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ANEX S

Comprobente de pago de |a tasa de presentacidn de Ja solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacidn legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Poderes, sl fuere el caso.

Documento de cesldn del Interventor al solicitante o a su causante,

Dedlaraciones.

Copla de la solicitud Intermacional. (Resumen, descripcidn, relvindicadiones, dibujos).

Traduccién de la solicitud Internacional al castelleno. (Resumen, descripcidn, relvindicaciones, dibujos).

Copla del examen preliminar intemacional efectuado por Ia Autoridad Intemacional de Examen Preliminar
(IPEA).

Traduccién del examen preliminar Intemacional efectuado por [a IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite Ia licencla o autorizacién de uso de conodmientos tradicionales de las
comunidades Indigenas.

De ser el coso, certificado de depdsito del material bioldgico.
Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo
titular o su causante, relaclonadas parcial o totaimente con la invencién de esta solicitud,

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Internacional.
Otros. Blsqueda Internacional
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NOMBRE:_CARLOS R, QLARTE FIRMA:

Solicito la concesién de la patente,

C.C._79.782.747 Bté T.P. 74.295
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Traduccién oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
PFIZER' INC.
Bilingle ingiés~ espafiol otorgado en Nueva York, Estados Unidos a1 14 de julio
de 2003 y firmado por J. Travor Lumb, Vigepreaidenta de Pfizer Producte Inc.
CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingle inglés~ espafiol, el 14 de julio de 2003 el suscrito notario Kenneth
Greenwood certifica que J. Trevor Lumb, demiciliado en Nueva York ejercia
funciones de Asistente General Consejero de Patentes 1a Compailfa Pfizer Inc., con
gede en Nuava York, Nueva York, Eatados Unidos.
Firma del notario: Kenneth Greenwobd
Sello notarial: certificado, verificado y autenticado en la Localidad de Egham
en Surre-y, 14 julio, 2003 por el Notario Kennath Greenwood-Horne Engall & Freeman

Sello Notarie Pdblico en alto relieve rojo.
APOSTILLA

REINO UNIDO DE GRAN BRETARA E IRLANDA DEL NORTE
1. Pais :Reino Unido de Gran Bretafla @ Irlanda del Norte
Este documento Piblico
2. ha side firmado por K. Qreanuood
3. ejerce funciones de Notario Piblico
4. Lleva el sello de dicho Notario Pdblico
CERTIFICADO
5. En Londrea 8. E1 17 de julio de 2003
7. Por el Secretario de Estado Principal de su Majestad para. Asuntos
riores y de la sancomunidad ’
6210434
lo del Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
riores y de 1a mancomunidad
de R. Bawden - Por Secretario de Estado

to o4 usd on wn pals qus no es parte de la convaocife de 1a Haya dal 5 do octwbre 1981, debe
seccidn consvlar de 1a wisidn que reprasenta ol pais.

#" fie) del fnglés, con copia archive para confrontacin. Bogetd 25 da jw)io-2003. larh‘qu? ¢ ! (_,
’ ] MARLEN NEIRA

Troducior o Intérprela Ohfdol

tnghds - Espohial - inglds
Rasolucidn Na 71172 119 . -
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OLARTE RAISPECK & FRIER, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORREC
CaALLE 100 No. BA-S5 Piso 10
BoGOTA, COLOMBIA
TELEFHONE: +57-1 6386200
FAx: +57-1 8386201

www.olarteralebeck.com
Power of Attorney Poder
The undersigned, El susczito,
Pfizer Inc.
somiciled in maiclliado

235 East 42™ Street, Now York, NY 10017 USA

by means of thess presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. 1an Raisbeck and Ana
Maria Frierd full md sufficient Power of
Attormey to file, prosecute, obtain, defond and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombia, to which end it empowers
them to take all steps neceassry before amy
sdministrative or judicial authority of sy ciass for
the objects stated, to file petitions, sppeals, replies
and oppositions, pay taxes and syrmities, request
testimonies, receive documents and securities,
abandon applicstions end collect refunds, Sufficient
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confier powers on those
who are to represent the company judicially and
extrajudicially, to apswer in cours in the matter of all
claims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving them
likewise power to substitute these presents and
revoke such substitutions.

por medio del presente otorga a Carlos R
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria
Frieri poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tramiter, obtener, defender y hacer
respetar todas y cuslquiera de Patentes, Modelos
de Utllidad y Disefios Indusiriales do In
compediia en 1s Repriiblica de Colombie, a cuyo
efecto los fuculta para dar todos los pasas
necesarios ante cualquier sutoridad sdministrative
0 judicial da cualquier jerarquis pars cumplir con
Io encomendado, elevar solicitudes, spelaciones,
mpuh:yopommu.mimpmﬂy
axmalidades, solicitar testimonios, recibic
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastants pars recibir notificaciones
a nombre de la canpafife, otorgsr podares a
quienes vayan 8 representar a la compatts judicial
¥ exirajudiciakmente, responder en juicio a todes
las reclamaciones o demandas que par motivo de
Io encomendado se prosentaren, dindoles
eximizmo faculind para sustituir el presente y
revocer dichas sustituciones.

eSS

echa: July 14, 2003

,.Country/Ciudad,Pafs: New York, USA
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OLARTE RAISBECK & FRIER], LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER— TORREC
CALLE 100 No. BA55 Piso 10
BOGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE +57-1 6388200
FAX +57-1 6386201

www.olarteralshack com
Notarial Certification Certificacion Notarial
On this date, En esta focha, .
July 14, 2003
The i Notary Public certifies: <} Notario Pblico suscrito certifica:
L. That <7 » Tboral Lornt 1. Que
J. Trevor Lumb

of legal age and domi m mayor de edad y domicilindo

~n Folr , /A New York
2. That the grantor has executed the foregoing 2. Quo el otorganie ha suscrito el referido
document es Assistant General Patent Counse]l documenin en s caricter de
of Pfizer Inc. de
3. That Piizer Inc., 4, Que
having its principal place of business located in con sede principal ubicada en

New York, New York, US.A.

is duly incorporated, is currently in existence, and  esti legalmente comstitnida, que tiens existencia
that the purposes for which the Power of Attomney is  legal vigemte y que los propdsitos paru los cusles
gmuted are within the scope of is corporate  se otorga el poder se encoentirs dentro de los que
purposcs. comprenden su objeto social.

4. That the grantor has the authority to execute the 4. Que ol otorgants tieme la representaciéa para
Power of Attormey and that his/her repregentation is  suscribir el poder, y que ésta es legitima.
legal .

5. The foundation for my cextifications containedin 5, Bl fimdamento do mis certificaciones
points 2, 3 end 4 was the exhibition of the following contenidas en los puntos 2, 3 y 4 fue la exhibicién
sathentic document(s): de los (del) siguiente(s) documento(s) mubéntico(s):
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APOSTILLE
(Hagoe Convention of 5 October 1961 / Convention de La Hiye du 5 octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Counny: Unked Xingdem of Great Adtain snd Nosthern Irefand
Payx. Roymme-Unf de Crande-Eiretagne et *Irisnde du Nord
This public docoment / Lo prégent ncte public
2 Hax boen signed by K Greswwood

a & signd par
3, Actipginthecapecityaf Motary Public
agloant on quali de
4. Bantesslhtsnpof  The Sald Notary Publie
st revisn du secanitimbwe de
Catified/Atiratd
3. ot London/i Londres G.In{h 17 July 2003

7. by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Forelgn end Commorormaith Aftirs /
par le Secrétalie d"Fist Principel de Sa Majesté snx Affhires Etrangires et du Commonwealth,

8. NumbesousNo G210434
9. Swmp 10, Sigmtre R Rawden
ticnbear

For n Suvesary of Swse - Ponr s Sorviogion £ ot

1 00 be used in & country which & not perty t thef Hague Convention of 5 October 1961,
i be presertied to the consulsr section of the mizsion representing that couniry.



PCS22049AAJR

CESION

Por contraprestacién valiosa pagada a nosotros por PFIZER LIMITED.,
sociedad constituida en virtud de las leyes del Inglaterra cuya direccién
postal completa es Ramsgate Road, Sandwich, Kent CT13 9NJ, Reino
Unido, por el presente vendemos y traspasamos a la citada PFIZER
LIMITED, todo nuestro derecho, titulo e interés en y sobre nuestro
invento de una nueva y util mejora en COMBINACION FARMACEUTICA,
en cuanto respecta a la Repiblica de Colombia, tal como se indica y
describe plenamente en la especificacion y por el presente autorizamos y
solicitamos al Comisionado de Patentes de Colombia expedir dicha
patente a nombre de la citada PFIZER LIMITED, de conformidad con esta

Cesién.

En fe de lo cual, firmamos de nuestro pufio y letra,

(Fdo) Michael Yeadon
Lugar, fecha y firma — Michael Yeadon

Sandwich, Kent, England — 27 Septiembre 2002

Certificado, verificado y autenticado
En la ciudad de Egham en Surrey

A los 2 dias del mes de octubre de 2002

(Fdo) Kenneth Greenwood

KENNETH GREENWQOOQOD
NOTARIO PUBLICO (Adherido, sello notarial)
HORNE ENGALL AND FREEMAN



APOSTILLA

(Convenci6n de la Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este es documento piiblico

2. Ha sido firmado por K. Greenwood

3.  Actuando en calidad de Notario Piiblico

4. Lleva el sello/estampilla de  El antedicho Notario Pablico

Certificado

5. EnLondres 6.  El 03 de Octubre de 2002

7.  Por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Exteriores y de la Mancomunidad.

8. Naimero G033281

9.  Sello/Estampilla 10. Firma

(Sello de la Oficina de (Fdo) J.M.A. Mason

Asuntos Exteriores y de la Por el secretario de Estado.

Mancomunidad
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CESION

Por contraprestacién valiosa pagada a nosotros por PFIZER INC,
sociedad constituida en virtud de las leyes del Estado de Delaware,
Estados Unidos de Ameérica, cuya direccién postal completa es 235 East
42nd Street, NewYork, New Cork 10017, Estados Unidos de América, por
el presente vendemos y traspasamos a la citada PFIZER INC, todo
nuestro derecho, titulo e interés en y sobre nuestro invento de una nueva
y atil mejora en COMBINACION FARMACEUTICA, en cuanto respecta a la
Republica de Colombia, tal como se indica y describe plenamente en la
especificacion y por el presente autorizamos y solicitamos al
Comisionado de Patentes de Colombia expedir dicha patente a nombre de
la citada PFIZER INC, de conformidad con esta Cesion.

En fe de lo cual, firmamos de nuestro pufio y letra,

PFIZER LIMITED

(Fdo) David J. Wood

Lugar, fecha y firma - DAVID J. WOOD Director Departamento de Patentes UK

Sandwich, Kent, England - 27 Septiembre 2002

Certificado, verificado y autenticado
En la ciudad de Egham en Surrey

A los 2 dias del mes de octubre de 2002
(Fdo) Kenneth Greenwood
KENNETH GREENWQOOD

NOTARIO PUBLICO (Adherido, sello notarial)
HORNE ENGALL AND FREEMAN



APOSTILLA

(Convencién de la Haya del 5 de Octubre de 1961)

2.  Pais: Reino Unido de Gran Bretaha e Irlanda del Norte
Este es documento ptiblico

2. Ha sido firmado por K. Greenwood

3.  Actuando en calidad de Notario Pfiblico

4, Lleva el sello/estampilla de  El antedicho Notario Pablico

Certificado
5. En Londres 6. El 03 de Octubre de 2002

7. Por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Exteriores y de la Mancomunidad.

8. Namero G033282

9. Sello/Estampilla 10, Firma
(Sello de la Oficina de (Fdo) J.M.A. Mason
Asuntos Exteriores y de la Por el secretario de Estado.

Mancomunidad
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ASSIGNMENT

For valusble consideration paid to me (us) by PFIZER LIMITED s corporation organized under the laws of
England whose full post office address is Ramsgate Road, Sandwich, Kent, CT13 9NJ, United Kingdom,
I (we) do hereby seil and assign to the said PFIZER LIMITED, all my (our) right, title and interest in and to
my (our) invention for a new and useful Improvement in PREARMACEUTICAL COMBINATION so far as
the Republic of Colombia is concerned, as fully set forth and described in the specification, and I (we) do hereby
authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said patent to the said PFIZER

LIMITED in accordance with this assignment.

In witness whereof I (we) hWhm%ﬂmy(W) hand(s) this z
Sandwich, Kent, England. 37 &pmm—wmnﬁ?

EXECT'TION
Certi®ad Venfied a1 o aitthenticated
In 1he Town Of EyLam I

EENWOOD
NOTARY PUBLIC
HORNE ENGALL AND FREEMAN

914



APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 ociobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
Country: United Kingdom of Great Britain and Northem Ireland
Pays: Roysume-Uni de Grande-Bretagne et d'Iiande du Nord
This publi¢ document / Le présent acte public

Has been signed by K Greeowood
a & signé par
Acting in the capacity of Notary Public
agissamt en qualité de
Bears the sealstamp of  The Sald Notary Public
est revitu du sceapftimbre de
Certificd/Attesté
ot London/h Londres 6. thefle 03 October 2002

by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth AfTairs /

e

par le Secritnire d°Etat Principal de Sa Majesté mux Affaires Etrangéres et du Commomwealth,

Number/sous No G033281

Stamp:
timbre:

If this documnent is to be used in a country which is not party to the Hague Convention of 5§ October 1961,
it should be presented to the consular section of the mission representing that country.
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ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER INC.,, a corporation organized under the laws of the
State of Delaware, United States of America of 235 East 42nd Street, New York, New York 10017, United
States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said PFIZER INC,, all my (our) right, title and
interest in and to my (our) invention for a new and useful Improvement in

PHARMACEUTICAL COMBINATION

so far as the Republic of Colombia is concerned, as fully set forth and described in the specification, and I (we)
do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said patent to the said

PFIZER INC. in accordance with this assignment.

In witness whereof I (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

PFIZER LIMITED

1 -
Sendwich, Keot, Fogland. 47w«mrnﬂn‘xwh:%dmm

PATENT DEPARTMENT

EXFCUTION
Certifod Venr:  and Authen
In The Town Of Egham In Surrey

This el %ﬁhbr ZooZ

mﬁc”rmgt Punugo P
HORNE ENGALL AND FREEMAN

Z

1%




APOSTILLE
{Hague Convention of 5§ October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Country: United Kingdom of Gresi Britain and Northern Ircland l L[
Pays: Roysume-Uni de Grande-Bretagne et d’Irlande du Nord
This public document / Le présent acte public

2. Has been signed by K Greeawood

a été signé par
3. Acting inthe capacityof Notary Public

agissant en qualité de
4, Beanthesealsiampof — The Said Notary Public

est revétu du scemtimbre de

Certified/Attesté

5. =i London/h Londres 6. the/le 03 October 2002

7. by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affhirs /
per le Secréinire dEtat Principal de Sa Majest? sux Affkires Etrangéres et du Commonwealth.

8. Numben'sous No G033282
9. Stamp: 10. Signature: J. M.Mllnn

For thy Srevesory of Suate / Por |k Secrdicire o't

If this document is to be used in a country which is not party 15The Hagne Convention of 5§ October 1961,
it should be presented to the consuler section of the mission representing that conmtry.



(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) %
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(19) World Intellectual Property Organtzation
Internalional Burcau

{43) International Publication Date
12 June 2003 (12.06.2003)

PCT

Ll L L]
L]

{10) International Publication Number

WO 03/047598 Al

(51) International Patent Classification™
co7Ti 16

AGIK 31/70,

{21) International Application Number: PCT/ABO2XS057

{22) luternational Fillag Date:
28 November 2002 (28.11.2000)

(1) Agents: RUDDOCK. Keith, S. et al.; Phizer Limited.
Ramsgate Raad, Sandwich. Kenl CT'13 9NJ (GB).

(81) Designated States rnational): AlL AG, AL. AM, AT, AU,
AZ, BA,BB,BG. BR,BY, BZ. CA. CI1,CN. CO. CR, CU,
CZ, DI, DK, DM. DZ, EC, WL, ES, 11, GB, GD, GB. Gl1,
GM.1IR. INLID, I, IN. IS, JP. KE. KG.KP. KR.KZ. 1.C.
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA. MD, MG, MK, MN, MW,

(23) Fillng Language: English MX, MZ. NO. NZ, OM, P11, PL. PT, RO. RU, SD. SI%, 5.
SL. SK. SL, TJ, TM. TN. TR. TT, TZ, UA, UG, US, UZ,
(26) Publleation Langnage: Einglish VN. YU. ZA. ZM. ZW.

(30) Priority Data:
D129270.5 6 December 2001 (06.122001) GB

(71} Applicant (for GR only): PFIZER LIMITED |GB/GB):
Ramsgaie Roud. Sandwich. Kent CT13 9N (GB).

(71) Applicant (for all designated Staies except GB. US):
PFIZER INC. [US/US]; 235 liast 42nd Sireel, New York,
NY 10017 (US).

(72) Imventor; amd

(75) laveator/Applieant (for US onrly): YEADON, Michael
[GBXiB|; Phizer Global Rescarch and Development,
Rumsguic Rowd. Sandwich, Kent CT'13 9NJ (GB).

{84) Designated States {regional): ARIPO patem (GI. GM,
KE 15, MW, MZ, 8D, S, SZ, TZ. UG, /M, 2ZW),

Luropean patent (AT, BI, BG. CIl. CY, C7, DI}
ES. I, IR, GB. GR. Il IT, L.U, MC, NI,
TRY. OAPI patent (BE BJ. Cl CG. CI. CM. ¢
GW, M1, MR, NL, SN, TD, TQ).

Published:
—  with inernational search report

For neo-leier codes amd other abbreviations. refer 10 the “Guid-
ance Notes an Codos and Abbreviations” appearing al the begin-
ning of each regular Issue of ihe PCT Gazeite.

(59) Title: PHARMACEUTICAL COMBINATIONS OF ADINOSINL A-2A AND BISTA-2-ADRLNERGIC RECEPTOR AGO-

NISTS

o {57) Abstract: The present invention relales 1o a combination comprising (a) an adenosine A, receplor agonist as defined herein and
{b) on adrenergic B2 recepior sgonist, for simulianeous. sequentisl or sepamaie administration by the inhaled route in the ireatment

of un ohstructive airways or ather inflammatory discase.
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PHARMACEUTICAL COMBINATIONS OF ADENOSINE A-2A AND BETA-2-ADRENERGIC RECEPTOR
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The present invention relates to an inhaled combination of an adenosine Ag,
receptor agonist and an adrenergic 2 receptor agonist, to pharmaceutical
compositions, including devices for administering, and to the uses of such a
combination.

A comblnation of an adenosine A, receptor agonist and an adrenergic fi2
receptor agonist s useful in the treatment of obstructive alrways and other
inflammatory diseases, particularly the obstructive airways dissases asthma,
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and other obstructive alrways
diseases exacerbated by heightened bronchial reflexes, inflammation, bronchial
hyper-reactivity and bronchospasm.

Bamples of particular dipeases that may be treated with the present invention
include the respiratory diseases asthma, acute resplratory distress syndrome,
chronlc pulmonary inflammatory disease, bronchitls, chronic bronchitis, chronic
obstrﬁclive puimonary (airway) disease and silicosis and diseases of the immune
systam such as allergic rhinitis and chronic sinusitis,

Adenosine has a wide range of physiologlc activities, including immune and
inflammatory responses, which are receptor-mediated and Iinvolve interaction
with at least four types of plasma membrane receptors. These receptors are
commonly referred to as Ay, Ax, Am, 8nd As. Adenosine and its analogs have
been found to possess a broad spectrum of anti-inflammatory activity that
involves a significant variety of immune and inflammatory cells, including
neutrophlle and eosinophlls. Activation of the A, receptors on neutrophils
results in the suppression of the production of reactive oxidants and other
medlators of inflammation such as elastase by these celis, as well as decreased
expression of Be-integrins.

Axn receptors are known to exist on lymphocytes, neutrophils, eosinophlis.
basophlis, monocytes/macrophages, eplthelial cells, and on the vascular

“
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endothelial tissue with which they interact. Adenosine binding to Ag, receptors
can decrease inflammation by influencing the activities of a number of these cell
types. For example, A, receptor agonists markedly inhibit oxidative species
elicited by physlologlc stimulants such as neutrophil chemoatiractanta, cytokines,
and lipid products.

