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DERIVADOS DE QUINAZOLIN-4 (3H)-ONA UTILIZADOS COMO
INHIBIDORES DE PI3 CINASA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

5 La presente invencion se refiere al compuesto de la férmula (1)

10 N

HC

y a composiciones que comprenden el mismo y al uso del compuesto y a

composiciones del compuesto en el tratamiento, por ejemplo en el tratamiento

15 de enfermedades inflamatorias, en particular enfermedad inflamatoria

respiratoria; la invencidén también se extiende a métodos para elaborar dicho

compuesto.

SECTOR: Un compuesto de formula (I) y composiciones del mismo, el cual

20 inhibe las fosfoinositida 3-cinasas, (P13 cinasas), en particular el subtipo delta

de PI3 cinasa.
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DERIVADOS DE QUINAZOLIN-4 (3H)-ONA UTILIZADOS COMO

INHIBIDORES DE PI3 CINASA

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a un compuesto que inhibe las
fosfoinositida 3-cinasas, (PI3 cinasas). En particular la invencion se refiere a
un compuesto que inhibe el subtipo delta de PI3 cinasa y, ademas, los
subtipos gamma y alfa de la misma, y a su uso en terapia, incluyendo en
combinaciones farmacéuticas, especialmente en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, incluyendo enfermedades inflamatorias del
pulmén, tal como EPOC y asma. La descripcién también se extiende a
métodos para preparar dicho compuesto y composiciones farmacéuticos que

comprenden el mismo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las cinasas lipidicas catalizan la fosforilacion de lipidos para
producir especies implicadas en la regulacion de una amplia gama de
procesos fisioldgicos, incluyendo migracion y adhesion celulares. Las PI3-
cinasas son proteinas relacionadas con membranas y pertenecen a esta
clase de enzimas que catalizan las fosforilacion de lipidos que por si mismos

se relacionan con membranas celulares. La isoenzima PI3-cinasa delta (0)
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(P13 cinasa ©) es una de cuatro isoformas de PI3 cinasas tipo | responsable de
generar varias fosfoinositidas 3'-fosforiladas, que median las senalizacion
celular y se han implicado en un numero de procesos celulares tal como
inflamacion, senalizacion del factor de crecimiento, transformaciéon maligna e
inmunidad [Véase Review por Rameh, L. E. y Cantley, L. C. J. Biol. Chem.,
1999, 274:8347-8350].

La participacion de PI3 cinasas para controlar la inflamacién se
ha confirmado en varios modelos utilizando inhibidores de pan-PI3 cinasa,
tales como LY-294002 y wortmanina [lto, K. et al., J Pharmacol. Exp. Ther.,
2007, 321:1-8]. Se han realizado estudios recientes utilizando inhibidores
selectivos de PI3 cinasa o0 en ratones knock-out que carecen de una
isoforma enzimatica especifica. Estos estudios han demostrado el papel de
trayectorias controladas por enzimas PI3 cinasa en la inflamacion. Se
encontré que el inhibidor PI3 cinasa & selectivo 1C-87114 inhibe la hiper
respuesta de las vias respiratorias, liberacion de IgE, expresién pro-
inflamatoria de citocina, acumulacién celular inflamatoria en el pulmén y
permeabilidad vascular en ratones sensibilizados con ovalbumina, desafiados
con ovalbumina [Lee, K. S. et al., J. Allergy Clin. Immunol., 2006, 118:403-409
y Lee, K. S. et al., FASEB J., 2006, 20:455-65]. Ademas, IC-87114 bajé la
acumulacién de neutréfilos en los pulmones de ratones y funcion de
neutréfilos, simuladas por TNFa [Sadhu, C. et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 2003, 308:764-9]. La isoforma PI3 cinasa d se activa por insulina y

otros factor de crecimiento, como también por citocinas inflamatorias y de
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senalizacion de proteina acoplada a la proteina G. Recientemente se reporté
que el inhibidor PI3 cinasa doble &/y TG100-115 inhibe la eosinofilia pulmonar
e interleucina-13 como también la acumulacién de mucina e hiper respuesta
de las vias respiratorias en un modelo de murino, cuando de administra por
aerosolizacion. Los mismos autores también reportaron que el compuesto era
capaz de inhibir la neutrofilia pulmonar obtenida por LPS o humo de cigarro
[Doukas, J. et al., J Pharmacol. Exp. Ther., 2009, 328:758-765]

