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(T PETITORIO
Industria y Comercio P G | R
Radicacion 3 04107585 00000000 Folios: 13
SUPERINTENDENCIA Fecka GBB)3 2OOA-10-85 17:41306 n
Traite 3 OL1 PCT-PATENT 209 FAGE WACD 411 PRESENTA
Dupentvucia: 2O DIVISHON 2t MEVIS
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencién. L] Patente de Modelo de Utilidad.
[J Capitulo 1. B capitulo IL.
Nombre: BOEHRINGER INGELHEIM
@ INTERNATIONAL GMBH IDENTIFICACION
socledad constituida y existente bajo las
SOLI‘(:,’T)AN.'.E leyes de la Républica Federal de Alemgnla. c.C. u NIT 0
Direccion: Binger Strasse 173, CE. N orm [
55216 Ingelheim am Rhaeln, Cual
Repablica Federal de Alemania
Domicilio: Ingelheim am Rhein, NOomero
Replblica Federal de Alemania
) IDENTIFICACION
Nombre: EMILIO FERRERO O
REPRESENTANTE | Direccion: Carrera 4°. No. 72-35 CC. — NIT
APODERADO | Teléfono: 347 36 11 C.E m| Otro |
- |Fax: 211 86 50 o
E-mall: ian cam Cual
Domicilio: ~ Bogota, Colombia. Nomero 438.019 T.P31.928
1. Jeffray O'MEARA 2, Bruno SIMONEAU
2100 Cunard Street, Laval, 2100 Cunard Street, Laval,
INVEI«I('!_"%R (ES) g::::: H7S 2G5, g::::: H7S 2G5,
3. Christlane YOAKIM 4. Robert DEZIEL
2100 Cunard Street, Laval, 548 Chester, Mont-Royal,
Québec H7S 2G5, Québec H3R 1W8,
Canadéa Canadé
5. Wiillam W. OGILVIE
1999 Woodglen Crescent, Ottawa
Ontario K1.J 6G7,
Canadéa
@ PCT (86)
Solicitud Intemacional No. PCT/CA03/00418 Fecha: 24 de Marzo de 2003
Publicacién Intemacional No. WO 03/080812 A1 Fecha: 2 de Octubre de 2003
Thtulo (54)
DIPIRIDODIAZEPINONAS COMO INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA
@ Clasificacién Internacional (51) CO7D 471/15 // A6\K3\ / S%.
Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud
siXl No[ us 27 de Marzo de 2002 60/367.971
@ c°mpr°banh de pago No.: 04-83.,602 Fecha: 25 de octubre de 2004
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An xos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 422.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

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

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castsllano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del axamen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero

por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

Otros

@ Solicito la concesion de la patents,

NOMBRE: . EMILIO FERRERO
FIRMA : 4;Q_ e

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929
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T
For patents, utility models, industrial designs,
trademarks, commercial names, trade emblems,

Para patentes, modelos de utilidad, disefios
industriales, marcas de fibrica, nombres’
comerciales, ensefias, lemas comerciales.

9255
0569

REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

1 (we), the undersigned /Yo (nosotros), abajo firmado (s)
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

of/ domiciliado () en D~55216 Ingelheim am Rhein,

GERMANY

Eor el presente nombramoa a GERMAN CAVELIER, T)l. 832;
NZXLO PERDOMO, tpa. 831: EMILIO FERRERD, ¢t
91929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, 23555; domlcuhm
on la Carrera 4* N® 72-35, Bogoté, Colombla, en obedecimiento a
lo dispuesto en el

10 det Articulo 543 del Cédigo de
Comercio, el primero como principal y los demis como
s:trlentee, en su orden, como mis (nueatros)
tocos

representantes en
los asunios de propledad industrial con facultad
reciblr notiflcaclones y nombrar apoderados judiclales o

trajudicinles. El primer representante suplente reemplazard al
‘incipnl en caso de ausencla’o impedimento temporal o

oflnitivo de aquél La misman regla’ ee aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,
0 el tercero al segundo. En tales cascs, el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, 0 ambos,
declararin su Inkenclén de no ejercer In representacién
mediante declaracién autenticada por .Notario “Piblico en
Colombla, o por Notarlo u otro F onario Piiblico, o Cénsul
de Colombla, en ¢! exiranjero; y sl ee tratare de Impedimento,
con el certificado respectivo. 51 alguno de los nombrados faltare
definitivamente, ¢l sigulente tomard su lugar. Cuando cesare la
ausencla o Impedimento del representante prindpal, o de su
‘primero 0 segundo suplentes, en su caso, podrin ejercer la
representacidn, en su orden, uno u otros segiit el caso,
asumléndola por el solo hecho de ejercerin, cesande en ese
momento €] cjercicio de lo representacién por el primero,
segundu o tercer suplente en su caso.

Ademis, confiero (conferimos) poder a los mbogados arriba
nombrados, para obtener la proteccin de mi (nuestra)
propledad industrisl y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apodemdos para que me
{nos) representen ante cualesqulera entidades o TSONAY,
ejerzan 0 no jurisdiccién, especialmente ante lns del orden
administrativo, contencloso-administrativo y judiclal, asf como

tribunales de arbltramento, en tocdo lo concernlente a los

ientes asuntos: a) Obtencién de patentes de Invencién,
modelos de utilidad, y disefios industriales; el registro de
marcas de fibrica, colectivas, defensivas, de serviclo, lemas
comerciales, nombres comerclales, ensefias, variedades
vegetales y denominaciones de origen; su renovacién, traspaso,
camblo de nombre o dumiclilo, cancelacién voluntaria; y el
regictro de livencins de uso de esos derechos; b) Las ncciones de
competencia desleal, proteccidén del consumidor, oposiclones u
observacivnes, cancelacidn administrativa y judl nulidad,
medidas cautelures, concesidn de lcencias, la tulela, In
proteccién de secretos Industriales, y en general los julcios
civiles, es, administmtivos o contencloso-administrativos
relucionndos con estos derechos; acciones y procesos que
promovamos 0 se Nod promuevan. Y para que en todos los
esunios arriba determinados, puedan sustitulr este mandato,
transigir, conclliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
c;nge , reciblr, renunciar, y ratificar los actos de agentes
oficiosce.

~ second alternate representative is to replace

in due compliance with the terms of paragraph 1et. of article 543
of the Commercial Code, do Pﬁw ap Int GERMAN
CAVELIER, tpa. 832; GONZALD MO, ipa. 831; EMILI
FERRERO,. tpa. 31929; and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tra.
23555; domiciled at Carrern 4* N® 72-35, 4, Colombia, the
first aa pal and the others as alternates, In the order of
thelr m tment, as our re ntatives for all indusirial
mpert'y matters with faculty to receive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall
replace the principal In case of his absence or of temporal or
definitive impediment. The same rule will :K.plxnw n the
t one, or
when the third Is to replace the first or second alternates in thelr
turn, or both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second allernates In thelr turn, or
both of them, shall state their intention not to act as
representntives through a declaration given before a Natary
Publie in Colomblia, or before a Nohr{ or another Public Official
or a Colombian Consul abroad; and In case of impediment, the
nppmg’rlnh certificate shall suffice. If any of the lpmlntm
were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. Wiwn the absence or Impedinient of the E'r?dpnl
representative, or of the first or setond alternate in their turn
ceases, the representation can be taken & In their sequence,
by the pal, the first or second alternate depending on case,
and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the

representation the first, second or thind alternates in their
turn shall end at euch time.
- L e

In addition, wi grantear favor of the
above-named ok A obiain the
protection of w [T pirly atil against the
unfair competitifn, forwhich-pi {wy) stuthorize the said
attorneys to represent e (ys) b suthotitjes or persons,

hose’ administrative,
judicial,- as’  well as before

f o Gty D
b @U\fﬁgui‘ﬁl lndursvine

.Jr;dﬂ':cﬂ'l ms, vegetal

with or without.-jurlsdiftibn}
administrative contefitious.. ang
Arbitration Coult“in-all ma
Obtainment of patents, utiliiy
the E;Iatraﬂon o;f Jrdemarks
marks, slogana, “commercial,~haik
varieties l::i'I dendmiinations of origin; i's renewal, asaignment,
~change of name or domicile, volunt cancellation; and the
registration of licenses of c':I’e of thlele above rights; b:'g’cttli:m of
unfair competition, tection to the consumar, ns or
ohumtlonl: l.dml.t;rll:h-atlvc or Court nnnll:rlon, nullity,
infringement, grunting of licenses, the action for 3
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
civil, penal, and administrative suilts relating to those rights;
actions and suits institued by me (ue) or inst me (us). And
that in all the above matters they may substitute this Power of
Attorney, compromise, concillate, admit the facts of the cuae,
desist, ‘cancel, receive, resign, and ratify acts done by
represantatives without a power of attorney.

Ingelheim am Rhein, 12.12.1995

Given and signed this/Dado y firmado hoy

BOEHRINGER INGELHEIM

INTERNATIONAL GMBH

1 e ———

PPa. <t

Dr. Gerhard Huber

in/en
peR.
Dr. Dieter Laudien i}
E‘Tismtu:e

CAVTI.WFR ABOGADOS
WPPODERE-I (MINUTA N? 12.1.1.2.5)

Firma
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El Sefior Cénsul de Colombia debe expedir un certificado The Colombla Consul must lsdue a can?uiuf- extificate, on (1)), ,
consular subre (1) la existencia lagal de la compaiifa que cto the legal existence of ‘The company wﬁd\ . grints
el puder, (2) que éala ejerce au objeto uodnry (5 que lae Power-of-Attorney, (2) that It is in actual exerclse of -
personas que o el poder esthn autorizadas para darlo. A company purposes, and (3) that the persons who execute the
eate clectv les solicltamos que muestren al Sefior Cénsul les Power of Atturney s autorized to do so. To this effect, plense
prusbas que acreditan esos hechos (1), (2) ¥ (3). uhl?{a )t-he Consul the evidence to prove the above facts a), {2

ar
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NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: fuef;ﬁn los artfculos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co,,
si el poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
exislencin, que ejerce su ohjetv suciai y que quien confiere el poder es su representante.
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Vorseitige, vor mir gefertigte Namensunterschriften der Herren:
1. Dr. Dieter L a u d | & n, Dipl.-Chemiker. wohnhaft In 55127 Mainz,.
2. Dr. Gerhard H u b e r, Rechtsanwalt, wohnhaft In 66411 Bingen,

- mir bekannt -

beglaublge Ich hlermit.

% Gleichzaltlg beschelnige ich aufgrund heutiger Einsichtnahme in das Handelsregl-
des Amtsgerichts Bingen, daB die Firma Bosehringer ingslhelm Intermnational
Y _ mit Skz In Ingelheim am Rhaein Im Handelsregister des Amtagerichta Bingen

WSIPE

FOTOCORIA COINCIDL COW Xy - IRIGHN

. QUE nd TN A LA VINTa

i opa e JEY A O

s - b ; oo
.

Ji.'i' _E

I Nohrialsr )
anstelle des Notars  _
Prof. Dr. Wairlch In Ingelhelm

- :{BaBL 1S, 881

-910E1-

Die Echtheit vorstehender Unterschrift des Notarassessors
Dr. Peler Wirth - Notarlatsverweser anstelle des Notars

v r— W o il Sy v

Prof. Dr. Meirich in Ingelheim und die Echthelt des bel-
gedrickten Dienst - sbuwepedx - siegels werden hlerdurch
| bestatigt. Zuglelch wird bescheinigt, da8 der Yorgenannte
— zur Yornahme der Amtshandlung -gesetzlich befugt war. —_—
P Mainz, den dreizshhimn Demsber neumeimhnderifinfundnaunzig
oatenbernchn ’
des Landgerichts
{ Gebahr for Legaiies Der Prisident de g
4 tion
3 wert:DM Jy-
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.;, - CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
' MUNICH

Nr. 169

El Consul General de Colombia

CERTIFICA

Que _el Dr. Hanns Paul Tiittenberg —--- , quién autentica la fir-
ma del signatario en el presente documento, ejercia en la fecha
allimi.l_'ﬂicada las funciones de _Presidente Tribunal Regional
-en Mainz. .

darmicdiliada

e 21

esta constituida y ejerce su abjeto social de conformidad con las
leyes de la Repiblica Federal de Alemania.
Que

quien Yes) firman el presente documento tiene (n) facultad legal
sufici.a_mte para representar a la mencionada fimma y otorgarpoderes - -
en su nogbre.

Ty
Que ha tend¥o a la vista la documentacién que prueba lo anteriar.
Munich, 18de Diclemre  de 1995

b
" - " - -

T UAN MANYEL Bt 2nd mip

NA
NOTARIT: i
mﬁb{-kbﬂn“&i“.m
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537 Miniuutiaie

'mh.--:ltn Ma,

TRADUCCION OFICIAL No. 3133
de un documento escrito en Alem&n, el cual para su identificacidn
ze sella con &l sello de 1la traductora, lo misme qgue 1la

prezente.-

— T W et s s s oy

(A continuacidén del poder conferido a GERMAN CAVELIER, tpa. 832
BONZALO PERDOMD, tpa. 8313 EMILID FERRERD tpa, 319293 vy LuUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 235553 domiciliados en la Carrera 4 No.
72-38, Bogotd, Colombia, por 1la anEHRINGER " INBELHEIM
INTERNATIONAL OMBH, domiciliada en D=-5521é Ingelhe%m am Rhein,
RFA, & través de sus representantes los Srs. Dr. Dieter Laudien vy

Dr. Berhard Huber:)
liz K]

1o rial 99/95

Certifico la autenticidad de las firmas antecedentes puestas ante

mi por los gefores:

1. Dr. Dieter Laudien, Dipl. Chim., domiciliado en 55127 Main=z,

2. Dr. Gerhard Huber, abogado, domiciliado en 55411 Bingen

a qu:i.enes CONOZCo en persona.



En
LAl

s

n Ne. 599 Minustini»
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Rasnlycis

wUZ ARMiL: 2 [ L)

MADUC,

Igualmente certifico, por haber examinado en la fecha el Registro

de Comercio del Juzgado Municipal de Bingen, HR B 1043, que la

firma Boehringen Ingelheim International OmbH, domiciliada en

Ingelheim am Rhein, esta ingcrita bajo el No. HR B 10463 en el

Registro de Comercio del Juzgado Municipal de Bingen Yy que los

sefiores Dr. Laudien y Dr. Huber, en su calidad de apoderades,

estan facultados para representar conjuntamente a la sociedad.

Ingelheim am Rhein, 12 de diciembre de 1993/hiin

Fdo.y firma ilegible

(Hiloc y oblea roija en relieve:) El notario suplente

El notario suplente — Ingelheim

'! os ﬂﬁﬂl,

Frof. ﬂ’m:':“ 1A V16 é

§ .;f 21 ucrz' g
)

(dos sellos redondos en tinta del TrihunE; hegiﬁpal de nﬂiﬁ
JUAN HANUEL BOTRA MEDINA
A g R B ,.mnn§

210 E 1
8e certifica la autenticidad de 1la firma antecedente del Dr.

FPeter Wirth, como notario suplente del Prof. Dr. Weirich, notario
de Ingelheim, y la del sello oficial que la acompafa. Igualmente
s certifica que ] mencionado notario

realizar ese acto oficial.

Mainz, trece de diciembre de mil novecientos

naventa y cinco

estaba facultada para



e EE TR FRA A
lf: R -:-I"ﬁ _"!:"1‘1"“"‘ A tetal by
E1 Presidente del Tribunal Regionai Tt

(E} Fdo.: firma ilegible

(Dr. Hanns Paul Tittenberg). :

Costas

Derechos de legalizacidn
{(Valor:DM 5.000,-)

JVEKostO del 24 de julio 1957
Bacetas Oficial I Fag. B&l

DM 20' _—

Mainz, 13 de diciembre de 1995
Fdo.: firma ilegible

Inapector

™
EN ESPAROL: La legalizacion de las firmas antecedentdw poig el

o
o 5

Consulado de Colombia en Munich bajo el No. 189 d%ﬁ 191upe

I'I"

iE

diciembre de 1995, y por el Ministerio de Rela:1¢he5 Eﬂteriﬁﬂés

ta l
"'"l. , En
de Colombia bajo =1 No. 05146046 del 4 de enero de J,QE&. f*':-; s_”
[ 7Y .
-
FPagados derechos y Fondo Rotatoric US#® 1046,— R# =. g

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de 1la cual se deja copia en los

archivos de estas oficinas para su confrontacidn.

Live.

UZ ARFIAGA TE HEDIRR
Santafé de Bogotad, 4 de enero de 1996. meTD::!INTEn.?l 18, C l--l

L IuailE'S"q Minluatiniei
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€00 NOTARIO ENCARGADO DE SANTAFE
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EN ESTA NOTAR)

0O ENE faes

SANTAFE D= BOGOTA

SPONSABILIDAD HEL YEXTD .
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FI U
RS CAVELIER
o, e ABOGADOS CORREC ELECTRONICO MUNDIAL: CAVE
Teux, asa7e CAVE CO EDIFICIO SISKI TeLEFONO (37) (1) 2120100
12317407373 CAVE {IC CARRERA 4%, No. 72-35% CaBLES: CAVELEYES

BOGOTA 8, COLOMBIA

Sefior Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E. s. D.

a
Poderdante: BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATTGNAL GMBH

Poder conferido-el: 12-12—9'5.

L]

Yo, GERMAN CAVEI-.I-ER, obrando en m:. "Ccalidad de apoderado
principal del poderdante arr:l.ba menc1onado atentamente
manifiesto a Usted que Bustituyo el 'foder que me ha sido
conferido en la persona del d'oc'tor EMILIO FERRERO, Abogado con

fueron conferidas.. %o nunﬂ."lﬁﬂ connTAZ

ﬁ'?.' u;- _‘;‘:"h.

Hago la anterior sustitucién conformg a1 Eitﬁ';: X
Cédigo de Proced1m1ento C1V11 ya - que les otros sust:v.but
faltan en este momento. Ju.mmnu'fé 3°T5“°-‘“-°'""

il

Cos CA

GERMAN CAVELIER
TIPIA. Nol 832
C.C. No. 2.877.924 de Bogotd

Sefior Jefe,

EMILIO FERRERO
T.P.A. N2 31.929 o
C.C. No. 438.019 de Usaquén . R

. 2e-780-2 IR

CAVELIER ABOGADOS NIT. 840.041.367-2
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NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
RECONOCIMIENTO Y PRESENTACION PERSONAL

Bogot4,,D. C.
Ante I, PABLO KIENDZZ BARAJA

NOTARID S'-"("O ENCARGADO D

y la(s) LIbrat_a's_-,_)__r_ﬂ__iiit_a__rggs)___,,_._t

domiciliadals) en Poga'dy dacard/aran) qua la(s) firma(s) Qe

aparecen{n) an e P33ty duTrnnio ¢alson) 1als) suyals) ¥
el contanida dai mismo o9 ciarto.
eensiancis s3 finna o3t Dil'goncla.

Q_.Cza
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Que MICHEL POULIN, quien cartifica el presente documento ejarcia
en la fecha alll expresada ol cargo de SECRETARIO DE
LA CAMARA DE NOTARIOS DE LA FROVINCIA QUEBEC -
CANADA, jurisdicciin do este Conmulado General, y que Ia firm y
sello~gue en & documento aparecen como suyos, son o qoe wma y
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DOCOMFNTD DESEMPENA Q% ﬂ[% bL.

LAS FURLIONLS 1RMT "8,



du Québec

%E.'.‘.“‘E::... - |l//

CANADA
PROVINCE OF QUEBEC‘

L

I, the undersigned, Michel Poulin, Secretary of the Chambre des
notaires du Québec, a professional order duly constituted in virtue of the
Notarial Act and the Professional Code, having its Head Office at Montreal,
do hereby certify under my oath of office:

A ?‘3

THAT Mtre Jean Yves Lacasse , Notary at Montreal , is a member of

A o _i’ the Ordre des notaires du Québec since the 2™ day of July 1986 , date of his
. entry on the Roll of the Order ;
4 That since that date, Mtre Lacasse has always been entered on the
"o, Roll of the Chambre des notaires du Québec ;

THRT his signature affixed to the attached document corresponds to
that filed in my office in accordance with the Notarial Act.

IN WITNESS WHEREOF, | have signed the present certificate at
Montreal, on this Wecdnesday, September 22, 2004.

: /- oy 4

Michel Poulin, Notary

Secretary
‘%
4
L )
. _s
Mambre £ du notariat iatin
Tour de la Bourss, 800, Place-Victoria, bureau 700, case posiale 162, Monindal (Québec) H4Z 1L8 ) 6 9 7 2 7

Téléphone ; (514) B79-1783 » Télécopiaur : (514) 878-1823
admif@cdngq.ory >



i CESION

Yo, (nosotros) abajo firmado (&)

1. Jeffrey O'MEARA
* 2. Bruno SIMONEAU
3. Christiane YOAKIM

13-103 CO

\V ST
AL

ASSIGNMENT

I (we), the undersigned
1. Jeffrey O'MEARA / /-
2. Bruno SIMONEAU

3. Christiane YOAKIM

4. Robert DEZIEL 4. Robert DEZIEL yZ
5. Willlam W. OGILVIE 5. Willlam W. OGILVIE
domiciliado(s) en of

1. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5/ Canada

2, 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5/ Canada

3. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2GS/ Canada

4. 546 Chester, Mont-Royal, Québee HIR 1W9 / Canada

5. 1999 Woodglen Crescent, Ottawa, Ontario K1J 6G7/
Canada

1. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5 / Canada

2. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2GS / Canada

3. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5 / Canada

4. 546 Chester, Mont-Royal, Québec H3IR 1W9 / Canada

5. 1999 Woodglen Crescent, Ottawa, Ontarlo K1J 6G7/
Canada

.lm(m) bajo juramento ser tnico(s) y verdadero(s) inventor{es)

de la invencién:

state(s) under oath to be sole and true invemon(s) of the invention:

“Dipyridodiazepinones as reverse transcriptase Inhibltors”

declaro{amos) asf mismo que cedo{emos) y transfiero(erimos), sin

state as well, thay assign, without reservations or limitations in favour

limitacién, a favor de la gociedad BOEHRINGER of BOEHRINGER INGELHEIM
INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH INTERNATIONAL GMBH
constituida y existente de conformidad con las leyes de a corporation constituted and existing in conformity with the laws of
Alemanis Germany
damiciliads en Binger Strasse 173, domiciled in Binger Strasse 173,
55216 Ingelheim, Alemania 55216 Ingelheim, Germany

todos los derechos inherentes & dicha invencién y que la citada
Compailia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de
‘meién correspondiente en 1a Repriblica de Colombia.

all rights inherert v said invention and thet the above mentioned

campany hereby is ensbled to apply, in its name, for the commesponding
patent invention, in the Republic of Colombia

Dado y firmado hoy/Given and signed this 2. ™ BH!E"&'-ZJDY

enfin '_/_'a iﬂ Q‘ z&ﬂc ~ t!ﬁ!ﬂt

Wmm
© CAVELIER ABOGADOS

WPPODEDI- 374
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CION NOTARIAL (INDIVIDUO) NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)
“Alos dias del mes de On this day of
de200 _ Ante mi, Notario Piiblico de 200 before me, a Notary Public of
tomparecid{eron) personalmente personally appeared

a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) 1a(s) to me known, and known to me to be the person{s) who executed
persona(s) firmante(s) del docurnento que precede, y quien{es) that foregoing document, and who has(have) legal capacity to
tiene(n) capacidad legal para otorgarlo execute it.

NOTARIO PUBLICO-NOTARY PUBLIC

APOSTILLE
(Conventlon de La Haye du 5 octobre 1961)
. COUNMTY: ..cocervrcrresensensonsammsmssnsenssmmasssamsnmasmsennase
This public document
2 has been signed by .......cocveiiiciiiiiniinc e e
3 acting in the capacity of ..........ceeccciiiiiiiiniiinnnnnnna, IR
4 bears the seal/stamp of ...........cccvvimiciiici e
Certified
5. Bt 6.the ..c.ovvivvceimiirenicra
T DY it s s s e s s s s nasa e
- JR o (o T
9.  Seal/stamp 10. Signature
CAVELIER ABOGADOS

WPPODEDI- 374



TRADUCCION OFICIAL No. 10.16/04a realizada por Diego Vargas, Traductor |4
Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia,

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen 1los sellos y legalizaciones de un
documento de Cesifn escrito en inglés y espaflol por medio del cual
1. Jeffrey O"MEARA, 2. Bruno SIMONEAU, 3. Christiane YOAKIM, 4.
Robert DEZIEL, 5. William W. OGILVIE, domiciliados en 1. 2100 Cunard
Street, Laval, Québec H78 2G5 / Canad4, 2. 2100 Cunard Street,
Laval, Québec H7S 2&5 / Canad&, 3. 2100 Cunard Street, Laval, Québec
H7S 2G5 / Canad4, 4. 546 Chester, Mont-Royal, Québec, H3R 1W9$ /
Canadd, 5. 1999 Woodglen Crescent, Ottawa, Ontario K1J 6G7 / Canadi;
respectivamente, declaran bajo juramento sger ftnicos y verdaderos
inventores de la invencién: “Dipiridodiazepinonas como inhibidores
de la transcriptasa inversa® y declaran asi mismo que ceden y
tranefieren, s8in limitacién, a favor de la sociedad BOEHRINGER
INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH una sociedad constituida y exiptente de
conformidad con las leyes de Alemania domiciliada en Binger Strasse
173, 55216 Ingelheim, Alemania, todos los derechos inherentes a
dicha invencién y que dicha Compafiia queda facultada para solicitar
a su nombre la patente correspondiente en la RepGblica de Colombia.

Dado y firmado el 20 de Septiembre en Laval, Quebec, Canadi.

Firma Ilegible Firma Ilegible
Jeffrey O°"MEARA Bruno SIMONEAU

Firma Tlegible
Christiane YOAKIM

Sello: JURAMENTADO ANTE Mf EN
MONTREAIL, CANADA
HOY 20 DE SEPTIEMBRE DE 2004. Firma Ilegible
JEAN-YVES LACASSE
NOTARIO



- /4
CANADA ‘15

PROVINCIA DE QUEBEC

Yo, el suscrito, Michel Poulin, Secretario de la Chambre des
notaires du Québec, (C&mara de Notarios de Québec) una asociacién
profesional debidamente constituida en virtud de la Ley tharia; Y
del C&dige Profesional, cuya Oficina Principal estd ubicada en

Montreal, por el presente certifico bajo mi juramento de oficio:

QUE el B8efior Jean Yves Lacasse, Notario de Montreal, es un
miembro de la Ordre des notaries du Québec (Asociacién de Notarios
de Québec)desde el 2 de Julio de 1986, fecha de su inscripcién en la

Lista de la Asociacién.

QUE deade ese dia, el Sefior Lacasse siempre ha permanecido
inscrito en la Lista de la Asociacién de la Chambre des notaires du

Québec;

QUE la firma que fue fijada en el documento adjunto corresponde
a la suya presentada ante mi oficina en concordancia con la Ley de

Notarios.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he firmado el presente certificado en

Montreal hoy Miércoles 22 de Septiembre de 2004.

Firma Ilegible
Michel Poulin, Notario
Secretario

69727

Sellos parciales del Consulado de Colombia de Montreal, Canad4

Se anexa autenticacién No. 893 del Consulado de Colombia en

Montreal, Canadi, con fecha del 22 de Septiembre de 2004, en donde



> . : "’/,
sé autentica la firma anterior del Sefior MICHEL POULIN y de su cargo lla
como SECRETARIO DE LA CAMARA DE NOTARIOS DE LA PROVINCIA DE QUEBEC -
CANADA.