Occupancy of adenosine Ag, receptors stimulates neutrophll adenylyl cyclase,
which results In an Increase In Intracellular cycllc AMP. In tum, increased
neutrophil cyclic AMP results In depression of stimulated-neutrophil oxidative
activity. Through a related action on a variety of other inflammatory cell types,
the anti-inflammatory properties of Axn agonists exiends beyond Inhibitory
activities on neutrophils. Adenoelne also decreases endotoxin-stimulated
monocyte/macrophage TNFa release, and it has been observed that
endogenous adenosine as well as adenosine analogs reduce human monocyte
TNFa production by binding to adenosine Ax, receptors.

Endotoxin-stimulated release of Interleukin-8 (IL-6) and Interleukin-8 (IL-8) is
decreased by adenosine analoge with an order of potency that suggests Ao,
adenosine receptor activity. interfeukin-10 (IL-10) has anti-inflammatory activity
as a result of its abllity to decrease endotoxin-stimulated TNFa release from
monocytes, to inhibit oxddative activity, and to lower the exprassion of leukocyte
adhesion molecules. Adenosine enhances siimulated human monocyte
production of IL-10; consequently, the binding of adenosine at Ax receptors
promotes resolution of any on-going Inflammatory response that may be
Involved.

Activated eosinophils transmigrate Into tissues and cause cellular damage and
Inflamnmation in such diseases as allergic and non-allergic asthma, allergic
rhinitis, and atopic dermatitis. Adenosine and adenosine A, receptor agonist
analogs, by binding to Ax receptors on aosinophils, Inhibit stimulated release of
reactive oxygen species, a response which paralleis the inhibitory effect of Ax
receptors on neutrophils. ’
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Further, inhaled Ag agonists inhiblt the recruliment of eosinophils into lungs of
sensitised guinea-pigs via action In the lungs (see W0-§-99167263). This is
important as A, agonists relax blood vessels and lower blood pressure in
animals thus the anti-inflammatory action of A, agonists s ideally produced by
an Inhaled agent which has a high therapeutic index for activity in the lung
compared with the peripheral compartment. .

Adrenergic P receptors occur In the sympathetic nervous system. There are at
least two types. Adrenergic B1 receptors are found in the heart and play a major
role in regulating heart rate via the action of the agonists epinephrine and
norepinephrine. Adrenergic B2 recepiors are present on a number of cell types
In the lung (e.g. alrway smooth muscie cells, eplthelial cells, and a variety of
inflammatory cells) and adrenergic P2 receptor agonists are effective
bronchdllaiors, causing the relaxation of airway smooth muscle.
Sympathomimetic amines have a long history of use in the treatment of chronic
airway diseases characterised by partially reversible airway narrowing such as
COPD and asthma and were first used as bronchodilators in the form of
Intravenous epinephrine. Later, inhaled p-adrenergic agents such as
isoprenaline were used which were relatively non-selective for g2 over g1
receptors and thus caused tachycardia at effective bronchodilator doses. More
racently, Inhaled fi-adrenergic agents such as salbutamol have been used which
are more selective for the f2 receptor but short-acting. Inhaled p-adrenergic
agents formoterol and salmeterol are both selective and long-acting.

It has now been surprisingly found that combinations of particular adenosine Ag,
receptor agoniats and adrenergic B2 receptor agonists offer significant benefits
in the treatment of obstructive alrwaye and other inflammatory diseases over
freatment with elther agent alone and over other known combinations. The
advantage of the combination Is to provide optimal control of airway calibre
through the mechanism most appropriate to the dissase pathology, namely
adrenergic B2 receptor agonism, together with effective suppression of
inappropriate inflammation. In this way, symptoms of the disease are conu:ollod

$0
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by correcting Inappropriate airway neural reflexes which drive cough, mucus
production and dyspnea. By delivering both an adrenergic 2 receptor agonlst
and an A, agonist via the Inhaled route, the benefits of each class are realised
without the unwanted peripheral effects. Further, the particular combinations of
the present invention result in unexpected synergy, producing greater efficacy
than maximally tolerated doses of either class of agent used alone.

The invention therefore provides an inhaled combination of (&) an adenosine Ag,
receptor agonist of the formula

(Ijj\n'i\ x’N\\/N\n‘

wil O

or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof, wherein

R' Is H, C,-Cgalkyl or fiuorenyl, sald C,-Cy alkyl belng optionally subetituted by 1

or 2 substituents each independently selected from phenyl and naphthyl, said

phenyl and naphthyl being optionaliy substituted by C.-C, alkyl, C1-Cy alkoxy, :‘
halo or cyano,

(A) R I8 H or Cy-Cy alkyl, R" is H or C;-C, alkyl, and X Is elther (i) unbranched
C=-C; alkylene optionally substituted by C-Cs alkyl or C3-Cg cycloalkyl, or (ji) a
group of the formula:

~«CHz)q- W - (CHa),-

whers W is Cs-C; cycloalkylene optionally substituted by C;-Ce alkyl, n is 0 or 1
andpisQor1,or
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(B) R™ is H or Cy-Cy alkyl, and R* and X, taken together with the nitrogen atom to \
which they are attached, represent azetidin-3-y|, pyrrolldin-3-yl, piperidin-3-vi,
piperidin-4-yl, homopiperidin-3-yi or homopiperidin-4-yl, each being optionally
aubstituted by C4-Cg alkyl, or
5 (C) R*1s H or C4-Cg alkyl, and R" and X, taken together with the nitrogen atom to

which they are attached, represent azetidin-3-yl, pyrrolidin-3-yl, piperidin-3-yi,
piperidin-4-yl, hornoplperidln-a-yi or homoplperidin-4-yl, each being optlionally
substituted by C,-Cs alkyl;

10 either, R? and R*, taken together with the nitrogen atom to which they are
attached, represent azetidinyl, pyrrolidinyi, piperidinyl, piperazinyl,
homoplperidinyl or homopiperazinyl, each being optionally substituted on a ring
nitrogen or carbon atom by C;~Cy alkyl or C3-Cs cycioalkyl-and optionally
substituted on a ring carbon atom not adjacent to a ring nitrogen atom by -NR®R,

16
or, R? 18 M, C4-Cs alkyl, Cs-Cs cycloalkyl or benzyl and R* is
(a) azetidin-3-yi, pyrrolidin-3-yl, plperidin-3-yi, piperidin-4-yl, homoplperidin-3-yi
or homopiperidin-4-yl, each being optionally substituted by C,-Ce alkyl, C3-Cp
cycloalkyl, phenyl, benzyl or het, or

20 (b) -(C2-Cy alkylene)-R’,

(c) -{C+-Cs alkylene)-R™, or
{d) C,-Cs alkyl or Cs-C4 cycloalkyl;

R® is CH;OH or CONR"R';

25
R® and R’ are either each Independently H or C,-Cg alkyl or, taken together with
the nitrogen atom to which they are attached, represent azetidinyl, pyrrolidinyl or
plperidinyl, sald azetidinyl, pyrrolidinyl and piperidinyl being optionally
substituted by C,-Ce aliyl;

R%Is (I) azetidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morpholin-4-yl, piperazin-1-
yl, homoplperidin-1-yi, homopiperazin-1-y or tetrahydroisoquinolin-1-yi, each
belng optionally substituted on a ring carbon atom by C;-G; alkyl, C3-Cs
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cycioalkyl, phenyl, C,-Cy alkoxy-(Cy-Ce)-alkyl, R°R’N-(C,-Cg)-alkyl, fluoro-(C,-Ca)-
alkyl, -CONR’R®, -COOR" or Cx-Cs alkanoyl, and optionally substituted on a ring
carbon atomn not adjacent to a ring nitrogen atomn by fluoro-{C,-Cg)-alkoxy, halo,
-OR’, cyano, -S(0)»R", -NR°R", -SO:NR'R’, -NR°COR" or -NR"SO,R™, and
sald piperazin-1-yl and homoplperazin-1-yl being optionally substituted on the
ring nitrogen atom not attached to the C-C, alkylene group by C-C, alkyl,
phenyl, Cy-Cq alkoxy-(Cx-Cq)-alkyl, R°R"N-(C,-Ca)-alky, fluoro~(C:-Co)-alkyl, Cz-
Cs alkanoyl, -COOR", C+-C; cycloalkyl, -S0,R"™, -SO.NR°R* or -CONR®R’, or

(i) NR"R'%;

R’ Is H, C4-Cs alkyl, C-C cycloalicyl or phenyl;

R is C,-C alkyl, C-Cs cycloaikyl or phenyl;
R" I8 H, C,-Cs alkyl, Cx-Cy cycloalkyl or benzyt;

R'2 I8 H, C;-Ce alkyl, Cs-Cy cycloalkyt, phenyl, benzyl, fluoro-(C1-Ce)-alkyl,
-CONR°R®, -COOR?™, C-C;; alkanoyl or -SO,NR°R®;

R' Is (a) phenyl, pyridin-2-yl, pyridin-3-yi or pyridin-4-yl, each being optionally

substituted by C,-Cs alkyl, C4-Cy alkoxy, -(C4~C; alkylene)-(C,-Cs alkoxy), halo,

cyano, -(C;-Cs alkylene)-CN, -COzH, {C+-C5 alkylens)-COzH, -COx(C1-Ce alkyl),

«C1-Ca alkylene)-COx{(Cy-Cs alkyl), -(Ci-Cs alkylene)-NR"R', -CONR™R™ or -\’a
-(C+-C, alkylene)-CONRR', or (b) azetidin-2-yl, azetidin-3-yl, pyrrolidin-2-yi,
pyrrolidin-3-yi, piperidin-2-yl, plperidin-3-yl, piperidin-4-yl, homoplperidin-2-vi,
homopiperidin-8-yl or homoplperidin4-yl, each being optionally substituted by

Cy-C, alkyl, C3-C; cycloalkyl, phenyl, benzyl or het;

R' s H or C4-Ce alkyl optionally substituted by cyclopropyi:
mla 0, 1 or2;

Y is CO, CS, SO, or C=N(CN}); and
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“het’, used in the definition of R*and R™, Is a C-linked, 44 to 6-membered ring,
heterocycle having elther from 1 1o 4 ring nitrogen heteroatoms or 1 or 2 nitrogen
ring hetercatoms and 1 oxygen or 1 sulphur ring heteroatom, optionally

5 substituted by Ci-Cg alkyl, Cy-Ca cycloalkyl, Ci-Ce alkoxy, Cs-Cs cycloalkoxy,
hydroxy, oxo or halo;

and (b) an adrenergic 2 receptor agonist.

10 Further, the invention provides an inhaled combination comprising (a) an
adenosine Az, receptor agonist of the formuta (1), as defined above and (b) an
adrenergic B2 receptor agonist, for use as a medicament.

Further, the invention provides a combination comprising (a) an adenosine Ag,

15 receptor agonist of the formula (l), as defined above and (b) an adrenergic 2
receptor agonist, for simultaneous, sequential or separate administration by the
inhaled route In the treatment of an obstructive airways or other inlammatory
disease.

20 Furher, the invertion provides a pharmaceutical composition comprising an
adenosine Ax receptor agonist of the formula (l), as defined above, an
adrenergic f2 receptor agonist and a pharmaceutically acceptable excipient,
diluent or carrier, for administration by the inhaled route in the treatment of an
obstructive airways or other inflammatory disease.

25
Further, the invention provides the use of an adenosine Ay, receptor agonist of
the formula (l), as defined above, or an adrenergic B2 receptor agonlst, in the
manufacture of a medicament for simultaneous, sequential or saparate
administration of both agenta by the inhaled route in the treatment of an

30 obstructive airways or other inflammatory dissase.

Further, the invention provides a method of treating of an obstructive alrways or
other inflammatory disease comprising administering simultanaously,
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sequentially or separately, by the inhaled route, to a mammal In need of such
treaiment, an effective amount of an adenosine Az receptor agonist of the
formula (1), as defined above and an adrenergic f2 receptor agonist.

Further, the invention provides an inhalation device for simultanaous, sequential
or separate administration of an adenosine Ay, receptor agonist of the formula
(), as deflned above and an adrenergic B2 receptor agonist, In the treatment of
an obstructive airways or other Inflammatory disease.

The preparation of a compound of the formula (I) Is deacribed in Intemational
Patent Application number PCT/IB01/00973, published as WO-A-01/84368.

Preferred adenosine A, receptor agonists for use in the invention include 6-
[(2,2-diphenylethyl)amino]-8-{(2R,3R,45,55)-5-(ethylamino)carbonyl]-3,4-
dihydroxytetrahydro-2-furanyl}-N-{2-[({[1-(2-pyridinyl)-4-
piperidinyllamino}carbonyl)amino]ethyl}-8H-purine-2-carboxamide (Examples 8
and 35 of WO-A-01/864388) and the pharmaceutically acceptable salts and
solvates thereof.

Preferably, an adrenergic f2 receptor agonist used in a combination according to
the invention is a selective adrenergic 2 receptor agonist, l.e. has a greater
affinity for the adrenergic p2 receptor than all other known adrenergic p
receptore. Preferably, the affinlty of such a selective adrenergic f2 receptor
agonist Is at least 100 fold greater for the adrenergic B2 receptor as compared
with its affinity for the other adrenergic B receptors.

Preferred adrenergic f2 receptor agonists for use In the invention include
salmeterol, formoterol and the pharmaceutically acceptable salts and solvates
thereof.

Specific preferred combinations of an adenosine Ag-receptor agonist and an
adrenergic f2 receptor agonlst for use in the Invention Include: )
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6-[(2,2-diphenylethyl)amino}-9-{(2R,3R,4S,5S)-5-{(ethylamino)carbonyl}-3,4-
dihydroxytetrahydro-2-furanyl}-N-{2-[({I1-(2-pyridinyl)-4-
piperidinyllamino)carbonyl)aminojethyl}-8/H-purine-2-carboxamide, or a
pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof and salmeterol, or a
pharmaceuticaily acceptable salt or soivate thereof; and
6+(2,2-diphenylethyl)amino]-8-{(2R,3R,4S,55)-5-{(ethylamino)carbonyl}-3,4-
dihydroxytetrahydro-2-furanyl}-N-{2-[({[1-(2-pyridinyl)-4-
plperidinyllamino}carbonyl)aminojethyl}-9 H-purine-2-carboxamide, or a
phamaceutically acceptable salt or solvate thereof and formoterol, or a
pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof.

An adenosine Ay, receptor agonist or adrenergic f2 receptor agonist used In
accordance with the invention may optionally be utilised in the form of a
phamacstutically acceptable salt or solvate. Such a salt may be an acid addition
or a bage sait.

Suitable acld addition salts are formad from acids which form non-toxic salts and
examples are the hydrochloride, hydrobromide, hydroiodide, sulphate,
bisulphate, nitrate, phosphate, hydrogen phosphate, acetate, maleate, fumarate,
lactate, tarrate, clirate, gluconate, succinate, saccharaie, benzoate,
methanesulphonatse, sthanesulphonate, benzenesulphonate,
p-toluenesuiphonate and pamoate aaits.

Suitable base salts are formed from bases which form non-toxic salts and

aexamples are the sodium, potassium, atuminlum, calcium, magnesium, zinc and
diethanolamine salts,

For a review on suitable salts see Berge et al, J. Pharm. Sci., 66, 1-18, 1877.

The pharmacsutically acceptable solvates of the adenosine Ay, receptor agonists
and adrenergic f2 receptor agonists used In accordance with the Invention, or
salts thereof, Include the hydrates theraof. )

PCT/BO2AISOST ; g
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The adenosine A, receptor agonists and adrenergic f2 receptor agonists of the
invention may exst in one or more polymorphic forms.

The adenosine A receptor agonists and adrenergic 2 receptor agonlsts of the
Invention may contaln one or more asymmetric carbon atoms and therefore
exists in two or more sterecisomeric forms (e.g. R, R' fomoterol is a preferred
embodiment). Where such an agonist containa an alkenyl or aikenylene group,
cis/trans (or Z/E) Isomerism may also occur. The present Invention includes
these Individual sterecisomers of the compounds of the invention and, where
appropriate, the Individual tautomeric forms thereof, iogether with mixtures
thereof.

Separation of diasterscisomers or cis and trans isomers may be achieved by
conventional techniques, e.g. by fractional crysialiisation, chromatography or
H.P.L.C. of a sterecisomeric mixture of a compound of the invention or a sultable
sait or derivative thereof. An Indlvidual enantiomer of a compound of the
invention may also be prepared from a corresponding optically pure intermediate
or by resolution, such as by H.P.LC. of the corresponding racemaie using a
sultable chiral support or by fractional crystallisation of the diastereclsomeric
salts formed by reaction of the corresponding racemate with a suitable optically
active acld or base, as appropriate.

The present invention also includes all suitable Isotopic varlations of a
compound of the invention or a pharmaceutically accepiable sait thereof. An
Isotoplc variation of a compound of the invention or a pharmaceutically
acceptable salt thereof Is defined as one in which at least one atom Is replaced
by an atom having the same atomic number but an atomic mass different from
the atomic masa usually found in nature. Examples of isctopes that can be
Incorporated into compounds of the invention and pharmaceutically acceptable
salts thereof include Iisotopes of hydrogen, carbon, nltrogen, oxygen,
phosphorus, sulphur, fluorine and chlorine such as ®H, °H, *C, C, *N, 70, *0,
®p, ®p, ¥g c and %Cl, respectively. Certain Isotopic varlations of the
compounds of the Invention and pharmaceutically acceptable saits thereoi', for
example, those in which & radloactive isotope such as H or 'C Is Incorporated,

C

®
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are useful in drug and/or substrate tissue distribution studies. Trtlated, i.e., °H,
and carbon-14, Le., *C, lsotopes are particularly preferted for thelr ease of
preparation and detectabllity. Further, substitution wﬂ:;1 isotopes such as
deuterium, i.e., H, may afford certain therapeutic advantages resulting from
greater metabolic stability, for example, increased in vivo half-life or reduced
dosage requirements and hence may be preferred in some circumstances.

The types of diseases that may be treated using the combinations of the present
invention include, but are not limied to, asthma, chronic or acute
bronchoconstriction, chronic bronchitis, emall airways obstruction, emphysema,
chronic obstructive pulmonary disease (COPD), COPD that has chronic
bronchitis, pulmonary emphysema or dyspnea associated therewith and COPD
that Is characterised by Ireversible, progressive airways cbstruction.

Asthma

One of the most important respiratory diseases treatable with the combinations
of therapeutic agents of the present invention is asthma, a chronic, increasingly
common disorder encountered worldwide and characterized by intermittent
reversible airway obstruction, airway hyper-responsiveness and inflammation.
The cause of asthma has yet to be determined, but the most common
pathological expression of asthma is inflammation of the airways, which may be
significant even in the airways of patients with mild asthma. This inflammation
drives reflex airway evenis resulting in plasma protsin extravasation, dyspnea
and bronchoconstriction. Based on bronchial biopsy and lavage studies it has
been clearly shown that asthma involves infiltration by mast cells, eosinophils,
and T-lymphocytes into a patient's airways. Bronchoalveolar lavage (BAL) in
atopic asthmatics shows activation of interdeukin (IL)-3, IL-4, IL-5 and
granulocyte/macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) that suggests the
presence of a T-helper 2 (Th-2)-llke T-cell population.

The combinations of therapeutic agents of the present invention are useful In the
treatment of atopic and non-atopic asthma. The term “atopy” refers to & génetic
predisposition toward the development of type | (immediate) hypersensitivity

21
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reactions against common environmental antigens. The most common clinlcal
manifestation is allergic rhinltis, while bronchlal asthma, atopic dermatitis, and
food allergy occur less frequently. Accordingly, the expression “atopic asthma®
as used herein is Intended to be synonymous with “allergic asthma®, Le.,
bronchial asthma which is an allergic manifestation In a senslized person. The
term "non-atopic asthma” as used herein is intended to refer to all other asthmas,
especially essential or “true” asthma, which is provoked by a variety of factors,
Including vigorous exercise, irritant particles, psychologic streases, eic.