Ya que también se activa por estrés oxidativo, es probable que la
isoforma PI3 cinasa d& sea relevante como un objetivo para la intervencion
terapéutica en aquellas enfermedades en donde esta implicado un alto nivel
de estrés oxidativo. Los mediadores corriente abajo de la trayectoria de
transduccion de la sefial PI3 cinasa incluye Akt (una proteina cinasa de
serina/treonina) y el objetivo mamifero de rapamicina, la enzima mTOR. Un
estudio reciente ha sugerido que la activacion de la PI3 cinasa 6, que conduce
a la fosforilacion de Akt, es capaz de inducir un estado de resistencia a
corticoesteroides en células de otra forma sensibles a corticoesteroides [To,
Y. et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 2010, 182:897-904]. Estas
observaciones han conducido a la hipétesis de que esta cascada de
sefalizacion podria ser un mecanismo responsable para la insensibilidad a
corticoesteroides de la inflamacion observada en los pulmones de pacientes
que padecen de EPOC, como también aquellos asmaticos que fuman,
sometiendo asi a sus pulmones a estrés oxidativo incrementado. De hecho, se

ha sugerido que la teofilina, un compuesto utilizado en el tratamiento tanto de
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EPOC como de asma, invierte la insensibilidad a esteroides a través de
mecanismos que implican la interaccion con trayectorias controladas por PI3
cinasa o [To, Y. etal., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 2010, 182:897-904].

En la actualidad el fundamento principal del tratamiento tanto
para asma como para EPOC es terapia inhalada, utilizando una combinacion
de corticoesteroides, antagonistas muscarinicos y [B2-agonistas, como se
juzga clinicamente apropiado. Una forma de abordar las necesidades médicas
no satisfechas en EPOC y asma es identificar nuevos agentes terapéuticos,
por ejemplo adecuados para el uso como medicinas inhaladas, que tienen el
potencial de proporcionar beneficio significativo cuando se utilizan como una
monoterapia 0 en combinacién con uno 0 mas medicamentos de estas tres
clases farmacolégicas. Por lo tanto, permanece la necesidad de identificar y
desarrollar inhibidores PI3 cinasa selectivos de la isoforma que tienen el
potencial de proporcionar eficacia terapéutica mejorada en asma, EPOC y

otras enfermedades inflamatorias.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

De acuerdo con la invencion, se proporciona un compuesto de

férmula (1):
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que es 6-(2-((4-amino-3-(3-hidroxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)metil)-3-
(2-clorobencil)-4-oxo-3,4-dihidroquinazolin-5-il)-N,N-bis(2-metoxietil)hex-5-
inamida o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, incluyendo
todos los estereocisémeros, tautomeros y derivados isotépicos de los mismos.

El compuesto de la presente descripcion es un inhibidor doble
dual PI3K delta PI3K gamma.

El término inhibidor como se emplea en la presente pretende
referirse a un compuesto que reduce (por ejemplo al menos 50%) o elimina la
actividad biolégica de la proteina objetivo, por ejemplo la isoenzima PI3K
delta, en una prueba de enzima in vitro.

El término inhibidor delta/gamma como se emplea en la presente
se refiere al hecho de que el compuesto inhibe, hasta cierto punto, ambas
isoformas enzimaticas aunque no necesariamente al mismo grado.

El compuesto de la presente descripcion es activo en sistemas
de deteccion basado en células y la terapia demuestra que posee propiedades

adecuadas para penetrar las células y de este modo ejercer los efectos
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farmacoldégicos intracelulares.

El compuesto de la presente descripcion tiene propiedades
terapéuticamente relevantes y farmacéuticas deseables, por ejemplo,
estabilidad adecuada, solubilidad y actividad potente.

En una modalidad se proporciona una sal acida de adicion
farmacéuticamente aceptable del compuesto de la invencion.

