidrato de [4-(ciclopropilmetil)-2,6-

dimetilfenillamina a S-(ciclopropilmstil)-2-isccianato-1,3-
dimetilbenceno;

i. Conversidn de N-{(2-aminc-4-{[2-
(metiloxi)etilloxilfenil)carbonil]-0-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato de

metile y 5-(ciclopropilmetil)-2-isocinato-1,3-dimetilbenceno a N-[(2-

{({[4-(cicloprapilmetil)-2,6-dimetilfznillamino}carbonil)amine]-4-{[2-

(metilo=i)etil]oxitfenil)carbonil]-0-(1,1-dimetil=til)-L-treoninato de
metilo; y
J. Conversion de N-[(2-{({[4-(cicloproplmetil)-2,56-

dimetilfenillamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(metilo=i)etillo=i}fenil)carbonil}-O-(1,1-dim=tiletil)-L-treoninato de
metilo a N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimetilfenillamino}carkonil)amino]-4-{[2-

(metiloxi)=til]oxi}fenil)carbonil]-Q-(1,1-dimetiletil)-L-treonina.

{JLLCCO: 217589.D0C v.2}
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> BANKER, Pierette
BOROS, Eric Eugene
DICKERSON, Scott Howard
KALDOR, Istvan
KOBLE, Cecelia S.
MARTIN, Michael Tolar
SFPARKS, Steven Meagher
THOMSON, Stephen Andrew

<120> COMPUESTO INHIBIDOR DE GLICOGENQ FOSFORILASA'Y
COMPQSICION FARMACEUTICA DEL MISMO

<120> PR62628WO

<150> 60/975,862

<151> 2007-09-28

<160> 4

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210> 1

<211> 28

<212> DNA

<213> Homo Sapien

<400> 1 :
gjcgaagecce ctgacagacce aggagaag
<210> 2

<211> 28

<212> DNA

<213> Homo Sapien

(1)
[w>]

<400> 2

cgatatctga gtggatttta geccacqce 28
<210> 3

<211> 26

<212> DNA

<213> Homo Sapien

<400> 3
ggatatagaa gagttagaag aaattg 26

<210> 4
<211> 41

{JLLCCO: 217592.D0C v.1}
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Hoja No. 1

Casilla No. VIII (ii)) DECLARACION: DERECHO A SOLICITAR Y QUE SE OTORGUE UNA
PATENTE

La declaracion cdebe ajustarze a la redacoion estandarizada suministrada en 12 Saccidn 212 ver las
Noias 5 las Casillag Nos, VL VIRD a (V) (en general) v a las Notas especificas a la Casilla Ho, I,

Qi na se usa esta casilla, =ata hoja no Jdebe incluirse en la solizitud.

Declaracidn en cuanta al derecho dal salicitants, en la fecha d= preszntacidn internacional, a sclicitar y
qQue 32 le slorgue una patents (Feglas 4.17(0) y S1kis.1(a)(ii), en un caso dande la declaracian bajo la
Regla 4.17(iv) no es apropiada:

en relacién con asta salicitud internacional Mo, PCT/USZO03/0TTE2Y

SMITHELINE BEECHAM CORPORATION tiens autorizacion para selicitar y que 32 12 otorgus una

patents en virtud de o siguisnts:

Eric Eugens BOROS, o SlawoSmithtling, Corporate Intellectual Prapsrty Depl., Five Moore Drive, P03 Bos
13398, Research Triangle Park, HC 27709, a SMITHELIHE EEEZHAM COFFORATIOH, Cne Franklin Plaza,
Fhiladzlphia, Pennsylvania 12101 fechadeo 2l 21 de Energ de 2009

Scolt Howard DICFERSOH oo Glasadmithkling, Corporate itsllectual Praperty Dapt., Five Moors Drive, PO,

Box 13393, Fegearch Triangls Fark, NG 27709 a SMITHELINE EEECHAM SORFORATIOHN, Gne Franklin Plaza,
Philadelphia, Pennzylvania 19101 fzchado 2l 3 de Febraro de 2009

lstvan FALDOR oo Glawo3Smithbling, Corporate Infelleciual Froperty Dept,, Five Moarz Drive, PO, Box 13293,
Pezzarch Triangle Park, NG 27700 a SMITHFLINE BEECHAM CORRPOFATION, One Frarklin Plaza,
Philadelphia, Pennsylvania 19101 fechado &l 21 de F de 2002

Caailia 3. FOBLE, oo Glasadmithtline, Corporats Intellzctual Property Dapt., Five Moore Drive, F .0, Box 13393,
Fecearch Triangls FPark, HC 27702 a SMITHELINE BEECHAM CORPORATION, One Franklin Plaza,
Philadetphia, Pennsylvania 19101 fechads @l 19 42 Eners de 2004

Michael Talar MARTIN oo GlaxeSmithbling, Sorporates Intellectual FroperyDepl., Five Maors Drive, PO, B
12392, Pessarch Triangls Park, (0 27709 a2 SMITHELIHE BEECHAM CORPORATION, One Franklin Plaza,
Philadelphia, Pennzylvaniz 19101 fachads &l 23 de Enero de 2009