Chronlc Obstructive Pulmonary Disease (COPD)

The combinations of therapeutic agents of the present inverition are still further
useful in the treatment of COPD or COAD including chronic bronchitis,
pulmonary emphysema or dyspnea associated therewith. COPD is
characterized by poorly reversible, progressive alrwaye obstruction. Chronlc
bronchitis Is associated with hyperplasia and hypertrophy of the mucus secreting
glands of the submucosa in the large cartllaginous alrways. Goblet cetl
hyperplasia, mucosal and submucosal Inflammetory cell infiliration, edema,
fibrosis, mucus plugs and Increased smooth muscie are all found in the terminal
and respiratory bronchioles. The small alrways are known to be a major site of
alrway obstruction. Emphysema is characterized by destruction of the alveolar
wall and loss of lung elasticity. A number of riek factors have also been
Identified as linked to the incidence of COPD. The link beiween tobacco
smoking and COPD ls well established. Other risk factors Include exposure to
coal dust and various genetic factors. See Sandford ef al., “Genetic risk factors
for chronic obetructive pulmonary disease,” Eur. Raspir. J. 10 1380-1391, 1997.
The Incidence of COPD is increasing and it represents a significant economic
burden on the populations of the industrialized nations. COPD also presents
itself clinically with a wide range of variation from simple chronic bronchitis

without disability to patients In a severely disabled state with chronic respiratory
fallure.

COPD Is characterized by inflammation of the airways, as is ihe case with
asthma, but the inflammatory celis that have been found In the bronchoalveolar
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lavage fluid and sputum of patients are neutrophils and macrophages rather than
eosinophlls. Elevated levels of inflammatory mediators are also found in COPD
patients, including IL-8, LTB,, and TNF-a, and the surface eplthelium and sub-
eplthelium of the bronchi of such patients has been found to be Infitrated by T-
lymphocytes and macrophages. Symptomatic reflef for COPD patients can be
provided by the use of p-agonist and anticholinergic bronchodilators, but the
progress of the disease remalns unaltered. COPD has been ireated using
theophyiline, but without much success, due In part 1o its propensity to produce
unwanted effects. Starolds have also falled to hold out much promise as
satisfactory treatment agents in COPD as they are relatively ineffective as anti-
inflammatory agents.

Accordingly, the use of the combinations of therapeutic agents of the present
invention to treat COPD and its related and included obstructed airways
diseases, represents a signlificant advance in the art. The present Invention is
not limited to any particular mode of action or any hypothesis as to the way In
which the desired therapeutic objectives have been obteined by utliizing the
combinations of therapeutic agents of the present invention.

Bronchitis and Bronchlectasls

In accordance with the particular and diverse Inhibitory activities described
above that are possessed by the combinations of therapeutic agents of the
present Invention, they are useful in the treatment of bronchitis of whatever type,
etiology, or pathogenesis, including, 6.g., acute bronchitis which has a short but
savere course and ls caused by expoaure to cold, breathing of Imitant
substances, or an acute infection; catarrhal bronchitis which is a form of acuts
bronchitis with a profuse mucopurulent discharge; chronlc bronchitis which Is a
long-continued form of bronchitis with a more or less marked tendency to
recurrence after stages of qulescence, due to repeated attacks of acute
bronchltis or chronic general diseases, characterized by attacks of coughing, by
expectoration either scanty or profuse, and by secondary changes in the lung
tissue; dry bronchitls which is characterized by a scanty secretion of tough
sputum; Infectious asthmatic bronchitis which I8 a syndrome marked by the

PCT/IBU2AISNST 2@
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development of symptoms of bronchospasm following resplratory tract infections
in persons with asthma; productive bronchitie which 1s bronchitis associated with
a productive cough.

The use of the combinations of therapeutic agents of the present Iinvention to
treat atopic asthma or non-atopic asthma, COPD or other chronic inflammatory
airways diseases may be established and demonstrated by use of a number of
different models known in the art of inhibition of reflex events In the alrway
including plasma exiravasation and bronchospasmolytic models described
below.

Bronchodilator Activity - cAMP is involved not only In amooth muscle relaxation,
but also exerts an overall inhibitory Influence on alrway smooth muscle
proliferation, both of which may result from activation of A2a receptors by a
component of the invention. Airway smooth muacle hypertrophy and hyperplasia
can be modulated by cAMP, and these conditions are common morphological
features of chronic asthma.

The use of the combinations of therapeutic agents of the present Invention to
treat atopic asthma or non-atopic asthma, COPD or other chronic inflammatory
airways diseases may be esiablished and demonstrated by use of a number of
different models known In the art Including the models described below.

Bronchospasmolvtic Activity /n Vitro - The ablilty of the combinations of
therapeutic agents of the present Invention to cause relaxation of guinea-plg
tracheal smooth muacle is demonstrated In the following test procedure. Guinea-
pigs (350-500 g) are killed with sodium pentothal (100 mg/kg i.p.). The trachea
Is dissected and a section 2-3 cm in length I8 excised. The trachea Is transected
In the transverse plane at altemate cartilage plates so as to give rings of tissue
3-5 mm In depth. The proximal and distal rings are discarded. Individual rings
are mounted vertically on stainless steel supports, one of which is fixed at the
base of an organ bath, while the other is attached to an isometric transducer.
The rings are bathed In Kreba solution (composition uM: NaHCO; 25; NaCl 113;
KCl 4.7; MgSO,7H,0 1.2; KH.PO, 1.2; CaCl, 2.5; glucose 11.7) at 37°C and
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gassed with O,/CO, (95:5, v/v). Rings prepared in this manner are contracted by ks
fleld stimulation. To ascertaln spasmolylic adtivity, test combinations of
therapeutic agents of the present Invention are dissolved In physioiogical saline
and added in Increasing quantities to the organ bath at 5m Intervals to provide a

5 cumulative concentration-effect curve.

in the above test modei, combinations of therapeutic agents of the present
Invention generally Inhiblt field stimulated contraction of guinea-pig tracheal ring
preparations at concentrationa In the range of from 0.001 to 1.0 uM.
10
Retaxation of Human Bronchug - Samples of human lungs dissected during
surgery for cancer are obtained within 3 days after removal. Small bronchi (Inner
diameter = 2 to 5 mm) are excised, cut Into segments and placed in 2 mi liquid
nitrogen storage ampoules filled with fetal calf serum (FCS) containing 1.8M
15 dmethylaulfoxide (DMSO) and 0.1M sucrose as cryoprotecting agents. The
ampoules are placed in a polystyrol box (11 x 11 x 22 cm) and slowly frozen at a
mean cooling rate of about 0.6°C/m In a freezer maintained at -70°C. After 3-15h
the ampoules are transferred into liquid nitrogen (-196°C) where they are stored
until use. Bafore use the tissues are axposed for 30-80m to -70°C before being
20 thawed within 2.5m by placing the ampoules in a 37°C water bath. Thereafter
the bronchial segments are rinsed by placing them in a dish containing Krebe-
Henselelt solution (uM: NaCl 118, KCl 4.7. MgSO, 1.2, CaCl; 1.2, KH,P0, 1.2,
NaHCO, 25, glucose 11, EDTA 0.03) at 37°C, cut imd rings and suspended In 10
mi organ bathe for Isometric tension recording under a preload of about 1g.
25 Further Increases In tension are induced via the application of field stimulation,
which is known to Induce activation of nerves in the airway sample and generate
tenslon via release of acetylcholine and other neurally derived mediators.
Concentration-response curveas are produced by cumulative additions, each
concentration being added when the maximum effect has been produced by the
30 pravious concentration. Papaverine (300 puM) Is added at the end of the
concentration response curve 1o induce complete relaxation of the bronchial
rings. This effect |s taken as 100% relaxation. )
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In the above test model the combinations of therapeutic agents of the present
Iinvention generally produce conceniration-related relaxation of human bronchus
ring preparations at concentrations in the range of from 0.001 to 1.0 uM with
preferred embodiments belng active at concentrations In the range of from 5.0
nM to 500 nM.
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du Bronchoconstriction ~ Male Dunkin-Harliey
guinsa-~ plgs (400-8009) having free access to food and water prior to the
axperiment, are anasathetized with sodium phenobarbital (100 mg/kg 1.p. intra
peritoneal]). Animals, maimained at 37°C with a heated pad, controlled by a
rectal thermometer, are ventilated via a tracheal cannula (about 8 mikg, 1 Hz)
with a mixture of alr and oxygen (45:55 v/v). Ventilation Is monltored at the
trachea by a pneumotachograph connected to a differential pressure transducer
in line with the reapiratory pump. Pressure changes within the thorax are
monitored directly via an intrathoracic cannula, using a differential pressure
transducer so that the pressure difference between the trachea and thorax can
be measured and displayed. From these measurements of air-flow and
transpuimonary pressure, both airway resistance (R, cmH:0//s) and compllance
(Cdyr) are calculated with a digital electronic respiratory analvzer for each
respiratory cycle. Blood pressure and heart rate are recorded from the carotid
artery using a preasure traneducer.

When values for basal reslstance and compliance are stable, an acute eplsode
of bronchoconstriction is Induced by an Intravenous bolus of capsalcin,
Cepaalcin Is dissolved In 100% ethanol and diluted with phoaphate buffered
saline. Test combinations of therapeutic agents of the present Invention are
administered when the response to capsalcin Is stable, which Is calculated to be
after 2-3 such administrations at 10 min intervals. Reversal of
bronchoconstriction is assessed over 1-8 h following elther Intratracheal or
intraduodenal instillation or intravenous bolus Injection. Bronchospasmolytic
activity is expressed as a % Inhibition of the initial, maximal resistance (Rp)
following the Infusion of capsaicin. EDg values represent the dose which causes
a 50% reduction of the increase in resistance Induced by capsalcin. Duration of
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action ls defined as the time In minutes where bronchoconstriction is reduced by
50% or more. Effects on blood pressure (BP) and heart rate (HR) are

characterized by EDy, values; /6., the doses which reduce BP or HR by 20%
measured 5m after administeation.

In the above test model the comblnations of therapeutic agents of the present
invention generally exhiblt bronchodllator activity at doaages In the range of from
0.001 to 0.1 mg/kg it [intra tracheal]. Further, the combination delivered it
exhibita an at least additive inhibitory effect on bronchospasm, with each
component alone belng able to inhiblt more than 50% of the obssrved control
responae.

LPS-Induced Lung Neuirgphllig - The recruitment to and activation of neutrophlis
in the lungs ls considered an important pathological feature in COPD and In
severe asthma. Consequently, inhibition of either or both of these endpoints In
animals provides supporiive evidence of the utllity of the present invention.

Male Wistar-Albino rats (150-250g) or male Dunkin-Harley guinea-pigs (400-
600g) are pretreated with the test articles alone or in combination by inhalation
or intratracheal (1.1.) instillation under brief general anaesthesla. After 1-24h after
compound administration, animais are challenged with an inhalation aerosol of
bacterial llopolysaccharide (LPS) sufficient to Induce over the subsaequent 1-24h
of a pronounced iung neutrophlila. The neutrophilia is asseased by cell counting
in bronchial washings or by determination of neutrophil products in lung
washings or tissue. In this test system, the therapeutic agents of the present
Invention generally exhibit anti-Hnflammaiory activity at doses ranging from
0.0001 to 0.1 mg/kg i.t. Unexpectedly, the combination delivered i.t. exerts at
least an additive effect on inflammation, despite the fact that one of the
components does not on Its own exert a significant anti-inflammatory effect.
Further, equivalent anti-inflammatory effects of a high dose of one of the
components can be observed with lower doses when used in combination as in
this invention, thus minimising systemic unwanted effects. ]

/2
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Allergic guinea-plg Agsay - A test for evaluating the therapeutic Impact of the
combinationa of therapeutic agents of the present invention on the symptom of
dyspnea and bronchspasm J.e., difficult or labored breathing and increased lung
resistance, and on the symptom of Inflammation, /: lung neutrophilla and
ecsinophtlia, utilizes Dunkin-Hartiey guinea-pigs (400-600 g body welght).

The egg albumin (EA), grade V, crysiallized and Iyophllized, aluminum
hydroxide, and mepyramine maleate used in this test are commercially avallable.
The challenge and subsequent reapiratory readings are carried out in a clear
plastic box with intemal dimensions of 10x8x4 Inches. The head and body
sactions of the box are separable. In use the two are held firmly together by
clamps, and an alrtight seal between the chambers Is maintained by a soft
rubber gasket. Through the centre of the head end of the chamber a nebullzer Is
Inserted via an alrtight seal and each end of the box also has an outlet. A
pneumotachograph is inserted Into one end of the box and is coupled to a
volumetric pressure transducer which is then connected to a dynograph through
appropriate couplers. While aerosolizing the antigen, the outlets are open and
the pneumotachograph Is Isolated from the chamber. The outlets are then
closed and the pneumotachograph and the chamber are connected during the
recording of the resplratory pattems. For challenge, 2 ml of a 3% solution of
antigen in saline Is placed In each nebulizer and the aerosol I8 generated with air
from a smali diaphragm pump operating at 10 psi and a flow rate of 8 i/m.

Guinea-pigs are sensitized by injecting subcutaneously and i.p. 1 ml of a
suspension containing 1 mg EA and 200 mg aluminum hydroxide in saline. They
are used between days 12 and 24 post-sensitization. In order to eliminate the
histamine component of the reaponse, guinea-pige are pretreated i.p. 30min prior
to aerosol challenge with 2mg/kg of mepyarmine. Guinea-pigs are then exposed
to an aerosol of 3% EA In saline for exactly 1m, then respiratory profiles are
recorded for a further 30m. Subsequently, lung inflammation is determined post
mortem over a period of 1-48h. The duration of continuous dyspnea is measured
from the respiratory recordings. )
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Test combinations of therapeutic agents of the present invention are generally 24
administered i.t. or by aerosol 0.5-4h prior to challenge., The combinations of
compounds are either dissolved in saline or blooonpatible‘ solvents. The activity
of the compounds is determined on the basls of their ability 1o decrease the
5 magniiude and duration of symptoms of dyspnea and broncospasm and/or
magnitude of lung inflammation in comparison to a group of vehicle-treated
controls. Tests of the combinations of therapeutic agents of the present
invention are evaluatad over a serles of doses and an EDy, I8 derived that Is
defined as the dose (mg/kg) which will inhibit the duration of aymptoms by 50%.
10
Anti-inflammatory Activity - The anti-inflammatory activity of the combinations of
therapeutic agents of the present invention Is demonsirated by the Inhibition of
eosinophll or neutrophil activation. In this assay blood samples (50mi) are
collected from non-atoplc volunteers with eosinophil numbers ranging between
15 0.08 and 0.47 x 10° L'. Venous blood is collected Into centrifuge tubes
contalning 5 mi trisodlum cltrate (3.8%, pH 7.4).

The anticoagulated blood is dliuted (1:1, viv) with phosphate-buffered saline
(PBS, containing neither calcium nor magnesium) and is layered onto 156 ml

20 isotonic Percoll (density 1.082 - 1.085 g/ml, pH 7.4), in a 50 ml centrifuge tube.
Following centrifugation (30 minutes, 1000 x g, 20°C), mononuclear cells at the
plasma/Percoll interface are aspirated carefully and discarded.

The neutrophil/eosinophil/erythrocyte pellet (ca. 5 ml by volume) is gently

25 resuspended in 35 ml of isotonic ammonium chioride solution (NHCI, 155mM;
KHCO;, 10mM; EDTA. 0.1mM; 0-4°C). After 15 min, cells are washed twice (10
min, 400 x g, 4°C) In PBS containing fetal calf serum (2%, FCS).

A magnetic cell separation system is used to separate eosinophils and
30 neutrophils. This system is able to separate cells in suspension according to
surface markers, and comprises a permanent magnet, into which is piaced a
column that Includes a magnetizable steel matrix. Prior to use, the column is
equilibrated with PBS/FCS for 1 hour and then flushed with Ice-cold PBS/FCS on
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a retrograde basis via a 20 ml syringe. A 21G hypodermic needle is attached to

the base of the column and 1-2 mi of Ice cold buffer are allowed to efflux through
the needle.

Following centrifugation of granulocytes, supernatant Is aspirated and cells are
genly resuspended with 100ul magnetic particles (anti-CD18 monocional
antibody, conjugated to superparamagnetic  particies). The
eosinophl/neutrophil/anti-CD168 magnetic particle mbdure is incubated on Ice for
40 minutes and then diluted to 5 ml with lce-cold PBS/FCS. The cell suspension
is slowly introduced into the top of the column and the tap is opened to allow the
colle to move slowly into the steel matrix. The column Is then washed with
PBS/FCS (35ml), which Is carsfully added to the top of the column so as not to
disturb the magnetically labsied neutrophiie already trapped in the stee! matrix.
Non-labeled eosinophils are collected in a 50ml centrifuge tube and washed (10
minutes, 400 x g, 4°C). The resulting peliet Is resuspended In 5 ml Hank's
balanced salt solution (HBSS) so that cell numbers and purlly can be assessed
prior to use. The separation column is removed from the magnet and the
neutrophil fraction is siuted. The column is then washed with PBS (50mi) and
ethanol (absolute), and stored at 4°C. -

Total cells are counted with a micro cell counter. One drop of lysogenic solution
is added to the sample, which after 30s is recounted to assess contamination
with erythrocytes. Cytospin smears are prepared on a Shandon Cytospin 2
cytospinner (100 ul samples, 3 minutes, 500 rpm). These preparations are
atained and differential cell counts are determined by light microscopy,

examining at least 500 cells. Cell viabillty Is assessad by exclusion of trypan
biue.

Eosinophlls or neutrophlls are diluted In HBSS and pipetted Into 96 well
microtiter plates (MTP) at 1-10 x 10° cells/well. Each well containa a 200 ul
sample comprising: 100 ul cell suspension; 50 ul HBSS; 10 ul lucigenin; 20 pl
activation stimulus; and 20 ul! test compound. '
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The samples are incubated with test compound or vehicle for 10m prior to
addition of an activation stimulus fMLP {1-10 uM) or C5a (1-100nM) dissolved In
dimethyisulfoxide and thereafter diluted in buffer, such that the highest solvent
concentration used Is 1% (at 100 uM test compound). MTPs are agiiated to
facllitate mixing of the cells and medlum, and the MTP Is placed into a
luminometer. Total chemiluminescence and the temporal profile of each well Is
measured simultaneously over 20m and the results expressed as arbitrary unlts,
or as a percentage of MLP-induced chemlluminescence in the absence of test
compound. Results are fitted to the Hill equation and ICg values are calculated
automatically.

The combinations of therapeutic agents of the present invention are generally
active in the above test method at concentrations In the range of from 0.0001uM
to 0.5 pM, with preferred embodiments being active at concentrations In the
range of .from 0.1 nM 1o 100 nM.

The anti-inflammatory activity of the combinations of therapeutic agents of the
present invention ls additionally demonstrated by the inhibition of plasma
extravasation Into rat alrways. In this assay tracheal tissue I8 taken and the
extent of plasma leakage determined. This assay relates equally to other chronic
inflammatory diseases of the airways Including but not Iimited to COPD and
accordingly Is not recapltulated In that section.

Wistar albino mats (150-200g) or Dunkin-Harlley guinea-pigs (450-800¢g) are
anaesthetised with sodium pentobarbitone and venous and arterial cannulae
Installed. Evans Blue dye to bind plasma proteins Is administered l.v. (30mg/kg).
After 10mins the test agents are administered i.t. and 10mins later capsalcin
administered l.v. (3ug/kg). 30mins later, tracheal tiasue is removed, exiracted
ovemight Into formamide and absorbance read at 620nm. In some experiments
the order of dosing was reversed such that the compounds were administered
before the Evans Blue and inflammatory stimulus. ' y

Y &
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In the above test model the combinations of therapeutic agenis of the present
invention generally exhibit anti-inflammatory actlvity at desages in the range of
from 0.001 to 0.1 mg/kg it

From the above it may be seen that the combinations of therapeutic agents of
the present Invention are useful for the treatment of inflammatory or obstructive
alrways diseases or other conditions involving alrways obstruction. In particular
they are useful for the treatment of bronchial asthma.

In view of their antl-inflammatory activity and their influence on alrways hyper-
reactivity, the combinations of therapeutic agents of the present Invention are
useful for the treatment, in paricular prophylactic treatment, of obstructive or
inflammatory airways diseases. Thus, by continued and regular administration
over prolonged perfods of ime the comblinations of compounds of the present
Invention are useful in providing advance protection against the recurrence of
bronchoconstriction or other symptomatic aitack consequential to obstructive or
inflammatory altways diseases. The combinations of compounds of the present
invention are also useful for the control, amelioration or reversal of the basal
status of such diseasas.

Having regard to their bronchodilator activity the combinations of therapeutic
agents of the present Invention are useful as bronchodliators, e.g., in the
freatment of chronlc or acute bronchoconstricion, and for the symptomatic
freatment of obetructive or Inflammatory airways diseases.