Pagado el Impuesto de Timbre y Fondo de Rotatorio. -
Firmado por Juan José& P&ez Pinzon, Cénsul de Colombia en Montreal,
Canadé.

Legalizacién de 1la firma anterior por parte del Jefe de

Legalizaciones del Ministerio de Relaciones Exteriores en Bogotéd

D.C. bajo el niimero 054328 con fecha del 13 de Octubre de 2004.

-

Es traduccibén fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacién.

DVZ/ID-6073/WPCLQ02G/COLO 09255-841-009-5

Qfﬁ’ﬁ F. Vﬁ?ﬁéAS .

TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPAROL - INGLES ~ INGLES -~ESPAROL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTICIA

ha |
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Yo, (nosotros) shajo fimado () 1 (we), the undersigned

1. Jeffrey O'MEARA 1. Jeffrey O'MEARA
2. Bruno SIMONEAU 2. Bruno SIMONEAU
3. Christiane YOAKIM ). Christiane YOAKIM
4. Robert DEZIEL 4. Robert DEZIEL
5. William W. OGILVIE 5. Willilam W. OGILVIE
domiciliado(s) en of

1. 2100 Cumard Street, Laval, Québec H7S 2GS / Canada 1. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5/ Canada
2. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5/ Canada 2. 2100 Cunard Street, Laval, Québee H7S 2G5/ Canada
3. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5 / Canada 3. 2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2GS / Canada
4. 346 Chester, Mont-Royal, Québee HIR 1W9 / Canada 4. 546 Chester, Mont-Roynl, Québee HIR 1W9 / Canada
5. 1999 Woodgien Crescent, Ottawa, Ontarlo K1J 6G7/ 5. 1999 Woodglen Crescent, Ottawa, Ontarlo K1J 6G7/

Canada

declaro{amos) bajo juramento ser anico(s) y verdadero{s) inventor(es)

de la invencién:

state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

“Dipyridodiaxepinones as reverse transeriptase Inhibitors”

declaro(amos) asl mismo que cedo{emos) vy transfiero{erimos), sin
limitacién, a favor dé la sociedad BOEHRINGER

stute as well, that assign, without reservations or limitations in favour
of BOEHRINGER INGELHEIM

INGELHEIM INTERNATIONAL GMBR

INTERNATIONAL GMBH

constituida y existente de conformidad con las leyes de
Alemanla

a corporation constituted and existing in conformity with the laws of

Germany

domiciliada en Binger Strasse 173,

domiciled in Binger Strasse 173,

55216 Ingelbeim, Alemania

55216 Ingelbelm, Germany

todos los derechos inherentes a dicha invencién y que la citada
Compaftia queda fiacultada para solicitar en su nombre la patente de
invencién comrespondiente en 1a Repiiblica de Colombia,

Dado y firmado boy/Given and signed this |5‘“‘

en/in

all rights inherent to said invention end that the sbove mentioned
company hercby is enabled 1o apply, in its name, for the comresponding
patent invention, in the Republic of Colombin

Firma/Signature
Jeffrey o\\mm
Vi

. Christiane YOAKIM
o é >/ N
) Willlam Y. OGILVIE
CAVELIER ABOGADOS

WPPODEDI- 374
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B'\no SIMONEAU

Rol DEZIEL

\



- -
g

o T

CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUO)

* Alos dias del mes de

de200 ___ Ame mi, Notario Piiblico de

comparecié{eron) personalmente

On this

13-103 co
-2 -

NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)

day of

19

200 before me, a Notary Public of

) A

personally sppeared _ (A1 1hgm W, Df\lvfg‘

a quien{es) doy fe de conocer y me consta que es{son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien(es)

to me known, and known to me to be the person{s) who executed

that foregoing document, and who has(have) legal capacity 1o
ticne(n) capacidad legal para otorgarlo execute it, oy
NOTARIO PUBLICO-NOTARY PUBLI(’ET% Zﬂ - gf
APOSTILLE o
(Convention de La Haye du S octobre 1961)  i=%; |7 .
[ %
1. Country: ) - -_
This public document R R
has been signed by ‘_';i -
3 acting in the CAPACIY OF .....veerereeereisreresssssssirene s |7
bears the seal/stamp of ........ccccociimnrirmiscrsiscrcenscannnn
Certified
_u "
5. Bt 6.the ..ccociiiiiiniincneraniinan (g
B NO. ooernricrereescrrenssersnssssesesessessesesrssssensssssrssssssesnessions 1o
9. Secal/smmp 10. Signature B
- -
.............................................................. . ._.-.'._-_

CAVELIER ABOGADOS
WPPODED1- 374

Sous-fhinistére des
Affaires étrangéres
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]
TRADUCCION OFICIAL No. 10.16/04b realizada por Diego Vargas, Traductor \q
Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia,

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién sBe traducen los 8Bellos y 1legalizaciones de un
documento de Cesidn escrito en inglés y espafiol por medio del cual
1. Jeffrey O°"MEARA, 2. Bruno SIMONEAU, 3. Christiane YOAKIM, 4.
Robert DEZIEL, 5. William W. OGILVIE, domiciliados en 1. 2100 Cunard
Street, Laval, Québec H7S 2G5 / Canad4, 2. 2100 Cunard Street,
Laval, Québec H7S 2G5 / Canad4, 3. 2100 Cunard Street, Laval, Québec
H7S8 2G5 / Canadi, 4. 546 Chester, Mont-Royal, Québec, H3R 1W9 /
Canadd, 5. 1999 Woodglen Crescent, Ottawa, Ontario K1J 6G7 / Canadi;
respectivamente, declaran bajo juramento ser finicos y verdaderos
inventores de la invencién: *Dipiridodiazepinonas como inhibidores
de la trangcriptasa inversa” y declaran asi mismo que ceden y
transfieren, 8in limitacién, a favor de la sociedad BOEHRINGER
INGELHETM INTERNATIONAL una sociedad constituida y existente de
conformidad con las leyes de Alemania domiciliada en Binger Strasee
173, 55216 Ingelheim, Alemania, todos los derechos inherentes a
dicha invencién y que dicha Compafiia queda facultada para solicitar
a su nombre la patente correspondiente en la Repiiblica de Colombia.

Dado y firmado el 20 de Septiembre de Laval, Quebec, Canadi.

Firma Ilegible
William W. OGILVIE

CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) del 15 de Septiembre de 2004 por
medio de la cual se certifica la firma del seflor William W. OGLIVIE

en el anterior documento y su capacidad legal para otorgar el mismo.

NOTARIO PUBLICO___ Firma Ilegible




Sello: Certificado en el Departamento de Relaciones Exteriores y
Comercio Internacional para la legalizacién de la firma anterior de
M. Roy .

Firma Ilegible

Suplente del Ministro de Relaciones Exteriores

(RESPALDO)

Autenticacién No. 93 del Consulado de Colombia en Ottawa,
Canadd, con fecha del 21 de septiembre de 2004, en donde se
autentica la firma anterior del Seiio.i:' MARIO NUNEZ . SUMREZ como

OFICIAL DE AUTENTICACIONES DEL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES Y

COMERCIO.
Pagadas las Tasas Consulares.
Firmade por Rafael Guillermo Ariemendi J., Primer Secretario

Encargado de las Funciones Consulares de la Embajada de Colombia en
Ottawa, Canad4. =
I'.

Legalizaci6én de 1la firma anterior por parte del . Jefe de

Legalizaciones del Ministeric de Relaciones Exteriores “en Bogoté

v
D.C. bajo el nimero 054329 con fecha del 13 de Octubre: de 2004.

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacién.

DVZ/ID-6080/WPCL002G/COLO 09255-841-009-5

(g1 A%
ﬂdﬁ?" VKI/QE'AS Z.
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999

MINISTERIO DE JUSTICIA

’LD
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CANADA

PROVINCE OF QUEBEC

I, the undersigned, Michel Poulin, Secretary of the Chambre des
notaires du Québec, a professional order duly constituted in virtue of the

Notarial Act and the Professional Code, having its Head Office at Montreal,
do hereby certify under my oath of office:

THAT Mtre‘jbcelyn Langlois , Notary at Montreal , is a member of the
Ordre des notaires du Québec since the 1" day of November 1982 , date of
his entry on the Roll of the Order ;

_ That since that date, Mtre Langlois has always been entered on the
Roll of:the:Ghambre des notaires du Québec ;

THAT hi; -signature affixed to the attached document corresponds to
that filed in my gffice in accordance with the Notarial Act.

IN WI'I:N_ES§ WHEREOF, | have signed the present certificate at
Montreal, on-this Thursday, September 23, 2004.

-

Michel Poulin, Notary

Secretary

ERALSS
[

1(\9

B

-
Tour de la Bourse, 800, Place-Victoria, buréiu 700, case

162, Montrdal (Québec) H4Z 1L8
Téléphona : (514) B79-17063 = Téldcopleur : (514) 879-1923
admin@cdng.org

69759

K> 50"
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EDIFICIO SISKI)
. CARRERA 4a N°72-35
BOGOTA. 8 — COLOMBIA

- CESION

Yo, (nosotros) abajo firmedo (s)

1. Jeffrey O'MEARA
-2. Bruno SIMONEAU
3. Christlane YOAKIM
4. Robert DEZIEL
- 8. William W. OGILVIE

13-103 CO
-1 -

?3y

ASSIGNMENT

I (we), the undersigned

1. Jeffrey O'MEARA

2. Bruno SIMONEAU
3. Christlane YOAKIM
4. Robert DEZIEL

5. William W. OGILVIE

don:licilindo(s) en

2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5 / Canada
2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2GS / Canada
2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5/ Canada
546 Chester, Mont-Royal, Québec H3R 1W9 / Canada
1999 Woodglen Crescent, Ottawa, Ontario K1J 6G7/
Canada

PR

2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5 / Canada
2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5/ Canada
2100 Cunard Street, Laval, Québec H7S 2G5/ Canada
546 Chester, Mont-Royal, Québec H3IR 1W9 / Canada
1999 Woodglen Crescent, Ottawa, Ontario K1J 6G7/
Canada

AWM=

Hm(lmns) bajo juramento ser Gnico(s) y verdadero(s) inventor(es)
i

nvencidn:

staie(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

“Dipyridodiazepinones as reverse transcriptase Inhibitors™

declaro{amos) as{ mismo que cedo{emos) y transfiero{crimos), sin

state as well, that assipn, without reservations or limitations in favour

limitacién, a favor de la sociedad BOEHRINGER of BOEHRINGER INGELHEIM
INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH INTERNATIONAL GMBH
constituida y cxisterite de conformidad con las leyes de a corporation constiluted and existing in conformity with the laws of
Alemania Germany
domiciliada en Binger Strasse 173, domiciled in Binger Strasse 173,
55216 Ingelheim, Alemania 55216 Ingelheim, Germany

todos los derechos inhcremtes a dicha invencién y que la citada
Compafia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de
invencién correspondiente en la Repiiblica de Colombia

0

Dado y firmado hoy/Given and signed this / 4 ‘-ﬁ

all rights inhcrent to seid invention and that the above mentioned
company hereby is enabled to apply. in its name, for the corresponding
patent invention, in the Republic of Colombia

of_Seffenscn 2004

g

/ William W. OGILVIE

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI- 374

runo SIMONEA

Robert D
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.-.&I-:RIIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUO)

w dias del mes de

de ?00 ___ Ante mi, Notario Piiblico de

13-103 co
-2 -

(2§ .gxf
NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)

ontis | Y day of &étm__ag

200_'-Lbeforeme,nNolnryPublicof Phoviwce OF
Posns Cavava

comparecid(eron) personalmente

personally appeared ¥{ A- RDGEQ__T Vszie (

. a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien(es)
tiene(n) capacidad legal para otorgarlo

APOSTILLE
{(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

I, COuntry: ..ccocnmsrmsnsnisecmsnsssssesasssssssssanssnsassasassases

This public document
2 has been signed by .........cccoriiiiiiiiiii e
3. actinginthecapacityof ........ccommmiiiiii e,
4. bearsthe seal/stamp of ........c..o.ociiiiimviiiriiincririesenrannen

Certified

5. Blaciiecccinieinnieen 6.the..ooovireiieniniciinnnen
7S - RO
. T & T
9.  Seal/'stamp {0. Signature

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI- 374
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TRADUCCION OFICIAL No. 10.16/04c realizada por Diego Vargas, Traductor 25
Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de dJusticia,

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Cesidn escrito en inglés y espafiol por medio del cual
1. Jeffrey O"MEARA, 2. Bruno SIMONEAU, 3. Christiane YOAKIM, 4.
Robert DEZIEL, 5. William W. OGILVIE, domiciliados en 1. 2100 Cunard
Street, Laval, Québec H7S8 2G5 / Canadi, 2. 2100 Cunard Street,
Laval, Québec H7S 2G5 / Canadd, 3. 2100 Cunard Street, Laval, Québec
K78 2G5 / Canadd, 4. 546 Chester, Mont-Royal, Québec, H3R 1W9 /
Canada, 5. 1999 Woodglen Crescent, Ottawa, Ontario K1J 6G7 / Canadi;
respectivamente, declaran bajo juramento ser fGnicos y verdaderos
inventores de la invencién: “Dipiridodiazepinonas como inhibidores
de la transcriptasa inversa® y declaran asi mismo que ceden Yy
transfieren, s8in limitacién, a favor de la sociedad BOEHRINGER
INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH una sociedad constituida y existente de
conformidad con las leyes de Alemania domiciliada en Binger Strasse
173, 55216 Ingelheim, Alemania, todos los derechos inherentes a
dicha invencién y que dicha Compafiia queda facultada para solicitar
a su nombre la patente correspondiente en la Repiiblica de Colombia.

Firma Ilegible
Robert DEZIEL

Dado y firmado el 14 de Septiembre de Montreal, Quebec, Canadd por
el sefior Robert DEZIEL.
Firma Ilegible

JOCELYN LANGLOIS, notario
157, Av Appin



Mont-Royal (Québec) :Z!;
H3P 1Vé

CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUO) del 14 de Septiembre de 2004 por
medio de la cual se certifica la firma del sefior Robert Dé&ziel en el
anterior documento y su capacidad legal para otorgar el mismo.

NOTARIO PUBLICO___ Firma Ilegible
JOCELYN LANGLOIS, notario
157, Av Appin

Mont-Royal (Québec)
H3P 1Vé

CANADA
PROVINCIA DE QUEBEC

Yo, el suscrito, Michel Poulin, Secretario de la Chambre des
notaires du Québec, (Camara de Notarios de Québec) una asociacién
profesional debidamente constituida en virtud de la Ley Notarial y
del C&édigo Profesional, cuya Oficina Principal estd ubicada en

Montreal, por el presente certifico bajo mi juramento de oficio:

QUE el Sefior Jocelyn Langlois, Notario de Montreal, es un
miembro de la Ordre des notaries du Québec (Asociacién de Notarios
de Québec)deasde el 1 de Noviembre de 1982, fecha de su inscripcién

en la Lista de la Asociacién.

QUE desde ese dia, el Sefior Langlois siempre ha permanecido
inscrito en la Lista de la Asociacién de la Chambre des notaires du

Québec;
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QUE la firma que fue fijada en el documento adjunto corresponde ’ij
a la suya presentada ante mi oficina en concordancia con la Ley de

Notarios.
L.\

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he firmado el presente certificado en

Montreal hoy Jueves 23 de Septiembre de 2004.

Firma Ilegible
Michel Poulin, Notario
Secretario

69759

Sellos parciales del Consulado de Colombia de Montreal, Canadép‘

Se anexa autenticacifn No. 894 del Consulado de Colombia en
Montreal, Canadi, con fecha del 23 de Septiembre de 2004, en donde
se autentica la firma anterior del Sefior MICHEL POULIN y de su carge
como SECRETARIO DE LA CAMARA DE NOTARIOS DE LA PROVINCIA D? QUEBEC -
CANADA. L
Pagado el Impuesto de Timbre y Fondo de Rotatorio.

Firmado por Juan Jogé Pdez Pinzon, Cénsul de Colombia en Monffgal,

CanadA.

Legalizacién de 1la firma anterior por parte del Jefe de

Legalizaciones del Ministerio de Relaciones Exteriores en Bogoti

v" . :
D.C. bajo el niGmero 054330 con fecha del 13 de Octubre de 2004,

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién.

DVZ/ID-6081/WPCL0O02G/COLO 09255-841-009-5
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TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
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RES. 0001 DE ENERQ 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTITIA
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DIPYRIDODIAZEPINONES AS REVERSE TRAWASCRIPTASE INHIBITORS

TECHNICAL HELD OF THE INVENTION

The invention concems novel compounds and pharmaceutically acceptable salts

thereol, their usa, elther alone or In combination with other therapeutic agents, in the

treatment or prophylaxs of HIV Infection, and to pharmaceutical compositions
comprising the compounds.

BACKGROUND OF THE INVENTION

The disaase known as acquired immune deficlency syndrome (AIDS}) is caused by
the human Immunodeficiency virus (HIV), particularty the strain known as HIV-1. in

order for HIV to be replicated by a host cell, the Information of the viral genome must
be Integrated Into the host celi's DNA. However, HIV Is a retrovirus, meaning that its

genstic Information Is In the form of ANA. The HIV replication cycle therefore
requires a step of franacription of the viral genome (RNA) Into DNA, which Is the
reverse of the normal chaln of events. An enzyme that has besn aptly dubbed
reverse transcriptase (RT) accomplishes the transcription of the viral RNA Into DNA.
The HIV virlon Includes a copy of AT along with the viral RNA.

Reverse tranacriptase has three known enzymatlc functions; It acts as an ANA-
dependent DNA polymerase, a¢ a ribonuciease, and as a DNA-dependent DNA
polymerasa. Acting as an RNA-dependent DNA polymerase, RT transcribes a
single-stranded DNA copy of the viral RNA. Acting as a ribonuciease, RT destroys
the original viral RNA, and frees the DNA Just produced from the original RNA.
Finally, acting as a DNA-dependent DNA polymerase, RT makes a second,
complementary DNA etrand, using the firet DNA strand as a template. The two
strande form double-stranded DNA, which [s integrated Into the host cell's genome
by another enzyme called Integrase.

Compounds that Inhiblt the enzymatic functions of H!V-1 reverse transcriptase will
Inhiblt replication of HIV-1 In Infected cells. Such compounds ara useful In the
prevention or treatiment of HIV-1 Infection In human subjects, as demonetrated by
known RT Inhibitors such as 3'-azido-3'-deoxythymidine (AZT), 2',3"-dideoxyinosine
(ddi), 2,3'-dideoxycytidine (ddC), d4T, STC, Nevirapine, Delavirdine, Efavirenz and

Abacavir, the maln drugs thus far approved for use In the treatment of AIDS.
' -1- .

9_
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Aa with any antiviral therapy, use of AT Inhibltors In the treatment of AIDS eventuslly
leads to a virus that Is lesa sensltive to the given drug. Reslstance (reducad
sansitivity) to these drugs Is the result of mutatiocns that occur In the reverse
transcriptase segment of the po/gene. Several mutant siralne of HIV have been
characterized, and resistance to known therapeutic agents Is due to mutations In the
AT gene. Some of the most commonly observed mutants In the clinic are: the
Y181C mutant, In which & tyrosine (Y) at codon 181 has been mutated to a cysteine
(C) resldue and K103N where the lysine (K) at position 103 has been replaced by
asparagine (N). Other mutants, which emerge with increasing frequency during
treatment with known antivirals, Include the single mutants V108A, G180A, Y188C,
and P236L; and the double mutants K103N/Y181C, K103N/P225H, K103N/V108I,
and K103N/L100l.

Continued use of antiviral compounds to prevent HIV infection will undoubtedly
cause an Increased emergence of new reslstant strains of ‘HIV. There ls therefore
an ongoing need for new inhibitors of AT, with different pattemna of effectiveness

‘against the varlous mutants.

Compounds having tricyclic structures, which are Inhibitors of HIV-1, are described In
U.S. Pat. No. 5,386,872, Other Inhibitors of HIV-1 reveree transcriptase are
described In Hargrave et al., J. Med. Chem., 34, 2231 (1881).

U.S. Pat. No. 5,705,499 proposes 8-arylalkyl- and 8-arylheteroalkyl-5,11-dihydro-6H-
dipyridof3,2-B:2",3'-E][1,4]dlazepines as Inhibltors of RT. The exempilfled
compounds are shown io have some activity against wild type and mutant HIV-1 RT,
particularlyY181C and other single mutants such as K103N albelt less effectively.

WO 01/06338A1 and US patent 8,420,359 dlsclose dlazepine structures having
quinoline and quinoline-N-oxide substiiuents as Inhibltors of RT. The exemplified
compounds have activity against HIV WT, single and double mutant straine.

SUMMARY OF THE INVENTION

The Invention provides substituted benzolc acld contalning compoundes thet are
potant inhibitors of wild-type (WT) and double mutant strains of HIV-1 RT,
particularly the double mutation K103N/Y181C.
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in a firet aspect of the invention, there le provided a compound of formula I:

H‘ 1R
= , N R"
\ N./ T N/
Et R"
1

whereln
R* Is H, halogen, (Cy)alkyl, O(C1)alkyl, NH(Calkyl) or N(C1.4alkyl)s;
R* s H or CHg;
R"Is H or CHg;

R™ g H, halogen, {C)alkyl, CFs, or NOg;

RY s H, (Ci4)alkyl, halogen, OH, or NHg, with the proviso that R and R™ are not
both H; and '

R ls COOR™* wherein R Ig H or (C1.c)alkyl; or R™ s (Ca.)alkenylCOOR™*
wherein R™" Is as defined hereln; or R' la (C,.)alkyiCOOR™ wherein R*** Ig as
defined herein;

or a galt or a prodrug thereof

According to a second aspect of the invention, there ls provikied a pharmaceutical
composition for the treatment or prevention of HIV Infection, comprising a compound
of formula |, as deecribed herein, or a pharmaceutically acceptable salt thereol, and
a pharmaceutically accepiable carrier.

According to a third aspect of the Invention, there Is provided a method for the
treatment or prevention of HIV infection, comprising administering to a patient an
HIV inhibling amount of a compound of formula | or a pharmaceutically acceptable
salt thereof, or a pharmaceutical compasttion, both as defined herein.

According to a fourth aspect of the Invention, there Is provided a method for treating
or preventing HIV Infection comprising administering a pharmaceutical composition
comprising a compound of formula |, as described herein, In combination with an
antiretroviral drug.
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According to a fiith aspect of the invention, there is provided a methad for pravanting
perinatal transmission of HIV-1 from mother to baby, comprising administering a
compound of formula | or a pharmaceutical composition, ae described herain, to the
mother before glving birth.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
Definltions

The following definitions apply unless otherwise noted:

As usad hereln, the terms “(Cy.¢)aliyl", “(C1) alkyl” and *(C;.¢)alkyF", elther alone or In
combination with anather radical, ls Intended to maan acyclic alkyl radicals
contalning up to two, four, or slx carbon atoms respectively. Exampies of such
radicals Include methyl, ethyl, propyl, butyl, 1-methylethyl, 1-methyipropyi, 2-
methyipropyl, and 1,1-dimethylethyl.

As used hereln, the term *(Cy.) alkenyl*, either alone or in comblnation with ancther
radical, Is Intended to mean an unsaturated, acyclic radical contalning two to four
carbon atoms.

As used hereln, the term “halogen® meane a halogen atom and Includes fiuorine,
chiorine, bromine and lodine.

As used herein, the term “pharmacautically acceptable salt” Includea those derived
from pharmaceutically acceptable basee and Is non-taxdc. Examples of sultable
bases Include choline, ethanolamine and ethylenedlamine. Na*, K', and Ca™" salts
are also contemplated to be within the scope of the Invention (also see
Pharmaceutical salts, Birge, S.M. et al., J. Pharm. S¢l., (1877), 88, 1-19,
incorporated hereln by reference).

As used herein, the term “prodrug” refers to pharmacologically acceptable
derivatives, such that the resuting blotransformation product of the derivative Is the
active drug, as defined in compounds of formula I. Examples of such derivatives
Include, but are not limited to, asters and amidas. (see Goodman and Giiman in The
Pharmacological Basls of Therapeutics, 9™ ed., McGraw-Hill, Int. Ed. 1985,
“Blotransformation of Drugs, p 11-16, Incorporated hereln by reference).

-4-
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Detnlled description of preferred embodiments

Preferably, R? Is H, halogen, (C,.alkyl, O(C1.4)alkyl or N(C1alkyl)e. Even prefe;ably.
R'Is H, CI, F, (Cs)alkyl, O(C1.)alkyl, or N(C14alkyl)2. More preferably R?is H, C|, F,
CHs, OMe, or OEt. Most preferably, R Is H.

Preferably, R* and R® are not both the same.
More preferably, R*Is H.
More prefarably, R® Is CHs.

Preferably, R™ is halogen, (C.)alkyl, CFs, or NO;. More preferably, R™ is Br, Ci,
CH, or CHsCH;. Most preferably, R*2 ls CHy or CHyCH,.

Preferably, R™ ls H, CHs, halogen, OH, or NH.. More preferably, R Is H, CHj, or
OH. Most preferably, RYIisH.

Preferably, R™ Is COOH, COOMe, (Ca)alkenyiCOOH, or (C:.4)alkyiCOOH. More
prefarably, R" ls COOH, GH=CH-COOH, CH:COOH, or CH;CH,;COOH. Most
preferably, R ls COOH.

The compounda of formula | are sffective Inhibitors of wild type HIV as well as
inhibiting the double mutant enzyme K103N/Y181C.

The compounds of formula [ possess Inhibltory activity against HIV-1 reverse
transcriptase. When administered in sultable dosage forms, they are useful in the
treatment of AIDS,-ARC and related disorders assoclated with HIV-1 Infaction.
Another aspect of the Invention, therefore, Is a method for treating HIV-1 Infection
which comprises administering to a human belng, infected by HIV-1, a
therapeutically effective amount of a novel compound of formula I, as described
above. Whether it be termed treatment or prophylaxis, the compound may alsc be
used to pravent perinatal tmnsmission of HIV-1 from mother to baby, by
administration to the mother prior to giving birth.

. -5~
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The compounds of formula | may be administered In single or divided doses by the
oral or parenteral routas. A sultable oral dosage for a compound of farmula | would
be In the range of about 0.5 mg to 3 g per day. A preferred oral dosage for a
compound of formula | would be In the range of about 100 mg to 800 mg per day for
a patient weighing 70 kg. In parenteral formulations, a sultable dosage unit may
contain from 0.1 to 250 mg of sald compound, preferably 1 mg to 200 mg. it should
be understood, however, that the dosage administration from patient to patient will
vary and the dosage for any particular patient will depend upon the clinician's
Judgement, who will use as criterla for fixing a proper dosage the size and condition
of the patient as well as the patient's responae to the drug.

When the compounds of the present invention are to be administered by the oral
route, they may be administered as madicaments In the form of pharmaceutical
preparations, which contain them In assoclation with a compatible pharmaceutical
carrler matarial, Such carrier matarial can ba an Inett organic or inorganic cartler
material sultable for oral administration. Examples of such carler materials are
water, gelatin, taic, starch, magnesium stearate, gum arabic, vegetabie olls,

polyalkylene-glycols, petroleum Jelly and the like.