Steven Meagher SPARES oo SlaceEmithkling, Corporate Intellzctual Fropery Dept., Five Moore Drive, PO,
Boe 12224, Fezearch Triangls Fark, 12 27709 a ZMITHELINE EEECHAM CORPORATION, Ome Franklin Plaza,
Philadelphia, Penniylvania 19101 fechado 2 223 de Enera de 2009

Htephen Andrew THOMSOH oo SlaxoSmithtling, Corporate Intellectusl Propsrty Dept., Five Moore Drive, B.O.
Eov 12298, Pessarch Triangls Park, NG 27709 a SMITHELINE BEECHAM CORFORATIOHN, One Franklin Plaza,
Philadzlphia, Pennsylvaria 19101 fechado el 28 de Enera de 2009

Traspaso registrada &l 9 de Febrers de 2005 en Raall Farmulacian 022226/0579.

[ Esta declaracian continGz 2n 1a pagina siguizntz, “Continuacion de la Casilla Ho. VHIii)".

Formats PCT/RO/MGT (hoja de declarasian(ii)) (Marzo ds 2001; reimprass enera de 2003)  Ver Notas

SR LR S

al formato de la solicitud

{JLLCCO: 216648.D0C v.1}



PCT/US2008/077624

Steet No. |

Box No. VUII(ii)) DECLARATION: ENTITLEMENT TO APPLY FOR AND BE GRANTED A PATENT

The declaration must coaform to the standardired wording provided for in Section 212; see Notes to Boxes Nos. VI, VIIKT)
e (v) (in gencral and the spzcific Notes to Box Nu. V(). If this Box i3 not used, this sheet should not be included in the
request. '

Declaratisn as o the applicant's calitlement, as at the iniemational {iling daie, to apply for and he granted u patent {Rules
4.17(it) and S1d4s. 1{aXii)), in 2 case where the declaration under Rule 4.17(iv) is not appropriate;

in relation to [this] intcrnational application No. PCT/US2008/077624

SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION is entitled to apply for and be granted a patent by virtue
of the following:

an assignment from

Pieretic BANKER, ¢/v GlaxoSmithKline, Corporate Intcllectual Property Dept., Five Moore
Drive, PO Box 13398, Research Triangle Park, NC 27709, to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, Cme Franklin Plaza, Philadelphia, Pennsylvania 19101 dated 28 January 2009

Erie Eugene BOROS, c/o GlaxoSmithKline, Corporatz Intcllectual Property Dept., Five Moore
Drive, PQ Box 13398, Research Triangle Park, NC 27709, to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, One Franklin Plaza, Philadelphia, Pennsylvania 19101 dated 21 January 2009

Scott I Toward DICKERSON ¢/o GlaxoSmithKline, Corporate Intellectual Property Dept., Five
Moorc Drive, PO Box 13398, Research Triangle Park, NC 27709, to SMITIIKLINE BEECHAM
CORPORATION, One Franklin Plaza, Philadelphia, Pennsylvania 19101 dated 3 February 2009

Istvan KALDOR c/o GlaxoSmithKline, Corporate Intellectual Property Dept., Fiva Moore Drive,
PO Box 13398, Research Triangle Park, NC 27709, to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, One Franklin Plaza, Philadelphius, Pennsylvania 19101 dated 21 F 2000

Cecilia S. KOBLE c/o GlaxoSmithKline, Corporate Intellectual Property Dept., Five Moore
Drive, PO Box 13398, Rescarch Triangle Park, NC 27709, to SMITHKLINE BEECHAM
CORTORATION, One Franklin Plaza, Philadelpbia, Pennsylvania 19101 dated 19 January 200%

Michael Tolar MARTIN ¢/o GlaxoSmithKline, Corporate Intellectual Property Dept., Five Moare
Drive, PO Box 13398, Research Triangle Park, NC 27709, to SMITHKLINE BEECTIAM
CORPORATION, One Franklin Plazz, Philadelphia, Pennsylvania 19101 dated 28 January 2009

Steven Mecagher SPARKS c/o GlaxoSmnithKline, Corporate Intellectual Property Dept,, Five
Moore Drive, PO Box 13398, Research Triangle Park, NC 27709, to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, One Franklin Plaza, Philadelphia, Pennsylvania 19101 dated 2% January 2009

Stephen Andrew THOMSON o/o GlaxoSmithKline, Carporate Intellectual Property Dept., Five
Moore Drive, PO Box 13398, Research Triangle Park, NC 27709, to SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, One Franklin Plaza, Philadelphia, Pennsylvania 19101 dated 28 January 2009

Assignment recorded on 9 February 2009 at Rocl/Frame 022226/0579

O This declaration i3 continued on the fallowing sheet, "Continuation of Box No. VITI(ii)".

Form PCT/RCVI0L (declaration sheet (i1)) March 2001 ; reprint January 2003) See Nites to tha
request form
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