Las sales acidas de adicion farmacéuticamente aceptables
como se mencion6 anteriormente en la presente pretenden comprender las
sales acidas de adicion no tdxicas, terapéuticamente activas que el
compuesto de formula (l) es capaz de formar. Estas sales acidas de adicion
farmacéuticamente aceptables se pueden obtener convenientemente al tratar
la forma de base libre del compuesto de formula (I) con dicho acido apropiado.
Los acidos apropiados comprenden, por ejemplo, acidos inorganicos tales
como acido clorhidrico, acido bromhidrico, y acidos sulfurico y fosférico y
similares; o acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético,
propanoico, hidroxiacético, lactico, maldnico, succinico, maleico, fumarico,
malico, tartarico, citrico, metansulfénico, para-toluensulfénico, ciclamico,
salicilico, para-aminosalicilico, pamoico y similares.

Ejemplos de sales del compuesto (l) incluyen todas las sales
farmacéuticamente aceptables, como sin limitacion, sales acidas de adicion de
los acidos de minerales, tales como las sales de HCI y HBr y sales de adicion
de acidos organicos, tales como una sal de acido metansulfénico. Ejemplos

adicionales incluyen sales de acido sulfurico y sales de acido fosfoérico.
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En una modalidad se proporciona clorhidrato de 6-(2-((4-amino-
3-(3-hidroxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)metil )-3-(2-clorobencil )-4-oxo-
3,4-dihidroquinazolin-5-il)-N,N-bis(2-metoxietil)hex-5-inamida.

En una modalidad se proporciona bromhidrato de 6-(2-((4-amino-
3-(3-hidroxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)metil )-3-(2-clorobencil )-4-oxo-
3,4-dihidroquinazolin-5-il)-N,N-bis(2-metoxietil)hex-5-inamida.

En una modalidad se proporciona tosilato de 6-(2-((4-amino-3-(3-
hidroxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)metil)-3-(2-clorobencil)-4-oxo-3,4-
dihidroquinazolin-5-il)-N,N-bis(2-metoxietil)hex-5-inamida.

La descripcion también se extiende a solvatos de los
compuestos de la presente. Ejemplos de solvatos incluyen hidratos.

Los compuestos de la descripcidon incluyen aquéllos donde el
atomo especificado es un isétopo que sucede naturalmente o no. En una
modalidad, el isétopo es un isétopo estable. De este modo, los compuestos de
la descripcidn incluyen, por ejemplo aquellos que contienen uno o0 mas atomos
de deuterio en lugar de atomos de hidrégeno y similares.

En una modalidad de la invencién en donde el compuesto de la
fébrmula (1) es un compuesto marcado de deuterio, el compuesto

isotopicamente marcado es el derivado de hexadeuterio de formula (1A).



La descripcion también se extiende a todas las formas

10 polimodrficas de los compuestos definidos en la presente.
El compuesto de la formula (I) se puede preparar
convenientemente por medio de un procedimiento que comprende hacer

reaccionar un compuesto de férmula (I1):

LG, O cl

15
N%H
N (1)
N\ /N\>
—N
HO HoN

20 o un derivado protegido del mismo, en donde LG representa un grupo

saliente tal como halo, en particular bromo, con un compuesto de férmula (lll):
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N/\/OMG
H owe ™

en presencia de un catalizador adecuado y una base organica y en un
solvente aprético polar bajo una atmodsfera inerte. Los catalizadores
adecuados incluyen catalizadores de paladio tales como dicloruro de
bis(trifenilfosfina)paladio (II), en presencia de yoduro de cobre y un solvente
aprético polar adecuado es DMF. Una atmodsfera inerte adecuada es
nitrégeno.

Alternativamente el compuesto de formula (1) se puede preparar
por un procedimiento que comprende hacer reaccionar un compuesto de

férmula (II) o un derivado protegido del mismo con un compuesto de férmula

(IV):

OR

(V)

en donde R es de manera adecuada H para proporcionar un compuesto de



10

15

20

-10-

férmula (V) o un derivado protegido del mismo. ElI compuesto de férmula (1)
entonces se obtiene del compuesto de férmula (V) por una o mas
transformaciones del grupo funcional estandar. Por ejemplo en donde R es H
el compuesto de formula (I) puede generarse del compuesto de formula (V)
por una reaccion de acoplamiento de amida con una amina, de manera mas
adecuada con bis(2-metoxietil)amina.