Obstructive or inflammatory al'ways diseases to which the present invention
applles include asthma; pneumoconiosis; chronic eosinophllic pneumonia;
chronlc obstructive airways or pulmonary disease (COAD or COPD); and adult
respiratory distress syndrome (ARDS), as well as exacerbation of airways hyper-
reactivity consaquent to other drug therapy, a.g., aspirin or B-agonist therapy.

®
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The adenosine Ag, receptor agonists and adrenergic 2 receptor agonists of the
present Invention can be administered alone or in combingtion but will generally
be administered in admixture with a suitable pharmaceutical excipient, diluent or
carrier.

The adenosine A, receptor agonists and adrenergic B2 receptor agonists of the
present invention are preferably administered by inhalation and are conveniently
delivered in the form of a dry powder (elther alone or as a mbdure, for example a
mixture with lactose) from a dry powder Inhaler or an aerosol spray presentation
from a pressurised contalner, pump, spray, atomiser (preferably an atomiser
using electrohydrodynamics to produce a fine mist) or nebulleer, with or without
the use of a sultable propellant, e.g. dichlorodifluoromethane,
trichiorofiuoromethane, dichiorotetrafluorosthane, a hydrofiuoroalkane such as
1,1,1,2-tetrafluoroethane (HFA 134A [trade mark) or 1,1,1,2,3,3,3-
heptafiuoropropane (HFA 227EA [trade mark]), carbon dioxide, & further
perfluorinated hydrocarbon such as Perflubron (trade mark) or other sultable
gas. In the case of a prouﬁrisad aerosol, the dosage unlt may be determined by
providing a valve to dellver a metered amount. The pressurised container,
pump, spray, atomiser or nebuliser may contain a solution or suspension of the
active compound, e.g. using a mixture of ethano! (optionally, aqueous ethanol) or
a sultable agent for dispersing, solubllising or extending release and the
propellant as the solvent, which may additionally contain a lubricant, e.g.
sorbitan tricleate. Capsules, bllsters and cartridges (made, for example, from
gelatin or HPMC) for use In an inhaler or insufflator may be formulated to ¢ ntain
& powder mix of the compound of the invention, a suitable powder base such as
lactose or starch and a performance modifier such as Il-leucine, mannitol or
magnesium stearate.

Prior to use in & dry powder formulation or suspension formulation for inhalation
the compound of the invention will be micronised to a slze suitable for delivery by
inhalation (typically considered as iess than 5 microns). Micronisation could be
achleved by a range of methods, for example spiral jet milling, fluld bed jet
miliing or use of supercritical fiuid crystalllsation.

PCTABO2ASOST ﬁ
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A suitable soluion formulation for use In an atomiser wusing
electrohydrodynamica to produce a fine mist may contain from 1ug to 10mg of
the compound of the invention per actuation and the actuation volume may vary
from 1 to 100pl. A typical formulation may comprise & compound of the invention,
propylene glycol, sterlle water, ethanol and sodium chloride. Altemnative solvenis
may be used in place of propylene giycol, for example glycerol or polyethylene
glycol.

Aerosol or dry powder formulations are preferably arranged so that each metered
dose or “puff” contains from 1 to 4000 ug of a compound of the invention for
delivery to the patient. The overall dally dose with an aerosol will be In the range
of from 1ug to 20mg which may be administered In a single dose or, more
usually, in divided doses throughout the day.

The preferred ratio, by weight (w/w), of adenosine A receptor agonist
adrenergic B2 receptor agonist used will depend on the particular combination
being examined. This ie due to differences In the potency of Individual
compounds. The physician In any event will determine the actual dosage of each
compound which will be most sultable for any individual patient and It will vary
with the age, weight and response of the particular patient.

It Is to be eppreciated that all references herein to treatment include curative,
palllative and prophylactic treatment.
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Claims

1. An inhaled combination of (a) an adencsine Az receptor agonist of the
formula

(fJY S8e

winQOH

]
-
-
T -

or a phamrmaceutically acceptable salt or solvate thereof, wherein

R’ is H, C,-Caalkyl or fluorenyl, gald C,-Ca alkyl belng optionally substituted by 1
or 2 substituents each independently selected from phenyi and naphthyl, sald

10 phenyl and naphthyl being optionally substituted by C,-C, alkyl, C;-Cq alkoxy,
halo or cyano, .

(A) R? is H or C,-Cq alkyl, R*® I8 H or C,-C; alkyl, and X Is either (I) unbranched

CzC; alkylene optionally substituted by C,-C, alkyl or Cs-Cy cycloalkyi, or (i) a
16 group of the formula:

~(CHa)a- W - (CHz)p-

whare W is Cz-C; cycloalkylene optionally substituted by C,-Cs alkyl, n is 0 or 1
20 andpisOori,or

(B) R Is H or C;-Cy alkyl, and R? and X, taken together with the nitrogen atom to

which they are atiached, represent azetidin-3-yl, pyrmrolidin-3-yi, piperidin-3-yi,

piperidin-4-yl, homopiperidin-3-yl or homopiperidin-4-yl, each being optionalty

substituted by C,-Cs alkyl, or
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(C)R*isH r Cy-Cs alkyl, and R and X, taken together with the nitrogen atom to
which they are attached, represent azetidin-3-y1, pymolldin-3-yl, piperidin-3-yi,
piperidin-4-yl, homoplperidin-3-yi or homopiperidin-4-yl, each being optionally
substituted by C,-C; alkyl;

either, R* and R*, taken together with the nitrogen atom to which they are
attached, represent azetidinyl, pymolidinyl, piperidinyl, piperazinyl,
homopiperidinyt or homopiperazinyl, each being optionally substituted on a ring

nitrogen or carbon atom by Cy-Cs alkyl or Cs;-Cy cycloalky!l and optionally
subatituted on a ring carbon atom not adjacent to & ring nitrogen atom by -NR°R’,

or, R? is H, C,-C; alkyl, Cs-C, cycloalkyl or benzyl and R* ie

(a) azetidin-3-yl, pymolidin-3-yl, piperidin-3-yi, piperidin-4-yl, homopiperidin-3-yl
or homoplperidin-4-yl, each being optionally substituted by C,-Ca alkyl, C3-Ce
cydloalkyl, phenyl, benzyl or het, or

(b) -(CxCs alkylene)-R",

(c) -(C1-Cs alkylens)-R™, or

{d) C+-Ce alkyl or Cy-C; cycloalkyl;

R® Is CHzOH or CONR™R";

R® and R” are elther each independently H or C,-Cy alkyl or, taken together with
the nitrogen atom to which they are attached, represent azetidinyl, pyrrolidinyl or
piperidinyl, said azefidinyl, pymoildinyl and piperidinyl being optionally
substituted by C-C, alkyl;

R'is (i) azetidin-1-yl, pymolidin-1-yi, plperidin-1-yi, morpholin-4-yi, piperazin-1-
yl, homopiperidin-1-yl, homopiperazin-1-yl or tetrahydroisoquinolin-1-yl, each
being optionally substituted on a ring carbon atom by GCy-Cs alkyl, C-Cs
cycloalkyl, phenyl, C,-C, alkoxy-(C,-Ce)-alkyt, R*R*N-(C;-Cg)-alkyl, fluoro-(C;-Ce)-
alkyl, -CONR’R®, -COOR"® or C~C; alkanoyi, and optionally substituted on a ring
carbon atom not adjacent to a ring nitrogen atom by fluoro-{C+-Cs)-alkoxy, halo,
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-OR®, cyano, -S(O)nR'%, -NR°R®, -SO.NR’R?, -NR°COR" or -NR*SO.R', and

sald piperazin-i-yl and homoplperazin-1-yl being opuonn‘lly subsiituted on the
ring nitrogen atom not attached to the CrCy alkylene group by C-Ce alicyl,
phenyl, C;-Cs alkoxy-(Cx-Ca)-alkyl, R°R*N~(Cs-Ce)-alkyl, fluoro-(Cy-Ce)-alkyl, Cr-
5 Cs alkanoyl, -COOR", Cy-Cy cycloalkyl, -SO:R'®, -SONR°R® or -CONR°R®, or
() NR"'R'%

R® Is H, Cy-Cs alkyl, Cs-Cs cycloalkyl or phenyt;
10 R"is C,-Cs alkyl, Cs-Cs cycloalkyl or phenyl;
R" is H, C;-C; alkyl, Cx-Cs cycloalkyl or benzyl;

Hﬂ Is Hl c'l'cﬂ alkyll crcl CYdOﬂlle, phe"yll bGﬂZYl, ﬂuom‘(c1'cﬂ)'alkyll
15 -CONR®R?, -COOR™, C»-C; alkanoyl or -SONR’R"

R' is (a) phenyl, pyridin-2-yl, pyridin-3-yi or pyridin-4-yl, each belng optionally
substituted by Cy-C, alkyl, C,-Cs alkoxy, -(C-C, alkylene)-(C,-C, alkoxy), haio,
cyano, -(C+-C, alkylene)-CN, -COgH, -(C+-C; alkylene)-CO;H, -GO(C+-Cs alkyl),
20 -(Cy-C; alkylene)-COx(C1-Cs alkyl), -(C-C; alkylene)-NR'R", -CONR'R™ or
-(C4-C; alkylene)-CONR"R", or (b) azetidin-2-yl, azetidin-3-yl, pyrrolidin-2-yl,
pymolidin-3-yi, piperidin-2-yl, piperidin-8-yl, piperidin-4-yl, homopiperidin-2-yl,
homopiperidin-3-yl or homopiperidin-4-yi, each being optionaily substituted by
C1-G4 alkyl, C-Cs cycloalkyl, phenyl, banzyl or het;
25
R™ Ia H or C;-Cy alkyl optionally substituted by cyclopropyt;

mias0,1or2;
30 YIsCO, CS, SO; or C=N(CN); and

“het”, used In the definition of R*and R", is a Cinked, 4- to 8-membered ring,
heterocycle having either from 1 to 4 ring nitrogen heteroatoms or 1 or 2 nitrogen
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ring hetercatoms and 1 oxygen or 1 sulphur ring heteroatom, optionally

substituted by C;-Cs alkyl, Cs-Cs cycloalkyl, Ci-Cs alkoxy, Cx-Cs cycloalkoxy,
hydroxy, oxo or halo;

an& (b) an adrenergic B2 receptor agonist.

2. A combination as claimed n claim 1 wherein the adenosine A, receptor
agonist of the formula () is 6-{(2,2-diphenylethyl)amino]-8-{(2R,3R,4S5,55)-5
[(ethylamino)carbonyl]-3,4-dihydroxytetrahydro-2-furanyl}-N-{2-[({[1-(2-pyridinyl)-
4-plperidinyijlamino}carbonyi)aminolethyl}-8 H-purine-2-carboxamide or a
pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof.

3. A combination as claimed in claim 1 or claim 2 whereln the adrenergic p2
receptor agonist is salmeterol or a pharmaceutically acceptable salt or solvate
thereof.

4, A combination as claimed in claim 1 or claim 2 whereln the adrenergic p2
receptor agonist is formoterol or a pharmaceutically acceptable salt or solvaie
thereof.

5. A combination as claimed In any preceding claim for use as a
medicament.

6. A combination as claimed in any one of claims 1 to 4 for simultaneous,
sequential or separate administration In the treatment of an obstructive alrways
or other inflammatory disease.

7. A pharmaceutical composiion comprising an adencsine A receptor
agonist of the formula (I), as defined in claim 1, an adrenergic p2 receptor
agonist and a phammaceutically acceptable excipient, dlluent or camler, for
administration by the inhaled route in the treatment of an obstructive airways or
other Inflammatory disease.

8. A phamaceutical composition, as claimed in claim 7, wherein the
adenosine Ao, receptor agonist of the formula (I) and the adrenergic p2 receptor
agonist are as deflned in any one of claims 2 to 4.

0. The use of an adenosine Ag, receptor agonist of the formula (1), as defined
in claim 1 or an adregergic A2 receptor agonist, in the manufacture of a
medicament for simuitaneous, sequential or separate administration of both
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agents by the inhaled route in the treatment of an obstructive alrways or other
inflammatory digease.
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10. 'The use as claimed In claim 8 wherein the adenosine A, receptor agonist
of the formula ()) and the adrenergic B2 receptor agonist are as defined In any
one of claims 2 to 4.

11. A method of treating of an obstructive alrways or other inflammatory
disease comprising administering simultaneously, sequentially or separately, by
the inhaled route, to a mammal In need of such treatment, an effective amount of
an adenosine Ay receptor agonist of the formula (l), as defined in claim 1 and an
adrenergic B2 receptor agontst.

12. A method as claimed In claim 11 whereln the adenocsine Ax recsptor
agonist of the formula (I} and the adrenerglc f2 receptor agonist are as defined
in any one of claims 2 to 4. )

13. An Inhalation device for simultaneous, sequential or separate
administration of an adenosine Az, receptor agonist of the formula (1), as defined
in claim 1 and an adrenergic p2 receptor agonist, in the treatment of an
WVQ alrways or other inflammatory diseass. .

14. A device as caimed in claim 13 wherein the adenosine Az receptor
agonlst of the formula (I) and the adr'enorglc B2 receptor agonist are as defined
In any one of claims 2 to 4.

2]
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Combinacién farmacéutica

La presente invencién se refiere a una combinacién
inhalada de un agonista del receptor de adenosina Az, y un
agonista del receptor p2-adrenérgico, a composiciones
farmacéuticas, incluyendo 1los dispositivos para 1la
administracién, y a los usos de dicha combinacién.

Una combinacién de un agonista del receptor de
adenosina A, Yy un agonista del receptor PB2-adrenérgico es
util en el tratamiento de enfermedades cbstructivas de las
vias respiratorias y otras enfermedades inflamatorias, en
particular, de enfermedades obstructivas de las vias
respiratorias, asma, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (COPD} y otras enfermedades obstructivas de las
vias respiratorias exacerbadas por reflejos bronguiales
incrementados, inflamacién, hiperreactividad bronquial vy
broncoespasmos.

Ejemplos de enfermedades particulares que se pueden
tratar con la presente invencién incluyen las enfermedades
respiratorias, asma, sindrome de dificultad respiratoria
aguda, enfermedad inflamatoria pulmonar crénica,
bronquitis, bronquitis cré6nica, enfermedad pulmonar (vias
respiratorias) obstructiva créonica Y silicosis y
enfermedades del sistema inmune tales como rinitis alérgica
y sinusitis crébnica.

La adenosina tiene una amplia gama de actividades
fisiolbgicas, incluyendo respuestas inmunes e
inflamatorias, que estiAn mediadas por receptores e implican
la interaccién con al menos cuatro tipos de receptores de
la membrana plasmitica. Estos receptores se denominan
corrientemente A;, A, BAaxp Y A;. Se ha encontrado que la
adenosina y sus andlogos poseen un amplio espectro de
actividad antiinflamatoria que implica a una variedad
significativa de células inmunes e inflamatorias,
incluyendo los neutrb6filos y eosinéfilos. La activacién de
los receptores A;, en neutréfilos tiene como resultado la
supresién de la produccién de oxidantes reactivos y otros
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mediadores de la inflamacién tales como elastasa por estas
células, asi como una menor expresién de B.-integrinas.

Los receptores A;, se conocen por su existencia en
linfocitos, neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos,
monocitos/macréfagos, células epiteliales y en el tejido
endotelial vascular con el cual interaccionan. La adenosina
que se une a los receptores Az, puede reducir la
inflamacién influyendo en las actividades de una serie de
estos tipos de células. Por ejemplo, los agonistas del
receptor A; inhiben notablemente las especies oxidantes
generadas por estimulantes fisiolbégicos tales como
quimiocatractores de neutréfilos, citoquinas y productos
lipidicos.

La ocupacién de 1los receptores de adenosina Az
estimula la adenil ciclasa de los neutréfilos, lo que tiene
como resultade un aumento en el AMP ciclico intracelular. A
su vez, un aumento en el AMP ciclico de neutré6filos produce
la depresiétn de 1la actividad oxidante estimulada por
neutré6filos. A través de una accién relacionada en una
diversidad de otros tipos de células inflamatorias, 1las
propiedades antiinflamatorias de los agonistas de Rz, van
mas allad de las actividades inhibidoras en los neutré6filos.
La adenosina también disminuye la liberacién de TNFa de
monocitos/macr6fagos estimulada por endotoxinas y se ha
observado que la adenosina endégena, asi como sus anidlogos,
reducen la produccién de TNFa en monocitos humanos por
unién a receptores de adenosina A;,.

La liberacién estimulada por endotoxinas de
interleuquina-6 (IL-6) e interleuquina-8 (IL-8) se reduce
por los andlogos de adenosina con un orden de potencia que
sugiere la actividad del receptor de adenosina A;,. La
interleuquina-10 (IL-10) tiene una actividad
antiinflamatoria como resultado de su capacidad para
reducir la liberacién de TNFa estimulada por endotoxinas a
partir de monocitos, para inhibir la actividad oxidante y
reducir la expresién de moléculas de adhesidn
leucocitarias. La adenosina potencia la produccién de
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monocitos humanos estimulada de IL-10; por consiguiente, la
unién de adenosina a los receptores Az, promueve la
resolucién de cualquier respuesta inflamatoria en curso gque
pueda verse involucrada.

Los eosinéfilos activados migran a 1los tejidos vy
causan lesiones celulares e inflamacién en enfermedades
tales como asma alérgica y no alérgica, rinitis alérgica y
dermatitis atopica. La adenosina y los anadlogos agonistas
del receptor de adenosina BA;., uniéndose a los receptores
A, en eosindfilos, inhiben 1la liberacién estimulada de
especies de oxigeno reactivas, una respuesta que es
paralela al efecto inhibidor de 1los receptores BA;, en
neutréfilos.

Ademis, los agonistas de A;. inhalados inhiben el
reclutamiento de eosinéfilos en los pulmones de cobayos
sensibilizados mediante la accién en los pulmones (véase el
documento WO-A-99/67263). Esto es importante puesto que los
agonistas de Az, relajan los vasos sanguineos y reducen la
presioén arterial en animales Y asi la acciédn
antiinflamatoria de 1los agonistas de A;, se produce
idealmente por un agente inhalado que tiene un alto indice
terapéutico de actividad en el pulmdén comparado con el
compartimento periférico.

Los receptores p-adrenérgicos se presentan en el
sistema nervioso simpAtico. Existen al menos dos tipos. Los
receptores PBl-adrenérgicos se localizan en el corazén y
desempeilan una funcién importante en la regulacién de la
frecuencia cardiaca mediante la accién de los agonistas
epinefrina y norepinefrina. Los receptores PB2-adrenérgicos
estdn presentes en una serie de tipos de células en el
pulmén (por ejemplo, células del miisculo liso de las vias
respiratorias, células epiteliales y una diversidad de
células inflamatorias} y los agonistas del receptor p2-
adrenérgico son eficaces broncodilatadores, provocando la
relajacién del misculo liso de las vias respiratorias. Las
aminas simpaticomiméticas tienen una larga historia de uso
en el tratamiento de enfermedades crbénicas de las vias
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respiratorias caracterizadas por un estrechamiento
parcialmente reversible de las vias respiratorias tales
como COPD y asma Yy se usaron inicialmente como
broncodilatadores en forma de epinefrina intravenosa.
Posteriormente, se usaron agentes f-adrenérgicos inhalados
tales como isoprenalina que eran relativamente no
selectivos para los receptores P2 sobre los Pl y asi
provocaban taquicardia en dosis broncodilatadoras eficaces.
Mids recientemente, se han usado agentes f-adrenérgicos
inhalados como salbutamol que son mas selectivos para el
receptor P2 peroc de acciébn corta. Los agentes p-
adrenérgicos inhalados formoterol y salmeterol son ambos
selectivos y de accibébn prolongada.