The compounds of formula | can be used In combination with an antiretroviral drug
known to one skilled In the art, as a combined preparation useful for simultaneous,
separate or saquential administration for treating or preventing HIV Infection In an
Individual. Examples of antiretroviral drugs that may be used in combination therapy
with compounds of formula |, Include but are not limited to, nucleoside / nucleotide
reverse tranecriptase [nhibitors (such as AZT and Tenofovir), non-nuclecside
reverse transcriptase Inhibltors (such as Nevirapine), protease Inhibltors {(such as
Ritanovir), viral fusion Inhibitors (such as T-20), CCR5 antagonists (auch as SCH-
351125), CXCR#4 antagonists (euch as AMD-3100), Integrase Inhibitors (such as L-
870,810), TAT inhibltors, other investigational drugs (such as PRO-542, BMS-806,
TMC-114 or Al-183), antifunga! or antibacterial agents (such as fluconazole), and
Immunomodulating agents (such as Levamisole). Moreover, a compound of formula
| can be used with ancther compound of formula .

The pharmaceutical preparations can be prepared In a conventional manner and
finished dosage forme can be solld dosage forms, for exampie, tablets, dragees,
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capsules, and the like, or liquid dosage forme, for example solutions, suspensions,

"emuisions and the flke. The pharmeceutical preparations may be subjected to

conventional pharmaceutical operations such as sterllization, Further, the
phamacautical preparations may contain conventional adjuvants such as
preservatives, stabllizers, emulalflers, flavor-improvers, wetling agents, butfars, salts
for varying the osmotic pressure and the liks. Solld canfer material which can be
used Include, for axample, starch, lactose, mannitol, methyl cellulose,
microcrystalline cellulose, taic, sllica, dibasic calclum phosphate, and high molecular

welight polymers (such as polysthyiene glycol).

For parentsral uee, & compound of formula 1 can be administered in an aqueous or
non-aqueous solution, suspansion or emulsion In a pharmaceutically acceptable oll
or a mixture of liquids, which may contaln bacterioatatic agents, antioxidants,

preservativas, buffers or other solutes to render the solution Isotonic with the blood,

‘hickening agents, suspending agents or other pharmacsutically accepiable

additivea. Additivea of thia type Inciude, for axample, tartrate, citrate and acetate
buffers, ethanol, propylene glycol, polyethylene glycol, complex formers (such as
EDTA), antioxidants (such as sodium bisuifite, sodlum metablsulfite, and ascorblc
acid), high molecular welght polymers (such as liquld polyethylane oxides) for
viscosity regulation and polyethylene derivatives of sorbitol anhydrides.
Preservailves may also be added i necessary, such as benzolc acid, methyl or
propyl paraben, benzalkonlum chloride and other quatemary ammonium compound.

The compounds of this invention may also be administered as solutions for nasal
application and may contain in addition to the compounds of this invention sultable
buffers, tonicity adjusters, microblal preservativea, antioxidants and viscosity-
Increasing agents In an aqusous vehicle. Examples of agents used o Increase
viscosity are polyvimyl alcohol, celluiose dervatives, palyvinyipynolidone,
polysorbates or glycerin. Microbial preservatives added may Include benzalkonlum
chioride, thimerosal, chioro-butanol or phenylethyl alcohol.

Additionally, the compounds provided by the Invention can be administered by
suppository.

Methodology and aynthesls
The compound of the Invention may be made uaing the aidils of a synthetic organic
-7-
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chemist. Examplary reaction schomes are shown In Schemes 1 to 4 below.
Substituents R*, R*, R, R, R®, R™, and R are as defined herein.

W) 1(v)

Briefly, aromatic substitution (SyAR) of 1(T) with Et-NH, produces Iintermed|ats 1(iI).
10 Thereafter, halogenation of the 5-position using a brominating agent (for example,
NBS or bromine) gives 1(llf). Ring closurs of 1{li) via a base-fnediated §,AR
reaction forme the tricyclic Intermediate 1(lv). Introduction of the R® subatituent
proceeds via an aromatic substitution of the C-2 chiorine In 1{lv) thereby giving
compound of intermediate 1(v).
16
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5 The sequence of acheme 2 ls analogous to one described by J.M. Klunder et al.; J.
Med. Chem, 1088, 41, 2060-71, and C.L. Cywin et al; J. Med. Chem. 1888, 41,
2072-84. Briefly, aromatic subetitution (SyAR) of 2(T) with Et-NH; produces
intermediate 2{l1). Reduction of the nitro group (for example using catalytic
hydrogenation) produces 2(1l). A base medlated condensation reaction of 2()lf) with,
10 for example, 5-bromo-2-chloro-3-pyridinecarbonyl chloride, provides 2(lv). Ring
closure of 2(lv) proceeds via a base-mediated S,AR reaction to form the tricyclic
Intermediate 2(v). The R® methyl group In 2(vl) may be Introduced by art recognized
alkylation using, for axample, methyl lodide.
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3(!') 3(iIf)
B
X = o
3(iv) 3(v)

Briefly, a base-mediated condensation reaction between 3(f) and 3(il) givee
intermediate 3(1if). Aromatic substitution (SyAR) of 3(lil) with Et-NH, produces
intermediate 3(lv). Ring closure of 3(Iv) proceeds via a base-mediatad S,AR
reaction to form a tricyclic Intermediate, which ls alkylated to give compound of
Intermediata 3(v).

A(l) | 1(v)

Briefly, a base-mediated condensation reaction batween 4(1) and 3(fl) gives
Intermediate 4(l). Aromatic substitution (SyAR) of 4(I) with Et-NH; produces
intermediate 4(tll). Ring closure of 4{lll) proceeds via a-base-mediated S,AR
reaction to form a tricyclic compound of Intermediate 1{v).

-10-
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1. Coikintion
2. Raduction
L)) ]
“ : Y= or
—=-  Compouwnxis of formuia |
w Corvemslion of Y

to R (if necasaary)

Brefly, croes-coupling of bromo QOlivaﬂve §(1), aynthesized as described hereln, with
an allyl tin reagent In an aprotic solvent (e.g. DMF) and In the presence of a catelyst,
forms C-8 substituents 5(I). Oxidation of the double bond (e.g. by ozonolyels to
produce an ozonide), followed by a reduction, produces the C-8 hydroxyethyl

- substituent 8(II). Usinga Mltsunqbu-typo reaction, naphthyl derivatives 5(lv), 5(v) or

5(vi) when Y Is R™ with the exception of COOH, are condensad with 5(lIl) to
produce compound of formula |. Altematively, when Y Is a R* group precursor, for
example COOCH,, a Mitsunobu-type reaction can be usad fo condenss 5(iv) or 5(v)
with 5(llf), and thereafter Y can be chemically converted into R'* substituents, for

mmplehyaaponlﬂcaﬂonofcoocmbglvaGOOH thereby glving compound of
formula |,

As stated before, the compound provided by the Invention Inhibit the enzymatic
activity of HIV-1 RT. Based upon testing of these compound, as described below, It
Is known that they inhibit the RNA-dependent DNA polymerase activity of HIV-1 AIT.
It Is known (data not shown) that they also Inhibit the DNA-depandent DNA

polymerase activity of HIV-1 RT. Utlilzing the Reverse Transcriptase (RT) Assay
described below, compourxi can be tested for their abliity to inhibit the ANA-

_ dependent DNA polymerase activity of HIV-1 RT. Certaln specific compound - ~

desctibed in the Examples which appear below, were so teatad. The resulta of this
testing appear In Table 1 as ICyg and ECx.

-11--
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The present Invention Is lllustrated In further detall by the following non-limiting °
examples. All reactions were parformed In a nitrogen or argon atmoephere uniess

otherwise stated. Temperatures are given in degrees Celslus. Solution percentages

or ratios axpress a volume to volume relationship, unlees stated otherwise.

Abbreviations or symbols used hersln Include:
DEAD: diethyl azodicarboxylate;

DIAD: dilsopropyl azodicarboxylate;

DIEA: dlisopropylethylamine;

DMAP: 4-(dimethylamino) pyridine;
DMSO: dimethylsulfoxide;

DMF: dimethylfformamide;

DCC: dicyclohexylcarbodiimide;

ES MS: electron spray mass speciromety;
Et: ethyl;

EtOH: ethanol;

EtOAc: ethyl acetate;

Et,0: diethyt ether;

HPLC: high performanca liquid chromatography;
Pr: lsopropyh;

Me: metiyi;

MoeOH: méthanol;

MaeCN: acetonliriie;

NaHMDS: sodium hexamethyidisllazide;
NBS: N-bromoeuccinimide;

Ph: phenyl; -

TBE: tris-borate-EDTA; .

TBTU: 2-(1H-benzotriazol-1-yi)}-N, N, N, N'-letramethyluronium tetrafluoroborats;

TFA: trifluoroacetic acid;

THF: tetrahydrofuran;

PFU: plaque-forming units;

DEPC: diethyl pyrocarbonate;

DTT: dithiothreltol;

EDTA: ethylenediaminatetraacetate;

e
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UMP: uridine 5-monophosphate;

UTP: uridine &'-triphosphate;

MES: 2-(n-morpholino)sthanesulfonic acid;

SDS-PAQGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis;
MWCO: molecular weight cut-off;

Bls-Trie Propane: 1,3-Bls{iris(hydroxymethyl)-methylamino}propane;
GSH: reduced glutathlone; '

OBQG: n-Octyl-f-D-glucoside.

SYNTHESES
The following examplea llilustrate methods for preparing compounds of the Invention.

EXAMPLE 1:
NH,
( :(“'_-- L 2. :
H
, WS w6
i/ N d \-‘: Br ©
id 1e
1h
Step a:

To a solution of 2-chloro-3-nitropyridine 1a (51 g, 325 mmol) In THF (850 mL) was
added a 2 M solution of ethylamine In THF (385 mL, 731 mmol). The reaction was
stimed at room temperature ovemight. The reaction mixture was poured Into water

-13-
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{~1.5 L) and the resulting solid was filtered and dried under reduced pressure o give
compound 1b (52 g).

Step b:

A solution of 2-(ethylamino)-3-nitropyridine 1b (52 g) In MeOH (600 mL) was stimed
avemight at room temperature under hydrogen (1 atm.) In the presence of 20%
Pd(OH)/C (10.4 g). The catalyst was removed by filtration through dlatomaceous
earth. The filtrate was concentrated under reduced pressure to give compound 1¢ as
a biack solld (39 g, 88% yleld over steps a and b).

Step ¢:

To a cooled eolution of 3-amino-2-{ethylaminc)pyridine 1¢ (30.6 g, 223 mmol) in
MeCN (740 mL) was added solid NaHCO; (56.3 g, 669 mmof). After 5 min, crude 5-
bromo-2-chioro-3-pyridinecarbonyl chioride (prepared from 5-bromo-2-hydroxy-8-
pyridinecarboxylic acid and SOCe (1 equiv., 223 mmol) was added [as deactibed by
T. W. Geno et al. In Synth. Commun. 1989, 19, 553-558 (incorporated herein by
reference) but with omisslon of the aqueous work-up]. After 2 h, the reaction mixture
was poured over ice/HzO (1.5 L) and the resuiting solid was filtered, rinsed with H,O
and then hexane. After drying under reduced prassure ovemight, compound 1d was
obiained as a black solid (54.0 g, 69% yleld).

Step d:
To a solution of 2-chloro-N-{2-{athylamino)-3-pyridinyf}-5-bromo-3-

" pyridinecarboxamide 1d (54.9 g, 154.4 mmol) In pyridine (308 mL) at 50 °C was

added drop-wise a 1 M solution of NaHMDS In THF (355 mL, 365 mmal). After 10
min, the reaction was allowed to cool to room tamperature, and then was poured

- over ice water (2 L). The resulting solid was filtered, rinsed with water and then
" haxane. The solid was dried under reduced preasure to give compound 1e (38 g,

75% yleld) a8 & dark green solld,

Step o:

To a solution of the 8-bromo-5,11-dihydro-11-ethyi-6H-dipyrido[3,2-b:2',3'-e]
[1,4Kllazeplr-6-one 1e (36.7 g, 115 mmol) In DMF (380 mL) was added NaH (3.5 g,
138 mmol}, and the mixture was heated to 50 °C for 30 min. The reaction mixture
was cooled to room temperature and treated with Mel (14.3 mL, 230 mmol). After 1.6

«14-
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h, the reaction mixture was poured over Ilce water. The solki was filtered, washed
with water and then hexane to give after drying, compound 1f (37.8 g 88% yleid) as a
dark gray solld.

Step f:

Allyitributytiin (30.7 mL, 89.0 mmol) and Pd(PhsP), (5.20 g, 4.50 mmol) were added
to a degassed (N, through solution for 30 min) solution of 8-bromo-5,11-dihydro-11-
ethyl-5-methyl-8 H-dipyrido[3,2-b:2",3"-e][1,4]dlazepin-6-one 1f (30.0 g, 80.0 mmol) in
DMF (450 mL) at room temperature. The mbdure was stirmed at 80 °C for 1.5 h then
was cooled to room temperature and concentrated under reduced pressure. The
residue was purified by flash chromatography (hexane: EtOAc, 8:2 {o 7:3) to give
compound 1g (22.18 g, 84% yleld).

Step g:

A stream of ozonlzed oxygen was bubbled through a cold (-78 °C) aoluﬁon of 5,11-
dihydro-11-ethyl-5-methyl-8-(2-propenyi)-6 H-dipyrido[3,2-b:2',3'-e][1,4]diazepin-8-one
1g (22.19 g, 756.4 mmol) In CHCl; (150 mL) and MeOH (150 mL) for 2.5 h. A stream-
of N was next bubbled through the eolution for 15 min and then solid NaBH, (4.99 g,
132 mmol) was added to the solution, The reaction mixture was allowad to warm to
room temperature. After 1 h, aqueous saturated NH.CI (200 mL) was added and the
mixture was stimed at room temperature for 2 h. The organic solvents were removed
under reduced pressure. Watsr (300 mL) and CHCI; (300 mL) were added to the
residue. The phases were aeparated and the aqueous layer wae extracted with
CHCl; (3 x 300 mL). The combined crganic layers were dried (MgSO,), filtered and
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by flash
chromatography (EtOAc:CHCI,, 4:1) to give compound 1h (16.1 g, 72% yleld) as a
white solld. ‘

-15-
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EXAMPLE 2:

2d 20
\\.
__f_.aﬂ 3
2 29
_1...\\
2h

Step a:
An Ice~cold solution of EtNH; (48.8 g, 1.10 mol) in toluene (200 mL) was added over
5 156 min to an lce-cold solution of 2,6-dichioro-3-nitropyridine 2a (100.0 g, 0.52 mol) In
toluene (225 mL). The mibxdure was stimed at 0 °C for 45 min. Water (500 mL) and
EtOAc (500 mL) were added and the phases were separated. The organic layer
was successively washed with water (200 mL) and brine {200 mL), dried (MgSQy),
fitered and concentrated under reduced pressure. The residual solld was
10 recrystaliized from MeOH to give compound 2b (83.7 g, 80% yleld) as yellow
needles. :

Step b:

_ Compound 2c was prepared In a manner analogous to Example |, etap b.

16

Step c: '

A solution of 5-bromo-2-chloro-3-pyridinecarbonyl chioride (30.0 g, 87.0 mmol) in
MeCN (100 mL) was added via cannula to & solution of 3-amino-8-chloro-2-
(ethylamino)pyridine 2¢ (16.8 g, 97.0 mmol) in MeCN (180 mL) contalning solld

-16 -
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NaHCO; (14.2 g, 169 mmol) at room temperature. The mixture was stimed at room
temperature for 1 h. Water (200 mL) was added and the mixture was stirred for 10
min. The resulting suspension was filtered. The solld was washed with water then
hexane and dried under reduced ‘pressure to give compound 2d (28.4 g, 75% yleld).

Step d:

A 1 M solution of NaHMDS In THF (167.5 mL, 167.5 mmol) was slowly added to a
solution of 5-bromo-2-chloro-N-{2-{ethylaminc)-8-chioro-3-pyridinyf}-3-
pyridinecarboxamide 2d (28.4 g, 72.8 mmol} in pyridine (146 mL) heated to 50 °C. The
reaction mixture was stirred at 50 °C for 1.5 h. The mixture waa then poured into a
mbdure of water and Ice (1 L) and, after 1 h, the resulting suspenslon was filtered. The
solid washed with water and dried under reducad pressure to glve compound 2e (23.4

g, 91% yleld). '

Step e:

Solid NaH (60% oll dispersion, 3.48 g, 86.1 mmol) was added over 30 min to a sotition
of 8-bromo-2-chloro-5,11-dihydro-1 1-ethyl-6 H-dipyrido|3,2-b:2',3'-e] [1,4)dlazepin-6-

one 2e (23.4 g, 66.3 mmol) In DMF (220 mL) at 50 °C. The mixture was stimed at 50 *C
for 1 h then was allow to cool to room temperature. The mbdure was poured Into water
(1 L) and the resulting suspension was fittered. The solid was succesaively washed
with water and hexane then dried under reduced pressure to give compound 2f (23.0

g 4% yiald).

Step f: .

Aliyttributyttin (21.3 mL, 88.7 mmai) and Pd(PhsP)4 (3.61 g, 3.12 mmol) were added
to a degassed (N through solution for 30 min) scolution of 8-bromo-2-chloro-5,11-
dihydro-11-ethyl-5-methyl-8H-dipyridof3,2-b:2",3"-e] [1,4]dlazepin-8-one 2f (23.0 g,
62.5 mmol) in DMF (312 mL). The mixiure was heated to 80 °C for 2 h. The mixture
was concentrated under reduced pressure. The resldue was purifled by flash
chromatography (hexane:EtOAc, 7:3) to give compound 2g (13.4 g, 85% yleld).

Step g°
ozonized oxygen was Introduced Into a cold (78 °C) solution of 2-chloro-5,11-
dihydro-11-ethyl-5-methyl-8-(2-propenyl)-6 H-dipyrido[3,2-b:2",3'-e] [1,4]dlazepin-6-

one 2g (13.4 g, 40.7 mmol) In MeOH (102 mL) and CH;Cl; (102 mL) untll complete
«l7-
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disappearance of the alkene. Nitrogen was bubbled through the solution to remove
axcess O,. Soiid NaBH, (2.68 g, 71.1 mmol) was next added in small portions and
the mbdure was allowed to warm siowly to room temperature. After 1 h, aqueous
saturated NH,Cl (150 mL) wae added and the mixture stired for 20 min. The
organic solvants were removed under reduced pressure. Water (100 mL) was added
to the aqueous solution. The solution was extracted with CHCls (3 x 200 mL). The
combined arganic layers were dried (MgSO,), filtered and concentrated under
reduced pressure. The resldue was purified by flash chromatography (EtOAc:CHCE,

4:1) to give compound 2h (10.4 g, 77% Yyleld).

EXAMPLE 3:

D

0 J

Step a:

To a mixture of concentrated sulphuric acld (600 mL) and fuming nitric acld (80%,
400mL) In a [ce-bath (Intemal temperature maintalned at 5-10 °C) was added drop-
wise 2,6-difluoropyridine 3a (200 g, 1.74 mol). The resulting mixture waa stimed
ovemight at oom temperature. The mixture was poured siowly into 3 kg of ice and
extracted with Et;O (2 x 2 L). The combined organic layers were washed with
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aqueous 1.5 N NaOH (2 x 1 L), then with aqueous saturated NaHCO, (400 mL) or
untll pH Is around 8-0. The organic layers were dried over MgSQ, filtered and
concentrated under reduced pressure until constant welight (o remove unreacted
2,6-difiuoropyridine: 10-12%). Compound 3b was obtained as a yellow liquid (207.3
g, 74% yleld).

Step b:

To a solution of 2,6-difluoro-3-nitropyridine 3b (45.7 g, 285 mmol) In THF (500 mL)
at -40 °C was added drop-wise a solution of ethylamine (25.7 g, 570 mmol) In THF
(250 mL). After 30 min, the reaction mixiure was concentratad under reduced
pressure and the residue was dissolved In EtOAc. The organic phase was washed
with brine, dried (MgSOQ), filtered and concentrated. The resulting yellow solid was
purified by flash chromatography (15% EtOAc In hexane) to give compound 3¢ (43.2
g, 82% yleld) as a yellow solld.

Step c:

A solution of 2-ethylamino-8-fluoro-3-nitropyridine 3¢ (43.2 g, 230 mmol) In THF (1 L)
was stimed ovemnight at room temperature under hydrogen (1 atm.) In the presence
of 20% Pd{OH)s/C (4.35 g). The catalyst was removed by filtration through
dlatomaceous earth. The flitrate was concentrated under reduced pressure to give
compound 3d (36.3 g, 85% yleld) as a black solid.

Step d:

To a cooled solution (4 °C) of 3-amino-2-ethylamino-6-fluoropyridine 3d (31.0 g,

200 mmol) in MeCN (160 mlL) was added solid NaHCO, (50.4 g, 600 mmol). ARter 15
min, a solution of 5-bromo-2-chloro-3-pyridinecarbonyl chloride (1 equiv., 200 mmol)
in MeCN (155 mL) was added. After 60 min at room temperature, the reaction
mixture was poured Into water (1.2 L) and stired for 30 min. The resulting solld was
filtered, dried under reduced preasure at 50 °C ovemnight. Compound 3e (73.7 g,
98% yleld) was obtalned as a black solid.

Step e:
To a solution of the 2-chloro-A-{2-(ethylamino)-8-fluoro-3-pyridinyi}-5-bromo-3-
pyridinecarboxamide 3e (73.5 g, 216 mmol) In pyridine (435 mL) at 50 °C was added

drop-wise a 1 M solution of NaHMDS In THF (520 mL. 520 mmol). After 10 min, the
-19-
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reaction was allowad to cool to room temperature, then poured over Ica water (2 L).
The resulting solld was filtered, rinsa with water and then hexane. The solld was
dried under reduced presaure to give compound 3t (50.8 g, 89% yleld) as a dark
green solld. -

Step f:

To a solution of the 8-bromo-5,11-dihydro-11-ethyt-2-fluoro-8--dipyrido[3,2-b:2',3'-
e}{1,4]diazepin-8-one 3f (44 g, 130.6 mmol) In DMF (520 mL) was added NaH (4.28
g, 178 mmol), and the mbxture was heated to 50 °C for 30 min. The reaction mbdure
was cooled to room temperature and treated with Mel (24.4 mL, 522 mmol). After
1.5 h, the reaction mixture was pourad over lce water. The solid was filtered, washed
with water and then hexane, driad under reduced pressure to give compound3g
(43.2 g, 84% yleld) as dark gray solld.

Step g:

Allyttributyttin (32.0 mL, 103.4 mmof) and Pd(PhyP), (5.43 g, 4.70 mmol) were added
to a degassed (N; through solution for 45 min) solution of 8-bromo-5,11-dihydro-11-
ethyl-2-fluoro-5-mathyl-8 H-dipyrido[3,2-b:2",3'-e] [1,4]dlazepin-8-one 3g (33.0 g, 94.0
mmof) In DMF (470 mL). Additional amounts of Pd(Phy), (1.0 g, 0.94 mmol) were
added after 1, 2, 3, 4 and § h to complets the reaction. The mixture was heated to 80
°C for 6 h. The mixture was concentrated under reduced pressure. The residue
was purified by flash chromatography (hexane:EtOAc, 8:2 to 7:3) to give compound
3h (22.4 g, 76% yleid).

Step h:

A stream of ozonized oxygen was bubbled through & cold {-78 *C) solution of 5,11-
diydro-11-ethyl-2-fluoro-5-methyl-8-{2-propenyl)-8 H-dipyridof3,2-b:2' 3
e][1,4)dlazepin-6-one 3h (22.38 g, 71.86 mmol) In CH;CL (100 mL) and MeOH (100 mL)
for 3 h. A stream of N; was naxd bubbled through the solution for 15 min and then solid
NaBH, (5.05 g, 133 mmol) was atdded to the solution. The reaction mbdure wae
aliowed to warm to room temperature. After 1 h, an additional portion of NaBH, (1.62
g 43.0 mmol) was added to the reaction mixture. After an addltional hour, aqueous
saturated NHC! (150 mL) was added and the mixture was stirmed at room temperature
for 30 min. The organic solvents were removed under reduced pressure. Water (200
ml) was acked and the mixture was extracted with CHCl; (3 x 300 mL). The

%.,
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combined organic layers were drlec_l ngSQ). fitared and concentrated under reduced
preasure. The residus was purified by flash chromatography (EYOAC:CHCl, 4:1) to
give compound 3l (19.7 g, 72% yieid) as a white solld.

EXAMPLE 4 (ENTRIES 1003 AND 1031)
\

o
Fo g s
e

Compound 1003

Step a:

A solution of 1.6 M n-Bull In hexane (6.22 mL, 9.95 mmol) was added rapidly v a
cold (78 “C) solution of 4a (0.87 g, 4.33 mmol) In THF (20 mL). The mixture was
stimed at —78 °C for 10 min, allowed to warm to 0 *C and maintained at 0 *C for 1 h.
A stream of CO, was Introduced Into the reaction mbdure for 10 min and the solution
was rendered acidic by addltion of aqueous 1.0 N HCI solution. The mixture was
aeximctad with EtOAc. The organic layer was drled (MgSO,), filtered and
concentrated under reduced prassure. The residue was taken In ExO (20 mL) and
treatod with excess CH;N; solution In E1O (ca. 0.8 M, 10 mL) for 10 min. The

. mbdure was conocsntrated under reduced pressure and the resskiue was purified by

flash chromatography (haxane:EtOAc, 4:1 to 7:3) fo give 4b (0,13 ¢, 17% yleld).

Step b:

A solution of DIAD (88 pL, 0.44 mmol) in THF (2.0 mL) was added over 30 min to a
solution of 1h (100 mg, 0.33 mmal), 4b (60.0 mg, 0.33 mmol) and PPhy (114 mg,
0.44 mmol} In THF {10 mL) at 25 °C. The mixiure was stirmed for 1 h then was
concentrated under reduced pressure. The resldue was purified by flash
chromatography (hexane:EtOAc, 7:3 to 1:1) to give compound 1031 (128 mg, 83%
yleid).

=21-
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8Step c:

A aqueous 1.0 N LIOH solution (1.62 mL, 1.52 mmol) was added to a solution of
compound 1031 (100 mg, 0.22 mmol) In THF (8 mL) and MeOH (2 mL). The reaclion
mixture waa siirred at 25 °C for 24 h then was heated to reflux for 1 h. The solution
was rendered ackdic by addition of aqueoue 1.0 N HCI solution then axtracted with
EtOAc. The organic layer was washed with water (2 x) and brine, dried (MgSQy),
filterad and concentratsd under reduced pressure. The reskiue was triturated with
EtzO/hexane to give compotind 1003 (80 mg, 83% yleld) as a white solld. A mbdure
of compound 1003 (38.0 mg, 0.085 mmoi) and aqueous 0.02 N NaOH solution (4.3
mL, 0.085 mmol) In MeCN (3 mL) was sonicated. The resulling solution was frozen
and lyophlized to give the corresponding sodlum: salt (37 mg, 58% yleld) as a white
solld.

EXAMPLE 5 (ENTRIES 101!,.1020 AND 1028)

B g B
TN,

Oampeund 1019 Compound 1080
Step a:
A solution of DIAD (88 pl., 0.44 mmol) In THF (2.0 mL) was added over2 hto a
solution of 31 (106 mg, 0.34 mmol), 6a (66.0 mg, 0.34 mmol) and PPhg (114 mg, 0.44
mmof} In THF (7 mL) at 25 °C. The mbxre was etimed for 1 h then was concentirated

under reduced pressure. The residue was purified by flash chromatography
(hexane:EtQAg, 7:3 to 1:1) to give 5b (115 mg, 73% yield) as a whita solid.