Para los procedimientos sintéticos en donde el compuesto de
férmula (II) es un derivado protegido, el compuesto de férmula (1) se revela por
un paso de desprotecciéon adecuado, como se conoce bien y se practica en la
técnica. Por ejemplo cuando el fenol presente en el compuesto de formula (1)
se protege con un grupo sililo, por ejemplo con un grupo terc-butildimetilsililo
el paso de desproteccion se puede llevar a cabo por medio del tratamiento
con un reactivo tal como fluoruro de tetrabutilamonio en presencia de un
solvente aprotico polar tal como DMF. La reaccion se puede realizar a una
temperatura reducida, tal como aproximadamente 0°C.

Los compuestos de formula (lI) se pueden preparar al hacer

reaccionar un compuesto de férmula (VI):

LG, O cl
LX) w
N)\
LG,

o un derivado protegido del mismo, en donde LG4 es un grupo saliente, como

se definié en la presente con anterioridad para los compuestos de formula (I1)
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y LG, también es un grupo saliente tal como halo, por ejemplo un atomo de

halégeno y de manera adecuada un cloro, con un compuesto de féormula (VII):

N
N N
\ \7
N (Vi)
5 HO H,N

o0 un derivado protegido del mismo, en presencia de una base y en un
solvente aprotico polar.
Las bases adecuadas para esta transformacion incluyen
10 carbonato de potasio y un solvente aproético polar adecuado es DMF.
Los procedimientos sintéticos incluyen aquellos para los cuales
se cree ventajoso proteger el hidroxilo fendlico del compuesto de formula (VII)
durante el paso de acoplamiento y los derivados protegidos adecuados
incluyen un tercbutildimetilsilil éter y un terc-butil éter.
15 Alternativamente los compuestos de férmula (II) se pueden

preparar al hacer reaccionar un compuesto de férmula (VIII):

LG, O cl

L0
N/)\
N N
20 N J \> (Vin)
LGS =N

H;N

o0 un derivado protegido del mismo, en donde LG4, es como se definié
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anteriormente para los compuestos de formula (1) y LG5 representa un grupo
saliente tal como halo, en particular yodo, con un compuesto de férmula (1X):

B(CH),

(1X)
HO

o un derivado protegido del mismo, en presencia de un catalizador de metal
noble adecuado, una base inorganica y un solvente prético polar, bajo una
atmdésfera inerte; seguido, en donde sea apropiado, por desproteccion.

Un catalizador adecuado es tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0).

Una base inorganica adecuada es carbonato de sodio y un
solvente proético polar adecuado es etanol.

La reaccion se puede realizar a una temperatura elevada, por
ejemplo a 85°C durante un periodo extendido tal como, por ejemplo, 3 dias
antes de enfriar a TA.

Pueden ser ventajosos grupos protectores para enmascarar los
grupos quimicamente sensibles durante una o mas de las secuencias de
reaccion descritas anteriormente, para asegurar que uno O mas
procedimientos sean eficientes. De este modo, si se desea o es necesario, los
compuestos intermediarios pueden estar protegidos por el uso de grupos
protectores convencionales. Los grupos protectores y medios para su
remocién se describen en “Protective Groups in Organic Synthesis”, por
Theodora W. Greene y Peter G.M. Wuts, publicado por John Wiley & Sons

Inc, 4 Ed. Rev., 2006, ISBN-10: 0471697540.
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Los intermediarios novedosos se reclaman como un aspecto de
la invencion.

De manera ventajosa, los compuestos de la presente invencion
no exhiben atropisomerismo.

En un aspecto, el compuesto es util en el tratamiento, por
ejemplo, de EPOC y/o asma.

Los compuestos PI3K desarrollados hasta la fecha han sido por
lo general destinados a la administracion oral. Normalmente esta estrategia
implica la optimizacion de un perfil farmacocinético del compuesto para lograr
una duracién adecuada de accion. De esta manera se establece una
concentracion de farmaco suficientemente alta y se mantiene entre dosis para
proporcionar beneficio clinico continuo. Una consecuencia inevitable y con
frecuencia no deseada de este enfoque es que los tejidos corporales no
dirigidos, especialmente el higado y el intestino, son propensos a ser
expuestos a concentraciones farmacolégicamente activas del farmaco.