Se ha descubierto ahora de forma sorprendente que
combinaciones de agonistas del receptor de adenosina Az, V¥
agonistas del receptor P2-adrenérgico ofrecen beneficios
significativos en el tratamiento de enfermedades
obstructivas de las vias respiratorias y otras enfermedades
inflamatorias con respecto al tratamiento con el agente
solo o con respecto a otras combinacicnes conocidas. lLa
ventaja de la combinacién es proporcionar un control éptimo
del calibre de las vias respiratorias mediante el mecanismo
mas apropiado a la patologia de la enfermedad, a saber,
agonismo del receptor P2-adrenérgico, Jjunto con 1la
supresién efectiva de la inflamacién inapropiada. De este
modo, se controlan los sintomas de 1la enfermedad
corrigiendo los reflejos neurales de las vias resplratorias
inapropiados que conducen a tos, produccién de mocos y
disnea. Liberando tanto el agonista del receptor p2-
adrenérgico como el agonista de A, por via inhalada, se
consiguen los beneficios de cada clase sin los efectos
periféricos indeseados. Ademis, las combinaciones
particulares de la presente invencién tienen como resultado
una sinergia inesperada, produciendo una mayor eficacia que
las dosis toleradas maximas de cualquiera de las clases de
agentes usados solos.
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La invencidén proporciona por tanto una combinacién
inhalada de (a) un agonista del receptor de adenosina A

de férmula
6f LA

()

"

© una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables, en la que

R' es H, alquilo C;-Cs o fluorenilo, estando dicho
alquilo C,-Cs opcionalmente sustituido con 1 6 2
sustituyentes seleccionados cada uno independientemente de
fenilo y naftilo, estando dichos fenilo y naftilo
opcionalmente sustituidos con alquilo C:~Cs, alcoxi C;-Ce,
halo o ciano;

(A) R?® es H o alquilo C;-C¢, RS es H o alquilo C;=C¢ ¥
X es (i) alquileno C;-C3 no ramificado, opcionalmente
sustituido con alquilo C;-C¢ 0 cicloalquilo C3-Cg, o (ii) un
grupo de fé4rmula:

-(CHz)n = W = (CHz2)p-

en la que W es cicloalquileno Cs-C: opcionalmente
sustituido con alquilo C;-Cs, nes 0 6 1 ypes 061, o

(B) R! es H o alquilo C;~Cs;, ¥ R?® y X, tomados junto
al Atomo de nitrdégeno al que se encuentran unidos,
representan azetidin-3-ilo, pirrolidin-3-ilo, piperidin-3-
ilo, piperidin-4-ilo, homopiperidin-3-ilo u homopiperidin-
4-ilo, estando cada uno opcionalmente sustituido con
alquilo C:-Cg¢, ©

(C) R?® es H o alquilo C;-Cs, vy R y X, tomados junto
al A&tomo de nitrégeno al que se encuentran unidos,
representan azetidin-3-ilo, pirrolidin-3-ilo, piperidin-3-
ilo, piperidin-4-ilo, homopiperidin-3-ilo u homopiperidin-
4-ilo, estando cada uno opcionalmente sustituido con

24



10

15

20

25

30

35

alquilo C,-Cs;

cualquiera de R’ y RY, tomados junto al Atomo de
nitrégeno al que se encuentran unidos, representan
azetidinilo, @pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo,
homopiperidinilo u homopiperazinilo, estando cada uno
opcionalmente sustituido en un &tomo de nitrégeno o de
carbono de anillo con alquilo C;-Cs o cicloalquilo C3-Cg Yy
opcionalmente sustituido en un &tomo de carbono de anillo
no adyacente a un &tomo de nitrégeno de anillo con -NR®R’,

o, R® es H, alquilo C;-Cs, cicloalquilo C3;-Ce¢ o bencilo
y R es

(a) azetidin-3-ilo, pirrolidin-3-ilo, piperidin-3-ilo,
piperidin-4-ilo, homopiperidin-3-ilo u homopiperidin-4-ilo,
estando cada uno opcionalmente sustituido con alquilo C;-
Cs:; cicloalquilo C3-Ce, fenilo, bencilo o het, o

(b) -{alquileno C»-Cs)-R®,

(c) -{alquileno C;-Ce)-R!'?, o

(d) alquilo C;-Cs o cicloalquilo C3-Cs;

R® es CH,OH o CONR$R!;

cada uno de R®* y R’ representa independientemente H o
alquilo C;-Cs 0, tomados junto con el &tomo de nitrbdgeno al
que sSe encuentran unidos, representan azetidinilo,
pirrolidinilo o piperidinilo, estando dichos azetidinilo,
pirrolidinilo o piperidinilo opcionalmente sustituidos con
alquilo C;~-Cs;

R® es (i) azetidin-1-ilo, pirrolidin-l-ilo, piperidin-
l-ilo, morfolin-4-ilo, piperazin-l1-ilo, homopiperidin-1-
ilo, homopiperazin-l-ilo o tetrahidroisoquinolin-1-ilo,
estando cada uno opcionalmente sustituido sobre un atomo de
carbono de anillo con alquilo C;-Ce, cicloalquilo C3-Cg,
fenilo, (alcoxi C;~Ce) (alquilo C;-C¢), R®R®N-(alquilo C;-Cs),
fluoro(alquilo C;—Cg), -CONR’R?, -COOR’ o alcanoilo Ca-Cs, ¥
opcionalmente sustituido sobre un 4&tomo de carbonc de
anillo no adyacente a un Atomo de nitrégeno de anillo con
fluoro(alcoxi C,-Cs), halo, -OR?, ciano, -5(0).R!?, -NRRY,
-SO.NR’R?, -NR?COR'® o -NR%SO,R'®, y estando dichos piperazin-
l-ilo y homopiperazin-l-ilo opcionalmente sustituidos en el

3L
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Atomo de nitr6geno de anillc no unido al grupo alquilenc
C2-Cs con alquilo C;-Cs;, fenilo, (alcoxi C;~Cs) (alquilo Cp-
Ce), R’R°N-(alquilo C:-Cs), fluorolalgquilc C;-Cs), alcanoilo
C>-Cs, —-COOR!?, cicloalquilo C3-Cs, -SO:R'?, -SONR’R’ o
-CONR’R?, o

{1i) NRYR'?;

R? es H, alquilo C;-Cs, cicloalquilo C3-Cs o fenilo;

R!® es alquilo C;-Cs, cicloalquilo C3;—Cs o fenilo;

R!! es H, alquilo C,-Cs, cicloalquilo C3—-Cs o bencilo;

R'? es H, alquilo C;-Cs, cicloalquilo C3-Cs, fenilo,
bencilo, fluoro(alquilo C:-Cs), -CONR’R®’, -COOR'?, alcanoilo
C2-Cs o -SO,NR°R%;

R'* es (a) fenilo, piridin-2-ilo, piridin-3-ilo o

-1-

plridin-4-ilo, estando cada unoc opcionalmente sustituido
con alquilo C;-Cs, alcoxi C;-Cs, =-{(alquileno C,-Ci)-(alcoxi
Ci-Cs) , halo, ciano, -{alquileno C,-C3)-CN, -COzH,
-{alquileno C;-~-C,})~-CO;H, -COz{alquilo C;-Cs), -{alquileno C;-
C3) -CO.- (alquilo C;-Cs), -(alquileno C;-Cj)-NR“R‘, -CONR!‘R'*
o -{alquileno C;-C3)-CONRM™R', o (b) azetidin-2-ilo,
azetidin-3-ilo, pirrolidin-2-ilo, pirrolidin-3-ilo,
piperidin-2-ilo, piperidin-3-ilo, piperidin-4-ilo,
homopiperidin-2-ilo, homopiperidin-3-ilo u homopiperidin-4-
ilo, estando cada unc opcionalmente sustituido con alquilo
Ci1-Cs, cicloalquilo Ci;-Cs, fenilo, bencilo o het:;

R es H o alquilo C,-C¢ opcionalmente sustituido con
ciclopropilo;

mes 0, 16 2;

Y es CO, CS, SO; o C=N(CN); V¥

“het”, usado en la definicién de R* y R, es un anillo
de 4 a 6 miembros unido por C, heterociclo que tiene de 1 a
4 heterodtomos de nitrdgeno de anillo o 1 6 2 heterodtomos
de anillo nitrégenc y 1 heterocidtomo de anillo oxigeno o 1
azufre, opcionalmente sustituido con alquilo C,-Cs,
cicloalquilo Ca-Cs, alcoxi C,-Cs, cicloalcoxi Ci3—Cs, hidroxi,
oxo o halo;

y {b) un agonista del receptor P2-adrenérgico.

Ademés, la invencién proporciona una combinacién
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inhalada que comprende {a) un agonista del receptor de
adenosina A;, de férmula (I), como la definida antes, y (b)
un agonista del receptor p2-adrenérgico, para usar como
medicamento.

Ademas, la invencién proporciona una combinacién que
comprende {a} un agonista del receptor de adenosina A, de
férmula (I), como la definida antes, y (b) un agonista del
receptor B2-adrenérgico, para la administracién simultéanea,
secuencial o por separado por via inhalada en el
tratamiento de una enfermedad obstructiva de las vias
respiratorias u otra enfermedad inflamatoria.

Ademas, la invencidén proporciona una composicidn
farmacéutica que comprende un agonista del receptor de
adencsina A;, de férmula (I), como la definida antes, un
agonista del receptor p2-adrenérgico y un excipiente,
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable, para la
administracién por via inhalada en el tratamiento de una
enfermedad obstructiva de las vias respiratorias u otra
enfermedad inflamatoria.

Ademas, la invencién proporciona el uso de un agonista
del receptor de adenosina A,, de férmula (I), como la
definida antes, o un agonista del receptor P2-adrenérgico,
en la fabricacién de un medicamento para la administracién
simultanea, secuencial o por separado de ambos agentes por
via inhalada en el tratamiento de una enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria.

Ademis, la invencién proporciona un procedimiento para
tratar una enfermedad obstructiva de las vias respiratorias
u otra enfermedad inflamatoria que comprende administrar,
de forma simulténea, secuencial o por separado, por via
inhalada, a un mamifero que necesite dicho tratamiento, una
cantidad eficaz de un agonista del receptor de adenosina
Az, de férmula (I), como la definida antes, y un agonista
del receptor P2-adrenérgico.

Ademds, la invencidén proporciona un dispositivo de
inhalacién para la administracién simulténea, secuencial o
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por separado, de un agonista del receptor de adenosina Az,
de férmula (I), como la definida antes, y un agonista del
receptor P2-adrenérgico, en el tratamiento de una
enfermedad obstructiva de las vias respiratorias u otra
enfermedad inflamatoria.

La preparacién de un compuesto de foérmula (I) se
describe en la solicitud de patente internacional numero
PCT/IB01/00973, publicada como documento WO-A-01/94368.

Los agonistas del receptor de adenosina A;, preferidos
para usar en la invencién incluyen 6-((2,2-
difeniletil)amino]-9-{ (2R, 3R, 45,55)-5-[(etilamino) -
carbonil] -3, 4-dihidroxitetrahidro-2-furanil}-N-{2-[({[1-(2~
piridinil)-4-piperidinil]amino}carbonil)amino]etil}-9H-
purina-2-carboxamida (Ejemplos 8 y 35 del documento WO-A-
01/94368) y sus sales y solvatos farmacéuticamente
aceptables.

Con preferencia, un agonista del receptor p2-
adrenérgico usado en una combinacién conforme a 1la
invencién es un agonista del receptor p2-adrenérgico
selectivo, es decir, tiene una mayor afinidad por el
receptor P2-adrenérgico que por los otros receptores B-
adrenérgicos conocidos. Con preferencia, la afinidad de
dichos agonistas del receptor P2-adrenérgico selectivos es
al menos 100 veces mayor por el receptor PB2-adrenérgico al
comparar con  su afinidad por los otros receptores §
adrenérgicos.

Los agonistas preferidos del receptor p2-adrenérgico
para usar en la invencién incluyen salmeterol, formoterol y
sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

Combinaciones especificas preferidas de un agonista
del receptor de adenosina A, ¥ un agonista del receptor
B2-adrenérgico para usar en la invencién incluyen:

6-[(2,2-difeniletil)amino]-9-{ (2R, 3R, 45,58} -5~
[ (etilamino) carbonil]j-3,4-dihidroxitetrahidro-2-furanil}-N-
{2-[{{[1-(2-piridinil)-4-piperidinil)amino}carbonil)amino)}-
etil}-9H-purina-2-carboxamida, o una de sus sales o
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solvatos farmacéuticamente aceptables y salmeterol, © una
de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables; y
6-[(2,2-difeniletil)amino]-9-{{2R, 3R, 45,55) -5~

[{etilamino)carbonil] -3, 4-dihidroxitetrahidro-2-furanil}-N-
{2-[({[1-(2-piridinil)-4-piperidinil]lamino}carbonil)amino]-
etil}-9H-purina-2-carboxamida, o una de sus sales o
solvatos farmacéuticamente aceptables y formoterol, o una
de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.

Opcionalmente, se puede usar un agonista del receptor
de adenosina Az, © un agonista del receptor P2-adrenérgico
usado conforme a la invencién en forma de una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable. Dicha sal puede ser una sal de
adicién de adcidos o de bases.

Las sales de adicidén de adcidos adecuadas se forman de
dcidos que forman sales no tédxicas y ejemplos de los cuales
son las sales hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro,
sulfato, bisulfato, nitrato, fosfato, fosfato &cido,
acetato, maleato, fumarato, lactato, tartrato, citrato,
gluconato, succinato, sacarato, benzoato, metanosulfonato,
etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato vy
pamecato.

Las sales de bases adecuadas se forman de bases que
forman sales no téxicas y son ejemplos las sales de sodio,
potasio, aluminio, calcio, magnesio, cinc y dietanolamina.

Puede encontrarse una revisiotn de sales adecuadas en
Berge et al., J. Pharm. Sci., 66, 1-19, 1977.

Los solvatos farmacéuticamente aceptables de los
agonistas del receptor de adenosina Az, ¥ los agonistas del
receptor B2-adrenérgico usados conforme a la invencién, o
sus sales, incluyen sus hidratos.

Los agonistas del receptor de adenosina A;. y los
agonistas del receptor f2-adrenérgico de 1la invencién
pueden existir en una o mids formas polimbérficas.

Los agonistas del receptor de adenosina Az, ¥ los
agonistas del receptor p2-adrenérgico de la invencién
pueden contener uno o mas &tomos de carbono asimétricos vy,
por tanto, existir en dos o mAs formas estereoisoméricas
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(por ejemplo, una realizacién preferida es R,R’-
formoterol). Cuando tales agonistas contengan un grupo
alquenilo o alquenileno, puede presentarse también isomeria
cis/trans (o 2/E). La presente invencién incluye estos
estereocisdmeros individuales de 1los compuestos de la
invencidén y, cuando sea apropiado, las formas tautémeras
individuales de los mismos, junto con sus mezclas.

La separacién de diastereocisdmeros o isémeros
cis/trans puede conseguirse por técnicas convencionales,
por ejemplo, por cristalizacién fraccionada, cromatografia
o HPLC de una mezcla de estereoisdmeros de un compuesto de
la invencién o de una de sus sales o derivados adecuados.
También se puede preparar un enantiémero individual de un
compuesto de 1la invencidén a partir del intermedio
épticamente puro correspondiente o por resolucidn, tal como
por HPLC del racemato correspondiente usando un soporte
quiral adecuado o por cristalizacién fraccionada de las
sales diastereoisoméricas formadas por reaccién del
racemato correspondiente con un &acido o base épticamente
activo adecuado, segin sea lo mAs apropiado.

La presente invencién también incluye todas las
variaciones isotdpicas adecuadas de un compuesto de 1la
invencién o de una de ' sus sales farmacéuticamente
aceptables. Se define una variacién isotdpica de un
compuesteo de 1la invencién o de una de sus sales
farmacéuticamente aceptables como aquella en la que al
menos un Atomo estid reemplazado por un Atomo que tiene el
nismo nimero atémico pero una masa atémica diferente de la
masa atémica encontrada normalmente en 1la naturaleza.
Ejemplos de isétopos que pueden incorporarse en compuestos
de la invencién y en sus sales farmacéuticamente aceptables
incluyen 1is6topos de hidrégeno, carbono, nitrédgeno,
oxigeno, fésforo, azufre, flior y cloro tales como °H, °H,
3¢, Yc, N, Yo, %, Np, s, ®F y *Cl, respectivamente.
Ciertas variaciones isotépicas de los compuestos de la
invencién y de sus sales farmacéuticamente aceptables, por
ejemplo, aquellas en las que se incorpora un isétopo
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L4

radiactivo tal como *H o !'C, son 1tiles en estudios de "r”

distribucién en los tejidos de fArmacos y/o sustratos. Los
isbtopes tritio, es decir, °H, y carbono 14, es decir, -‘C,
son particularmente preferidos por su facilidad de
preparacién y de deteccidén. Ademas, la sustitucién con
is6topos como el deuterio, es decir, “H, puede proporcionar
ciertas ventajas terapéuticas originadas por la mayor
estabilidad metabélica, por ejemplo, una mayor semivida in
vivoe o mencores requerimientos de dosificacidén y, por tanto,
pueden ser preferidos en algunas circunstancias.

Los tipos de enfermedades que se pueden tratar usando
las combinaciones de la presente invencién incluyen, aunque
no quedan limitadas a las mismas, asma, broncoconstriccién
crénica o aguda, bronquitis crénica, obstruccién de las vias
respiratorias menores, enfisema, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (COPD), COPD con bronquitis crénica,
enfisema pulmonar o disnea asociada con el mismo y COPD que
se caracterice por obstrucciédn irreversible y progresiva de
las vias respiratorias.

Asma

Una de las enfermedades respiratorias mds importantes
que puede tratarse con las combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invencién es asma, un trastorno
crénico, cada vez mAs comin presente en todo el mundo Yy
caracterizado por obstruccién reversible intermitente de
las vias respiratorias, hipersensibilidad de las vias
respiratorias e inflamacién. La causa del asma no se ha
determinado todavia, pero la expresiédn patolégica mas comin
del asma es la inflamacién de las vias respiratorias, la
cual puede ser significativa, incluso en 1las vias
respiratorias de pacientes con asma leve. Esta inflamacién
conduce a sucesos reflejos en las vias respiratorias que
producen la extravasacién de proteinas plasmaticas, disnea
y broncoconstriccién. Tomando como base estudios de
biopsias Yy lavados bronquiales se ha demostrado
inequivocamente que el asma implica la infiltracién por
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células cebadas, eosindfilos y linfocitos T en las vias
respiratorias del paciente. El lavado broncoalveolar (BAL)
en asmaticos atébpicos muestra la activacién de
interleuquina (IL)-3, IL-4, IL-5 y el factor estimulador de
colonias de granulocitos/macrbéfagos (GM-CSF) que sugiere la
presencia de una poblacién de linfocitos T como 1los
linfocitos T auxiliares 2 (Th-2).

Las combinaciones de agentes terapéuticos de 1la
presente invencidén son uUtiles en el tratamiento de asma
atépica y no atépica. El término “atopia” se refiere a la
predisposicién genética hacia el desarrollo de reacciones
de hipersensibilidad tipo I (inmediatas) contra los
antigenos del entorno comunes. La manifestacién clinica méas
corriente es rinitis alérgica, aunque se producen con menos
frecuencia asma bronquial, dermatitis atépilica y alergia a
alimentos. Por consiguiente, la expresidon “asma atédpica”
tal y como se usa en la presente memoria, se pretende que
sea sinénimo de “asma alérgica”, es decir, asma bronquial
que es una manifestacién alérgica en wuna persona
sensibilizada. La expresién “asma no atépica” tal y como se
usa en la presente memoria se pretende que se refiera al
resto de asmas, especialmente asma esencial o “verdadera”,
que estd provocada por una diversidad de factores,
incluyendo ejercicio intenso, particulas irritantes, estrés
psicolégico y factores similares.

Enfermedad Pulmonar Qbstructiva Crénica (COPD)

Las combinaciones de agentes terapéuticos de 1la
presente invencién son ademis Utiles en el tratamiento de
COPD o COAD, incluyendo bronquitis crénica, enfisema
pulmonar o disnea asociada con las mismas. La COPD se
caracteriza por wuna obstruccién apenas reversible ¥y
progresiva de las vias respiratorias. La bronquitis crénica
se asocia con hiperplasia e hipertrofia de las glandulas
que sSegregan mucus de la submucosa en las vias
respiratorias cartilaginosas grandes. La hiperplasia de
células de Goblet, infiltracién de células inflamatorias en
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la mucosa y submucosa, edema, fibrosis, tapones de mucus y
miscule liso agrandado se encuentran todas en los
bronquiolos terminales y respiratorios. Las pequefias vias
respiratorias se conocen por ser el principal sitio de
obstruccién de las vias respiratorias. El enfisema se
caracteriza por destruccidén de la pared alveolar y pérdida
de elasticidad del pulmén. También se han identificado una
serle de factores de riesgo asociados con la incidencia de
COPD. Esta bien establecida la asociacién entre tabaco y
COPD. Otros factores de riesgo incluyen exposicion a polvo
de carbén y diversos factores genéticos. Véase Sandford et
al., “Genetic risk factors for chronic obstructive
pulmonary disease”, Eur. Respir. J., 10 1380-1391, 1997. La
incidencia de COPD va en aumento y representa una carga
econdmica significativa en las poblaciones de paises
industrializados. La COPD también se presenta en si misma
clinicamente con un amplic margen de variacién desde 1la
bronquitis crénica simple sin incapacidad hasta pacientes
en un estado gravemente incapacitado c¢on insuficiencia
respiratoria crénica.