Step b:

A aqueous 1.0 N LIOH solution (1.0 mL, 1.0 mmol) was added to a solution of6b

(100 mg, 0.21 mmol) in MeOH (8 mL). The reaction mixture was etirmed at 25 *C for
' -22-
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24 h. The solution was rendered acidic by addition of aqueous 1.0 N HC! solution
then aextracted with EtOAc. The organic layar was washed with water and brine,
dried (MgS0,), filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was
purtfled by flash chromatography (haxane:EtOAc:AcOH, 50:50:1) to give first
compound 1019 (26 mg, 25% yleld) as a white solid followed by compound 1020 (48
mg, 50% yleld) as a white solid. The comesponding sodium salts were obtained by
treatment with aqueous 0.02 N NaOH.

Step c:

A 1.0 M dimethylamine solution In THF (5.0 mL, 5.0 mmol) and a aqueous 1.0 N
LIOH solution (1.0 mL, 1.0 mmol) were added to a soiution of 5b (50.0 mg, 0,11
mmol) In FPrOH (3 mL). The reaction mixture was heated to reflux for 48 h. Aqueous
1.0 N HC) solution (2 mL) was added and the mixture was extracted with EtOAc. The
organic layer was washed with water and brine, dried (MgSQ,), filtered and
concentrated under reduced pressure, The residue was purified by flash
chromatography (hexane:EtOAc:AcOH, 50:50:1) to give compound 1028 (18 mg,
35% yield) as a white solld. The corresponding sodlum salt was obtalned by
treatment with aqueous 0.02 N NaOH.

EXAMPLE 8 (ENTRY 1014)

N
SFy

O=npand 1014
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Step a:

To a solution of acid 6a (1.00 g, 5.55 mmol) in CHCls (50 mL) was added oxalyl
chloride (0.73 mL, 8.3 mmol) and DMF (100 pL). The reaction was stirred for 80 min
then EtOH (15 mL) was added, and the reaction was stired an additional hour. The
reaction mixture was concentrated under reduced pressure, the residue was diluted
with EtOAc and succeasively washed with water, brine, drided (MgSO4), filtered, and
concenirated to give ester 6b used without further purification.

Step b:

To a solution of eater 6b in CH;Clz (50 mL) was added a 1 M solution of BBrs In
CH:Cls (7.2 mL, 7.20 mmol). After 3 h at room temperature, the reaction mbdure
was cooled to 0 °C and EtOH (5 mL) was added. The reaction mixture waa stirred
for 30 min et room temperature then was concentrated under reduced pressure.
The residue was diluted with EYOAC and successively washed with saturatad
agqueous NaHCO; salution, water and brine, dried (MgSO,), filtered and
concentrated to driyness. The residue was purified by flash chromatography
(hexane:EtOAc; 70:30) to give phenol 8¢ (802 mg, 74 % yleld over 2 steps) as a
clear gum.

Step c:

A solution of DIAD (87uL, 0.44 mmol) In THF (2.0 mL) was added over 2 h to a
solution of 1h (100 mg, 0.33 mmol), PhyP (104 mg, 0.44 mmol) and phenol ¢ (65
mg, 0.34 mmol) in THF (7.0 mL) at room temperature. The mixture weas stimed for 4
h then concentrated under reducaed pressure. The residue was purified by flash
chromatography (hexane:EtOAc; 30:70 to 50:50) to give compound 8d (48 mg, 20%
yleld) as a white foam.

Step d:

To a solution of ester 8d (44 mg, 0.08 mmol) in a mixdure of THF (3 mL) and MabH
(1 mL) was added aqueaus 1 N LIOH solution (1.0 mL, 1.0 mmol). After 4 h at room
temperaturs, 1 N HCI (2 mL) was added. The mixture was extracted with EtOAc.
The organic layer was washed with water and brine, driad (MgSQy), filtered and
concentrated to dryness to give compound 1014 (38 mg, 83% yleld) as a whiie
solld. The corresponding sodlum salt was obtained by treatment with 1 equivalent of

aqueous sodlum hydroxide, and the resulting solution was lyophilized to give a flulfy
=24
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TABLE 1
mt A
N
-
\ P / N o 1
N j N- Hﬂ
R14
Cpd. R R |R| R™ RY R"™ MS (ESI)
| Entry # : m/z (MH) * |
1001 H H | Me | Me Me COOH 447
1002 H H | Me| Me ‘H COOH 433
1003 H H | Me Et H COOH 447
1004 H H | Me | Me OH COOH 449
1005 H H | Me| Br H . COOH 4097/499
1006 H H |[Me| Me H CHMeCOOH 481
1007 Cl H [Me | Me H | CH.CH,COOH | 496/487
1008 H H |[Ms| Me H | CH;CH:COOH 481
1009 Cl H | Mo | WMe H | CH=CHCOOH | 483/485
1010 H H | Me | Me H | CH=CHCOOH 450
1011 H H [Me| Ci H CH;COOH 4877469
1012 H H [Me| Br H CH;GOOH 511/513
1013 H H [Me| Me Me CH;COOH 461
1014 H H |[Me| Me H CHCOOH 447
1015 ¢] H [Me| Me H ‘COOH 467/489
1018 cl Me | H Me H GOOH 467/469
1017 Me H|Me] Mo | H COOH 447
1018 H Me | H Me H COOH 433
1019 OMe H [Me| Me H COOH 463
1020 F H [Me| Me H COOH 451
1021 OEt H |Me| Me H COOH 477
1022 H H | Me | NO; H COOH 464
1023 H H [Me| <l H COOH 453/465
1024 H H | Me H NH COOH 434
1025 H H | Me H F COOH 437
1026 H H | Me H ¥] COOH 453/455
1027 H H [Me| CF; H COOH 487

52
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Cpd. R R [R| AT R® R" MS (ESI)
Entry _ _ m/z (MH)*
1028 N(Me); | H | Me | Me H GOOH 476
1028 H H | H Me H ~COOH 419
1030 H H |Me| Me H COOMe 447
1031 H H | Me Et H COOMe 461
1032 H H | Me ci H COOMe 467/460
1033 H H [ Me | CFs H COOMeo 601
1034 OEt H [Me | Me H COOMe 491
1035 H H | Me H F COOMe 451

54
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REVERSE TRANSCRIPTASE (RT) ASSAYS

Assay Theory:

Among the enzymas for which Hurman Immunodeficlency Virue (HIV-1) encodea Is a
raverse transcripiase (1), so-named becausae It transcribes a8 DNA copy from an RNA
template. This activity can be quantitatively measured In a cel-free enzyme assay
and Is based upon-the obsarvation that reverse transcriptase ls able to use a
synthetic template poly r{C) primed with a blolinylated oligo d{G) to transcribe a
radio-labeled DNA strand utilizing 3H-dGTP as a subsetrate. The assay described
below utllizes the wild-type enzyma (which Is the predominant form of the enzyme
observed In patients infected with HIV-1) and can aiso be used with mutant RT
enzymes (for example, Y181C, prepared by slte-directed mutagenesis In which the
tyrosine residus at codon 181 has been replaced by a cysisine residue) In
analogous assay conditions. This assay allows compound to be evaluated for their
eftectivendss at Inhibiting the mutant enzymes.

Matorials:

a) Preparation of the enzyme

Some HIV-1 1IIB clone BH10 AT mutanis were provided by Dr. C.-K. Shih
(Boehringer ingethaim Pharmaceuticals inc., U.S.A.} In the vector pKK233-2
(Pharmacia). Briefly an HIV RT clone pKRT2 containing only the RT p&6 gene
regulated by the lac operonftrc promoter was obtalned from Dr. W. Summers (Yale
University) (2). A variety of specific amino acki substitutions were Introduced Into the
wild-type RT gense by site-directed mutagenssls. RT clones were subcloned Into the
pKK233-2 bactsrial expression vector. Clones provided Included wild-type,
Val106Ala, Tyr181Cys, Tyr188Cys, Tyr188Leu, Gly190Ala and Pro236Leu. Others
were made In-houae by site<lirected mutagenesis of the pmsa-é AT clones
Including Lys103Asn, Lys103Asn/Tyr181Cys, Lys103Asn/Leui00lle,
Lys103Asn/Pro225HIs, and Lys103Asn/Val108lle.

b) Purification of Enzyme

Purification of recombinant reverse transcriptase was performed using a

combination of methods previously deacribed (3). A single colony from a fresh plate

of transformed JM108 cells was used to Initiate growth of a pre-culture grown o/n at

37°C. Two liters of growth medium were Inoculated with this pre-culture. At ODpgg ~
-27-
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1.5 (5-6 h at 37°C), RT gene expression was Induced with IPTG (1 mM final), and
the fermentation was continued for a few mone hours at 37 °C. After centrifugation,
supemnatants were discarded while cell pellets were pooled and stored at —-80°C
untll purtfication. Cells were thawed at 4 °C ovemight and suspelided In lysls buffer
(MES 50mM pH 6, EDTA 1mM, 10% v/ glycerol, 0.02% wi OBG, 0.02% wiv
sodium axide). Lysozyme was added and the mixture was Incubated on Ice for 40
minutes. After homogenization using a Dounce In presence of lysozyme and
sonication, the cells were centrifuged for 30 minutes. Supematant (S1) was saved
and stored at 4°C. The centrifuged pellet was resuspended In extraction buffer (MES
50mM pH 6, KPO, 50 mM pH 8, KCI 100mM, 10% v/v glycerol, 0.02% w/v OBG,
0.02% wA sodium azide) and stirmed for 30 minutes at 4°C, This second mixture was
centrifuged agaln and the supematant (S2) was saved. The above procedure was
repeated 2 more times saving supematants S3 and S4 and one last exiraction was
performed ovemight (S5). Polymin P (0.005% final) was added to the combined
supematants to remove nucleic acids. Thie solution was stimed for 75 minutes at4 .
°C and canirifuged for 1 h. The supematant (SS1) was precipitated on ice with 20%
w/v ammonium sulfate and stired for 1 h at 4 °C. The mixture was then esnhﬂ'ubed
and the resulting supematant (SS2) was precipitated with additional 40% wi
ammonium sulfate (80% total), stirred for 1 h and e_entrlihged again. The final pellet
(P1) was stored ovemight at 4 *C before undergoing purification the following day.
All stapa of the purification were performed at 4 °C unless otherwise stated.

Pellet (P1) was resuspended Into MES 50mM pH 6, KPO, 10 mM pH 6, KCI 100mM,
10% viv giycerol, 0.02% wiv OBQ, 0.02% w/v sodium azide. The suspension was
dlalyzed against the same bufler ovemight using 12-14kD MWCO dialysis tubing.
The dialysate was centrifuged and the supematant was flltered through Millex-PF 0.8
pm filter units. The filtered sermple wasa loaded on & Hydroxy Apatite column (30-mL
bed volume) and weshed with the eame butfer. The bound enzyme was eluted with
~220 mL of a linear gradient of 10 to 300mM KPPQ4 in the above buffer. The fractions
containing p86/p51 heterodimer (as determined by SDS-PAGE 8% and Westem
bictting) were pooled for the next column. The RT contalning fractions were diluted -
two-fold with Bis-Tris propane 50 mM pH 7.0, 0.02% w/v OBG, 10% v/v glycerol,

0.02% w/v sodium azide and loaded on a HI-Trap Heparin Sepharose column (5-mL -

bed volume) and washed with the eame buffer. The bound RT was then eluted with

- 75mLofa ll_near gradient of 0 to 1 M ammonium sulfate In the same buffer. RT-

4
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containing fractions were pooled according to SDS-PAGE and Wastam blotting
analysea. Protain conceniration of this pool was datermined by the Bradford method
using BSA es standard. The final enzyme preparation was dlalyzed In MES S0mM
pH 8, KPO, 300 mM pH 8, KCI 175mM, 10% v/ glycerol, 0.02% w/v sodlum azide
and aliquotad and frozen at —80° C.

ASSAY PROCEDURE:

The radiometric enzyme assay has baen adapted to a 88-well microtiter plate format
and uses streptavidin scintillation proximity beacds. The assay le briefly described
below. The HIV-1 RT enzyme wes thawed and appropriately dliuted into Trie/HC] 50
mM pH 7.8 containing NaCl 60mM, MgCl; hexahydrate 2mM, DTT 6mM, @SH 2mM
and 0.02% w/v Chapa fo give ~3 nM enzyme. To 30 pL of this enzyme solution was
added 10 pL of inhibitor sofution (50 M to 2.5 nM inhibitor In same aasay buffer as
above contalning 15% v/iv DMSO0). The plate was pre-incubated for 15 minutes at
room temperature before proceading to the next step. In this pre-incubation mﬁ. the
highest and lowest Inhibltor concentrations were 12.5 M and 0.62 nM reapectively
and the concentration of DMSO was 3.75% v/v. Then the enzymatic reaction was
Initlated by addition of 10 yL of substrate solution. The final reqction mixiure
conialned Tris/HCI 50 mM pH 7.8, NaCl 80 mM, MgClks6H;0 2 mM, DTT 8 mM,
GSH 2 mM, Chaps 0.02% w/v DMSQ 3% viv, Poly rC 179 nM, Blotin dG;s 18 nM,
dQTP 288 nM, *H-0GTP 71nM, and 1-2 nM enzyme. '

In this incubation step, the highest and lowest Inhibitor concentrations were 10 yM
and 0.5 nM respeciively. After addition of subatrates, the plate was covered with a
plastic seal and Incubated for 1 hour at 37°C In a dry incubator. Then the reaction
was quenched by addftion of 75 uL of EDTA 0.5M contalning Smg/mL. of streptavidin
scintfilation proximity bdads.

The plate was shaken for 2 minutes at medium speed and Incubated 1 hour at room
temperature, Then 75 pL of ceslum chioriie 7 M eolution was added, the plate was
shaken for 2 minutes at medium speed and incubated agaln for 1 hour at room
temperature, The plate was then covered with a plastic ssal and counted ueing the
TopCount-NXT™ Microplate Scintillation & Luminescence Counter, (Packard). Each
well was counted for 60 seconds. Each row contained at Its extremities & blank and
a control well,

The calculation for percent inhibltion Is as follows:;
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o (1 _|_cpm-well—cpm-blank ||,
% - inhibition [l [‘P"‘ I-cpm-blalk]] 100
Using the above assay, compound of the Invention was tested for inhibition of RT
wild-type (WT) and mutant enzymes. The resulis are l(isted in Table 4, as i{Cs (NM).

To confirm the abllity of the compound to Inhibit HIV replication, t was also testad In
the human T-Cell Culture (Syncytla) Aseay described below.

ELISA assay for assesement of activity In cell culture

The compound of the Invention was tasted for its abliity to Inhibit HIV replication 1n
cell culture In a 88-well plate assay. Complste RPMI 1840, consisting of RPMI 1640
+ 10% fetal bovine serum, 10 pg/mi gentamycin and 10 uM p-mercaptoethanol was
usad for dllution of the compound as well as cell growth medium. The T lymphocyte
cell ine C8166 waas Infectad at a multiplicily of infection of 0.001 with viruses coding
for wild type and mutant reverse transcriptase. Caells were then Incubated for three
days In the presence of serial dilutions of the compound of the Invention. The
supematant was paoled from eight replica wells and the concentration of
extracellular p24 was determined using a commerclally avallable HIV-1 p24 antigen
assay kit (Beckman-Coultar®). The level of inhibition (% Inhibition) was calculated
with the following equation:

. 24 pg | mL - inkibitor
% - inhibition = | 1| £==P8 *100
( [p24pglmL-conm)I ]]

The results are listed In Table 2, as ECg, (NM).

REFERENCES (INCORPORATED HEREIN BY REFERENCE)

1. Benn, S, et al. Sclence 230:849, 1985.

2. D'Aquila, R. T. and Summers, W. C. J. Acq. Imm. Def. Syn. 2:579, 1989.
3. a) Warren, T. C. et al. Protein Expression & Purification 3:479, 1682; b)
Kohlstaedt, L. A. Sclence 258(5085): 1783, 1882.
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TABLE 2
inhibition of Wiid type and mutant straine of RT for compound of formula |

Entty# | ICw ICxo ECam ECw
(WD) | K103N/ | (WT) | Ki03N/
M) | yi81C | (M) Y181C
(nM) (niM)
1001 c A C C
1002 c A C c
1003 C A C c
1004 c A € A
1008 | C A C c
1006 | C A NT NT
1007 c B c B
1008 C A C A
1000 c c C C
1010 c c C C
1011 c A NT NT
1012 c A NT NT |
1013 c A NT NT
1014 C A c A
1015 c B C c
1016 C A NT NT
1017 C A c c
1018 c A c c
1019 c A c c
1020 c A c C
1021 c A NT NT
1022 ¢ B A B A
1029 B A C A
1024 c A NT NT |
1025 | B NT NT NT
1026 B NT NT NT |
1027 B A NT NT
1028 c A NT NT
1028 c A c NT

.

o

-k
E



WO 03/080612 PCTICA03/00418 %

Entry # ICw ICxw ECw ECwm
(WD) | KI03N/ | (wT) K103N/
(nM) | Yi81C (nM) Yi81C
(nbY) (nbt)
1030 C C C C
. 1031 C c NT NT
1032 c C T NT NT
1033 Cc A NT NT
1034 C B NT NT
1035 C A NT NT
Table legend:
ICs and ECsy: A =>100 nM; B = 100 nM - 50 nM; C = <60 nM; and
NT = Not tested
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CLAIMS

A compound of formula I.

R‘II
H“
wherein - .
R’ Ia H, halogen, (Ci)alkyl, O{Ci.)alkyl, NH(C1alkyl) or N(Ci.salkyl)s;
R*is H or CHy;

R®Is H or CHj;, provided that R* and R® are not both the sams;

R™ s H, halogen, (Ci4)alkyl, CFs, or NOy;

R™ Is H, (Ci4)alkyl, halogen, OH, or NHz, with the proviso that R* and R' are not
both H; and

R" is COOR'* wherein R I8 H or {Ci.e)alkyl; or R™ la {Cz.)alkenyl-COOR™
wharein R*** {s aa defined harein; or R** is (C1.\)alkyl-COOR* wherein R'* Is as
defined above;

or a salt or a prodrug thereof.

The compound according to claim 1, wherein R® is H, halogen, (C,.,)alkyl,
O(Cs-4)alkyl or N(C;alkyl); and R* and R® are not both the same.

The compound according to claim 2, wherein R® Is H, Cl, F, (C1.)alkyl, O(C,.)alkyl,
,or (N(C4)alkyle.

The compaund according to clalm 3, whereln R* Is H, Cl, F, CH,, OMe, or OEL
The compound according to claim 4, whereln R® Is H.
The compound according to claim 1, wherein R* Is H.

The compound according to clalm 1, wherein R® Is CHa.
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10.

1.

12

13.

14.

16.

16.

17.

The compound according to clalm 1, whereln R™ Is halogen, (Ci)alkyl, CFs, or
NO..

The compound according to clalm 8, whereln R Is Br, Cl, CH, or CHaCH.

The compound according to claim 8, whereln R™ |s CH, or CH4CHs.

The compound according to clalm 1, whereln R* Is H, CH, halogen, OH, or NH;.
The compound according to claim 11, wherein R'* Is H, CHj, or OH.

The compound according to clalm 12, wherein R* Is H.

The compound according to clalm 1, wherein R™ e COOH, COOMe, (Ca.¢)alkenyl-
COOH, or (C14)alkyl-COOH.

The compound according to claim 14, whereln R* s COOH, CH=CH-COOH,
CH2COOH, or CH;CHzCOOH.

The compound according to clalm 15, wherein R** is COOH.

A compound of formula (I)according to claim 1:

14

H“

wherein

R%Is H, CJ, F, CHa, OMe or OEt; R* Ia H: R® Is CHs; R™ I8 Br, Cl, CHs or CH:CHj; R™
le H, CH; or OH; and R* Is COOH, CH=CH-COOH, CHsCOOH or CH{CH;COOH; or
a ealt or a prodrug thereof.

X
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18.

18.

21.

A compound according to claim 17, whereln R? Is H; R* Is H; R® Ia CHg; R™ ls CH; or
CHsCHa; R™ Is H; and R™ Is COOH; or a salt or a prodrug thereof.

A phamaceutical compaoslition for the treatment or pravention of HIV Infection,
comprising a compound of formula |, according to claim 1, or a pharmaceutically
acceptable salt thereof, and a pharmaceutically acceptable carrier.

A method for the treatment or prevention of HIV Infection, comprising administering
{o a patient an HIV Inhibiting amount of a compound of formula |, according to clalm
1, or a pharmaceuticaly acceptable salt thereof.

A methad for the treatment or prevention of H!V Infection, comprising administering
to a patient an HIV Inhibiting amount of a pharmaceutical composlition, according to
claim 18, or a phamaceutically acceptable salt thereof.

A method for treating or preventing HIV Infection comprieing administering a
compound of formula |, according to clalm 1, In combination with an antiretroviral
drug.

A method for preventing perinatel transmission of HIV-1 from mother o baby,
comprising administering a compound of formula |, according to clalm 1, to the
mother before giving birth. '

Use of a compound of formula | according to clalm 1 or a pharmaceutically
acceptable salt thereof, for the manufacture of a medicament for the traatment or
prevention of HIV Infection.

Use of a compound of formula | acconding to claim 1 or a pharmaceutically

acceptable salt thereof, for the manufacture of a medicament for the prevention of .
perinatal transmiasion of HIV-1 from mother to baby before glving birth.

62
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V-1-5 |e-mail _ lbernier@lav.boshringer-ingelhein.ca

v Dusignation of States ' ' _

v |Fnglonal Patant AP; GH GM XE LA MW MZ D BL 8% TZ UG M
mrmm ZN and any other State which is a
parenthescs after the designation(s) ‘|Comtracting State of the Harare Protocol

and of the PCT

EAy AM AEX BY KG XE MD RU T7 T™ and any )
othsr State which is a Contracting State
of the Furasian Patent Convention and of
tha PCT

EP3s numm:.:c!c:n:m-nu
YR GB GR HU IE IT LU MC NL PT SE SI 8K
|™R and any other State which is a
Contracting State of the Eurcpean Fatent
Convention and of tha PCT i

OA: BF BJ C¥ CG CI CM GA GN GQ GW ML MR
NE SN TD TG and any other State which ias
a msuber State of OAPI and a Contracting
State of the PCT

va Nadional Patent AR AG AL AM AT AU AZ BA BB BG BR BY BE
e e aoainot betweea ™. |GA CHALI CM CO CR €U CE'DE DK DM DX EC
parsithesss afier the deeignafion(s) ER ES FI GB GD GE GHE GM HR HU ID IL IN

- |I8 JP XKEKG XP KR K2 IC LXK LR L8 LT LU
LV MA MD MG NXK MN MW MX ME NI RO KX OM
PH PL PT RO RU 8C 8D 8E 585G BK 8L TU ™
T™ TR TT TE UA UG US UE VC VN YU EA M
“ .
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PCT REQUEST ' . 1WRCT
' Oviginal (for SUBMIBSION) - printed on 12.03.2003 GR34:47 PM _ _ qo
Vi | Precautionary Designation Stetement '
tn adkition 1o the designations mads
uncer tema V-1, V-2 and V-3, the
appiicant siso makes under Ruls 4.6(b)
all designations which would be
permitted under the PCT axcept any’
) of the State(s) indicated
under item V-8 beiow. The applicent
duciares thet those sddiionsl
designetiona ars subject to confirmation
and thet eny deeignafion which Is not
confirmed belore the expiration of 15
months from the pricrity date Is to be
regardad as withdrawn by the spplicant
L‘“ﬂw?‘“h*ﬁ
V4 |Exciusion(s) rom precsutionary NONE
designations ___ -
V| Priority olaim ef aarijer national
application
Vi-1-1 | Fiing date 27 Maxch 2002 (27.03.2002)
Vi-1-2 | Number 60/367,971
VI3 | Country U8 . . : ;
VI-i |inemationsl Ssarching Authority | European Patent Office (EPO) (ISBA/EP)
Vil (Declarstions [ Wumbarof deciarsior
Vi1  [Declartion ss o the identity of the | =
Inventor _
Vit2 [Deciarion sa i the spplcants " - | N
eniitemant, sa at the inlamationsl
date, 10 apply for and b granted & g
© VI3 ;e - 1£9
entitiement, as ot the Inemational flling | >
datw, o claim the pricrity of the earler
Vill4 d:' :'iy“lrlu -
uund" Giutes of America)
Vil-5 [Declartion s to -
disciosures or exceptions to lack of
X Chaci bt ' nuber of sheets — wlaciroric fie(s) afiached
-1 [Fisquest Onokuding declerstion sheats) | 5 -
D@ [Dascription 32 -
X3 [Caims 3 -
X4 [Abstrmct 1 EEABSTO0 . TXT
D8 [Drewings 7) -
X7 [ YOTAL 41 ;
Accompanying tems paper dacument(s) sttached slectronic fie(s) atiached
Fes oxioulation sheet Y 1= '
Priodity document(s) Item(a) VI-1

Diskette

Figure of the drawings which should
llﬂll!!!ll' ubatraot

————

ianguage of filing of the
Intarnationsl applloation

|English

o Power _o‘F n-'H"ornc.-/ -cnc.{aseo{ CIL }iine a'ﬁ F.‘“n\j
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PCT REQUEST ) . 184
' Oviginal {lor SUBMISSION) - printad on 1203.2003 03:34:47 PM
XA pnature of applicent, sgemtor .
X1-1 | Neme (LAST, Ang BERNIER, Louise, G.
i FORREOEN_INGOFFIOEUSE ONLY .
767 |Dats of actual receipt of the ) ‘
— 'M__m':-l.-nﬂ_-ﬁ_ CH 2003 74.83.03
102 |Drawinga:
1081 | Recehad
1022 {Notrecelved v
103 |[Correotad data of astual receipt due
tn Liter but timely received papers or
drawings completing the purported
— | International
104 | Date of timely regeipt of the required
undur PCT Artiole 11(2)
104 | inemationsl Searching Avtherlty | TEA/EP
168 | TransmPttal of search copy delayed
—— L umtll senrch fes lg paid
FOR INTERNATIONAL BUREALU USE ONLY
114 Date of recalpt of the record copy by .

the internstionst Buresy




PCT (ANNEX - FEE CALCULATION SHEEI')

1/2

Oniginal {for SUBMIBSION) - printed on 12.03.2003 03:34:47 PM -
{This shast s not part of and doas not count as a shest of the intemational application)

13103PCT

25

3

'] For resstving Offios use only . .
01 |imemationsl Application No. KA o3, 0041 g
OF | Duts ok of e recaving Ofice 84 MNARCH 2008 24 <03.03
04 |Form- PCT/RO/NTT (Annax)
PCT Fes Caiculation Ghaet :
041 | Prepared using PCT-FASY Version 2.92
(updated 01.01.2003)
00 | Applicants o7 agents fils refersnce ‘|13 /103PCT .
T | Appilcant DIGELEETM INTERNMATIONAL GMBE,
et al. '
72 [Calculation of preseribed feee [t smoundmuliipier | Tobsl smounts (CAD)
12-1 fos - T =Y 200
1221 [Search Toe 8 = 1,440
1222 [Intamational search 1 be canied out by | P
- 123 [Inmamational fee
Basic fes
(Mrst 30 sheww) b1}, 639
124 Ramalning shests 11
125 |  Additional amourt ~ea(15
128 | Towl sddifonal amount [ 165
127 [ Bi+kE= ] 804
128 [ Designation lees
_ hmmdmmm 95
129 _'Nllnbl'dm!hu 5
1210 Amaunt of fae 00138
1211 [ Totl designaiion fess D €90
1212 {  PGT-CASY fes reduction ] —197
12-13 [Tomml intemaiionas Tee (B+D-H) [ Y 1,297
1217 | TOTAL FEED PAYABLE (T+8+hF) Y 2,937 .
1210 | iode of payment asuthorization to charge deposit account
1390 | Deposht sccount instructions _
_ Tha recalving Office: Canadian Patent Office (RO/CA)
220- | Authorization to charge the total fees | v
1 indicated above.
1280 |Authorization © any v
2 or credit any overpaymant in the iolal
foss indicaled above.
12-80- | Authorization 10 chargs the fee for Y
3 document,
1221 | Depositaceount No. c0l127
132 |Date

12 March 2003 (132.03.2003)
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PCT (ANN‘ - FEE CALCULATION SHEET)

Origil (or SUBMIBSION) - rinted on 1209.2008 OS:3447PM et 7\’3

1228

Name and signahure

_ | BERNIER, Loulse, G.