Una estrategia alternativa consiste en disefar los regimenes de
tratamiento en los que se dosifica el farmaco directamente en el érgano
inflamado (por ejemplo, terapia topica). Aunque este enfoque no es adecuado
para el tratamiento de todas las condiciones inflamatorias cronicas, éste ha
sido ampliamente explotado para tratar enfermedades pulmonares (asma,
EPOC), lesiones de la piel (dermatitis atdpica y psoriasis), enfermedades
nasales (rinitis alérgica) y trastornos gastrointestinales (colitis ulcerativa).

En la terapia topica, la eficacia deseada puede lograrse algunas
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veces al asegurar que el farmaco tiene una duracion sostenida de accién y se
retiene predominantemente en el érgano objetivo, reduciendo asi al minimo
los riesgos de toxicidad sistémica. Alternativamente una formulacion
apropiada puede ser utilizada la cual genere un "depodsito" del farmaco activo
que entonces esta disponible para sostener los efectos deseados. El primer
enfoque se ejemplifica en el uso del bromuro de tiotropio del farmaco
anticolinérgico (Spiriva HandiHaler®), que se administra tépicamente al
pulmoén como un tratamiento para EPOC. Este compuesto tiene una afinidad
excepcionalmente alta para su receptor objetivo que tiene como resultado una
constante de disociacion muy lenta (la constante de disociacion) y una
duracion sostenida consecuente de accion.

Se proporciona de acuerdo con un aspecto de la presente
descripcion el uso del compuesto de formula (1) o una formulacién adecuada
derivada de la misma, como un inhibidor PI3 cinasa, por ejemplo que se
administra topicamente al pulmon.

En un aspecto de la descripcion el compuesto en este
documento es especialmente adecuado para el suministro tépico, tal como
suministro topico a los pulmones, en particular para el tratamiento de EPOC.

Asi, en un aspecto se proporciona el uso de un compuesto de la
invencién para el tratamiento de EPOC y/o asma, en particular EPOC o asma
severo, mediante la inhalacion es decir, la administracion topica al pulmon.
Ventajosamente, la administracién al pulmén permite que se observen los

efectos benéficos de los compuestos mientras se disminuyen los efectos
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secundarios, para los pacientes.

En una modalidad el compuesto es adecuado para sensibilizar a
los pacientes al tratamiento con corticoesteroides.

El compuesto en la presente también puede ser util para el
tratamiento de la artritis reumatoide.

Ademas, la presente invencidon proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la descripcion
opcionalmente en combinacién con uno o mas diluyentes o portadores
farmacéuticamente aceptables.

Los diluyentes y portadores pueden incluir aquellos adecuados
para la administracion parenteral, oral, tépica, a través de la mucosa y rectal y
pueden ser diferentes dependiendo de la via de administracion.

En una modalidad las composiciones pueden prepararse, por
ejemplo, para administracibn parenteral, subcutanea, intramuscular,
intravenosa, intra-articular o peri-articulares, en particular en forma de
soluciones liquidas o suspensiones; para administracion oral, en particular en
forma de tabletas o capsulas; para administracion toépica, por ejemplo,
administracién pulmonar o intranasal, en particular en forma de polvos, gotas
nasales o aerosoles y administracién transdérmica; para administracién a
través de la mucosa, por ejemplo, administraciéon bucal, sublingual o vaginal, y
para administracion rectal, por ejemplo, en forma de un supositorio.

Las composiciones pueden ser convenientemente administradas

en forma de dosificacién unitaria y se pueden preparar por cualquiera de los
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métodos bien conocidos en la técnica farmacéutica, por ejemplo, como se
describe en Remington's Pharmaceutical Sciences, 17th ed., Mack Publishing
Company, Easton, PA., (1985).

Las formulaciones para la administracion parenteral pueden
contener como excipientes agua estéril o solucidon salina, alquilen glicoles
tales como propilenglicol, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol,
aceites de origen vegetal, naftalenos hidrogenados y similares.