La COPD se caracteriza por inflamacidén de las vias
respiratorias, como es el caso del asma, pero las células
inflamatorias que se han encontrado en el fluido del lavado
broncoalveolar y en esputos de pacientes son neutr6filos y
macréofagos en lugar de eosindfilos. También se han
encontrado elevados niveles de mediadores inflamatorios en
pacientes con COPD, incluyendo IL-8, LTB; y TNF-a, y se ha
encontrado que el epitelio y el subepitelio superficial de
los bronquios de tales pacientes tienen infiltraciones de
linfocitos T y macréfagos. El1 alivio sintomitico para
pacientes con COPD puede proporcionarse usando
broncodilatadores de agonistas P y broncodilatadores
anticolinérgicos, perc el progreso de 1la enfermedad
permanece inalterado. Se ha tratado COPD usando teofilina,
pero sin mucho éxito, debido en parte a su propensién a
producir efectos indeseados. También han fallado 1los
esteroldes en mantener grandes esperanzas como agentes de
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tratamiento satisfactorios en COPD ya que son relativamente
ineficaces como agentes antiinflamatorios.

Por consiguiente, el uso de combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invencién para tratar COPD y
sus enfermedades de las vias respiratorias obstruidas
relacionadas representa un avance significativo en 1la
técnica. La presente invencién no estd limitada a ningdn
modo de accién particular o a ninguna hipétesis en cuanto a
la forma en que se han obtenido los objetivos terapéuticos
deseados utilizando las combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invencién.

Bronquitisgg brongpiectasiaa

Conforme a las actividades inhibidoras particulares y
diversas descritas antes que poseen las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién, éstas son
itiles en el tratamiento de bronquitis de cualquier tipo,
etiologia o patogénesis, incluyendo, por ejemplo,
bronquitis aguda que tiene un curso corto pero severo y
estd casada por exposlicién a frio, respirar sustancias
irritantes o a una infeccién aguda; bronquitis catarral que
es una forma de bronquitis aguda con una descarga
mucopurulenta profusa; bronquitis crénica que es una forma
continuada a largo plazo de bronquitis con una tenencia mas
0 menos acentuada a recurrencia después de estadios de
quiescencia, debida a ataques repetidos de bronquitis aguda
o enfermedades generales crénicas, caracterizada por
ataques de tos, por expectoracién ya sea ligera o profusa y
por cambios secundarios en el tejido pulmonar; bronquitis
seca que estd caracterizada por secrecién ligera de esputos
con tos; bronquitis asmatica infecciosa que es un sindrome
marcado por el desarrolle de sintomas de broncoespasmo
seguido de infecciones del tracto respiratorio en personas
con asma; bronquitis productiva que es bronquitis asociada
con una tos productiva.

El uso de combinaciones de agentes terapéuticos de la
presente invencién para tratar asma atépica © asma no

e
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atépica, COPD u otra enfermedad inflamatoria crbnica de las
vias respiratorias se puede establecer y demostrar por el
uso de una serie de modelos diferentes conocidos en 1la
técnica de la inhibicién de sucesos reflejos en las vias
respiratorias, incluyendo los modelos de extravasacién de
plasma y broncoespasmolitico descritos a continuacidn.

Actividad broncodilatadora - El1 AMPc no solo estéa
implicado en la relajacidén del misculo liso, sino también
ejerce una influencia inhibidora general sobre la
proliferacién del misculo liso de las vias respiratorias,
los cuales se pueden producir ambos por la activaciéon de
los receptores A2a por un componente de la invencién. La
hipertrofia e hiperplasia del misculo liso de las vias
respiratorias se pueden modular por el AMPc y estos estados
son caracteristicas morfoldgicas comunes del asma crénica.

El uso de las combinaciones de agentes terapéuticos de
la presente invencién para tratar asma atépica o asma no
atdépica, COPD u otra enfermedad inflamatoria crénica de las
vias respiratorias puede establecerse o demostrarse
mediante el wuso de una serie de modelos diferentes
conocidos en la técnica que incluyen los modelos descritos
a continuacioén.

Actividad broncoespasmolitica in witro - En el
siguiente procedimiento de ensayo se demuestra la capacidad
de las combinaciones de agentes terapéuticos de la presente
invencién para causar la relajacidén del misculo liso de la
triquea de cobayos. Se sacrifican cobayos (350 a 500 g) con
pentotal sébdico (100 mg/kg i.p.). Se disecciona la traquea
Y Se separa una seccién de 2 a 3 cm de longitud. Se
transecta la tréquea en el plano transverso en placas de
cartilago alternadas para proporcionar anillos de tejido de
3 a 5 mm de profundidad. Se descartan los anillos distal y
proximal. Los anillos individuales se montan verticalmente
en soportes de acero inoxidable, uno de los cuales esta
fijado en la base de un bafilo de 6rganos, mientras que el
otro estd fijado a un transductor isométrico. Los anillos
se introducen en solucién de Krebs (composicién uM: NaHCOs
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25; NaCl 113; KCl1 4,7; MgS0Q,*7HzO0 1,2; KHPO, 1,2; CacCl;
2,5; glucosa 11,7) a 37°C y se gasifican con 0,/CO; (95:5
v/v). Los anillos preparados de esta forma se contraen por
estimulaciéon de campo. Para determinar la actividad
espasmolitica, se disuelven combinaciones de ensayo de
agentes terapéuticos de la presente invencién en solucién
salina fisiolbgica y se afladen en cantidades crecientes al
baflo de oérganos en intervalos de 5 minutos para
proporcionar una curva concentraciédn - efecto acumulativa.
En el modelo de ensayo anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invenciédn inhiben por
lo general la contracciéon estimulada por campo de las
preparaciones de anillos de traquea de cobayos en
concentraciones en el intervalo de 0,001 a 1,0 uM.
Relajacién de bronquicos humanos - Se obtienen muestras

de pulmones humanos diseccionadas durante cirugia para el
cancer dentro de los tres dias siguientes a su extirpacién.
Se separan los bronquios pequefios (diametro interno
aproximadamente 2 a 5 mm), se cortan en segmentos y se
colocan en ampollas de almacenamiento de nitrégeno liquido
de 2 ml llenas con suero bovino fetal (FCS) que contiene
dimetil sulféxido 1,8M (DMSO) y sacarosa 0,1M como agentes
crioprotectores. Las ampollas se colocan en una caja de
poliestireno (11 x 11 x 12 cm) y se congelan lentamente a
una velocidad - media de enfriamiento de aproximadamente
0,6°/minuto en un congelador mantenido a -70°C. Después de
3 a 15 horas, se transfieren las ampollas a nitrégeno
liquido (-196°C) en el que se almacenan hasta su uso. Antes
de usar, se exponen los tejidos durante 30 a 60 minutos a
=70°C antes de descongelarse en 2,5 minutos colocando las
ampollas en un bafio de agua a 37°C. A continuacién, se
aclaran los segmentos bronquiales colocidndolos en una placa
que contenia solucitn de Krebs-Henseleit (pM: NaCl 118; KC1l
4,7; MgsSO4 1,2; CaCl, 1,2; KH,PO, 1,2, NaHCO; 25, glucosa
11, EDTA 0,03) a 37°C, se cortan en anillos y se suspenden
en baflos de 6rganos de 10 ml para el registro de la tensién
isométrica bajo una carga predeterminada de aproximadamente

vl



10

15

20

25

30

35

-18-

1l g. Se inducen aumentos posteriores de tensién mediante la
aplicacién de estimulacién de campo, gque se conoce por
inducir la activacién de nervios en la muestra de las vias
respiratorias y generar tensién a través de la liberacién
de acetilcolina y otros mediadores neuralmente derivados.
Las curvas de concentracién-respuesta se producen mediante
adiciones acumuladas, afladiéndose cada concentracién cuando
se ha producido el maximo efecto por la concentracién
previa. Se aflade papaverina (300 uM} al finalizar la curva
de concentracidn-respuesta para inducir 1la relajacién
completa de los anillos bronquiales. Este efecto se toma
como relajacidon del 1008%.

En el modelo de ensayc anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién producen la
relajacion relacionada con la concentracidén de
preparacicnes de anilios de bronquios humanos en
concentraciones en el intervalo de 0,001 a 1,0 uM, siendo
las realizaciones preferidas activas en concentraciones en
el intervalo de 5,0 nM a 500 nM,

Supresién de la broncoconstriceciédn inducida por
capsaicina - Se anestesian con fenobarbital sédico (100
mg/kg intraperitonealmente) cobayos macho Dunkin-Hartley
(400 a2 800 g) con acceso libre a comida y agua antes del
experimento. Los animales, mantenidos a 37°C con un lecho
calefactado, controlados por un termémetro rectal, se
ventilan mediante una cédnula en la traquea (aproximadamente
8 ml/kg, 1lHz) con una mezcla de aire y oxigeno (45:55 v/v).
La ventilacién se controla en la triquea por un
neumotacégrafo conectado a un transductor de presién
diferencial en linea con la bomba respiratoria. Los cambios
de presiétn en el térax se controlan directamente a través
de una cé&nula intratordcica, usando un transductor de
presién diferencial de modo que se puede medir y registrar
la diferencia de presién entre la tridquea y el térax. A
partir de estas medidas de flujo de aire y presioéon
transpulmonar, se calculan la resistencia de 1las vias
respiratorias (R, cm H0/1/s) y la compliancia (Cdayn) con

W

yd



10

15

20

25

30

35

w ¥

un analizador respiratorio electrénico digital para cada
ciclo respiratorio. Se registran la tensién arterial y la
frecuencia cardiaca de 1la arteria carétida usando un
transductor de presién.

Cuando los valores para la resistencia y la
compliancia basales son estables, se induce un episodio
agudo de broncoconstriccién por una inyeccién intravenosa
de gran tamafio de capsaicina. La capsaicina se disuelve en
etanol al 100% y se diluye con solucién salina tamponada
con fosfato. Las combinaciones de ensayo de los agentes
terapéuticos de la presente invencién se administran cuando
la respuesta a la capsalcina es estable, lo que se calcula
después de 2 a 3 de tales administraciones a intervalos de
10 minutos. La reversidn de la broncoconstriccién se valora
durante 1 a 8 horas después de la instilacién intratraqueal
o intraduodenal o la inyeccién intravenosa de gran tamafio.
La actividad broncoespasmolitica se expresa como el % de
inhibicién de la resistencia méaxima inicial (Rp) después de
la infusién de capsaicina. Los valores de EDsy representan
la dosis que causa una reduccién del 50% del aumento en la
resistencla inducida por capsaicina. La duracién de 1la
accién se define como el tiempo en minutos en el que se
reduce la broncoconstriccién’ en un 50% o mas. Los efectos
sobre la tensién arterial (BP) y frecuencia cardiaca (HR)
se caracterizan por 1los valores de EDz, es decir, las
dosis que reducen la BP o HR en un 20% medidas 5 minutos
después de la administracion.

En el modelo de ensayo anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invenciédn presentan
actividad broncodilatadora en dosis en el intervalo de
0,001 a 0,1 mg/kg i.t. [intratraquealmente]. Ademas, 1la
combinacién 1liberada i.t. presenta al menos un efecto
inhibidor aditivo sobre los broncoespasmos, siendo capaz
cada componente solo de inhibir més del 50% de la respuesta
de control observada.

Neutrofilia pulmonar inducida por LPSB - El
reclutamiento y activacién de neutréfilos en los pulmones
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se considera una cualidad patolégica importante en la COPD
Yy en el asma severa. Por consiguiente, la inhibicién de
cualquiera de estas dos consecuencias o ambas en animales
proporciona una evidencia de apoyo de la utilidad de la
presente invencién.

Se tratan con antelacidén con los articulos de ensayo
solos o} combinados por inhalacién o] instilacion
intratraqueal (i.t.) bajo anestesia general ratas macho
Wistar-Albino (150 a 250 g) o cobavos macho Dunkin-Hartley
(400 a 600 g). Tras 1 a 24 horas después de la
adninistracién del compuesto, los animales se estimulan de
forma provocada con aerosol por inhalacién de
liopolisacdrido bacteriano (LPS) suficiente para inducir
durante las siguientes 1 a 24 horas una pronunciada
neutrofilia pulmonar. La neutrofilia se valora por recuento
celular en lavadocs bronquiales o por determinacién de
productos neutrdéfilos en lavados pulmonares o en tejido. En
este sistema de ensayo, los agentes terapéuticos de la
presente invencién presentan una actividad antiinflamatoria
en dosis que varian de 0,0001 a 0,1 mg/kg i.t. De forma
inesperada, la combinacién administrada i.t. ejerce al
menos un efecto aditivo socbre la inflamacidén, a pesar del
hecho de que uno de los componentes no ejerce por si mismo
un efecto antiinflamatorio significativo. Ademés, se pueden
observar efectos antiinflamatorios equivalentes de una
dosis elevada de uno de los componentes con dosis menores
cuando se usa en combinacién como en esta invencién,
minimizando asi los efectos sistémicos indeseados.

Ensayo en cobayos alérgicos - Un ensayo para evaluar
el impacto terapéutico de las combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invencién sobre el sintoma de
disnea y broncoespasmos, es decir, respiracién costosa o
dificultad respiratoria y mayor resistencia pulmonar y
sobre el sintoma de inflamacién, es decir: neutrofilia y
eosinofilia pulmonar, utiliza cobayos Dunkin-Hartley (400 a
600 g de peso corporal).

La albimina de huevo (EA), grado V, cristalizada y
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liofilizada, hidréxido de aluminioc y maleato de mepiramina
usados en este ensayo estdn disponibles de forma comercial.
La estimulacidén provocada y posteriores lecturas
respiratorias se llevan a cabo en una caja de pléastico
transparente con dimensiones internas de 25,4 x 15,24 x
10,16 cm. Las secciones de cabeza y cuerpo de la caja
pueden separarse. En uso, las dos se sujetan firmemente
mediante pinzas y se mantiene un cierre hermético al aire
entre las cémaras por una junta blanda de caucho. Por el
centro del extremo de la cabeza de la camara se inserta un
nebulizador a través de un cierre hermético al aire y cada
extremo de la caja tiene también una salida. Se inserta un
neumotacégrafo en un extremo de la caja y se acopla a un
transductor de presion volumétrica que se conecta a su vez
a un dindgrafo mediante 1los adaptadores apropiados.
Mientras el antigeno se aplica con aerosol, las salidas
estan abiertas y el neumotacdgrafo estd aislado de 1la
camara. Las salidas se cierran entonces y se conectan el
neumotacdgrafo y la cémara durante el registro de los
patrones respiratorios. Para la estimulacién provocada, se
colocan 2 ml de una solucién al 3% de antigeno en solucién
salina en cada nebulizador y se genera el aerosol con aire
desde una pequefia bomba de diafragma que funciona a 68,96
kPa y un caudal de 8 1/min.

Se sensibilizan cobayos inyectande por via subcuténea
e Intraperitoneal 1 ml de una suspensién que contiene 1 mg
de ERA y 200 mg de hidréxido de aluminio en solucién salina.
Se usan entre los dias 12 y 24 después de 1la
sensibillizacién. Con el fin de eliminar el componente
histaminico de la respuesta, se tratan previamente 1los
cobayos intraperitonealmente, 30 minutos antes de 1la
estimulacién provocada con aerosol, con 2 mg/g de
mepiarmina. Los cobayos se exponen entonces a un aerosol de
EA al 3% en solucién salina exactamente durante 1 minuto y
luego se registran los perfiles respiratorios durante otros
30 minutos. A continuacién, se determina la inflamacién
pulmonar después de la muerte durante un periodo de 1 a 48
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horas. La duracién de la disnea continua se mide a partir
de las medidas respiratorias.

Las combinaciones de ensayo de agentes terapéuticos de
la presente invencién se administran por lo general i.t. o
por aerosol de 0,5 a 4 horas antes de la estimulacién
provocada. Las combinaciones de compuestos estdn disueltas
en solucidn salina o en disolventes biocompatibles. La
actividad de los compuestos se determina en base a su
capacidad para reducir 1la magnitud y duracién de 1los
sintomas de disnea y broncoespasmos y/o la magnitud de la
inflamacién pulmonar en comparacién con un grupo de control
tratado con vehiculos. Los ensayos de las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién se evalidan
sobre una serie de dosis y se obtiene una EDsp que se
define como la dosis (mg/kg) que inhibira la duracién de
los sintomas en un 50%.

Actividad antiinflamatoria - La actividad
antiinflamatoria de las combinaciones de agentes
terapéuticos de la presente invenci6tn se demuestra por la
inhibicién de la activacién de eosinéfilos y neutréfilos.
En este ensayo se obtlenen muestras de sangre (50 ml) de
voluntarios no atépicos con nimeros de eosindéfilos que
varian de 0,06 a 0,47 x 10° 1!, Sé recoge la sangre venosa
en tubos de centrifuga que contienen 5 ml de citrato
trisédico (3,8%, pH 7,4).

La sangre anticoagulada se diluye (1:1, wv:v) con
solucidén salina tamponada con fosfato (PBS, que no contiene
calcic ni magnesio} y se estratifica sobre 15 ml de Percoll
isoténico (densidad 1,082 - 1,085 g/ml, pH 7,4) en un tubo
de centrifuga de 50 ml. Después de centrifugar (30 minutos,
1000 x g, 20°C) se aspiran cuidadosamente y se descartan
las células mononucleares en la interfase plasma/Percoll.

El sedimento de neutréfilos/eosindéfilos/eritrocitos
(aproximadamente 5 ml en volumen) se resuspende suavemente
en 35 ml de solucién de cloruro aménico isotédnico (NH.C1,
155 mM; KHCO3;, 10 mM; EDTA, 0,1 mM; 0-4°C). Después de 15
minutos, se lavan las células dos veces (10 min, 400 x g,
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4°C) en PBS que contenia suero bovino fetal (2%, FCS).

Se usa un sistema de separacién magnético para separar
los eosinéfilos y neutrdfilos. Este sistema puede separar
las células en suspensién conforme a marcadores de
superficie y comprende un imédn permanente en el gque se
coloca una columna que incluye una matriz de acero
magnetizable. Antes de usar, se equilibra la columna con
PBS/FCS durante 1 hora y luego se infunde con PBS/FCS
enfriada en hielo de una forma progresiva mediante una
jeringa de 20 ml. Se fija una aguja hipodérmica 21G a la
base de la columna y se deja que 1 a 2 ml de tampén
enfriado en hielo salgan a través de la agquja.

Después de centrifugar los granulocitos, se aspira el
liquido sobrenadante y se resuspenden suavemente las
células con 100 pl de particulas magnéticas (anticuerpos
monoclonales anti-DC1le, conjugados con particulas
superparamagnéticas) . La mezcla de
eosinéfilos/neutréfilos/particulas magnéticas anti-CD16 se
incuba en hielo durante 40 minutos y luego se diluye hasta
5 ml con PBS/FCS enfriado en hielo. La suspensiédn celular
se introduce lentamente en la parte superior de la columna
Yy se abre la tapa permitiendo que las células se muevan
lentamente en la matriz de acero. La columna se lava
entonces con PBS/FCS (35 ml) que se afladen cuidadosamente
en la parte superior de la columna para no alterar los
neutréfilos marcados magnéticamente atrapados en la matriz
de acero. Los eosin6filos no marcados se recogen en un tubo
de centrifuga de 50 ml y se lavan (10 minutos, 400 x g,
4°C). El sedimento resultante se resuspende en solucién
salina equilibrada de Hank (HBSS), de modo que se puedan
valorar los nimeros y pureza de las células antes de usar.
La columna de separaciétn se retira del imi&n y se eluye la
fraccién de neutré6filos. La columna se lava entonces con
PBS (50 ml) y etanol (absoluto) y se almacena a 4°C.

Se realiza el recuento de células totales con un
contador microcelular. Se aflade una gota de solucién
lisbégena a la muestra, que después de 30 segundos se vuelve
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a contar para valorar la contaminacién con eritrocitos., Se
preparan frotis de citospina en un aparato Shandon Cytospin
2 Cytospinner (muestras de 100 pl, 3 minutos, 500 rpm).
Estas preparaciones se tiflen vy se determinan los recuentos
celulares diferenciales por microscopia visible, examinando
al menos 500 células. Se valora la viabilidad celular por
exclusidén en azul de tripano.