Frecne & B—

VALIDATION LOG AND REMARKS

13

G:un?
Applicant 1.1!‘;011-.11- No. mnissing

Yellow!

The power of lb\:omyorncmotthe
genaral power of attorney will need to
be furnished unless all applicants sigm
ths request forxm. ’

Grean?
The international spplication contains
no drawings. Pleass verify.

Green?
Please ensure that you have a wvalid

deposit account with the receiving
Office selected.
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From the INTERNATIONAL BUREAU

- PCT To:
NOTIFICATION CONCERNING
BERNIER, Louilsgs, G.
SUBMISSION OR TRANSMITTAL ’ .
Boehringer Ingelheim (Canada) Ltd.
OF PRIORITY DOCUMENT 2100 Cunerd Street
{PCT Administrative Instructions, Section 411) Laval, Québec H7S 2G6
Canada
Dats of malling {day/month/vear)
25 April 2003 (25.04.03)
Applicant’s or agent's file reference
13/103PCT IMPORTANT NOTIRCATION
Intemations! appliostion No. intarnationsl flling data (day/month/year)
PCT/CAD3NI0418 24 March 2003 (24.03.08)

intsrnational publication drte (day/month/ivear)
Not yet publiched

Priarity dute {(day/month/yesar)
27 March 2002 (27.03.02)

Applicsnt

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH et al

1. The spplicant s hereby notifled of the date of recelpt {except where the [etters "NR™ appsar in the right-hand column) by the
Iinternational Bureau of the priority documant(s) relating to the eeriler applicstion{s} indicsted below. Uniess atherwisa
. indiosted by an esteriskappearing hextto a date of racelpt,‘'or by the letters "NR®, in the right-hand oolumn, the priority
dooumant conosrmed was submitted or tranamittad to the intemational Bureau in compllanos with Rule 17.1{a) or (b)-

2. This updstes and replaces any previously issusd notificstion concerning submission or tranamittal of prierity documents.

3. An asterisk{®) appearing naxt to a date of recsipt, In the right-hand column, denotes a priority dosument submitted
of tranamitted to the Intsmational Bureau but not in compllanos with Rule 17.1(a) or (b). In such a case, the stiention
of the appliaant Is dirscted to Ruls 17.1{c} which provides that no designated Offies may disregard the priority slsim
concarned before glving the applicant an opportunity, upon sntry into the national phass, to furnish the priority dooument
within a ima limit which is reasonable under the droumstances.

4, The istters “NR" gppearing In the right-hand column dshobe a priarity dooument which was not recsived by the Intsmational
Bursau or which the-applicant did not request the receiving Offios to prepare and transmit to the internstional Buresu.
a8 provided by Ruls 17.1(a) or (b), respeativaly. In such a cass, the sttention of the spplioant is direatad to Ruls 17.1(0) which
provides that no designsted Offics may disregard the priority olalm consemed before glving the applisent an apportunity,
upoh sntry Into the nstions] phase, to furnish the priority dooument within s ime limk which is reasonable under the

ciroumstances.
Eriority data Priority anoiiestion No. Country or reglonal Offios Data of receint
ar PCY repaiving Offica of priarity dooumen
27 Marc 2002 (27.03.02) 60/367,971 us 17 Aprl 2003 (17.04.03)
The M Bureau of WIPO - Authorized offioer
T o Tt Botaraad - Cleudlo BORTON (Fax 338-8995)

Fucsimile No. {41-22) X38.80.65

Talaphone No. {41-22) 338 40!

*q



Boehringer 9’3’
ll“ Ingelheim ';,5

Boehringer Ingelhetm
Letter by Facsimile /Confirmation by Messenger (Canada) Ltd.
011-49-89-2399-4465 Blo-Méga Research Divislon
Patsnt Department
International Preliminary Examination Authority
European Patent Office
DG-2, Ethardstrasse 27
D-80331 Munich October 8, 2003
Germany
Chapter Il Demand for %@m
Patent Application No. PCT/CA03/00418 . Telefax  450-682-BA3A
“Non-Nucleotide Reverse Transcriptase Inkibitors™ E-Msll tbermiar@
Applicant;: Boehringer Ingelheim International GmbH lawboshringar-ingstheim.com
Applicant’s flle reference: 13/103pct 2100 Cunard Street
Laval (Québec)
Madam/Sir: Canada H7S 2G5
. Telephona 450-682-4840
Please find enclosed a completed Demand requesting International Preliminary Tolsfax  430-G82-8434

Examination of the above-identified international patent application.

In order to support this Demand, the following are enclosed:

» The Demand under Article 31 of the Patent Cooperation Treaty in Form
PCT/IPEA/401;

Fee calculation sheet;

Form EPQ-1037 for acknowledgement of receipt of the Demand; and

Money order in the amount of 1689.00 EUR to cover the preliminary examination
fee and the handling fee for the above-mentioned application.

vYvy

Confirmation of entry of the Demand is anticipated in due course. We look forward to
receipt of a preliminary examination report in due time.

Ry

Louise G. Bemnier, Ph.D.
Agent for Applicant

Enclosures: - Form PCT/IPEA/401 (Demand); - Fee Caliculation Sheet;
- Form EPO-1037 (Acknowledgement); - Money Order in the amount of
1689.00 EUR

PAWinwond\Pxtents100-124\13-103 BILREZGComrvention\W O\Demand.doc



The demand must be filed directly with the compatent Insernational Prelimingry Exomining Asthority o, if two or more Autharities are compesd,
with she ans chasen by the applicant, The full name or two-lester code of that Authorlly may be indicased by the applicont on the Ens balaw:
IPEA/

PCT CHAPTER II
DEMAND
The unders m&“&“lﬂ"ﬁ?‘ﬁml t ified below be th bject of
. ests | international ow be the su
mlumlllﬁ‘::ldp:r:ll'rmmlry cxamination l:cardmllc; tll:ll P?::t on Treaty and

hereby elects all eligible States (except where otherwise indicated).

For Iniemational Preliminary Examining Authority use only
Identification of IPEA . | Dute of receipt of DEMAND

BexNe.1 IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION q’g,";'o";;;"'"" file refirence
International application No. Tnternational filing date (deymonthiear) | (Earliext) Pricrity daie (dawimonthear)
PCT/CA03/00418 24 March 2003 (24.03.2003) 27 March 2002 (27.03.2002)

Title of Invention
NON-NUCLEOTIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS

BexNo.II APPLICANT(S)
: Telephane No.
N o e e vt etk ool it oty ! dmptn. | 197 40 6132 77 2328

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH Facsimile No.

Binger Strasse 173 011 49 6132 77 3000
D-55218.Ingelheim Teleprinter No.
GERMANY

Applicant’s registration No. with tha Office

Staty fikar is, country) of nationality: State fthay [s, country) of residence:
DE DE

Noame snd address: (Fandly nome fillowad by ghon nows: for o kgel sutity, Al official daigradcn. The mkirasy suat incheds paial cods eed spme of anatry)}
O'MEARA, Jeffray

2100 Cunard Street

Laval, Québec H7S 2G5

CANADA

Scixmnum)ofmm: gmum)dnﬂdﬂ
=
Name o] address: Fomily sove Sllowal by ghon name; for 8 legal ety S official dusignosion. The ackirecs want inchaie pastel cods end ncome of cumtry)

SIMONEALU, Bruno
2100 Cunard Street
Laval, Québec H7S 2G5
CANADA

State fthes ix, cowntry) of nationality: Sate (et is, coumtry) of residence:
CA CA

Fusther upplicants are Indicated on a continnation sheet.
Farm PCT/IFEAMO! (firet sheet) (March 2001; reprint July 2003) See Notex to the demand form




Sheet No. 2.

Tnternational applicstion No.
PCT/CA03/00418

Contiouation of Box No. 1T APPLICANT(H)

Jnone of the foliowing sub-becxay Iy wved, shis sheet should not be inchaded in the donand.

YOAKIM, Christiane
2100 Cunard Street
Laval, Québec H7S 2G5
CANADA

Name and addresy: (Fanlly nowe fillowsd iy given nams; fir o kegal ety fill ficial desigrotion. The adirers it inchade pogtel crcle snd s of cowsry)

State (Hhat is, cowntry) of nationality:
CA

Stute fihat is, couniry} of residence:
CA

DEZIEL, Robert
548 Chester

Mont-Royal, Québec H3R 1W9
CANADA

Name and address: Fhanily aome fllwnd by ghoon meng; for a logal anilly, fdl oficial duignasion. T ockdrass waut incliede povtal code sl nemy of cutry)

State fhat is, cosury) of nationality:
CA

Suate (that ix, country) of residence:
CA

OGILVIE, William, W.

Name and address: (Fomily newe fllownd by ghan nams; fr & legal owitn full qficiel desigewion. The ackiress surst lnchuds pratel code sl nems of camtry)

1998 Woodglen Crescent

Ottawa, Ontario K1J 6G7

CANADA

State (thet is, cownry) of nationaHity: State: (et iy, consry) of residence:
CA CA

Name and addreny: (Family sony fillownd by givey wews; for o Igal ety Sl officiel delpution. The oy must inchals pocal code owd nemg of cumtry)

Stats {that iz, couetry) of nationality:

State (thet ls, coumery) of residence:

[:| Further applicants are indicated on anotber continustion sheet.

Form PCTAPEA/4O] (continuation cheet) (March 2001; reprimt Joly 2003)

Sou Notas 10 the demand form



3 International application No.
Sheet Ne. . ¥ PCT/CAQ3/00418
Box No. Il AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
The foltowing persan is agent ] common represcatative
and [ 3] hes been sppointed earlier and represents the applicant(s) also for intemational preliminary cxaminstion.
D is bereby appoimed and any earlier appointment of (an) agent(sycommon representative is hereby revoked,
. . . before . . .. ity in addi
0 gehmm muwnmly&mm:h the International Preliminary Examining Authority, in addition to

Tepresentati
Namie and address: name foliowed by given nome; for @ legal eniity, full afficial dusignation. | Teléphons No.
e Bl S ey i (450) 6824640
BERNIER, Louise, G. [ Facsimile No.
c/o Boehringer Ingelheim {(Canada) Lid. (450) 682-8434
2100 Cunard Street Teleprinter No.
Laval, Québec H7S 2G5
CANADA Ageni'sregistration No, with the Offico. |
L e Tove o s e 5 e pecial e i whleh coeapemdmnce Shotkd be o r e

Box Nu. IV BASIE FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement canceraing smendmentas*

1. The spplicant wighes the international preliminary exsmination to start eu the bash of:
the intemational applicatica a1 originally fllod
the description s axlginally flled

as amended under Article 34

the claima as originally flled
as amended under Article 19 (together with amy sccompanying statemnent)

as amended under Article M4

as originally filed
us amended under Anicle 34

the drawings

Ckd CICTRd O

S D The applicant wishes any amendment to the claims wnder Articlo 19 10 bo consldered s reversed.

L N D The applicant wighes the start of the international preliminary examination to be postponed until the explmtion of 20 monthe
from the priority date unless the International Preliminary Examining Authority receives a copy of any smendmenty made
under Article 19 or & notice from tha spplicant that e does not wish to make such smendments (Rule £9.1(d)). (This checd-
bax may be marked only where the time mit under Ardicla 19 has not yat expired.)

* Where o cheek-box Iy marked, international preliminary examinstion will start on the basis of the iniemstional spplicstion
s originally flled ar, where a copy of amendmenis to the elaims onder Asticle |9 and/or amendments of the international application
under Article 3 are received by the Intemational Preliminary Exemining Authocity before it has begun to draw up s written opinion
or the intemational prelimingry examination report, s so smended,

Language for the purposes of Iaternationsl preliminary examisatien: English
()] which is the langwage in which the international applicstion was filed.
| | which is the langnage of a tranalation furnished for the purposcs of intcrnational search.

[} which is the language of publication of the imemational application.
] which is the language of the tranalation (to be) furnished for the purposes of international preliminary examination.,

Bex Neo.V ELECTION OF STATES

The spplicant hereby elects all eligible States (that is, all Shars whick have been designated and which ore bound by Chapier I of
the PCT)
excluding the fallowing States which the spplicant wishes net to elects

Form PCT/IPEA/401 (second sheet) (March 2001; repriat July 2003) See Noses to the demand form



Sheet No. 4 International application No.
o PCT/CAQ3/00418
Bax No. VI CHECK LIST
The demand is sccompanicd by the following elements, in the referred to in Far Intermational Preliminary
Box No. N.?uhpmwdhmﬁ;'lgﬂm;m Examining Autharity use oaly
recsived ot received
1. wanslation of intemational application . shests O O
2. amendments under Articlo 34 sheats O O
3. copy (or, where required, translation) of
smendments under Article 19 sheets (| (.
4. copy (or, where required, translation) of
statement under Article 19 : sheets O O
3. lemer sheety O D
6. other pecify) sheets O O
The demand is slso accompanied by the item(s) marked below:
1. [if] feecalculation sheet 5.[] sstement explaining lack of signsture
2. [ original separate power of atiorney 6. [] sequence listings in computer readsbls form
3.[7] eriginal general power of sttomey 7.[] tbles in computer readable form relsted to
4.[] copy of general power of stiomoy;
reference number, if any: 8.[] oher (apecifi:

Box No. VII SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Nzt o aach signaturs, indicaie the nawer of the parsem signing end the caparlty in wkick e person signs A mech capacily is nat olviows from reading the desand).

\NZW & D——\
Louise G. BERNIER
Agent for Applicant

For Intemational Preliminary Examining Authority use only
1. Date of actnal receipt of DEMAND:

2. Adjusted date of receipt of demand due
% CORRECTIONS under Rule 60.1(b):

3 D The date of receipt of the demand is AFTER the expimtion of 19 months D The applicant has bem
' from the priority date and item 4 or 3, below, does not apply. informed accordmgly.

4 D mﬁduuinothiswrﬂlmﬂlpiﬁofwmﬂlﬁunlhepiﬂilydlhunuddbyvlnlld'

Although the date of receipt of the demand is after the exgiration of 19 monchs ffom the priority dat, the delay in rrival
5. [ & EXCISED parmant o Rake 82, o

For International Bureau use only

Demand received from IPEA on:

Form PCTAPEA/401 (last shees) (January 2003; reprint July 2003) Soe Noia o the demand form



PCT

FEE CALCULATION SHEET

Annez to the Demand

e For International Preliminary Exsnining Authority wee aoly  w

CHAPTER I

. PCT/CAQ3/00418
s 8 21103 pct Date stamp of the IPEA
Apphicant
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH
CALCULATION OF PRESCRIBED FEES
I. Preliminary cxmingtion for | 1530.00 EURO[ ? ]
2 Hn?ldllldn.hr d,ﬁ-,:‘-mllm:n
enl oa m’l‘
Where the applicont is (or all applicanss ars) so
mf’wamnuummnwmqm 150.00 EURO [ ]
3. Totsl of prescribed fecs
s e g -0 Y R v 1689.00 EURO
) . TOTAL
MODE OF PAYMENT
[ et coyedgons [
D chequa D reveTue stamps
D postal money order D coupons
[X] besk crn 3 other pecsi:

{This mode of paymant may not be available ot all IPEAS)

[0 Acthorizstion to charge the total fees indicaied sbove.

[0 (™hischeck-bar may be marked only {f the conditions for
deposlt aceounts of the IPEA 30 permiy) Authorizstion

to charge any deficiency or credit sny overpayment in
tho total fees indicated above.

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT

TPEA/

Deposit Account No.:

Date:

Name:

Signature:

Form PCT/IPEA/40] (Annex) (March 2001; repeint July 2003)

See Notez 1o the foe caiculation shest
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|

i
|

Europilaches European Office européan
Patantamt Petont Office des brevets
“Eraender 7 Sance ] EapS w1 Twab.pal TV} E D-90290 Minchan
A {+40-88) 73990
T G23656emud
Fox (+40-00) 20 9544 05
= P23, 6818 Patantean 2
NL-2280 HV Figawils
A (31700 3402040
T 31881 eponi
Fax (+31-70 340-3019
& D-100568 Beriin
+40-30) 286010
Fox {+45-20) 26001840
-
Bestitigung Giber den Acknowledgament of Accusé da récsption
Elngang nachgereichter recsipt for subsequently I'Office europden des bre-
Unterlagen fiir Patentan- filed tems relating to vets de plbces produltes
meldungen/Patente beim patent applications/patents postérisuremant au dépdt
Europillschan Patentamt st the European Patent d'une demande de bravet/
Offica & Ia déBvrance d'un brevet
suropden
Detumn und Ort des Eingangs sind sus Date and place of receipt ars shown by La date ot ls Jou de néception sont ind-
dar Perforstion cisser Eingengebestit-  the perforation sppearing on this recalpt  qués par s perforstion du prasent accusd
gung erskchtich da rdception
{M + Detum = Elnreichungsart Mlnchen; (M + cists = Munich as place of receipt; (M + dats = plbcas recuss & Munich;
H + Detum = Einmsichungsort Den Heag;  H + date = The Hague ss place of receipt;  H + dirte = plices reguss & La Heye:
Detum + B = Einrichungsort Barlin) tete + B = Barlin a3 place of receip dute + B = pidces regues A Barln)
Eingereichts Umiarisgen tems fllad Plicss envoyles
Anmaidungs- fund Dirsalons-*) NeJPywnt Nr. | Iy Zuichen ofs. Art und Demum der Untarisgen®®
Appication and Directorms*} NoJ/Pyant Na. Your refemence Nature snd dete of emg loptional**
N" e la damenda iut cle ia direction”/n” du brevat | Vore réfdrence Natury et dats des pllces Sxculterdf®*
1 PCT/CA03/ 00418 13/103pct PCT Demand for Chapter li
2
3
4
ls
ls
7
a
v
10
* tols bavalts bakennt * ¥ piramdy known * u dgja conmu
" :‘m"mw ** The recuipt of the items Incicrd Iy *= {5 risaption des plicas indigules st
canfirmed. confirmbe.
ﬂ'ﬂmwﬂf";"“" 1l coke does e contanary e, Foute ds martion dens cans colonw, i
beiitigt. e Sandung confirmed hem présant sccusd de ricaption 88 RpRcrs
'm"‘“'““m““ ﬁ.:dhﬂln::h hes baen mﬂauﬂ:q--mu:-h !
ngen riirance indiquin.




PATENT COOPERATION TREATY PCT/CAD3R00418

From the INTERNATIONAL BUREAU M

PCT e 70

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE

COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL Eﬁf‘:’ '-:::;.ﬁ‘ (Carads) LxJ
AFFLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 2100 Cunard Street FiATEN‘I‘ DEPARTMENT
(PCT Rule 47.1(c), first aentence) Lc:\vr:k%‘ bec H7B 2GS
U] . v
g . 0CT 15 2003

Dute of mailing{daymoniiyarr) / sent to GmbH 7. Agent: _

02 October 2003 {02.10.03)
Applicant’s or agent’s file reference

13103PCT IMPORTANT NOTICE
Intcrmstional application No. Interational Aling dete{daymonthivear) Priority date{day/monthviear)

PCT/CA03/00418 24 March 2003 (24.03.03) 27 March 2002 (27.03.02)
Applicant ]

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

1. Notice is hereby given that the Intemetional Buresu has communicaied, as provided in Anicle 20, the international application to the
following detignated OfTices on the date indicaied above us the date of mailing of this notice:

A, AZ, BY, CH, CN, CO, DE, DZ, HU, JP, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, RLl, TM, US

In accordance with Rule 47.1(c), third sentence, thase Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the commmnication
of the intemational application has duly taken place on the date of mailing indicated sbove and no copy of the intsmational epplication Is
required 10 be funished hy the applicant o the designated Office(s).

The following designaied Offices have walved the requirement for such & comomnication gt this time:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ, DK, DM, EA, EC, EE, EP, ES, Fl, GB, GD, GE, GH,
GM, HR, ID, IL, IN, IS, KE, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PH, PL, PT,
RO, 8C, 8D, SE, S§G, 5K, 8L, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

The communieation will be made o those Offices only upon Lheir request. Furthermors, those Offices do not require the epplicant 1o
furnizh a copy of the iniemational application (Rule 49. l(a-bix)).

3. Encloged with this natice is s copy of the intamational spplication as published by the Intemational Burcan on
02-Qetnber 2003 (02.10.03) under No. 03080812

4. TIME LIMITS for lling & demand for international preliminary examination and for entry Into the national phase

The applicabls Lime limit for entering the national phase will, subject to what 1s sald In the foBowing parsgraph, be 30 MONTHS from
the priority date, nol only in respect of any elecied Office if & demand for inlemations] preliminary examination is Sled before the
expiration of 19 montha lrom the pricrity date, but also in respect of any desigoated Office, in the absence of filing ol such demand, where
Article 2X 1) as modified with effect rom | April 2002 applies in respect of thal designated Office. For further details, see PCT Gazette
No. 442001 of | November 2001, pages 19926, 19932 and 19934, az well as the PCT Néewsletter, October and November 2001 and
February 2007 ixses.

In praciice, time limils other than the 30-month time Rmit will continne to apply, for various periods of time, in respect of certain
designated or elected Offices. For regular updates on the applicable time liwits (20, 21, 30 or 31 months, or other lime limit), Offce by
Office, refer 10 the PCT Gazetie, the PCT Newsleiter and the PCT Applicant’s Guide, Volume 11, National Chapiers, all available from
WIPO's Intemet site, at hup://www.wipo.int/peven/index himl.

For filing & demand for internations] preliminary examinntion, sce the PCT Applicant's Guide, Volume /A, Chapter IX. Only an
spplicant who is a national or resident of & PCT Contrecting State which is bound by Chapter I has the right 1o flls a demand for
imernational preliminary examination (af pressat, all FCT Contmcting Stetes are bonnd by Chapier IT).

It is the epplicant’s sole responsibility to monitor all these time limits.

!J

The Isterational Burcan of WIPO Authorized officer
1291 Geneve 20, Swtzrisnd Judith Zahra




PATENT COOPERATION TREATY "‘"EVTDEPM ’gf

From the INTERNATIONAL BUHEAGT 29 2003 q >
PCT =

INFORMATION CONCERNING ELECTED

OFFICES NOTIFIED OF THE!R ELECTION BERNIER, Louise; G.

-Boaliringer Ingelhel
2100 Cunard Slraeuwmw

(PCT Risle 61.3) Laval, Québac H7S
Canada
" Date of malting (Fay/monthiyear)

22 October 2003 (22.10.03) N
Applicant’s or agant’i e refsfence " T

131036CT IMPORTANT INFORMATION
intsmations! application; No. - intornationg! fillng:date (dey/manthiyear} [Priorily date:(day/manth/yesr)

PCT/CAD/00418 24 March 2003 (24.03.03) 27 March-2002 (27.03.02)

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH et al

1. Tha applicant is hereby Informad that the iImamational Bureau has, sddording to Anicle 31m. notfied each of the-following
ONficas of hs.eleation:

EP :AT,BE,BG.CH,CY,CZ,DE, DK EE,ES FI,FR,GB,6R, HU.IEIT,LU,MC,NL,PT;RO,SE,
SI,SK,TR.
Natlonal :BG; CA CN.DE, GB IL.JP KP; KR MN NO,PL, HO RU,5K, Us

2. The following Offices have walved the mlulmmum for tha-notification of thel slection; the' hofiflaation wilitis.zent to them
by the. Interngtional Bursay only upon thelr requast:

AP IGH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD;SL,SZ.TZ,UG 2M,ZW

EA :AM,AZ,BY.KG,KZ,MD,RU,TJ, TM

OA :BF,BJ,CF,CG, cn CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TO,TG

Natiohs! :AE.AG,ALAM,AT,AU,AZ,BABE,BR,BY,82,6H,CO,CR.CU, C2,DK,0OM,DZ,EC.
EE,ES, F1,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,(N,IS,KE,RG,KZ,LE,EKLA,LS LT,LULV,MA,MD,

MG, MK, MW, MX,MZ,NLNZ,OM,PH,PT,SC,SD,SE,SG,5LTJ,TM,TN, TR, T, TZUAUG,UZ,
VC,VN;YU,ZAZM,ZW

3™ ieiirit fs reiminded tha st rthe "ok phive™ 30 MMMM
hc?n:::tnh oftha Offfces ifll:dh:hwn.m “l%:ll: rnu:t um- by myfnmnﬂimmlm lummu M présoribed, s
transhaiian of the Internatfonal application {Article 39(1){a}).. u wall as, where applicabls, by furnishing & Illl.!llllllll'l of any
annaxss of ihe Inémailgnal prelimingry- sxamination report (Article 38(3){b) aind Rule MM

Same-offices havedixed tme fmits. Ihlhthobommiéllllll. detilled Information about the
rp . nl:n l‘;l;hu:ndﬁga.nnmt:gufbn::d n.l:nn o;w%msu.gm ;’IITD E'L.w%&':rom.'a' sab Volima Il
of the PGT-Applicant’s Guide.

Tha entry into the Eurapean reglongl.phase is postponsd untl 31 monttia from the priority dete far ail States designated for
the-puiposes of obtaininga Eurapesn patents

mmnmmu .‘m AM oﬂh“

Colombettes .y

4 1211 Ganeva 20, Switzariand Odlle AL1Y (Fax 338-8995)
| Facsimiie.No. (41-22) 338.80:06 Telaphione No, (41;22) 338 8534
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PATENT COOPERATION TREATY PATENT DEPARTMENT 4
ncT 2 1 2003
From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY PO'FL
To:
BERNIER, Louise G. ) ;
BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA) LTD. NOTIFICATION OF RECEIFT
2100 Cunard Street OF DEMAND BY COMPETENT INTERNATIONAL
Laval Quebec H7S 2G5 PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY
CANADA S6HRS-wpdaiod
Soenned / senito GmbH F - ECT R 8210 s G100, ft e,
Searmeddeaniio-RiRkfnilhancl)
ENP dnﬁ&ﬁ_l_-?g V.22 | | Pwmprmmer—
(day/monihjyasr) 15-10-2003
Appllcant’s or agmt's file reference IMPORTANT NOTIFICATION
Intarnational application No. International filing date (dey/monshjysar) | Priccity date (day/monchiyear)
PCT/CA 03/ 00418 24/03/2003 27/03/2002
Applicant

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH ot al.

1. The it hereby metified that this [nternational P ing Authority considers the ing dale as the
A L e P B ey o i

07/10/2003

2 This date of receipt is
m the actual date of recelpt of the demand by this Autharity (Rule 61.1(b))-

[] the actuat dazs of recaipt of the demand on behalf of this Authorlty (Ruls 59.3(s)).