Las formulaciones para la administracion nasal pueden ser
sélidas y pueden contener excipientes, por ejemplo, lactosa o dextrano, o
pueden ser soluciones acuosas u oleosas para su uso en forma de gotas
nasales o aspersion medida. Para la administracion bucal los excipientes
tipicos incluyen azucares, estearato de calcio, estearato de magnesio, almidén
pregelatinizado, y similares.

Las composiciones adecuadas para la administracion oral
pueden comprender uno 0 mas portadores y/o excipientes fisiolégicamente
compatibles y pueden estar en forma sdlida o liquida. Las tabletas y capsulas
se pueden preparar con agentes aglutinantes, por ejemplo, jarabe, acacia,
gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinilpirrolidona; llenadores tales como
lactosa, sacarosa, almidén de maiz, fosfato de calcio, sorbitol o glicina;
lubricantes, tales como estearato de magnesio, talco, polietilenglicol, o silice, y
agentes tensoactivos, tales como lauril sulfato de sodio. Las composiciones
liguidas pueden contener aditivos convencionales tales como agentes de

suspension, por ejemplo, jarabe de sorbitol, metilcelulosa, jarabe de azucar,
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gelatina, carboximetilcelulosa, o grasas comestibles; agentes emulsionantes
tales como lecitina o acacia; aceites vegetales tales como aceite de
almendras, aceite de coco, aceite de higado de bacalao o aceite de
cacahuate; conservadores tales como hidroxianisol butilado (BHA) e
hidroxitolueno butilado (BHT). Las composiciones liquidas pueden
encapsularse en, por ejemplo, gelatina para proporcionar una forma de
dosificacion unitaria.

Las formas de dosificacion orales solidas incluyen tabletas,
capsulas de cubierta dura de dos piezas y capsulas de gelatina elastica
blanda (SEG).

Una formulacion de cubierta seca tipicamente comprende una
concentracion de alrededor de 40% a 60% de gelatina, una concentracion de
alrededor de 20% a 30% de plastificante (tal como glicerina, sorbitol o
propilenglicol) y una concentracién de alrededor de 30% a 40% de agua.
Otros materiales tales como conservadores, colorantes, opacificantes y
saborizantes también pueden estar presentes. El material de relleno liquido
comprende un farmaco solido que se disolvid, solubilizé o dispersd (con
agentes de suspension tales como cera de abejas, aceite de ricino
hidrogenado o polietilenglicol 4000) o un farmaco liquido en los vehiculos o
combinaciones de vehiculos, tales como aceite mineral, aceites vegetales,
triglicéridos, glicoles, polioles y agentes activos de superficie.

Convenientemente, el compuesto de férmula (I) se administra

por via topica en el pulmén. Por lo tanto, en una modalidad se proporciona
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una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de la
descripcion opcionalmente en combinacion con uno o mas diluyentes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables. La administracion tépica en el
pulmén se puede lograr mediante el uso de una formulacion en aerosol. Las
formulaciones en aerosol comprenden tipicamente el ingrediente activo
suspendido o disuelto en un propulsor adecuado en aerosol, tal como
clorofluorocarbono (CFC) o hidrofluorocarbono (HFC). Los propulsores de
CFC adecuados incluyen tricloromonofluorometano (propulsor 11),
diclorotetrafluorometano (propulsor 114), y diclorodifluorometano (propulsor
12). Los propulsores de HFC adecuados incluyen tetrafluoroetano (HFC-134a)
y heptafluoropropano (HFC-227). El propulsor normalmente comprende 40% a
99.5% por ejemplo, 40% a 90% en peso de la composicion total para
inhalacion. La formulacién puede comprender excipientes incluyendo co-
solventes (por ejemplo, etanol) y agentes tensoactivos (por ejemplo, lecitina,
trioleato de sorbitan y similares). Las formulaciones en aerosol son envasadas
en botes y una dosis adecuada se suministra por medio de una valvula de
medicién (por ejemplo, que se suministra por Bespak, Valois o0 3M).