Los eosindfilos y neutrdéfilos se diluven en HBSS y se
extraen con pipeta en placas de microvaloracién de 96
pocillos (MTP) a 1-10 x 10° células/pocillo. Cada pocillo
contiene una muestra de 200 pul que comprende: suspensién
celular, 100 ul; HBSS, 50 ul; lucigenina, 10 ul; estimulo
de activacién, 20 pl; y compuesto de ensayo, 20 ul.

Las muestras se incuban con el compuesto de ensayo ©
vehiculo durante 10 minutos antes de afladir un estimulo de
activacién fMLP (1-10 pM) o CSa (1-100 nM) disuelto en
dimetil sulféxido y se diluye seguidamente en tampén, tal
que la méxima concentracién de disolvente usada es 1% (a
100 pyM de compuesto de ensayo). Se agitan las MTP para
facilitar la mezcla de las células y el medio y se colocan
las MTP en un luminémetro. Se mide la quimioluminiscencia
total y el perfil temporal de cada pocillo simulténeamente
durante 20 minutos y los resultados se expresan como
unidades arbitrarias, o comc un porcentaje de 1la
quimioluminiscencia inducida por fMLP en ausencia de
compuesto de ensayo. Los resultados se ajustan a la
ecuacién de Hill y se calculan 1los valores de ICso
automdticamente.

Por lo general, las combinaciones de los agentes
terapéuticos de la presente invencién son activas en el
procedimiento de ensayo anterior en concentraciones en el
intervalo de 0,0001 puM a 0,5 uM, siendo las realizaciones
preferidas activas en concentraciones en el intervalo de
0,1 nM a 100 nM.

La actividad antiinflamatoria de las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencién se demuestra
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ademas por la inhibicién de la extravasacién de plasma en
las vias respiratorias de ratas. En este ensayo se toma
tejido traqueal y se determina el grado de pérdida de
plasma. Este ensayo se refiere igualmente a otras
enfermedades inflamatorias croénicas de las vias
respiratorias peroc no se limita a COPD y por consiguiente
no se recapitula en esta seccidn.

Se anestesian con pentobarbitona sédica ratas albinas
en Wistar (150 a 200 g) o cobayos Dunkin-Hartley (450-600
g) y se instalan canulas venosas y arteriales. Se
administra i.v. colorante azul de Evans para ligar las
proteinas plasmaAticas (30 mg/kg). Después de 10 minutos, se
administran los agentes de ensayo i.t. y 10 minutos después
se administra capsaicina i.v. (30 ug/kg). 30 minutos
después se extirpa tejido traqueal, se extrae durante la
noche en formamida y se lee la absorbancia a 620 nm. En
algunos experimentos se invierte el orden de dosificacién
tal que los compuestos se administraron antes del azul de
Evans y el estimulo inflamatorio.

En el modelo de ensayo anterior, las combinaciones de
agentes terapéuticos de la presente invencidn presentan
actividad antiinflamatoria en dosis en el intervalo de
0,001 a 0,1 mg/kg i.t.

A partir de lo anterior puede observarse que las
combinaciones . de agentes terapéuticos de la presente
lnvencién son Utiles para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias u obstructivas de las vias respiratorias u
otres estados que impliquen obstruccién de las vias
resplratorias. En particular, son (Utiles para el
tratamiento de asma bronquial.

A la vista de su actividad antiinflamatoria y de su
influencia sobre 1la  hiperreactividad de lag vias
respiratorias, las combinaciones de agentes terapéuticos de
la presente invencién son Gtiles para el tratamiento, en
particular el tratamiento profilActico, de enfermedades
obstructivas o inflamatorias de las vias respiratorias.
Asi, mediante una administracién continuada y reqular

9N\
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durante periodos prolongados de tiempo, las combinaciones
de compuestos de la presente invencidon son utiles para
proporcionar proteccién por anticipado contra la
recurrencia de broncoconstricciébn u otros ataques
sintomdticos consecuencia de enfermedades obstructivas o
inflamatorias de las vias respiratorias. Las combinaciones
de compuestos de la presente invencién son también tiles
para el control, alivio o reversidén de estados basales de
tales enfermedades.

Haciendo referencia a su actividad broncecdilatadora,
las combinaciones de agentes terapéuticos de la presente
invencién son dtiles como broncodilatadores, por ejemplo,
en el tratamiento de broncoconstriccién crénica o aguda y
para el tratamiento sintomatico de enfermedades
obstructivas o inflamatorias de las vias respiratorias.

Las enfermedades obstructivas o inflamatorias a las
que se aplica la presente invenciébn incluyen: asma;
neumoconiosis; neumonia eosinofilica crénica:; enfermedad
pulmonar o de las vias resgpiratorias obstructiva crénica
(COAD o COPD); y sindrome de dificultad respiratoria en el
adulto (ARDS), asi como la exacerbacién de hiperreactividad
de las vias respiratorias consecuencia de una terapia
farmacolégica, por ejemplo, terapia con aspirina o con
agonistas f.

Los agonistas del receptor de adenosina Az, y 1los
agonistas del receptor f2-adrenérgico de 1la presente
invencién se pueden administrar solos o combinados aunque
por lo general se administrardn mezclados con un
excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Los agonistas del receptor de adenosina A;, y los
agonistas del receptor f2-adrenérgico de la presente
invencién se administran preferiblemente por inhalacién ¥y
se liberan convenientemente en forma de un polvo seco (solo
o mezclado, por ejemplo, una mezcla con lactosa) desde un
inhalador de polvo seco o un pulverizador de aerosol desde
un recipiente a presidén, bomba, pulverizador, atomizador
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(preferiblemente un atomizador que use la
electrohidrodindmica para producir wuna niebla fina) o
nebulizador con o sin el uso de un propulsor adecuado, por
ejemplo, diclorodifluormetano, triclorofluormetano,
diclorotetrafluoretano, un hidrofluoralcano tal come
1,1,1,2-tetrafluoretano (HFA  134A™) o 1,1,1,2,3,3,3-
heptafluorpropano (HFA 227EA”), diéxido de carbono, otro
hidrocarburo perfluorado tal como Perflubron™ u otro gas
adecuado. En el caso de un aerosol a presién, la dosis
unitaria puede determinarse disponiendo una valvula para
que libere una cantidad medida. El recipiente a presién,
bomba, pulverizador, atomizador o© nebulizador puede
contener una solucién o suspensién de compuesto activo, por
ejemplo, usando una mezcla de etanol (opcionalmente, etanol
acuoso) © un agente adecuado para liberar por dispersién,
solubilizacién o dilucién y el propulsor como disolvente,
que puede contener ademas un lubricante, por ejemplo,
trioleato de sorbitdn. Se pueden formular céapsulas,
blisters y cartuchos (realizados, por ejemplo, en gelatina
o HPMC) para usar en un inhalador o insuflador dque
contengan una mezcla de polvo del compuesto de 1la
invencién, una base de polvo adecuada tal como lactosa o
almidén y un modificador del comportamiento tal como 1-
leucina, manitol o estearato de magnesio.

Antes de usar en una formulacién de polvo seco o en
una formulacién de suspensibn'para inhalacién, el compuesto
de la invencién se micronizard hasta un tamafic adecuado
para liberar por inhalacién (de forma tipica considerado al
menos 5 micrémetros). La micronizacién se conseguirid por
una serie de procedimientos, por ejemplo, molino de chorro
en espiral, molino de chorro en lecho fluido o usando
cristalizacién en fluido supercritico.

Una formulacién en solucidén adecuada para usar en un
atomizador que usa electrohidrodindmica para producir una
niebla fina puede contener de 1 pug a 10 mg del compuesto de
la invencién por actuacién y el volumen de cada actuacién
puede variar de 1 a 100 pl. Una formulacién tipica puede
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comprender un compuesto de la invencién, propilenglicol,
agua estéril, etanol y cloruro sbédico. Se pueden usar
disolventes alternativos en lugar de propilenglicol, por
ejemplo, glicerol o polietilenglicol.

Las formulaciones de aerosol o polvo seco se disponen
preferiblemente de modo que cada dosis medida o
“aplicacién” contenga de 1 a 4000 pg de un compuestoc de la
invencibébn para administrar al paciente. La dosis diaria
total con un aerosol variard en el intervalo de desde 1 ug
a 20 mg, que se pueden administrar en una tnica dosis o,
mis normalmente, en dosis divididas durante todo el dia.

La relaciétn preferida, en peso (p/p) de agonista del
receptor de adenosina Az, : agonista del receptor p2-
adrenérgico usada dependerd de la combinacién particular
que se examine. Esto se debe a las diferencias en la
potencia farmacolégica de los compuestos individuales. En
cualquier caso, el médico determinarid la dosis real de cada
compuesto <que serd la maAs adecuada para un paciente
particular y ésta variaré con la edad, peso y respuesta del
paciente particular.

Se apreciard que todas las referencias en la presente
memoria al tratamiento incluyen el tratamiento curativo,
paliativo y profiléactico.
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REIVINDICACIONES
1. Una combinacién inhalada de (a) un agonista
del receptor de adenosina A;, de férmula

¢ Iir LI

«n OH

"

o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables, en la que

R! es H, alquiloe C;-C¢ o fluorenilo, estando dicho
alquilo C,-Cs opcionalmente sustituido con 1 &6 2
sustituyentes seleccionados cada uno independientemente de
fenilo y naftile, &estando dichos fenilo y naftilo
opcionalmente sustituidos con alquilo C;-Cs, alcoxi C;-Cs,
halo o ciano;

(A) R? es H o alquilo C;-Cs, R!®* es H o alquilo C;-Cs ¥
X es (i) alquileno C>-C; no ramificado, opcionalmente
sustituido con alquilo C;-C¢ o cicloalquilo Ci-Cg, © (ii) un
grupo de férmula:

=(CH2)n = W - (CHz)p-

en la que W es cicloalquileno Cs-C; opcionalmente
sustituido con alquilo C;-C¢, nes 0 6 1 ypes 061, o

(B) R es H o alquilo C;-Cs, Yy R® y X, tomados junto
al Atomo de nltrbégeno al que se encuentran unidos,
representan azetidin-3-ilo, pirrolidin-3-ilo, piperidin-3-
ilo, piperidin-4-ilo, homopiperidin-3-ilo u homopiperidin-
4-ilo, estando cada uno opcionalmente sustituido con
alquilo C,-Cs, ©

(C) R? es H o alquilo C;-Cs, y R!® y X, tomados junto
al Atomo de nitrdégeno al que se encuentran unidos,
representan azetidin-3-ilo, pirrolidin-3-ilo, piperidin-3-
ilo, piperidin-4-ilo, homopiperidin-3-ilo u homopiperidin-
4-ilo, estando cada uno opcionalmente sustituido con
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alquilo C;i-Cg;

cualquiera de R®> y R', tomados junto al 4&tomo de
nitrégeno al que se encuentran unidos, representan
azetidinilo, pirrolidinile, piperidinilo, piperazinilo,
homopiperidinile u homopiperazinilo, estando cada uno
opcionalmente sustituido en un Atomo de nitrégeno o de
carbono de anillo con alquilo C;-Cs o cicloalquilo C3-Cs ¥
opcionalmente sustituido en un Atomo de carbono de anillo
no adyacente a un atomo de nitrédgeno de anillo con -NR®R’,

o, R® es H, alquilo C;,-Cs, cicloalquilo C3;-Cs o bencilo
v R! es

(a) azetidin-3-ilo, pirrolidin-3-ilo, piperidin-3-ilo,
piperidin-4-ilo, homopiperidin-3-ilo u homopiperidin-4-ilo,
estando cada uno opcionalmente sustituido con alquilo C,-
Cs, cicloalquilo C3-Cs, fenilo, bencilo o het, o

(b} -(alquileno C,-Cs)-R®,

(c) -({alquileno C,-Cs)-R*?, o

{d) alquilo C,-C¢ o cicloalquilo C3-Cs;

R® es CH,OH o CONRMRY;

cada uno de R® y R’ representa independientemente H o
alquilo C,-C; o, tomados junto con el Atomo de nitrdgeno al
que se encuentran unidos, representan azetidinilo,
pirrolidinilo o piperidinilo, estande dichos azetidinilo,
Pirrolidinilo o piperidinilo opcionalmente sustituidos con
alquilo C;-Cs;

R® es (i) azetidin-1-ilo, pirrolidin-l-ilo, piperidin-
l-ilo, morfolin-4-ilo, piperazin-1-ilo, homopiperidin-1-
ilo, homopiperazin-l1-ilo o tetrahidroisoquinolin-l1-ilo,
estando cada uno opcionalmente sustituido sobre un Atomo de
carbono de anillo con alquilo C;-Cs, cicloalquilo C3-Ca,
fenilo, (alcoxi C;-Ce) (alquilo Ci~-Cs), R’°R°N-(alquilo C;-Ce),
fluoro(alquilo C,-Cs), -CONR’R?, -COOR? o alcanoilo C—Cs, ¥
opcionalmente sustituido sobre un A&Atomo de carbono de
anillo no adyacente a un &tomo de nitrégeno de anillo con
fluoro{alcoxi C,-Cs¢), halo, -OR?, ciano, -S{0)zR}?, -NR'R?,
-SO,NR’R?, -NR°COR'® o -NR®SO,R!°, y estando dichos piperazin-
1-ilo y homopiperazin-l1-ilo opcionalmente sustituidos en el
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dtomo de nitrégeno de anillo no unido al grupo alquileno
C2-Cs con alquilo C;-Cs, fenilo, (alcoxi C;-Cg) (alquilo Cz-
Cs}, R®R°N-(alquilo C.,-Cg), fluoro{alquilo C;-Cs), alcanoilo
C2~Cs, —-COOR!®, cicloalquilo C3-Cy, -SO0sR!°, -SO,NR°R’ o
-CONR’R?, o

(11) N-RllRl.Z'.

R? es H, alquilo C;-Cs, cicloalquilo Cs-Cs o fenilo;

R!® es alquilo C.-C,, cicloalquilo C;=Cs o fenilo;

R} es H, alquilo C;~Cs, cicloalquilo Ci~Cs o bencilo;

R es H, alquilo C,-C¢, cicloalquilo C3-Cs, fenilo,
bencilo, fluoro(alquilo C;-C¢), -CONR’R?, -COOR!®, alcanoilo
C2-Cs o ~SO,NR’RY;

R? es (a) fenilo, piridin-2-ilo, piridin-3-ilo o
piridin-4-ilo, estando cada uno opcionalmente sustituido
con alquilo C;-Ce, alcoxi C;-Cs, =-{alquilenc C,-Cj3)-(alcoxi
C1-Cs), halo, ciano, -(alquileno C;-C;)-CN, -COzH,
-(alquileno C,-C3}-CO:H, -CO;{alquilo C;-Cs), -(alquileno C;-
Cs) -COz- (alquilo C,-Cs), -(alquileno C;-C;)-NR'R'Y,-CONR!‘R'*

0 =-(alquileno C;-C3)-CONR!*R'Y, o (b) azetidin-2-ilo,
azetidin-3-ilo, pirrolidin-2-ilo, pirrolidin-3-ilo,
piperidin-2-ilo, piperidin-3-ilo, piperidin-4-ilo,

homopiperidin-2-ilo, homopiperidin-3-ilo u homopiperidin-4-
ilo, estando cada uno opcionalmente sustituido con alquilo
Ci—Cs, cicloalquilo C3-Cy, fenilo, bencilo o het;

R es H o alquilo C;-Cs opcionalmente sustituido con
ciclopropilo;

mes 0, 16 2;

Y es CO, CS, SO o C=N(CN): vy

“het”, usado en la definicién de R' y R, es un anillo
de 4 a 6 miembros unido por C, heterociclo que tiene de 1 a
4 heterodtomos de nitrégeno de anillo o 1 6 2 heteroAtomos
de anillo nitrégeno y 1 heterodtomo de anillo oxigeno o 1
azufre, opcionalmente sustituido con alquilo C,-Ce,
cicloalquilo C3-Cy, alcoxi C;-Cs, cicloalcoxi C3;-Cg, hidroxi,
oxo o halo;

y (b) un agonista del receptor P2-adrenérgico.

2. Una combinacidén seqiin la reivindicacién 1, en la
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que el agonista del receptor de adenosina Az, de formula
(I) es 6-[(2,2-difeniletil)amino]-9-{ (2R, 3R, 45,55) -5~
[ (etilamino)carbonil] -3, 4d~dihidroxitetrahidro-2-furanil}-N-
{2-[{{[1-(2-piridinil)~-4-piperidinil]amino}carbonil) -
amino]letil}-9H-purina-2-carboxamida o una de sus sales o
solvatos farmacéuticamente aceptables.

3. Una combinacién seqgin la reivindicacién 1 o la
reivindicacién 2, en la que el agonista del receptor p2-
adrenérgico es salmeterol o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables.

4. Una combinacién segun la reivindicacién 1 o la
reivindicacién 2, en la que el agonista del receptor p2-
adrenérgico es formoterol o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables.

5. Una combinacidn seguin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores para usar como medicamento.

6. Una combinacién segin una cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 a 4 para la administracién simulténea,
secuencial o por separado en el tratamiento de wuna
enfermedad obstructiva de las vias respiratorias u otra
enfermedad inflamatoria.

7. Una composicién farmacéutica que comprende un
agonista del receptor de adenosina A;, de férmula (I),
seqiin se define en la reivindicacién 1, un agonista del
receptor P2-adrenérgico y un excipiente, diluyente o
vehiculo farmacéuticamente aceptable, para administracién
por via inhalada en el tratamiento de una enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria.

8. Una composicién farmacéutica sequin la
reivindicacién 7, en la que el agonista del receptor de
adenosina A;, de férmula (I} y el agonista del receptor p2-
adrenérgico son como se definen en una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 4.

9. Uso de un agonista del receptor de adenosina BAaa
de férmula (I), como se define en la reivindicacién 1 o de
un agonista del receptor P2-adrenérgico, en la fabricacién
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de un medicamento para la administracién simulténea,
secuencial o por separado de ambos agentes por via inhalada
en el tratamiento de una enfermedad obstructiva de las vias
respiratorias u otra enfermedad inflamatoria.

10. Uso sequn la reivindicacién 9, en el que el
agonista del receptor de adenosina A;, de férmula (I) y el
agonista del receptor P2-adrenérgico son como se definen en
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.

11. Un procedimiento para tratar una enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria, que comprende administrar de forma
simultanea, secuencial o por separado, por via inhalada, a
un mamifero que necesita dicho tratamiento, una cantidad
eficaz de un agonista del receptor de adenosina Az, de
férmula (I), como se define en la reivindicacién 1 y un
agonista del receptor P2-adrenérgico.

12, Un procedimiento segin la reivindicacién 11, en
el que el agonista del receptor de adenosina A;, de férmula
(I} vy el agonista del receptor P2-adrenérgicc son como se
definen en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.

13. Un dispositivo de inhalacién para la
administracién simulténea, secuencial o por separado de un
agonista del receptor de adenosina A,, de fé6rmula (I), como
se define en la reivindicacién 1 y un agonista del receptor
B2-adrenérgico; en el tratamiento de una enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias u otra enfermedad
inflamatoria.

1l4. Un dispositivo segin la reivindicacién 13, en el
que el agonista del receptor de adenosina A;, de férmula
(I) y el agonista del receptor P2-adrenérgico son como se
definen en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.
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COMBINACION FARMACEUTICA Gq

RESUMEN
La presente invencién se refiere a una combinacién que
comprende (a) un agonista del receptor de adenosina BAp,
como se define en la presente memoria y (b) un agonista del

receptor B2-adrenérgico, para la administracién simultéinea,
secuencial o por separado por via inhalada en el
tratamiento de una enfermedad obstructiva de 1las vias
respiratorias u otra enfermedad inflamatoria.
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‘ Tal. +49 80 2300 - 0 Txx 523858 epmu d Tel +49 89 2390-8102

= Fax +40 80 2308 - 4485

Form PCTAPEA/418 (July 1982)



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNAT! NAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(PCT Article 36 and Rule 70)

Applicant's or agent's fis reference See Nolioation of Tranamittal of Inemational
PCS822048AAJR FOR FURTHER ACTION Preimirasy Examinafion Report (Form PCTAPEAN1E)
inemational application No. Inlemeational fing daie {cminoniieer) Prioriy dete (dapinonthieer)
PCTABO205057 28.11.2002 08.12.2001

intamational Patent Classification (IPC) or both nationsd ciassification and IPC

A81K31/ro

Applicant

PFIZER LIMITED et al.