[[] the dats on which this Authority has, In respanss to the invitation to carrect dafects In the demand
(Form PCT/IFEA/404), reccived the required corrections.

3. D AﬂﬂﬂOﬁﬁnMimhAﬂnhmdlim&lﬁmlhEhrlwdmCmnq\-ldyth
metry into the

mpmmhmm-ﬁ_(ﬂ- Dot have the effect of pos the naticnal phas ugtil 30
munths from the pricrity date {or later in soms Offices) (Asticls 3%(1)). the scts for entry into the oational
phase must be performed within 20 months from the priority date (or iater in sume Offices) (Artice 22). For details, see
the PCT Applicanr's Guids Volume I1.

D LE-M}ﬁhnuﬁhﬁmwﬂmhmrmﬁmﬁmwm.fmumwhwm

4,  Only where paragraph 3 appiies, s copy of this notification has besn sent to the Intzrnational Bursau,

Nurme and malling addregs of the [PRA/S 7Mdh

Europesn Patent Office
TLANR Mrnich YRODN VARNINIRINR M
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PATENT COOPERATION TREATY PATENT DEPARTMENT ;
JAN 2 7 2004
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY POEL
Te:
BERNIER, Louise G.
BOEHRINGER INGEIHEIM (CANADA) LTD. NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
2100 Cunard Street INTERNATIONAL PRELIMINARY
Laval Quabec HTSW 7 ) EXAMINATION REPORT
Scanned / pent o Gmbk )
3 / (PCT Rule 71.1)
ENP due "
Duie of mailing
(day /mon thyaar) 1970172004
Applicant’s or agent’s {lle'referennc IMPORTANT NOTIFICATION
13/103FCT
International spplicstion No. Internstional Aling date {dey/monthlyesr) Pricrhy date {day/month/yewr)
PCT/CA03/00418 24/03/2003 27/03/2002
Applicant

BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL et al.

L 'ﬁmnumuynwmwmm

4. REMINDER

dhﬂﬁnﬁuﬂmmﬂywudmm

oxamination repart and {is snoemey, ¥ any, ewtabli on tha intern

2. md’ﬂ-mﬂhmﬂw.lnhunmnﬂﬂbdnhtnﬂmﬂlmmhmmﬁmbﬂlh
Offices,

3.  Where required by sny of the eiected Offices, the International Buresu will are an English trensiation of the report (but
nud'mymmg)nl'lllu-m such transistion ta those Office. P oo

g aiklonalfon) Wil 30 maath 11t Prery due (i 1 Foe OFFAvtle 39{ 1 s Pl
or .
".;.'“.'!':.', the ol Bureas with Form AIBAOY), ( i o Offep{Acticle 3001

Whare & transistion of the intarnstional spplication must be furnished 10 an alected Offics,
transiation of sny mwhhﬁ:ﬂuﬂpﬂmﬂnnuuﬂnﬂmmmlthhqﬂvnﬁmuﬂqum

runmm-mu-qﬂn&uumumndu-wom-vmnuunrcrw

t's sttzmtion Is drawn to Article 3(5), which provides that the erineris of povelty, hmmeupmlmm

duulhdinmﬁn:l:l to (4) marely
mlrﬂ.ll.’tlﬂl'l m (&Huulu'lmhl’ulh

cnﬂ.‘(—dnm‘ﬁ#ﬂ(m!\dlﬂﬂﬂ Hltlrhmlr
requirements for enabling disclosure, clarity and support for the claima

A.\lﬂll!lw trllllllltl berewith the international
stional epplisation

d'nu-nnlnl.l ptﬂnln-zlumllnllm and that “my

that ransdstion mum corisin a

example, to exemptions fram

N-u-lllnilin;-ﬁ_d'fh PEA/
lnPnlntOlﬁ:
'l‘al (+49-l!)2.1’9-0 Tx: 523656 eprmu d

Authorized officer

MOVBMLOSH




s

PATENT COOPERATION TREATY
PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

{PCT Article 36 and Rule 70)
(Rationnlised Report according to the Notice of tie President of the EPO published in the OJ11/2001)
Applicant’s or agent’s file reference le!'ldfﬁlﬂnd'l‘nﬂmlﬂlluf

Imernstional
13/103PCT FOR FURTHER ACTION  Prejiminery Bxamination Report (Form PCT/IPEAM16)

Internsficonl sppicstion No. Tnternstional Bhing Oste (day/monghjysr) | Priarity date (dayjmonth/year)
PCT/CAD3/00418 24/03/2003 27/03/2002

Tniernations] Patent Clamification (IPC) or national classfication and IPC
CO7D471/14

Appticant
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL et al.

1. This international preliminsry examination repart hes been ared by this International Prefiminary Examining
mthumumm:mmnﬂ’hu.

2. Thiz REPORT consists of & total of 2 sheets, including this cover sheet.

This report is slso sccompanied by ANNEXES, .2, sheeta of the description, claims and/or drawings which have
D mhdmmﬂgm-mﬂhmmﬂmmummum
{see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative [nstructions the PCT).

Them aonexes consists of a total of shoets.

3.  This report pontaing indicstions relsting to the following lems
1[X] Basis of the report
n[C] Merty
11 [] Nen-establishment of opinion with regerd to navelty, inventive step end industrisl spplicability

IV [] Ladk of unity of tmvention
V[X] Reasoned under Article 35(2) with . invemtive induatrial applicabilicy;
(X] Reasoned sterment Aricke 33) with rmpard to sovey, step or spplicabilicy;
VI[] Certaln domuntnts dited
VIl [ | Certain defects In the International application
VIl [ | Certain abmrvations oo the International application

[ Date of submission of (he demand Date of compietion of this repart
07/10/2003 14/01/2004
Nume snd malling address of the IPEA/ Autharized offlcer
mmm TZSCHOPPE D A
Munich
ﬂ Tel (+49-89) 2399-0, Tx: 52343 epmu d
=) 21 Al AR RRAA sad s Ful .1 80 M\ AMOH A8




INTERNATIONAL PRELIMINARY inteational applicaion No.  PCT/CA03/00418 ﬂ
EXAMINATION REPORT g

L. Basis of the report

The basis of this international preliminary examination ls the application as originally filed.

V. Reasoned statement under Rule 68.2(a)(il) with regard to novelty, inventive step or
Industrial applicabllity

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

that the invention as defined in at least some of the claims does not appear to meet
the criterla mentioned in Article 33(1) PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to
involve an inventive step (see intemational search report, in particular the documents
cited X and/or Y and corresponding claim references).



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES %/

. Q%
<\®® INFORME DE EXAMEN P?!EI]-MINAR INTERNACIONAL ? 8

(Articulo 38 y Regla 70 del PCT)

Reforenchs dal expedioria del sgents | PARA ACTUACIONES Ver nofificacién de Tranamisié del Raporis ds Examen
13103PCT ADICIONALES Preliminar (Formato PCTAPEA41E)
Eolldlu‘l internacional No. Facha de presantacién intemacions! (cle/nasia/io) Fecha de prioridad (dia/mes/alio)
PCT/ICAN3/00418 24052005 270N2002

Clasificacin Intamacionsi de Patentes (IPC) o ciasificacidn nacional 8 IPGC

CO7D 471114

[ Solickante
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH et al.

1. Este informe de examen preliminar intemacional ha sido preparado por esta Administracion encargada del
Examen Preliminar Internacional y se envia al solicitante en concordancia con el articulo 36.

2. Este INFORME consta de una iotsl de hojas, incluyando la portada

y/o dibujos que han sido comegides y que son la base de este informe y/o documentos que contienen
rectificaciones realizadas ante esta Administracién (Ver Regla 70.16 y Seccion 607 de las Instrucciones
Administrativas segan el PCT)

Estos anexcs constan de un total de hojas.

O Este Informe también se acompafia de ANEXOS, esto es documentos de la descripcion, reivindicaciones

3. Este informe contiene indicaciones relativas a los sigulentas aspectos:

| [¥ Fundamentos del Informe

| [0 Prioridad

m [0 No se establece concepto relativo a la novedad, nivel Inventivo y aplicacién industrial

[\'; [0 cCarencia de unidad de la invencién

v B  Declaracién razonada segan el articulo 35(2), en relacidn con la novedad, nivel inventivo o

aplicacion industrial; citaciones y explicaciones que soportan dicha declaracion
\'/| [J Clertos documentos citados
Vil [0 Clertos defectos de la solicitud intemacional
vill [0 Ciertas observaciones respecio a la solicitud internacional

Facha de presantacitn da la demanda Fecha da teyminscién de este reporte
07/10/2003 14/01/2004

Nombre y direcelén de comeo de |a autoridad
encargeds del examan preliminer Funclanario Autorizado

Oficina Europes de Patentes

_Q)) D-80298 Munich TZCHOPPED A
Tel. +48 89 2399 - 0 Tic 5238508 epmu d
Feox +40 B0 2309 - 4485 Teléfono No.

Formato PCTAPEA/4D8 (portada) (ulic 1988)



f/

INFORME DE EXAMEN Solicitud Intemacional No, PCT/CA03/00418” E

PRELIMINAR INTERNACIONAL g O‘

I. Bases del informe

La base de este examen preliminar internacional es la solicitud como originaimente
s8 presenté.

V. Declaracién motivada segin el Articulo 35(2) en cuanto a la novedad, el nivel
inventivo y la aplicacién industrial; citas y explicaciones que apoyan esta
declaraclén.

A la luz de los documentos citados en el informe de bilsqueda intemacional, se
considera que la invencién como se encuentra definida en por lo menos algunas de
las reivindicaciones no parecen cumplir con los criterios mencionados en el Articulo
33(1) del PCT, es decir, no parece ser novedosa y/o alcanzar el nivel inventivo ( ver
informe de blsqueda internacional, en particular los documentos citados con X y/o Y
y las comrespondientes reivindicaciones referenciadas).

Formato PCT/ IPEA/ 409 (Recuadro Suplementario) (ulio 1968)
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DIPIRIDODIAZEPINONAS COMO INHIBIDORES DE LA TRAMSCRIPTASA

IRVERSA

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a nuevos compuestos y Bsus
sales farmacéuticamente aceptables, a su uso, tanto solos
como en combinacién con otros agentes terapéuticos, en el
tratamiento o la profilaxis de la infeccifn por HIV, y a
composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad conocida como sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) est& provocada por el
virus de la inmunodeficiencla humana (HIV), en particular la
cepa conocida como HIV-1. Para que el HIV sea replicado por
una célula hospedante, la informacién del genoma virico debe
integrarse en el DNA de la célula hospedante. Sin embargo,
el HIV es un retrovirus, 1lo cual significa que su
informacién genética est4 en forma de RNA. Por tanto, el
ciclo de replicacién del HIV requiere una etapa de
transcripcién del genoma virico (RNA) en DNA, que es lo
contrario de la cadena de acontecimientos normal. Una enzima
que se ha apodado, de forma apropiada, transcriptasa inversa
(reverse transcriptase, RT) realiza la transcripcién del RNA
virico en DNA. El virién de HIV incluye una copia de RT
junto con el RNA virico.

La transcriptasa inversa tiene tres funciones
enzimiticas conocidas: actia como una DNA-polimerasa
dependiente de RNA, como una ribonucleasa, y como una DNA-
polimerasa dependiente de DNA. Cuando actia como una DNA-
polimerasa dependiente de RNA, la RT transcribe una copia
monocatenaria de DNA del RNA virico. Cuando actfia como una
ribonucleasa, la RT destruye el RNA virico original y libera
el DNA recién producido a partir del RNA original. Por
Gltimo, cuando actia como una DNA-polimerasa dependiente de
DNA, la RT fabrica una segunda hebra de DNA complementaria,

22

do
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utilizando la primera hebra de DNA como molde. Los dos
hebras forman wun DNA bicatenario, que otra enzima,
denominada integrasa, integra en el genoma de la célula
hospedante.

Lo compuestos que inhiben las funciones enzimiticas
de la transcriptasa inversa de HIV-1 inhibir&n 1la
replicacién del HIV-1 en células infectadas. Estos
compuestos son {itiles en la prevencién o el tratamiento de
una infeccién por HIV-1 en sujetos humanos, como se
demuestra mediante inhibidores de RT conocidos, como 3'-
azido-3'-desoxitimidina (AZT), 2',3'-didesoxiinosina (ddI),
2',3'-didesoxicitidina {ddac), darT, 3TC, nevirapina,
delavirdina, efavirenz y abacavir, los principales farmacos
que hasta la fecha se han aprobado para su uso en el
tratamiento del SIDA.

Al igual que con cualquiera terapla antivirica, el uso
de inhibidores de la RT en el tratamiento del SIDA conduce,
finalmente, a virus gque son menoa sensibles al firmaco
aplicado. La resistencia (sensibilidad reducida) a estos
farmacos es el resultado de mutaciones que se producen en el
segmento de transcriptasa inversa del gen pol. Se han
caracterizade varias cepas mutantes de HIV, y la resistencia
a agentes terapéuticos conocidos es debida a mutaciones en
el gen RT. Alqunoe de los mutantes que se cobaervan wés
habitualmente en la observacién c¢linica son el mutante
Y181C, en el que de-ha mutado una tirosina (Y) en el codén
181 a un resto cisteina (C), y el mutante K103N, en el gque
la lisina (K) en la posicién 103 se ha sustituido por
asparagina (N). Otros mutantes, que surgen con frecuencia
creciente durante el tratamientc con antiviricos conocidos,
incluyen los mutantes simples V106A, G190A, Y188C y P236L; y
loa mutantes dobles K103N/Y1B1C, K103N/P225H, K103N/V108I y
K103N/L100I.

El wuso continuado de compuestos antiviricos para
evitar una infeccifn por HIV sin duda provocard un mayor
surgimiento de nuevas cepas resistentes de HIV. Por tanto,
existe una necesaidad real de nuevos inhibidores de la RT,
con diferentes patrones de efectividad frente a los diversos
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mutantes.

En la patente de EEUU n® 5.366.972 se describen
compuestos que tienen esatructuras triciclicas, que son
inhibidores del HIV-1. Otros inhibidores de la transacriptasa
inversa de HIV-1 se describen en Hargrave et al., J. Med.
Chem. 34, 2231 (1991).

La patente de EEUU n® 5.706.499 propone B-arilalguil-
y 8-arilheterocalquil-5,11-dihidro-6H-dipirido[3,2-B:2',3'-
E] [1,4]diazepinas como 1nhibidores de la RT. Se demuestra
que los ejemplos de los compuestoe presentan cierta
actividad contra la RT de HIV-1 de tipo salval]e y mutante,
en particular Yi8l1C y otros mutantes simplea como K103N,
aunque con menos eficacia.

El documento WO 01/9633BAl1 y la patente de EEUU n®
6.420.359 describen estructuras de dlazepina que tienen
sustituyentes quinoleina Y quinolein-N-6xido, como
inhibidores de la RT. Los ejemplos de los compuestos
presentan actividad contra cepas de tipo salvaje, simples y
dobles de HIV.

SUMARTO DE LA INVENCION

La invencién proporciona compuestos que contienen
&cido benzoico sustituido que son inhibidores potentes de la
RT de HIV-1 de cepas de tipo salvaje (TS) y mutantes deobles,
en particular de la doble mutacién K103N/Y181C.

En un primer aspecto de la invencién se proporciona un
compuesto de f&rmula I:
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en la gue

R? es H, halégeno, alquilo(Ci..), ©Ofalquilo(Ci-4)).
NH(alquilo(Ci-4)) o N{alquilo(Ci-4))a;

R' es H o CHy;

R® es H o CHy;

R es H, halégeno, alquilo(Ci-,), CF; o NO3;

R™ es H, alquilo{Ci.), halSgeno, OH o NH;, con la
condicién de que R y R no son ambos H; y

R es COOR'™®, en el que R™ es H o alquilo{C;¢); o RM

R** eg como se define en

es (alquenil (Ca..) }COOR™", en el que
la presente; o R es (alquil(C;.,))COOR*, en el que R es
como ge define en la presente;

o su sal o prof&rmaco.

Segin un segundo aspecto de 1la invencifén, se
proporciona una composicién farmacéutica para el tratamiento
o prevencién de la infeccién por HIV, que comprende un
compuesto de férmula I, como se describe en la presente, o
au sal farmacéuticamente aceptable, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Segin un tercer aspecte de la invencién, se
proporciona un mé&todo para el tratamiento o prevencién de la
infeccién por HIV, que comprende administrar a un paciente
una cantidad inhibidora de HIV de un compuesto de f&rmula I
© su 8al farmacéuticamente aceptable, o una composicién
farmacéutica, amboa definidos en la presente.

Segqin un cuarto aspecto de 1la invencién, Be
proporciona un método para tratar o prevenir una infeccién
por KIV que comprende administrar una composicién
farmacéutica que comprende un compuesto de férmula I, seglin
se describe en la presente, junto con un fé&rmaco
antirretrovirico.

Seglin wun quinto aspectoe de 1la invencién, Be
proporciona un método para evitar la tranamisién perinatal
del HIV-1 desde la madre al beb&, gue comprende administrar
un compuesto de f&Srmula I o una composicién farmacéutica,
seqin se describe en la presente, a la madre antes del
parto,
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

Se aplican las gpiguientes definiciones, a menoe gue se
indique lo contrario.

Tal como se utiliza en 1la presente, los términos
"alquilo(C;-2) ", "alquilo(Ci4)" y "alquilo(Ci¢)", tanto por
8{ B80los como combinados con otro radical, significan
radicales alquilo aciclicos que contienen hasta dos, cuatro
o eeip &tomos de carbono, respectivamente. Los ejemplos de
estos radicales incluyen metilo, etilo, propilo, butilo, 1-
metiletilo, l-metilpropilo, 2-metilpropilo Y 1,1-
dimetiletilo.

Tal como se utiliza en 1la presente, el té&rmino
"alguenilo(Cy;4)", tanto por si solo como combinado con otro
radical, significa un radical aciclico insaturado gque
contiene de dos a cuatro &tomos de carbono.

Tal como ee utiliza en 1la presente, el término
"halégeno" significa un &tomo de haldégeno e incluye flior,
cloro, bromo y yodo.

Tal como se utiliza en la presente, la expresién "sal
farmacéuticamente aceptable" incluye las sales derivadas de
bases farmacéuticamente aceptables y no téxicas. Los
ejemplos de bases adecuadas incluyen colina, etanoclamina y
etilendiamina. Las sales de Na*, K' y Ca" también se
contemplan dentro del alcance de la invencién (véase también
"Pharmaceutical salts", Birge, S.M, et al., J. Pharm. Sci.
(1977), 66, 1-19, gque se incorpora en 1la presente como
referencia) .

Tal como 8e utiliza en 1la presente, el término
"profirmaco"” B8e refiere a derivados farmacolSgicamente
aceptables, de forma que el producto resultante de 1la
biotransformacién del derivado es el firmaco activo, como se
define en los compuestos de f6xmula I. Los ejemplos de estos
derivados incluyen, pero no se limitan a ésteres y amidas
(véase Goodman y Gilman, en "The Pharmacological Basis of
Therapeutics", 9* edicién, McGraw-Hi1ll, Int. Ed., 1995,

4
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"Biotranaformation of Drugs", pp. 11-16, que se incorpora en
la presente como referencia).

Descripcién detallada de las realixaciones preferidas

Preferiblemente, R? es H, halégeno, alquilo(C;.,),
O(alquilo(C;-4)) © N(alquilo(Ci4))a. M&s preferiblemente, R?
es H, Cl, F, alquilo(Ci.), O(alquilo(Ci4)) o N{alquilo
(Ci14) )2. AlGn mis preferiblemente, R? es H, Cl, F, CH;, OMe u
OEt. Lo més preferible, R? es H.

Preferiblemente, R* y R® no son ambos iguales.

Mis preferiblemente, R' es H.

Mis preferiblemente, R® es CH;.

Preferiblemente, R'? es halégeno, alquilo(C;-,)), CFy o
NO,. Mis preferiblemente, R es Br, Cl, CH; o CHiCH;. Lo més
preferible, R!? es CH; o CHiCH;.

Preferiblemente, R!? es H, CHi, halfSgeno, OH o NH,. Més
preferiblemente, R'® es H, CH, u OH. Lo mis preferible, R
es H.

Preferiblemente, R* es COOH, COOMe, (alquenil
(C2.4))COOH © {alquil (C;.¢))COOH. M&s preferiblemente, R es
COOH, CH=CH-COOH, CHaCOOH o CHJ.CH,COOH. Lo més preferible,
R ems COOH.

Los compuestos de fSrmula I son inhibidores eficaces
del HIV de tipo salvaje, y tambi&én inhiben la enzima del
mutante doble K103N/Y1B1C.

Los compuestos de férmula I poeeen actividad
inhibidora contra la transcriptasa inversa de HIV-1, Cuando
se administran en formas de dosificacién adecuadas, son
{itilee en el tratamiento de SIDA, ARC vy trastornos
relacionados asociados con la infeccién por HIV-1. Por
tanto, otro aspecto de la invencién es un método para tratar
una infeccién por HIV-1 que comprende administrar a un ser
humano infectado por HIV-1 una cantidad terapéuticamente
eficaz de un nuevo compuesto de fé6rmula I, como se describe
anteriormente. Tanto para tratamiento como para profilaxis,
el compuesto también puede utilizarse para evitar 1la
tranemisién perinatal del HIV-1 desde la madre al bebé&,
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mediante la administracitn a la madre antea del parto.

Los compuestos de f&6rmula I pueden administrarse en
dosis finicas o divididas, mediante via oral o parenteral.
Una dosificacién oral adecuada para un compuesto de f&rmula
I se encuentra en el intervalo desde aproximadamente 0,5 mg
a 3 g diarios. Una dosificacién oral preferida para un
compuesto de f6rmula I se encuentra en el intervalo desde
aproximadamente 100 mg a 800 mg diarios para un paciente que
pesa 70 kg. En las formulaciones parenterales, una unidad de
dosificacién adecuada puede contener desde 0,1 a 250 mg de
dicho compuesto, preferiblemente 1 mg a 200 mg. Sin embargo
debe entenderse que la administraciénm de la dosificacifn de
un paciente a otro varia, y la dosificacién para cualquier
paciente concreto depende del criterio del médico, que para
fijar una dosificacién apropiada debe utilizar los criterios
de peso y trastorno del paciente, asi como la respuesta del
paciente al farmaco.

Cuando los compuestos de la presente invencidSn se
administran por via oral, pueden administrarse como
medicamentoe en forma de preparaciones farmacéuticas, gque
los contienen junto con un material wvehiculo farmac&utico
compatible. Este material vehiculo puede ser un material
vehicule orglnico o inorgdnico inerte adecuado para 1la
administracién oral. Los ejemplos de estos materiales
vehiculo son agua, gelatina, talco, almidén, estearato de
magnesio, goma arébiga, aceites vegetales,
polialquilenglicoles, gelatina de petrSlec y similares.

Los compuestos de f&6rmula I pueden utilizarse junto
con un f&rmaco antirretrovirico conccido por los expertcs en
la técnica, como una preparacién combinada Gtil para la
administracién simult&nea, separada ¢ 8secuencial, para
tratar o prevenir una infeccién por HIV en un individuo. Los
ejemplos de farmacos antirretroviricos gque pueden utilizarse
en una terapia de combinacién con los compuestoa de fSrmula
I incluyen, pero no se limitan a inhibidores de 1la
transcriptasa inversa nuclebsidos/nucleétidos {(como AZT y
tenofovir}), inhibidores de 1la transcriptasa inversa no
nuclebsidos (como mnevirapina), inhibidores de proteasas

&



10

15

20

25

30

35

{como ritanovir), inhibidores de la fusién virica (como T-
20), antagonistas de CCR5 {(como SCH-351125), antagonistas de
CXCR4 (como AMD-3100), inhlbidores de integrasa (como L-
870.810)}, inhibidorea de TAT, otros farmacos de
investigacién (como PRO-542, BMS-806, TMC-114 o© AI-183),
agentes antifiingicos o antibacterianocs {como fluconazol), y
agentes inmunomoduladores (como levamisol). Ademis, un
compuesto de férmula I puede utlilizarse con otro compuesto
de f&rmula I.

Lags preparaciones farmacéuticas pueden prepararse de
una manera convencicnal, y las formas de dosificacién
terminadas pueden ser formas de dosificacién s86lidas, por
ejemplo comprimidos, grageas, clpsulas y similares, o formas
de dosificacién liquidas, por ejemplo disoluciones,
suspensiones, emulsiocnes y seimilares. Las preparaciones
farmacéuticas pueden someterse a operaciones farmacéuticas
convencionales como esterilizacién. AdeméB, las
preparacionea farmacéuticas pueden contener adyuvantes
convencionales como conservantes, estabilizantes,
emuleionantes, mejoradores del aroma, agentes humectantes,
tampones, sales para variar la presién osmbtica y similares.
El material vehiculo 86lido que puede utilizarse incluye,
por ejemplo, almidSn, lactosa, manitol, metilcelulosa,
celulosa microcristalina, talco, silice, fosfato de calcio
dib&sico, y polimeros de alto peso molecular (como
polietilenglicel).

Para un uso parenteral, un compuesto de f&rmula I
puede administrarse en una disolucién, suspensién o emulsidén
acuopa o0 no acuosa, en un aceite farmacéuticamente aceptable
o una mezcla de 1l1liquidos, que pueden contener agentes
bacteriostiticos, antioxidantes, conservantes, tampones u
otros sBolutos para hacer que la disolucién sea isoténica con
la sangre, agentes espesantes, agentes suspensores u otros
aditivos farmacéuticamente aceptables. Los aditivos de este
tipo incluyen, por ejemplo, tampones tartrato, citrato y
acetato, etancl, propilenglicol, polietilenglicol,
formadores de complejos {como EDTA), antioxidantes ({como
bisulfito de socdio, metabisulfito de sodio y 4&cido
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poli (6xido de etileno) liquido) para regular la viscosidad,
y derivados polietilénicos de anhidridos de sorbitol.
También pueden afiadirse conservantes s8i es necesaric, como
cido benzoico, metil- o propilparabeno, clorurc de
benzalconio y otros compuestos de amonio cuatermario.

Los compuestos de esta invencién también pueden
administrarse como disoluciones para la aplicacién nasal, y
pueden contener, ademis de los compuestos de la invencién,
tampones adecuados, ajustadores de la tonicidad,
congervantes microbianos, antioxidantes, y agentes para
aumentar la viscosidad, en un vehiculo acuoso. Los ejemplos
de agentes utilizados para aumentar la viscosidad son
peli (alcohol vinilico), derivados de celulosa,
polivinilpirrolidona, polisorbatos o glicerina. Los
conservantes microbianos afiadidos pueden incluir cloruro de
benzalconio, timerosal, clorobutanol o alcochel feniletilico.

Ademis, los compuestos de 1la invencién pueden
administrarse mediante supositorios.

Metodologia y sintesis

El compuestoc de 1la invencién puede prepararse
utilizando las técnicas de un quimico orgéinico aintético. En
los esquemas 1 a 4 a continuacién se muestran ejemplos de
esquemas de reaccién. Los sustituyentes R?, R, R®, R¥, RV y
R™ son como se definen en la presente.

Esquema 1: Preparacifn de los intermedios en los gque R' es
Me

gé
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10 " (i)

= O = K

1(iv) 1 (V)

Brevemente, la sustitucién aromitica (SyAR) de 1(i) con
Bt-NH; produce el intermedio 1(ii). Después, la halogenacién
de la poeicién 5 utilizando un agente de bromacién (por
ejemplo NBS o bromo) produce 1(iii). El clerre del anillo de
1(1ii) mediante una reaccién de S,AR mediada por base forma
el intermedio triciclico 1(iv). La introduccitn del
sustituyente R? ge realiza a través de una sustitucién
aromitica del cloro C-2 en 1l(iv)., produciendo con ello el
compuesto intermedio 1(v).

/a/
2%
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Esquema 2: Preparacién de intermedios en los que R® es Me

00 = OO o
e - e RN

e
"';‘(‘;; 2(ii) 2(lii)
; i
D e O
2:"’) 2(v)
N
Lol ﬂé}n
2(vi)

La secuencia del esquema 2 es anfloga a la descrita en
J.M. Xlunder et al., J. Med. Chem., 1998, 41, 2960-2971, y
C.L. Cywin-et al., J. Med. Chem., 1998, 41, 2974-2984.
Brevemente, la sustituciédn aromitica (SyAR) de 2(i1) con Et-
NH: produce el intermedio 2{ii). La reduccién del grupo
nitro (por ejemplo, utilizando hidrogenacién catalitica)
praoduce 2{iii). Una reaccién de condensacién mediada por
base de 2(iil) con, por ejemplo, ¢loruro de 5-bromo-2-cloro-
d-piridincarbonilo, proporciona 2(iv). El cierre del anillo
de 2(iv) Be realiza a través de una reaccién de S,AR mediada
por base, para formar el intermedio triciclico 2(v). El
grupo metilo R° en 2(vi) puede introducirse mediante
alquilacién conocida en la técnica, utilizando, por ejemplo,
yoduro de metilo.

a

L

1R
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Eaquema 3: Preparacién de intermedios en los que R? es \o\
alggilo Ci-4

_OC Ty == (D

i G,
3(i) 3 3(iif)
Sustiucidn
2 Br ﬁl’l’lﬂ milo
Ct HN N /(I‘%
3(|v) 3(v)

Brevemente, una reaccién de condensacién mediada por
base entre 3(i) y 3(ii) produce el intermedio 3(iii). Una
sustitucién aromitica (SyAR) de 3(iii) con Et-NH: produce el
intermedio 3(iv). El cierre del anillo 3(iv) 8e realiza a
través de una reacciém de SpAR mediada por base, para formar
un intermedio triciclico, que se alquila para producir un
compuesto intermedio 3(v). )

Esquema 4: Via alternativa para produclr el c esto _en el
que R' es Me
bl Me
Joakle sl ey
RN a c” N R a
(0 3 4(ii)
Me M
= r‘:r"“%z:r* e ):51“
R NGl
&
4(iii) 1(v)

Brevemente, una condensacién wediada por base entre
4(1) y 3(ii) produce el intermedio 4(ii1). Una sustitucién
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aromitica (SzAR) de 4(ii) con Et-NH; produce el intermedio
4(111). El cierre del anillo 4(iil) se realiza a través de
una reaccién de S,AR mediada por base, para formar un
compuesto intermedio triciclico 1(v)}.

Esquema 5: Introduccién de los derivados de &cido benzoico

-

|ﬂ 2. Recuoclén
sm s
R“
R* R'\ R%
N Y sav Y=R™ o
| OH - »  Compuestos de formula |
RN TN Cendangecn  Comversién de Y
Et a R (sl o9 necesario)
L)

Brevemente, un acoplamiento cruzado del derivado de
bromo 5(1), sintetizado como se describe en la presente, con
un reactivo de alilestafio en un disolvente aprdStico (por
ejemplo DMF) y en presencia de un catalizador, forma
sustituyentes C-8 5(il). La oxidacién del doble enlace (por
ejemplo, mediante ozonolisis para producir un ozénido),
peguido de una reduccién, produce el sustituyente
hidroxietilo ¢€-8 5(iii). Utilizando una reaccifén de tipo
Mitsunobu, se condensan los derivados de naftilo 5(iwv). 5(v)
o S5(vi), en los que Y es R con la excepcién de COOH, con
5(1ii) para producir un compuesto de f6rmula I. Como
alternativa, cuandeo Y es un dgrupo precursor de R, por
ejemplo COOCH;, puede utilizarse una reaccifn de tipo
Mitsunocbu para condensar 5(iv) o 5(v) con 5(iii), y después
Y puede convertirse de forma quimica en sustituyentes R,
por ejemplo mediante saponificacién de COOCH; para producir
COOH, produciendo con ello un compuesto de f6rmula I.

Como Be ha indicado anteriormente, el compuesto que
proporciona la invencifn inhibe la actividad enzimitica de
la RT de HIV-1. Basdndose en los ensayos de estos
compuestos, como 8ae describe a continuacién, se ha

ol
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descubierto que inhiben la actividad DNA-polimerasa
dependiente de RNA de la RT de HIV-1l. Se ha descubierto (los
datos no aparecen) que también inhiben la actividad DNA-
polimerasa dependiente de DNA de la RT de HIV-1. Utilizando
el ensayoc de transcriptasa inversa (RT) descrito a
continuacién, un compuesto puede ensayarse para determinar
su capacidad para inhibir 1la actividad DNA-polimerasa
dependiente de RNA de la RT de HIV-1. De esta manera se
ensayé cierto compuesto especifico descrito en los ejemplos
que aparecen a continuacién. Los resultados de los ensayos
aparecen en la tabla 1 como ICsy Yy ECsp.

EJENPLOS

La presente invencién se ilustra con wéds detalle
mediante los Biguientes ejemplos no limitantes. Todas las
reacciones se realizan en una atmdSsfera de nitrégeno o
argén, a menos que se indique lo contrario. Las temperaturas
aparecen en grados Celsius. Loa porcentajes o razonea de
disolucién expresan una relacién de volumen en volumen, a
menos que se Indique lo contrario.

Las abreviaturas o gsimbolos gue pe utilizan en 1la
presente incluyen:

DEAD: azodicarboxilato de dietilo

DIAD: azodicarboxilato de diisopropilo

DIEA: diisoproplletilamina

DMAP: 4-{dimetilamino)piridina

DMSO: dimetilsulféxido

DMF: dimetilformamida

DCC: diciclohexilcarbodiimida

ES MS: espectrometria de masas de electronebulizacién
Et: etilo

EtOH: etancl

EtOAc: acetato de etilo

Et;0: éter dietilico

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién
iPr: isopropilo

Me: metilo
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MeOH: metanol

MeCN: acetonitrilo

NaHMDS: hexametildisilazida de sodio
NBS: N-bromosuccinimida

Ph: fenilo
TBE: tris-borato-EDTA
TBTU: tetrafluorcborato de 2- (1H-benzotriazol-1-1il) -

N,N,N',N'-tetrametiluronio

TFA: Acido trifluorocacético

THF: tetrahidrofurano

PFU: unidades formadoras de placa

DEPC: pirocarbonato de dietilo

DIT: ditiotreitol

EDTA: tetraacetato de etilendiamina
UMP: uridina-5'-monofosfato

UTP: uridina-5'-trifosfato

MES: dcido 2-(n-moxrfolino)etansulfbnico
SDS-PAGE: electroforesgis en gel de dodecilsulfato de sodio-

poliacrilamida

MWCO: limite de exclueién seglin peso molecular

Bis-Tris propano: 1,3-bis(tris(hidroximetil)metilamino) -
propano

GSH: glutatifn reducido
OBG: n-octil-p-D-glucdaido

sinTeEsIis

Los siguientes ejemplos ilustran métodos para preparar
los compuestos de la invencién.

EJEMPLO 1:
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Etapa a:

A una disolucién de 2-cloro-3-nitropiridina 1a (51 g,
325 mmol) en THF (650 ml) se le afiadiS una disolucién 2 M de
etilamina en THF (365 ml, 731 mmol). La reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién
se vertié en agua (aproximadamente 1,5 1) y el 86lido
resultante se filtré y se secS bajo presién reducida para
producir el compuesto 1b (52 g).

Etapa b:

Una disolucién de 2-(etilamino)-3-nitropiridina 1b (52
g) en MeOH (600 ml) se agitd durante la noche a temperatura
ambiente bajo una atmSefera de hidrégeno (1 atm.) en
presencia de Pd(OH); al 20%/C (10,4 g). El catalizador se
eliminé mediante filtracién a través de tierra de diatomeas.
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El filtrado se concentrs bajo presién reducida para producir
el compuesto le como un sblido negro (39 g, rendimiento 88%
en las etapas a y b).

Etapa c:

A una disolucién enfriada de 3-amino-2-
(etilamino)piridina 1¢ (30,6 g, 223 mmol) en MeCN (740 ml)
Be le afiadié NaHCO, (56,3 g, 669 mmol). Después de 5 minutos
pe afladié cloruro de 5-bromo-2-cloro-3-piridincarbonilo
bruto (preparado a partir de &cido 5-bromo-2-hidroxi-3-
piridincarboxflico y S0Cl; (1 equiv., 223 mmol) [como Bse
describe en T.W. Gero et al., en Synth. Commun., 1989, 19,
553-559 {incorporado en la presente como referencia) pero
omitiendo el tratamiento acuoso]. Después de 2 horas, la
mezcla de reaccién se vertié sobre hielo/H,0 (1,5 1) y el
86lido resultante se filtrS, se enjuagd con H0 y después
con hexano. Después de secar bajo presién reducida durante
la noche se obtuvo el compuesto 1d como un 88lido negro
(54,9 g, rendimiento 69%).

Etapa d:

A una diseolucién de 2-cloro-N-{2-(etilamino)-3-
piridinil}-5-bromo-3-piridincarboxamida 14 (54,9 g, 154,4
mmol) en piridina (308 ml) a 50°C ee afiadid gota a gota a
una disolucién 1 M de NaHMDS en THF (355 ml, 355 mmol).
Después de 10 minutos, se dejé que la reaccidén se enfriase
hasta la temperatura ambiente, y despufs se verti& scbre
agua helada (2 1l). El1 86lido resultante se £iltrd, se
enjuag® con agua y después con hexano. El s6lido se secd
bajo presién reducida para producir el compuesto 1le (36 g,
rendimiento 75%) como un sé6lido verde oscuro.

Etapa e:

A una disolucién de 8-bromo-5,ll1-dihidro-11-etil-6H-
dipirido([3,2-b:2',3'-e] [1,4]diazepin-6-ona 1la (36,7 g, 115
mmol) en DMF (380 wml) se le afiadi6 NaH (3,5 g, 138 mmol), y
la mezcla se calenté hasta 50°C durante 30 minutos. La
mezcla de reaccién se enfribé hasta la temperatura ambiente y
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Be trat6 con MeI (14,3 ml, 230 mmol). Después de 1,5 horas,
la mezcla de reaccién se verti6 sobre agua helada. El sélido
e filtr5, se lavé con agua y después con hexano para
producir, después de secar, el compuesto 1f (37,9 g,
rendimiento 99%) como un sSlido grias oscuro.

Etapa £:

Se afiadié aliltributilestafioc (30,7 ml, 99,0 mmol) vy
PA(Ph;P)s (5,20 g, 4,50 mmel) a una disolucién desgasificada
(N2 a través de una disclucién durante 30 minutos) de 8-
bromo-5,11-dihidro-11-etil-5-metil-6H-dipirido[3,2-b:2',3"'-
e] [1,4]diazepin-6-ona 1£# (30,0 g, 90,0 mmol) en DMF (450 ml)
a temperatura ambiente. La mezcla Be agitdé a 950°C durante
1,5 horas, después se enfrié hasta la temperatura ambiente y
se concentrd bajo preasién reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia de resolucién rédpida (hexano:EtQAc,
desde 8:2 a 7:3) para producir el compuesto 1lg (22,19 g,
rendimiento 84%).

Etapa g:

Una corriente de oxigeno ozonizado se burbujed a
través de una disoluclidn frfa (-78°C) de 5,11-dihidro-11-
etil-5-metil-8- (2-propenil) -6H-dipirido(3,2-b:2',3"'-e] [1,4] -
diazepin-6-ona 1g (22,19 g, 75,4 mmol) en CHzClaz (150 ml) y
MeCH (150 ml) durante 2,5 horas. Una corriente de N; deapués
se burbujed a través de la disolucién durante 15 minutos, y
despuée pe afiadid a la disolucién NaBH, s8lido (4,99 g, 132
mmol) . Se dejé que la mezcla de reaccién se calentase hasta
la temperatura ambiente. Después de 1 hora se afiadid NH,Cl
acuoso saturado (200 ml) y la mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 2 horas. Los disolventes orgénicos se
eliminaron bajo presibén reducida. Se afiadié agua (300 ml) y
CHC1l; (300 ml) al residuo. Las fases se separaron y la capa
acuosa 8e extrajo con CHCl; (3 x 300 ml). Las capas
orgdnicas reunidas se secaron (MgS0Q,), se filtraron y se
concentraron bajo presién reducida. El residuo se purificé
mediante cromatografia de resolucifn rédpida (EtOQAc:CHCl,,
4:1) para producir el compuesto 1h (16,1 g, rendimiento 72%)

\OX
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Etapa a:

Una disolucifn enfriada en hielo de EtNH; (49,8 g, 1,10
ml) en toluenc (200 ml) se afladid durante 15 minutos a una
disolucin enfriada en hielo de 2,6-dicloreo-3-nitropiridina
2a (100,0 g, 0,52 mel) en tolueno (225 wml). La mezcla se
agité a 0°C durante 45 minutos. Se afiadié agua (500 ml) y
EtOAc (500 ml), y las fases se sBepararon. La capa orgdnica
se lavd sucesivamente con agua (200 ml) y salmuera (200 ml),
se secd (MgSO,), se filtr6 y se concentr§ bajo presién
reducida. El1 e6lido residual se recristalizé en MeOH para
producir el compuesto 2b (83,7 g, rendimiento 80%) como
agujas amarillas.

Etapa b:
El compuesto 2c se prepard de una manera anfloga al
ejemplo 1, etapa b.

Etapa c:
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Una disolucifn de cloruro de 5-bromo-2-cloro-3-
piridincarbonilo (30,0 g, 97,0 mmol) en MeCN (100 ml) se
afiladi®é mediante una cénula a una disolucién de 3-amino-6-
cloreo-2-(etilamino)piridina 2¢ (16,6 g, 97,0 mmol) en MeCN
(180 ml) que contiene NaHCO; aflido (14,2 g, 169 mmol) a
temperatura ambiente. La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 1 hora. Se afladis agua (200 ml) y la mezcla
se agité durante 10 minutos. La suspensién resultante se
filtrS6. El s6lido se lavé con agua, después con hexano y se
secé bajo presién reducida para producir el compuesto 2d
(28,4 g, rendimiento 75%).

Etapa d:

Una disolucién 1 M de NaHMDS en THF (167,5 ml, 167,5
mmol) se afladié lentamente a una disolucién de 5-bromo-2-
cloro-N-{2- (etilamino) -6-cloro-3-piridinil}-3-piridincar-
boxamida 24 (28,4 g, 72,8 mmol) en piridina (146 ml)
calentada hasta 50°C. La mezcla de reaccitn se agitb a 50°C
durante 1,5 horas. La mezcla entonces se verti6 en una
mezcla de agua y hielo (1 1), y despuée de 1 hora 1la
suspensién resultante se f£iltr§. El sélido se lavd con agua
Yy se secS bajo presién reducida para producir el compuesto
26 (23,4 g, rendimiento 91%)}.

Etapa ea:

Se afiadié NaH 88lido (dispersién en aceite al 60%,
3,46 g, 86,1 mmol) durante 30 minmatos a una dieolucién de 8-
bromo-2-cloro-5,11-dihidro-11-etil-6H-dipirido[3,2-b:2',3"'-
el [1,4]diazepin-6-ona 2 (23,4 g, 66,3 mmol) en DMF (220 ml)
a 50°C. La mezcla se agitd a 50°C durante 1 hora, y después
gse dejd que se enfriase hasta la temperatura ambiente. La
mezcla se vertif en agua (1 1) y la suspensién reaultante se
filtré. El sélido se lav6 sucesivamente con agua y hexano, y
después se sBecd bajo presién reducida para producir el
compuesto 2f (23,0 g, rendimiento 954%).

Etapa £:
Se afiadié aliltributileatafio (21,3 ml, 68,7 mmol) en
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Pd(PhyP), (3,61 g, 3,12 mmol) a una disolucifén desgasificada
(N2 a través de una disolucién durante 30 minutos) de 8-
bromo-2-cloro-5,11-dihidro-11-etil-S-metil-6H-dipirido(3,2-
b:2',3'-e] [1,4]diazepin-6-ona 2£ (23,0 g, 62,5 mmol) en DMF
(312 ml). La mezcla se calenté hasta 9%0°C durante 2 horas.
La mezcla se concentrd bajo presién reducida. El residuo se
purificé mediante cromatograffia de resolucién répida
(hexano:EtOAc 7:3) para producir el compuesto 2g (13,4 g,
rendimiento 65%).

Etapa g:

Se introdujo oxigeno ozonizado en una disolucién fria
{(-78°C) de 2-cloro-5,l1ll-dihidro-ll-etil-S5-metil-8-(2-prope-
nil)-6H-dipirido(3,2-b:2',3'-e] {1,4]diazepin-6-cna 2g (13,4
g, 40,7 mmol) en MeOH {102 ml) y CH;Cl; (102 ml) hasta la
desaparici6n completa del algqueno. Se burbujed nitrSgenmo a
través de la disolucién para eliminar el exceso de O,
Después se afladi6 NaBH, 86lido (2,69 g, 71,1 mmol) en
pequefiae porciones y sBe dejé que la mezcla se calentase
lentamente hasta la temperatura ambiente. Después de una
hora se afiadié NH,Cl acuoeo saturado (150 ml) y la mezcla se
agité durante 20 minutos. Los disolventes orgfinicos se
eliminaron bajo presiSn reducida. Se afiadié agua (100 ml) a
la disoluciin acuosa. La disolucién se extrajo con CHCl, (3
X 200 ml). La capas orgédnicas reunidas se secaron (MgS0,),
se filtraron y sSe concentraron bajo presidn reducida. El
residuo se purificé mediante cromatograffa de resolucién
ripida (EtOAc:CHCl, 4:1) para producir el compuesto 2h (10,4
g, rendimiento 77%).

EJENPLO 3:

L1
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Etapa a:

A una mezcla de &cido pulfirico concentrado (600 ml) y
&cido nitrico humeante (al 90%, 400 wml) en un bafio de hielo
(la temperatura interna se mantiene a 5-10°C) se le afiadid
gota a gota 2,6-difluoropiridina 3a (200 g, 1,74 mol). La
mezcla resultante se agité durante la noche a temperatura
ambiente. La mezcla se vertid lentamente sobre 3 kg de hielo
Yy Be extrajo con Et0 (2 x 2 1). Las capas orgénicas
reunidas se lavaron con NaOH 1,5 N acuoso (2 x 1 1), después
con NaHCO; acuoso saturado (400 ml) o hasta que el pH aea
apr.oximadamente 8-9. Las capas orgénicas se secaron sobre
MgSoO,, se filtraron y se concentraron bajo presién reducida
hasta alcanzar un peso constante (para eliminar la 2,6-
difluoropiridina sin reaccionar: 10-12%). El compuesto 3b se
obtuvo como un liquido amarillo (207,3 g, rendimiemto 74%).

Etapa b:
A una disclucién de 2,6-difluoro-3-nitropiridina 3b
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(45,7 g, 285 mmol) en THF (500 ml) a -40°C se le afiadié gota \l3
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a gota una disolucién de etilamina (25,7 g, 570 mmol) en THF
(250 ml). Después de 30 minutos, la mezcla de reaccién se
concentrd bajo presién reducida y el residuo se diasolvié en
EtOAc. La fase orgdnica se lavd con salmuera, se secd
(MgsO,), Be filtrd y s8e concentr8. El1 86lido amarillo
resultante sge purificé mediante cromatografia de resolucién
rpida (EtOAc al 15% en hexano) para producir el compuesto
3¢ (43,2 g, rendimiento 82%) como un s6lido amarillo.

Etapa c:

Una disolucién de 2-etilamino-6-fluoro-3-nitropiridina
3c (43,2 g, 230 mmol) en THF (1 1) se agitd durante la noche
a temperatura ambiente bajo una atmfsfera de hidrfgeno (1
atm.) en presencia de Pd(OH); al 20%/C (4,35 g). El
catalizador se eliminé mediante filtracién a travée de
tierra de diatomeas. El filtrado se concentré bajo preaién
reducida para producir el compuesto 3d (36,3 g, rendimiento
95%) como un s6lido negro.

Etapes d:

A una disolucién enfriada (4°C) de 3-amino-2-
etilamino-6-fluoropiridina 34 (31,0 g, 200 mmol) en MeCN
(160 ml) se afiadié NaHCO, sblido (50,4 g, 600 mmol). Después
de 15 minutos, se afiadifé una disoclucién de cloruro de 5-
bromo-2-cloro-3-piridincarbonilo (1 equiv., 200 mmol) en
MeCN (155 ml). Después de 60 minutos a temperatura ambiente,
la mezcla de reaccién ae verti$ sobre agua (1,2 1) y se
agité durante 30 minutos. El s8blido resultante se filtrs, se
secd bajo presiéfn reducida a 50°C durante la noche. El
compuesto 3e (73,7 g, rendimiento 99%) se obtuvo como un
86lido negro.

Etapa e:

A una disolucién de 2-cloro-N-{2-(etilamino)-6-cloro-
3-piridinil}-5-bromo-3-piridincarboxamida 3e (73,5 g, 216
mmol) en piridina (435 ml) a 50°C se le afiadi6 gota a gota
una disolucién 1 M de NaHMDS en THF (520 ml, 520 mmol),
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Después de 10 minutos se dejé que la reaccién se enfriase
hasta la temperatura ambiente, después se vertid sobre agua
helada (2 1). El s6lido resultante Be filtrd, se enjuagd con
agua y después hexano. El 86lido se secé bajo preaibdn
reducida para producir el compuesto 3£ (50,6 g, rendimiento
69%) como un s8lido verde oscuro.

Etapa £:

A una disolucifn de 8-bromo-5,11-dihidro-1l1-etil-2-
fluoro-6H-dipirido[3,2-b:2',3'-e] [1,4)diazepin-6-ona 3£ (44
g, 130,5 mmol) en DMF (520 ml) ee la afiadidé NaH (4,28 g, 178
mmol), y la mezcla se calentd hasta 50°C durante 30 minutos.
La mwmezcla de reacclién ese enfrié hasta la temperatura
ambiente y se traté con MeI (24,4 ml, 522 mmol). Después de
1,5 h, la mezcla de reaccién se vertid sobre agua helada. El
86lido se filtrs, se lavd con agua y después con hexano, Be
secé bajo presién reducida para producir el compuesto 3g
(43,2 g, rendimiento 94%) como un s6lido gris oscuro.

Etapa g:

Se afiladié aliltributilestafic (32,0 ml, 103,4 mmol) y
Pd(Ph;P)s (5,43 g, 4,70 mmol) a una disolucién desgasificada
(N2 a través de la disolucién durante 45 minutos) de 8-
bromo-5,11-dihidro-~11-etil-2-fluoro-5-metil-6H-dipirido[3, 2-
b:2',3'-e] [1,4]diazepin-6-ocna 3g (33,0 g, 94,0 mmol) en DMF
(470 ml). Se afladié mAs cantidad de Pd(Ph;)4 (1,09 g, 0,94
mmol) después de 1, 2, 3, 4, y 5 horas para completar la
reaccién. La mezcla se calentd hasta 90°C durante 6 horas.
La mezcla e concentrS bajo presiém reducida. El residuo se
purificé mediante cromatograffa de resolucifn réipida
{hexano:EtOAc, deade B:2 a 7:3) para producir el compuesto
3h {22,4 g, rendimiento 76%).

Etapa h:

Una corriente de oxigeno ozonizado sBe burbujed a
través de una disolucién frfa (-78°C) de 5,11-dihidro-11-
etil-2-fluoro-5-metil-8- (2-propenil) -6H-dipirido(3, 2-
b:2',31'-e] [1,4]diazepin-6-ona 3h (22,38 g, 71,6 mmol) en

¢
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CHyCl; (100 ml) y MeOH (100 ml) durante 3 horas. Una
corriente de N2 8Be burbujeS después a través de 1la
disolucién durante 15 minutos y después se afnadié NaBH,
8élido (5,05 g, 133 mmol) a la disolucién. La mezcla de
reaccin se dejd que se calentase hasta la temperatura
ambiente. Después de 1 hora se afiadid otra porclién de NaBH,
(1,62 g, 43,0 mmol) a la mezcla de reaccién..Después de otra
hora se afiadi§ NHCl acuoso saturado (150 ml} y la mezcla se
agité a temperatura ambiente dJurante 30 minutos. Los
disolventes orginicos se eliminaron bajo presién reducida.
Se afladié agua (200 ml) y la mezcla se extrajo con CHCl,; (3
X 300 ml). Las capas orginicas reunidas Be secaron (MgSO,),
se filtraron y se concentraron bajo presifm reducida. El
realduo ee purificé mediante cromatograffia de resolucibn
répida (EtOAc:CHCl, 4:1) para producir el compuesto 31 (19,7
g, rendimiento 72%) como un sélido blanco.

EJEMPLO 4 (ENTRADAf 1003 Y 1031)

A

e
GO _

Campmuals 100
Etapa a:

Una disoluci6n de n-BulLi 1,6 M en hexano (6,22 ml,
9,95 mmol) se afiadié répidamente a una disolucién fria (-
78°C) de 4a (0,87 g, 4,33 mmol) en THF (20 ml). La mezcla se
agité a -78°C durante 10 minutcs, Bse dejS que Be calentase
hasta 0°C y se mantuvo a 0°C durante 1 hora. Una corriente
de CO; se introdujo en la mezcla de reacci6n durante 10
minutos y la disolucién se hizo &cida mediante la adicién de
una disolucién de HC1 1,0 N acuoso. La mezcla se extrajo con

WS
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A,

EtOAc. La capa orginica se sBec6 (Mg80,), Bse filtr6 y =se
concentr6 bajo presién reducida. El reeiduo se suspendid en
Eta0 (20 ml) y se tratd con una disolucifn de CH;N2 en exceso
en Et;0 (aproximadamente 0,6 M, 10 ml) durante 10 minutos.
La mezcla se concentrd bajo presidn reducida y el residuo se
purificé mediante cromatografia de resoluciém répida
{(hexano:EtOAc, deade 4:1 a 7:3) para producir 4b (0,13 g,
rendimiento 17%).

Etapa b:

Una disolucién de DIAD (86 pl, 0,44 mmol) en THF (2,0
ml) se afiadid durante 30 minutos a una disolucién de 1h (100
mg, 0,33 mmol), 4b (60,0 mg, 0,33 mmol) y PPh; (114 mg, 0,44
mmol) en THF (10 ml) a 25°C. La mezcla se agitd durante 1 h
y después se concentr$ bajo presién reducida. El residuo se
purificé mediante cromatografia de resolucién répida
(hexano:EtOAc, desde 7:1 a 1:1) para producir el compuesto
1031 (128 mg, rendimiento 83%).