O Thlll'ipol‘lhlhﬂ

report has besnh prepaned by this iIntemational Preliminary Examining

nbernational iminary sxamination
Aummhr::mbhwmnm

2. This REPOHAT consista of a fotal of 5 shasts, including this cover sheet.

by ANNEXES, Le. shees of the description, clalme andbr drawings which have

acoompaniad
been amended and are the basia for thia report andibr sheeta contalning
{see Fude 70.18 and Saclion 607 of the Administrative Insbuctions under the PCT).

Thess annaxes consisl of a total of shaetn.

rectifications made before this Authority

Basie of the opinkon
Priortty

O BODOR

3. This report contalne indications relating o the following Eeme:

Nor-sstablishenent of opinion with regard o novetty, inventive siep and industrial applicablity
Lack of unity of inverttion

Reasoned statement under Aule with regand to novelly, ir'ventive indusirial applicabiiity;
mmm&-umﬂm o or

Cartain documants cliad
Vi OO0 Certain defects in the intemational application
Vii O Certain cbservations on the rtsmational appiicalion

Dais of subminsion of the demand Dats of compiation of this report

18.12.2002 10.10.2003
Ing address of the Intamational Authorized Oficer

prefminary authorty:

—se——  Europgan Paiont Offica

’ D-80258 Munich Klein, D

Tel. +49 89 2308 - 0 T 523858 apmu d

— R +40 80 23090 - 4485 Talaphone No. +48 89 2300-7808

Form PCTAPEA/40 (Cover Shee?) (January 1094)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Gq
EXAMINATION REPORT International application No.  PCTAB0205057

. Basls of the report
1. With regard to the slaments of the Intemational appiication (Repiacernant sheais which have bean fumnished o

the
and

Office in response fo an invitation under Article 14 are referred fo in this report as Hed”
mmmmmwmwwmmmmmwwmm

Deseription, Pages

1-01 an originally flled
Claims, Numbers

1-14 as originally flled

. With regard to the language, all the elements markad above were avaliable or fumished to thia Authority in the

language In which the intarnational application was filed, uniess otherwise indicated under this kem.
These alements were avallable or fumished to this Authority In the following language: , which is:

a
B
O

the language of a translation fumished for the puposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).
the language of publication of the Intemationat application (under Rule 48.3(b)).

the language of a transiation fumished for the purposas of Intemational preliminary axamination (under
Rule 55.2 andbr 55.3).

3. thmmmmﬂdehhlmmm.h

O ODoooa

EIEIEIEIEI

preilminary examination waa cairied out on the basis of the sequence listing:

contained In the Intemational application in written form.

filed together with tha international application in computer readable form.
fumished subseguently to thia Authority in written form.

fumishad subsequently to this Authority in computar readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence Esting does not go beyond the disclos
In the Intemational application as fiad has been furnished. e »® ure

The statement that the information recorded in computer readable form s identical to the written saquence
listing haa been fumished.

amendments have resulted in the cancellation of:
the description, pagee:

the clalma, Noe.:

the drawings, shests:

This report has been established as if (soma of) the amandments had not bee "
beencomldemdtnqobeyorﬂihadiéhsum?sﬂod(ﬂuhm.ﬂc)). " made, eince they have

(wwmmmmmurdmuumm 1 and annexad io this

8. Additional observations, If necessary:

Form PCTAPEA/408 {luly 1099)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 63
EXAMINARON REPORT intemnational application No.  PCTAB0205057

V. Reasorwd atslement under Article 35{2) with regard to nowvelly, inventive siep or industrial applicabiiity;
citations and explanations supporting such statement
1. Statement -
Novelty (N) Yas: Claime 1-14
No: Cluims —_—
Inventive siap (IS) Yaes: Clakme 1-14
No: Claims —_—
inchstrial appiicabilty (IA) Yes: Claime 1-10,13-14
No: Ciaime 11-12

2. Chations and explanations

Form PCTIPENA 409 (July 1080)
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WRITTEN OPINION international application No. PCT/1B02/05057
SEPARATE SHEET 1
Ae tem |

Description, pages:

1-91 as originally filed

Claims, No.:

1-14 as originally filed

Be Item V

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ll) with regard to novelty, Inventive step
or Industrial applicabliity; citations and explanations supporting such ststement

Reference Is made to the following documents:

D1: US 2001/020080 A1 (STEPHENSON PETER THOMAS ET AL) 6 September
2001 (2001-08-06)

D2: WO 01 84368 A (STEPHENSON PETER THOMAS ;PFIZER LTD (GB);
MANTELL SIMON JOHN (GB);} 13 December 2001 (2001-12-13)

Novelty (art. 33(2) PCT):

The subject-matter of the present application discloses a combination of a purine
derivative modified in posltion 4, as an adenosine A2a receptor agonist, with a p2
adrenergic receptor agonist.

Since none of the available prior art discloses the subject-matter of the present
application, claims 1-14 are considered new.

Inventive step (art. 33(3) PCT) : :

D1, which is considered fo represent the closest prior discloses purine derivatives
modified In position 4, as an adenosine A2a receptor agonist, and states that these
compounds, when used against respiratory diseases, are co-prascribed with p2
agonists.

The purine derivatives of the prasent application differ structurally in the nature of the
slde chain in position 4.

The probiem to solved in the present application can be regarded as providing
altemative compositions against respiratory diseases.

Since the modified side chaine of the compounds of the present application cannot ba
deduced from the prior art, the subject-matter of the present application is considered

Form PCT/Sapurate Shoet/408 (Sheet 1) (EPO-Ap:ll 1987)



WRITTEN OPINION Imemational apphcation No.  PCT/1B02/05057
SEPARATE SHEET

inventive.
Nevertheless, the following remark nesds to be taken into consideration :

D2 which is an intermediate document, filed on 05.06.2001, published on 13.12.2001
and claiming a priority right on 08.06.2000, is not prior art according to the Chap Il PCT
proceedings. Further, its content will not affect the novelly of the reglonal European
proceeding to come because the compounds of the present application,which are the
same as the one from D2, are claimed in combination with a B2 adrenergic receptor
agonist.

Nevertheless, the extensive examination of that document, on the question whether it
constitutes prior art or not, will depend essentlally on the analysis of the claimed priority
rights of the present application and will only be perforhed In the regional European
proceedings to come.

Industrial applicabliity (art. 33(4) PCT): :

For the assesement of the present claims 11-12 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can alsc be dependent upon the formulation of the claime. The EPQ, for
aexample, does not recognize as industrially applicabile the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound for
the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Separais SheetM08 (Sheet 2) (EPO-Aprd 1887}



PATENT COOPERATION TREATY M

PCT
£

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

v s | FOR FURTHER bt e oo B T
PCS22049AAJR ACTION

intemetional appication No. intemnationel iing caie (day/morthyear) (Eariiest) Pricrity Daie (dey/month/iear)
PCT/ 1B 02/ 05057 28/1172002 06/12/2001
Applicant

PFIZER LIMITED

This imemational Search Report has been prepared by this Intemnational Searching Authority and Is trangmitind it the applicant
acconding to Article 18. A copy Is being iransmitied ¥ the Intemedional Bureau.

This Intamnational Ssarch Raport conalsts of a iotal of 3 chaets.
it ls also accompaniad by a copy of each prior art documant cited In this report.

1. Basls of the report
a. With regard io the languaga, the inlemational search was carmied out on the basis of the inismational applicetion in the
language In which it was fled, uniess otherwiae dicated undar this itam.
D the Inmational search was carried out on the basis of a tranalation of the intemnational application fumished o this
Authority (Rule 23.1(b)).

b. With regard to any nucieotide and/or amino acid sscquence disciosed In the intsmational appiication, the International saarch
was cauried out on the basis of the sequence leting :

containgd In the intemnational application in written form.

fled together with the intermational application In compuiar readabls form.
fumished eubsoquantly to this Authority In written fomm.

furnished subsequantly to this Autharity In compuier readble form.

the sitament that the subsequently fumished writen sequence listing does not go beyond the discloswre In the
Intemational appiication as flled has bean fumished.

the statament that the informaten recorded in computer readablo form Is identical o the writien sequence listing has baen

Certain claims were found umssarchable (668 Box I).
Unity of invention is lscking {s8e Bax [i).

O O 00000

4. With regard o the Hithe,
[C] thewmexts approved as submitied by the applicant.
[X] the text han been estabithad by this Authortty in raad as follows:

PHARMACEUTICAL COMBINATIONS OF ADENOSINE A-2A AND BETA-2-ADRENERGIC RECEPTOR
AGONISTS

S. With regard 10 the abstract,
[K] thewntis approved as submitied by the sppiicant.

the taxt has been established, according to Ruls 38.2(b), by this Authority as It appsars in Box [Il. The appiicant may,
I:I mmmmammmmmmmu?ﬁmmhhuﬁb%mmp%.mbmnummumhnumw.

6. The figure of the drawinga 1o be pubishad with the abstract is Figure No. —_— .
[[] aeeupgestad by the applcant. [X]  Nons of the figures.
[] because the appiicant fatied o mpgest a figure.
[[] becauss this figure betier charactartzes the kwention.

Form PCTASA/210 {firet shest) (July 1898)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

intemational Application Ne

PCT/IB 02/05057

TP T AGIKII/T0  COTH19/16

mblmmm(mwhmmmmm

B. FELDS SEARCHED

Minimun docunentation saarched
IPC 7 A61K CO7H

(cleasiicetion system followad by classificalion symbols)

Docmmantiation sesrchad othar than minkmum documantation to the axient that such docisnants arne included in the fisids searched

EPO-Internal

Encironic data baas conmdied during the international search (name of dala bese and, where praciical, search terms uead)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANY

Calegory ® | Gitation of docurnent, with indication, whemn appropriats, of the misvant pesaages Ralsvant 1o claim No.

column 1 11nes 40-42

the whole document

X US 2001/020089 A1 (STEPHENSON PETER THOMAS 1-14
ET AL) 6 September 2001 (2001-09-06)
the whole documunent, in particular page 1

P,X WO 01 94368 A (STEPHENSON PETER THOMAS 1-14
-PFIZER LTD (GB); MANTELL SIMON JOHN
(GB);) 13 December 2001 (2001-12-13)

D Furthar documants ave latad in the continumsiion of box C.

Iﬂ Patent famby mambars are sted n amnex.

‘E* earlor documoant but published on or alisrthe international
[ 1

e
clistion or other epacial reason (a8 speciiad)

O document relering to an oral diaciosure, e, exhibiion or
cther me&ns

" Inlsmational

T

' ——— " et st e et e
"A" decument dafl the stata of the art which Is nol
w mmw'ﬂﬂdmm ‘*'","’, undersiand the principie or theory undedying the

'X" documant of particuler relevanca; the claimed iwention
eannot be considerad novel or cannol be considerad o
Involve an invantive slep whan the document is taken alons

"Y" documant of particular relevancs; 1he claimed invention
cannot ba considered to invoive an knentive slep whan tha
documneni ls combined with one or more other such docu—
niheat me

‘4" documnent member of the same patam famiy

Dale of the aciual compistion of the intemetional search

Date of malling of the Inlemational ssarch report

18 February 2003 26/02/2003
Name and maling addrese of the ISA Authorized officar
Europesn Paiant Office, P.B. 5818 Palantlenn 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Fax (+31-70) 340-3018 »

Form PCTABA/210 (nacand shest) {July 1902)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT
information on patant family members

international Application Ne

PCT/18 02/05057

ey

Patent document Publication Paiant family Publication

clind In esarch report datp member(s) daie

US 2001020089 Al 06-09-2001 AU 3044001 A 27-08-2001
BR 0108408 A 26-11-2002
EP 1255764 Al 13-11-2002
WO 0160835 Al 23-08-2001
NO 20023894 A 01-10-2002

WO 0194368 A 13-12-2001 AU 6053701 A 17-12-2001
Wo 0194368 Al 13-12-2001
US 2002058641 Al 16-05-2002

Farn PCTASAZNO (patent femlly arnex) (luly 1082)



Thaas Notes

intemational

or he

NOTES TO FORM PCTASA220

are intended o give the baslo inatructions sanceming the fling of amenciments under aricle 18. The

Noles are based recuiremants of the Peteni Cooperation Trealy, the Regulslions and the Administrative Instrustions
mu..:rqurn‘:-ummmmmmm the laiier are sppliaable. For more q."
datsiled information, sse also the PCT Applicant's Guile, a publioation ol WIPO.

in thasa Noles, “Arficle”, “Pula”, and "Beslion™ refsr in the provisions of the PCT, the PCT Regulsiiora and the PCT
Adminisirative Instructions respactivaly.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant hes, afler having recalvad the internalional search report, one apportunily 1o amend the elaims of the

. It should however be emphasized thal, sinos all parts of the inlemational {olaims,

desoription and drawings e smanded during tha intlemalional preliminary examination them is usu
mnﬁhhmﬂ#ﬂhdﬁ.uﬁh&llﬂm 0.9. the sppiieant wanis the laiter to be 4

of provisional protestion or hes ancther resson for amending the olaime before inlemational phasdiostion.

Furtharmore, i should be emphasized that provisional prolection is avaliisble in some States only.

Wit parts of the internationsl spplication may be smended?

Under Asticle 19, only the claims may be amended.

During the intemnational phase, the aaims may siso be amanded (or further smandsd) under Article 34 belore

the intemalional Preliminary Examining Authorlly. The descriplion end drawings be amended under
Artiale 34 bafore the inlsmational Examining Authorily. may only

thﬂylhhnlhﬂﬁm.dﬂhdhhhnﬁdqﬂlhnmqh.ﬂduuﬁkﬁhﬂ
or, whare spplicsble, Article

Wihin 2 months from Ow dals of tranemiiial of the intlsmational ssarch report or 18 months from the priority
duiw, whichever iime Emil axpires iater. k should be noled, however, that the amendments will ba considersd
-hmh“uhihn“hhlmm“hmdh
%rmumhmuhmmumm

The amendments be fied wilh the intemnational Bureau and nol with the recslving Ofics or tha
|mma-:':-m~'ﬂw (Puls 46.7). *

Where a demand for internationsl preliminary saaminstion has been /s filed, ses balow.

Either by eanssling one or more entine alsima, by edkiing one or more new olaims or by amending the text of
one or more of the daims as Sed.

A replassment shest must be subwmiliad for sach shest of the olaims which, on acocuni of an amandment or
amandmenis, differs from the shest criginally Sed.

All the clains appesing on & replacement shesl must be numbered in Arablo rumerals. Where a alaim s

The amendmanis must be made in the inguags in whish the iIntsmationsl sppiication is o be publisiwel.

What doocuments ssust/may scocmpany the amendiesals?

Latter {(Saciion 203(b)):
The amandmenis must be submitied with & lelter,

The islier will not be published with the inlsmational spplicslion and the amancied dalrme. & shoukd not be
conhmed with the “Stalement under Article 19{1)" (ses below, under "Staiement under Article 19¢1)").

The leiter must be in English or French, at the cholos of the sppicant. However, I the language of the
internationsl [ the letter must be in Hihe of the international
iy “#-:nhﬁllrh. m Englieh; tanguage applioation

Nolea to Form PCTABA/220 (first shest) (Jaruery 19894)

ENEDOCID: <XSIBARRONCENPY | >




) ) NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The istier must indioals the differences belween the cldms & fied and the alaims as amended. & must, in
partioular, indicate, in connaation with sach alaim sppesring in the irtemational eppiicsiion ( being undersiood
that identioal incdloations conosrming several dalms may be grouped),whether

the olaim is unchanged;

the claim is cancelled;

the olzim is naw;

the claim repiacss ons or more alaime as Blad;

the olaim is the resuit of the division of a olaim s Sad.

T3

The following exampliss Bustrals the rcanner in which smendmenis must be sxplained in the
Sonompanying lether:

1. [Where originally there were 48 olsims and after amendment of some ciaims there sre 51]:
"Claima 1 fo 29, 31, 32, 34, 35, 37 o 48 repiaced by amendad claims bearing the sama numbers;
claims 30, 33 and 36 unchanged; new dlaime 48 0 51 added.”

2 [Where originally there were 165 claims and afier amendment of all daims there are 11}
“Claims 1 to 18 replaced by amended olaime 1 to 11.°

3 M-_-ﬁﬂyl-lmum.dhm-lh-bﬂ-iEMmmmhm
gﬁmi&!.ﬂ"uﬂuﬂdﬁm?bﬂuﬁd;mdﬂmﬁ. 16 ancd 17 acidnd.” or
"Clgime 7 i 13 canceliad; new olsinme 15, 18 and 17 adkded; all other clsims unohanged.”

4. [Whare various kinds of asmendmenis sre mads]:

*Claints 1-10 unchanged: daims 11 1o 13, 18 and 19 cancelied; claims 14, 15 and 16 replased by amendied
claim 14; alaim 17 subdivided into amandsd deime 15, 16 and 17; new olaims 20 and 21 added.*

"Statement undar mticle 18(1)" (Rules 46.4)

The anendments be accompanied ststement explaining the wandments and indioaling any impact
Iquf.m-ﬁumhmmh“;-ﬁmﬂhmmu-nhmﬂm

The stalsmant wii be published with the intlsmational appliestion and the amended dlaima.
& must ba in the isnguage in which the internstionsl apppiication Is to be published.
R must be brief, not exosseding 600 words it in English or If irarslaied inlo English.

it should not be confused with and doss not replase the lslter indicsling the differances beiwesn the alaims
an fiad and &3 amendsd. it must be Sled on & separaie shest and must be identiied as such by a heading,
prelerably by using the words "Stalement under Artiols 19{1)."

. B may not contain any disparaging commenis on the inlemational ssanh report or the refevance of cilstions
’) contained in thet report. Refersnos to oiations, relevant 10 a given olaim, oontainad in the intemational search
rport may be mads only in cornection with an amendment of that elaim.

Consequence i a demand for iniemational preliminary exasminstion has aiready been fled

LB e e, £ e et e
mmmmﬁ-mdmm}mﬂﬂ:ﬂmmm
Authorily (ees Ruls 62 2(x), firut sentence).

Consaquence with regand 1o transialion of the internationsl appliostion for snlry into the nalional phess

The sppilcants siteniion is drawm to the fact thal, where upon enby inio the national phase, a tranalstion of the
claims as amended under Artiole 18 may have to be fumished to the designaied/slested Offioess, instead of, or
in ackiition o, the renslstion of the daims as filed.

For huthar detalis on the requiraments of esch designated/siecied Offios, ses Volume N of the PCT Applioant's

¥

Noles to Farm PCTASA/220 (sscand shest) (Jaruary 1994)
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TRAMITE . - _'
PATENTE DE INVENCIOM MODELODEUTILIDAD _— () THR A
indicacion de que se solicita la concesion de una patente. ,1/)/ g o
- Datos de dentificacitn del solicifant€'n de la persora que se presenta la sollcud.  { ) &
- Descripcian de la Invenciin. {) t,
- Dibujos de ser estos pertinentea. {)
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DISENO INDUSTRIAL ( ) ,
- Indicaclon de que se soliclta el registro de Dissfio Industrial ()
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b d
a

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA :n

2020 '
Bogota, D.C.,
06883
Doctor: OficloN®
GARLOS R. OLARTE.
Apoderado
PFIZER INC
ASUNTO: Radicacién N° 04-52108
Solicitud intemacional PCTAB2002/05057
Fecha iniclo fase nacional 06/07/2004
Trémite on
Evento 3m
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decisidn 486 de la
Cormision de la Comunided Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT),

regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendancia de Industria y Comercio, se le comunica
que:

0 E solicitante debe presentar un nuevo fiulo que permita identificar la materia de la cual trata la solicitud,
ya que ¢l fitulo relacionado no se encuentra con la precisidn necesaria para identificar claraments el
objeto de la solicitud de patents. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular unica 52.9).

En cumpiimiento de lo dispuesto por el articuio 39 de la Decisién 486, 26 le requiere par que dentro del
témino de dos mases siguienies a la fecha de notificacidn del presente oficlo, complets los requisitos
antefioments enunclados. En caso de no dar cumplimianto af presente requerimiento, la soliciud se
considerard abandonada y perderd su prelacitn.

Notifiquese el presents oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 52, fteral o), del capitulo quinio del
titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

23 ML A
E] anterior requerimiento fue noftificado por f§acion en fista de fecha,