Etapa c:

Una disolucién de LiOH 1,0 N acuoso (1,52 ml, 1,52
mmel) se afiladié a una disolucién del compuesto 1031 (100 mg,
0,22 mmel) en THF (6 ml) y MeOH (2 ml). La mezcla de
reaccién se agité a 25°C durante 24 horas, y después se
calenté a reflujo durante 1 horas. La digolucién se hizo
&cida mediante la adicién de una disolucién de HCl 1,0 N y
después se extrajo con EtOAc. La capa orgfnica se lavd con
agua (2 x) y salmuera, se secé (MgS0,), Be filtr6 y se
concentrd bajo presién reducida. El residuo se tritur$ con
Et;0/hexano para producir el compuesto 1003 (80 mg,
rendimiento 83%) como un s86lido blanco. Una mezcla del
compuesto 1003 (38,0 mg, 0,085 mmol) y una disolucién de
NaOH 0,02 N acuoso (4,3 ml, 0,065 mmol) en MeCN (3 ml) Be
sonicé. La disolucién resultante se congeld y se liofilizd
para producir 1la correspondiente 8al 8&dica (37 wmg,
rendimiento 98%) como un ab6lido blanco.

EJEMPLO § (ENTRADAS 1019, 1020 Y 1028)
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Compuasio 1919
Etapa a:

Una disolucién de DIAD (B6 pl, 0,44 mmol) en THF (2,0
ml) se afiadié durante 2 horas a una disoluci&m de 31 (106
mg, 0,34 mmol), 5a (56,0 mg, 0,34 mmol) y PPh, (114 mg, 0,44
mmol) en THF (7 ml) a 25°C., La mezcla se agit§ durante 1
hora y después ae concentr$ bajo presiém reducida. El
residuo se purific6 mediante crcmatoérafia de resolucibn
répida (hexano:EtOAc, desde 7:3 a 1:1) para producir 5b (115
mg, rendimiento 73%) como un s6lido blanco.

A

Etapa b:

Una disolucién de LiOH 1,0 N acuoeo (1,0 ml, 1,0 mmol)
se afiadié a una disolucién de 5b (100 mg, 0,21 mmol) en MeOH
(6 ml). La mezcla de reaccibn se agitd a 25°C durante 24
horas. La disolucién se hizo &cida mediante la adiciém de
una disolucién de HCl 1,0 N y después se extrajo con EtOAc.
La capa orgidnica se lavé con agua y salmuera, se secd
(MgSQ,) , se filtr6 y se concentrd bajo presién reducida. El
residuo se purificé mediante cromatografia de reaolucién
rdpida (hexano:BtOAc:AcOH 50:50:1) para producir primero el
compuesto 1019 (25 mg, rendimiento 25%) como un sélido
blanco, seguido del compuesto 1020 (48 mg, rendimiento 50%)
como un 86lido blanco. Las correspondientes sales sSdicas se
obtuvieron mediante un tratamiento con NaOH 0,02 N acuoso.

Etapa c:
Una disolucién de dimetilamina 1,0 M en THF (5,0 ml,
5,0 mmol) y una disolucién de LiOH 1,0 N acuose (1,0 ml, 1,0

S
nY
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mmol) se afiadieron a una disolucién de 5b (50,0 mg, 0,11
mmol) en i-PrOH (3 ml). La mezcla de reaccién se calentd a
reflujo durante 48 horas. Se ajiadi6 una disolucién de HCl
1,0 N acuoso (2 ml) y la mezcla pe extrajo con EtOAc. La
capa orgfnica se lavd con agua y salmuera, se sect (MgSO;),
se filtrd y se concentrd bajo presifn reducida. El residuo
e purificé mediante cromatograffa de resolucién répida
(hexano:BtOAc:AcOH 50:50:1) para producir el compuesto 1028
(18 mg, rendimiento 35%) como un s6lido blanco. La
correspondiente psal s6dica se obtuvo mediante un tratamiento
con NaCH 0,02 N acuoso.

EJRMPLO 6 (ENTRADA 1014)

———
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Compuesto 1014 COOH
Etapa a:

A una disolucién del &cido 6a (1,00 g, 5,55 mmol) en

CHaCl; (50 ml) se le afiadié cloruro de oxalilo (0,73 ml, 8,3

S mmol) y DMF (100 pl). La reaccién se agité durante 90
minutos, después se afiadié EtOH (15 ml), y la reaccién se
agité durante otra hora mis. La mezcla de reaccién se
concentr6 bajo presiém reducida, el residuo se diluyd con
EtOAc, y Be lavd sucesivamente con agua, salmuera, se secd

10 (MgS0,), se filtré y se concentrd para producir el é&ster 6b,

que se utilizé sin mayor purificacién.

Etapa b:

A una disoclucién del éster 6b en CHyCl; (50 ml) se le
15 afladié una disolucién 1 M de BBr, en CHxCl; (7,2 ml, 7,20
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mmol). Después de 3 horas a temperatura ambiente, la mezcla
de reaccitn se enfrid hasta 0°C y se afiadié EtOH (5 ml). La
mezcla de reaccibén se agitd durante 30 minutos a temperatura
ambiente y después se concentrd bajo presiém reducida. El
residuo se diluyé con EtOAc y se lavd sucesivamente con una
disolucién de NaHCO; acuosa saturada, agua y salmuera, se
secS (MgSQ,), se filtrd y se concentr6 hasta la sequedad. El
residuo se purificé mediante cromatografia de resolucién
répida (hexano:EtOAc 70:30) para producir el fenol 6e¢ (802
mg, rendimiento 74 en 2 etapas) como una goma transparente.

Etapa c:

Una disolucién de DIAD (B7 pl, 0,44 mmol) en THF (2,0
ml) se afiadid durante 2 horas a una disoluciém de 1k (100
mg, 0,33 mmol), PhP (104 mg, 0,44 mmol) y fenol &c (65 mg,
0,34 mmol) en THF (7,0 ml) a temperatura ambiente. La mezcla
Be agit6 durante 4 horas, y después se concentré bajo
presifn reducida. El reeiduo 8Be purificé mediante
cromatografia de resolucifn ré&pida (hexano:EtOAc, desade
30:70 a 50:50} para producir el compuesto 6d4d (46 mg,
rendimiento 29%) como una espuma blanca.

Etapa d:

A una disolucién del éster 6d (44 mg, 0,09 mmol) en
una mezcla de THF (3 ml) y MeOH (1 ml) se afladi6 una
disoclucién de LiOH 1 N acuoso (1,0 ml, 1,0 mmol). Después de
4 horas a temperatura ambiente se afiadié HCl 1 N (2 ml). la
mezcla se extrajo con EtOAc. La capa orgfinica se lavd con
agua y salmuera, se secd (MgSOs), se filtrd y se concentréd
hasta la sequedad para producir el compuesto 1014 (39 mg,
rendimiento 93%) como un sélido blanco. La correspondiente
sal a8édica s8e obtuvo mediante un tratamiento con 1
equivalente de hidréxido de sodio acuoso, y la disolucién
resultante se liofilizf para producir un sélido blanco
velloso.
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TABLA 1
R} 0
N
=
\ /N 2
>~ N )N - o)
R™
R™
Comp. R R' | »* | ¥ | B RrY M8 (ESI)
n* de antr. m/x (MH)*

1001 H H | Me | Me | Me COOH 447
1002 H H | Me | Me | H COOH 433
1003 H K | Me | Bt | H COOH 447
1004 H H | Me | Me | OH COOH 449
1005 H H |Me |Br | H COOH 497/499
1006 H H |Me | Me | H CHMeCOCH 461
1007 cl H | Me | Me | H | CH,CH,COOH | 495/497
1008 H H | Me | Me | H | CHCH.COOH 461
1009 cl H | Me | Me | H | CH=CHCOOH | 493/495
1010 H H | Me | Me | H | CH=CHCOOH 459
1011 H H |Me|ClL]| H CH,COOH 467/469
1012 H H |Me |Br| H CH,COOH 511/513
1013 H H | Me | Me { Me CH,COOH 461
1014 H H |Me | Me | H CH,COOH 447
1015 cl H |Me | Me | H COOH 467/469
1016 cl Me | H | Me | H COOH 467/469
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1017 Me H Me Me H COOH 447
lo1is8 H Me H Me H COOCH 433
1018 OMe H Me | Me H COOH 463
1020 F H Me Me H COOH 451
1021 OEt H Me Me H COOH 477
lo022 H H Me | NOa H COOH 464
1023 H H Me Cl H COOH 453/455
1024 H H Me H NH; COOH 434
1025 H H Me H F COCH 437
1026 H H Me H Cl COOH 453/455
1027 H H Me | CF, R COOH 487
1028 N(Me), H Me | Me H COOH 476
1029 H H H Me H COOH 4118
1030 H H Me Me H COOMe 447
1031 H H Me Et H COCMe 461
1032 H H Me Cl H COCMe 467/469%
1433 H H Me | CF, H COOMe 501
1034 CEt H Me Me H CCOMe 491
1035 H H Me H F COOMe 451

ENSAYOS DE TRAMNSCRIPTASA INVERSA (RT)
Teoria del ensayo:

Entre las enzimas que codifica el wvirus de 1la
inmunodeficiencia human (HIV-1) se encuentra una
transcriptasa inversa (1), que se denomina de esta manera
porque transcribe una copia de DNA a partir de un molde de
RNA. Eeta actividad puede medirse de forma cuantitativa en
un ensayo de enzimas exento de células, y estd basado en la
cbeervacién de que la transcriptasa inversa es capaz de
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utilizar un molde sgintético poli r(C) cebado con un oligo
bilotinilado d(G) para transcribir una hebra de DNA marcada
de forma radiactiva, utilizando 3H-dGTP como sustrato. El
ensayo descrito a continuacifn, utiliza la enzima de tipo
salvaje (que es la forma predominante de la enzima observada
en pacientes infectados con HIV-1), y también puede
utilizarse con enzimase RT mutantes (por ejemplo, Y181C,
preparada mediante mutagénesis dirigida a sitio en la que el
resto tirosina en el codSn 181 Be sustituye por un resto
cisteina) en condiciones de ensayco anfilogas. Este ensayo
permite evaluar el compuesto para determinar su eficacia
para inhibir las enzimas mutanteasa.

Materiales:
a) Preparacién de la enzima

Algunos mutantes - HIV-1 III B clon BH10 RT fueron
suministrados por el doctor C.-K. Shih (Boehringer Ingelheim
Pharmaceuticala Inc., EEUU) en el vector pKK233-2
{Pharmacia) . Brevemente, un HIV RT clon pKRT2 que contiene
86lo el gen RT p66 regulado por el operdn lac/promotor trc
se obtuvo del doctor W. Summers (Yale University) (2). Se
introdujo una diversidad de sustituciones de aminoficidos
especificos en el gen RT de tipo salvaje mediante
mutagénesis dirigida a sitio. Los clcocnes RT se saubclonaron
en el vector de expresién bacteriano pKK233-2. Los clones
que se suministran incluyen el tipo salvaje, VallO6Ala,
Tyrl81Cys, Tyrls88Cys, Tyrl8eLeu, Glyl90Ala Yy Pro236Leu.
Otros se prepararon in situ mediante mutagénesie dirigida a
gitio de clones ©pDKK233-2 RT que incluyen Lysl03Asn,
Lysl03Asn/Tyrl81Cys, Lysl03Asn/Leul0O0Ile, LysalO3Asn/
Pro225His y Lysl03Asn/VallOBIle.
b) Purificacién de la enzima

La purificacién de la transcriptasa inversa
recombinante B8e realizd§ wutilizando wuna combinacién de
métodos descritos previamente (3). Se utilizé una Gnica
colonia de placa fresca de células JM109 tranaformadas para
iniciar el crecimiento de un precultive cultivado o/n a
37°C. Se inocularon dos litros de medio de crecimiento con
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este precultivo. A una ODge de aproximadamente 1,5 (5-6 h a
37°C). La expresién del gen RT se indujo con IPT@ (1 mM
final), y la fermentacién se continué durante unas pocas
horas mis a 37°C. Despuése de 1la centrifugacién, 1los
sobrenadantes se desecharon y los sedimentos celulares se
reunieron y se almacenaron a -80°C hasta la purificacién.
Las células =e descongelaron a 4°C durante la noche y se
suspendieron en tampén de lieis (MES 50 mM, pH 6, EDTA 1 mM,
glicerol al 10% v/v, OBG al 0,02% p/v, azida de sodio al
0,02% p/v). Se afiadié lisozima y la mezcla se incubd sobre
hielo durante 40 minutos. Después de la homogeneizacién
utilizando un aparato Dounce en presencia de lisozima y
sonicacién, las células se centrifugaron durante 30 minutos.
El Bsobrenadante (S1) se guardd y se almacenS a 4°C. El
sedimento centrifugado se resuspendi® en tamp6n de
extraccién (MES 50 mM, pH 6, KPO, 50 mM, pH 6, KCl1 100 mM,
glicerol al 10% v/v, OBG al 0,02% p/v, azida de sodioc al
0,02% p/v) y se agité durante 30 minutos a 4°C. Esta segunda
mezcla se centrifugé de nuevo y se guardé el sobrenadante
(S2) . El procedimiento anterior se repitidé 2 veces mias, se
guardaron los scobrenadantes S3 y 84, y se realizé una tfiltima
extracclén durante la noche (85). Se afiadié Polymin P (al
0,005% final) a los sobrenadantes reunidos para eliminar los
dcidos nucleicos. Esta disolucién se agit6 durante 75
minutos a 4°C y 8se centrifugd durante 1 hora. El
scbrenadante (SS1) se precipitd scbre hielo con sulfato de
amonio al 20% p/v y se agitd durante 1 hora a 4°C. La mezcla
entonces se centrifugd y el sobrenadante resultante (5S2) me
precipité con més sulfato de amonio al 40% p/v (al 60%
total), se agité durante 1 hora y se volvié a centrifugar.
El sedimento final (P1) se almacend durante la noche a 4°C
antes de spometerse a la purificacién al dia siguiente. Todas
las etapas de la purificacién se realizaron a 4°C a menos
que 8se indique 1lo contrario. El sedimento (Pl) se
resuspendié en MBS 50 mM, pH 6, KPO, 10 mM, pH 6, KCl 100
mM, glicerol al 10% v/v, OBG al 0,02% p/v, azida de sodio al
0,02% p/v. La suspensién se volvié a dializar contra el
mismo tampén durante la noche utilizando tuboe de diilisis

S
124
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MWCO de 12-14 kD, El dializado se centrifugd y el
sobrenadante ge filrrS a través de unidades de filtro

Millex-PF de 0,8 ym. La muestra filtrada se carg6 sobre una
columna de hidroxiapatito (volumen de lecho 30 ml) y se lavd
con el mismo tampbSn. La enzima unida se eluyd con
aproximadamente 220 ml de un gradiente lineal de KPO, 10 a
300 mM en el anterior tampén. Las fracciones que contienen
el heterodimero p66/pSl (segliin se determina mediante SDS-
PAGE al 8% y transferencia Western) se reunieron para la
siguiente columna. Las fraccionea que contienen RT se
diluyeron dos veces con Bis-Tris propano 50 mM, pH 7,0, OBG
al 0,02% p/v, glicerol al 10% v/v, azida de sodio al 0©,02%
p/v, y Be cargaron en una columna Hi-Trap Heparin Sepharose
{(volumen de lecho 5 ml) y se lavaron con el mismec tampén. La
RT unida después se eluyd con 75 ml de un gradiente lineal
de sulfato de amonio desde 0 a 1 M en el mismo tampén. Las
fracciones que contienen RT se reunieron seglin los
resultados de los andlieis SDS-PAGE y transferencia Western.
La concentracién de proteinas en esta reunién se determind
mediante el método de Bradford utilizando BSA como patrén.
La preparacién de enzimaa final se dializé en MES 50 mM, pH
6, KPO, 300 mM, pH 6, KCl 175 mM, glicerol al 10% v/v, azida
de sodioc al 0,02% p/v, Be pepard en partes alicuotas y se
congeld a -80°C.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO:

El ensayo de enzimas radiométrico se ha adaptado a un
formato de placa de microvaloracién de 96 pocillos y utiliza
esferas de proximidad de centelleo de estreptavidina. El
ensayo se describe brevemente a continuacién. La enzima RT
de HIV-1 se descongeld y se diluy$ de forma apropiada en
Tris/HC1l 50 mM, pH 7,8, que contiene NaCl 60 mM, MgCl,
hexahidratado 2 mM, DTT 6 mM, GSH 2 mM y Chaps al 0,02% p/v
para producir enzima aproximadamente 3 nM. A 30 ;1 de esta
disolucién enzimitica se le afiadieron 10 pl de disolucién de

inhibidor (inhibidor desde 50 pM a 2,5 nM en el miamo tampén
de ensayoc que antes, que contiene DMSO al 15% v/v). La placa
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ge preincubdé durante 15 minutos a temperatura ambiente antes
de realizar 1la siguiente etapa. En esta etapa de
preincubacién, la mayor y menor concentracién de inhibidor
es 12,5 yM y 0,62 nM, respectivamente, y la concentracién de
DMSO es de 3,75% v/v. Después la reaccidn enzimitica se

inicié mediante la adicién de 10 ul a la dieolucién de
gustrato. La mezcla de reaccidn final contiene Tris/HCl 50
wM, pH 7,8, NaCl 60 mM, MgCl;.6H;0 2 mM, DTT 6 mM, GSH 2 mM,
Chaps al 0,02% p/v, DMSO al 3% v/v, poli rC 179 nM, biotina
dG,s 18 nM, dGTP 288 nM, *H-dGTP 71 nM y enzima 1-2 nM.

En esta etapa de incubacifn, la mwmayor y menor
concentracién de inhibidor es 10 pM Y 0,5 nM,
reaspectivamente. Después de la adicién de los sustratos, la

placa se cubrié con un sello de pléstico y se incubé durante
1 hora a 37°C en un incubador seco. Después la reaccién se
extingui6é wediante la adicién de 75 pl de EDTA 0,5 M que
contenfia 5 mg/ml de esferas de proximidad de centello de
estreptavidina.

La placa se agit6 durante 2 minutos a velocidad media
y se incubS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después

se afiadieron 75 pl de una disolucién de cloruro de cesio 7
M, la placa se agit$é durante 2 minutos a velocidad media y
se incubbé de nuevo durante 1 hora a temperatura ambiente. La
placa después se cubri$ con un sello de plistico y se conté
utilizande un contador de luminiacencia y centellec de
microplacas TopCount-NXT™ (Packard). Cada pocillo se conté
durante 60 segundos. Cada fila contenia en sus extremos un
blanco y un pocillo control.

El cédlculo del porcentaje de inhibicién es el
siguiente:

o.Inhibidion = | }— cpm - pocillo - cpm - blanco 100

cpm * confrol - cpm - blanco

Utilizando el anterior ensayo se ensayd un compuesto
de la invencién para determinar la inhibicién de enzimas RT
de tipo salvaje (TS) y mutantea. Los resultados aparecen en
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la tabla 4 como ICsq (nM).

Para confirmar la capacidad del compuesto para inhibir
la replicacién de HIV también se ensayS en el ensayo de
cultivo de cé€lulas T humanas (sincitios) descrito a
continuacién.

Ensayo ELISA para evaluar la actividad em un cultivo celular

El compuesto de la invencién se ensayb para determinar
su capacidad para inhibir la replicacién de HIV en un
cultivo celular en un ensayco con placa de 96 pocillos. Se
utilizgé RPMI 1640 completo, gque consiste en RPMI 1640 +

suero bovino fetal al 10%, gentamicina 10 pug/ml y gB-

mercaptoetanol 10 yM, para la dilucién del compuesto, asi
como para medio de crecimiento celular. La linea celular de
linfocitos T C8166 se infecté con una multiplicidad de
infeccién de 0,001 con virus que codifican la transcriptasa
inversa de tipo salvaje y mutante. Las células entonces se
incuban durante tres dias en presencia de diluciones en
serie del compuesto de 1la invencién. Se reunié el
sobrenadante de ocho pocillos iguales, y se determiné la
concentracién de p24 extracelular utilizando un kit de
ensayc de antigenos p24 de HIV-1 disponible en el mercado
(Beckman-Coulter®) . El nivel de inhibicién (porcentaje de
inhibicién) se calculd con la siguiente ecuacién:

_ p24pg ! mkL - inhibidor
p24 pg /'ml control

Los resultados aparecen en la tabla 2 como ECgy (nM).

% - inhibicion =1 *100
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TABLA 2

campuesto de fSrmula I

~,

de RT para sl ‘?4%

ICw ECpo
a* de entz. |Icw (18) (mp | ROTINC) | ol (re) (mn | (ROTV/TISIO

{ni) (nN)
1001 c A c o
1002 C A c c
1003 c A p -
1004 c A p A
1005 c A c c
1006 c A NE -
1007 C B c B
1008 c A p A
1009 c c c o
1010 c c c c
1011 c A NE NE
1012 c A NE -
1013 c A NE -
1014 c A c A
1015 C B c c
1016 c A NE NE
1017 c A C o
1018 C A c c
1019 C A a =
1020 c A p =
1021 c A NE -
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1022 B A B A
1023 B A c A
1024 c A NE NE
1025 B NE NE NE
1026 B NE NE NE
1027 B A NE NE
1028 C A NE NE
1029 Cc A C NE
1030 C C C C
1031 C C NE NE
1032 C c NE NE
1833 c A NE NE
1034 c B NE NE
1035 Cc A NE NE
— e —

Leyendas de la tabla:
ICsqg vy ECsg: A = >100 nM; B = 100 nM - 50 nM; C = <50 nM y NE
= no ensayado.
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1.- Un compuesto de fé&rmula I:

0
12
Y o o
W
Et R"

en la que

R* es H, halégeno, alquilo(Ciy), Ofalquilo(Ci)),
NH(alquilo(Ci-4)) o N(alquilo(Ci.4))a;

R' es H o CHy;

R* es H o CHy, con la condicién de R* y R® no son ambos
iguales;

R'? es H, halégeno, alquilo(C;4), CF; o NOa;

R® es H, alquilo(C:), haldégeno, OH o NH;, con la
condicién de que R'? y R* no son ambos H; y

R* es COOR™*, en el que R™* es H o alquilo(Ci¢); o R
es (alguenil {Ca.4))COOR™®*, en el que R**" es como se define en
la presente; o R es (alquil(Ci-4))COORM?
como se define anteriormente;

, en el que R es

o su B8al o profarmaco.

2.- El compuesato segfin la reivindicacién 1, en el que
R’ es H, halSgeno, alquilo(Ci4), O(alquilo(Ci4)) o
N(alquilo(Ci-«})2, ¥ R* ¥y R’ no son ambos iguales.

3.- El compuesto segin la reivindicacién 2, en el que
R* es H, Cl, F, alquilo(Ci4), Olalquilo(Ci4)) o N(alquilo(C;.
4))a.

4.- El compuesto segin la reivindicacién 3, en el que
R? es H, C1, F, CH), OMe u OEt.

5.- El compuesto seglin la reivindicacién 4, en el que
R? es H.

6.- El compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que
R* es H.
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7.- El compuesto seqgiin la reivindicacién 1, en el que
R® es CHj.

8.- El compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que
R? e halégeno, alquilo(Ci-¢)), CFi o NO,.

9.- El compuesto seg(n la reivindicacién 8, en el gue
R es Br, Cl, CH; o CH,CH;.

10.- El compuesto segln la reivindicacién 9, en el gue
R'? es CH; o CH,CH;.

11.- El compuesto segin la reivindicacién 1, en el que
R es H, CH;, halégeno, OH o NHi.

12.- El1 compuestc seqgiin la reivindicacién 11, en el
que RV es H, CH; u OH.

13.- El compuesto seglin la reivindicacifn 12, en el
que R es H.

14.- El compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que
R es COOH, COOMe, ({alquenil{Cz.,))COOH o (alquil (C;.,))COOH.

15.- El compuestc segin la reivindicacién 14, en el
que R es COOH, CH=CH-COOH, CH,COOH o CH;CH,COOH.

16.- El compuesto segiin la relvindicacifin 15, en el
que R“ es COOH.

17.- Un compuesto de f&rmula (1) segin la
reivindicacién 1:

| R} R’\ 7 i
== N a
R’ " Ll " "

en la que
R’ es H, C1, F, CH;, OMe o OEt; R' es H; R® es CHa; R es Br,
Cl, CH; o CH3CHa; R es H, CHy u OH; y R es COOH, CH=CH-
COOH, CH;COOH o CHCH;COOH; o su sal o proférmaco.

18.- Un compuesto segin la reivindicacién 17, en el
que R’ es H; R' es H; R® es CH;; R' es CH; o CH3;CHy; R es H;
y R¥ es COOH; o su sal o proffirmaco.

¥
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19.- Una composicién farmacéutica para el tratamiento
o la profilaxis de la infeccidén por HIV, que comprende un
compuesto de fé6rmula I de acuerdo con la reivindicacién 1, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

20.- Un método para el tratamiento o la profilaxis de
la infecci6n por HIV, que comprende administrar a un
paciente una cantidad inhibidora de HIV de un compuesto de
férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1, o su sal
farmacéuticamente aceptable, o una composicifn farmacéutica
del mismo.

21.- Un método para tratar o prevenir una infeccién
por HIV, gque comprende administrar a un paciente una
cantidad inhibidora de HIV de una composicifn farmacéutica
de acuerdo con la reivindicacién 19, o sBu Bsal
farmacéuticamente aceptable.

22.- Un método para tratar o prevenir una infeccién
por HIV, que comprende administrar un compuesto de f6rmula I
de acuerdo con la reivindicacién 1, en combinacién con un
agente antirretrovirico.

23.- Un método para evitar la transmisién perinatal
del HIV-1 desde la madre al bebé&, que comprende administrar
un compuesto de f6rmula I de acuerdo con la reivindicacién 1
a la madre antes del parto.

24.- Uso de un compuesto de f6rmula I de acuerdo con
la reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para la fabricaci6n de un medicamento para el
tratamiento o la prevencién de una infeccifn por HIV.

25.- Uso de un compuesto de fé6rmula I de acuerdo con
la reivindicaciém 1 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para la fabricacién de un medicamento para la
prevencién de la transmisidén perinatal del HIV-1 deade la
madre al bebé.

COLO 09255-841-009-5
PRP/WPCL9255/ID-000258
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RESUMEN

Se describen compuestos de f6rmula I:

1"
R

R? es H, halégeno, alquilo(C;.a), Oflalquilo(C;-4)),
NH (alquilo(Ci4)} o N{alquilo(Ci-4))a;

R' es H o CHy;

R® es H o CH,;

R es H, halégeno, alquilo(Ci.(), CF; o NO;

R"® es H, alquilo(C;), halégeno, OH o NH;, con la
condicién de que R y R' no son ambos H; y

R™ es COOR™, en el que R™* es H o alquilo(C;); o RY
es (alquenil (Ca..)) COOR®, en el que R'™* es como se define en
la presente; o R™ es (alquil{C;..))COOR*", en el que R'*® es
como se define anteriormente;

o su sal o profirmaco, Utilea como inhibidores de 1la
tranecriptasa inversa de HIV.

COLO 09255-841-009-5
PRP/WPCL9255/ID-000258
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BogotaD C

Doctor(a)

EMILIO FERRERO
Apoderado(a)
BOEHRINGER INGELHEIM

REFERENCIA: Radicacién N°

Solicitud intemacional

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio 1/;4" N \?é

04-107585
PCT/CA03/00418

Fecha inicio fase nacional 27/10/2004

Tramite
Evento
Actuacién
Oficio N°
Folios

011
379
416
1617
001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reline los requisitos de forma establecidos en
los articulos 26 y 27 de la Decisidn 486, de la Comision de la Comunidad Andina, y
en las demdés disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la
solicitud a la oficina de comunicaciones para efecto de su publicacion en la Gaceta
de Propiedad Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la Decision 4886.

-

Ciamplase

Dddo en Bogota D C, 05 i

ALIX CARME SPEDES DE VERGEL
Jefe Division de Nuevas Creaciones.
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