La administracién tépica en el pulmén también se puede lograr
mediante el uso de una formulacion no presurizada tal como una solucion
acuosa 0 suspension. Esto puede ser administrado por medio de un
nebulizador. La administracién tépica en el pulmén también se puede lograr
mediante el uso de una formulacion en polvo seco. Una formulacién en polvo

seco tendra el compuesto de la descripcion en forma finamente dividida, por lo
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general con un diametro de masa media (MMAD, por sus siglas en inglés) de
1-10 pym. La formulacion tendra tipicamente un diluyente tdépicamente
aceptable tal como lactosa, por lo general de un tamafno de particula grande,
por ejemplo, un diametro de masa media (MMAD) de 100 pm o mas.
Sistemas de suministro de polvo seco ejemplares incluyen SPINHALER,
DISKHALER, TURBOHALER, DISKUS, SKYEHALER, ACCUHALER vy
CLICKHALER.

En una modalidad un compuesto de la presente invencion se
proporciona como una formulacién en polvo seco micronizado, por ejemplo,
que comprende lactosa de un grado adecuado, que se llena en un dispositivo
como DISKUS.

El compuesto de acuerdo con la descripcion esta destinado a
tener una actividad terapéutica. En un aspecto adicional, la presente invencién
proporciona un compuesto de la descripcion para su usoO como un
medicamento.

El compuesto de acuerdo con la descripcion puede también se
util en el tratamiento de trastornos respiratorios incluyendo EPOC (incluyendo
bronquitis crénica y enfisema), asma, asma infantil, fibrosis quistica,
sarcoidosis, fibrosis pulmonar idiopatica, rinitis alérgica, rinitis, sinusitis,
especialmente asma, bronquitis crénica y EPOC.

El compuesto de la descripcion también puede volver a
sensibilizar la condicién del paciente al tratamiento con un corticoesteroide,

cuando previamente la condicidn del paciente se ha vuelto resistente a los
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mMismos.

En una modalidad de la invencién una dosis del compuesto
presente se emplea la cual es igual a la adecuada para utilizarse como una
monoterapia pero se administra en combinacidén con un corticoesteroide.

En una modalidad una dosis del compuesto de férmula (1) que
seria subterapéutica a medida que se usa un agente unico, en combinacién
con un corticoesteroide, restaurando asi la capacidad de respuesta del
paciente al ultimo, en casos en donde el paciente habia sido resistente al
mismo.

Adicionalmente, el compuesto de la descripcion puede exhibir
actividad anti-viral y resultar util en el tratamiento de exacerbaciones virales de
condiciones inflamatorias como asma y/o EPOC.

El compuesto de la presente descripcion también puede ser util
en la profilaxis, el tratamiento o la mejora del virus de gripe, rinovirus y/o virus
sincitial respiratorio.

También se espera que el compuesto de formula (1), de acuerdo
con la descripcion sea util en el tratamiento de ciertas condiciones que
pueden tratarse con la terapia tépica o local, incluyendo conjuntivitis alérgica,
conjuntivitis, dermatitis alérgica, dermatitis de contacto, psoriasis, colitis
ulcerativa, articulaciones inflamadas secundarias a la artritis reumatoide u
osteoartritis.

En una modalidad el compuesto de férmula (I) se considera util

en el tratamiento de hepatitis C y/o VIH, cuando se administra por la via
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apropiada. Las vias apropiadas de administracion pueden incluir oral,
inyeccion intravenosa o infusion.

En una modalidad un compuesto de férmula (I) para el
tratamiento de hepatitis C se suministra a la sangre antes de entrar al higado.

También se espera que el compuesto de la descripcion sea util
en el tratamiento de otras condiciones incluyendo artritis reumatoide,
pancreatitis, caquexia, inhibicién del crecimiento y metastasis de tumores
incluyendo carcinoma de pulmén de células no pequefas, carcinoma de
mama, carcinoma gastrico, carcinoma colorrectal y melanoma maligno.

En una modalidad el compuesto actualmente descrito y
formulaciones farmacéuticas que comprenden el mismo son utiles en el
tratamiento o prevencion de cancer, en particular cancer de pulmén,
especialmente por administracién topica al pulmon.

De este modo, en un aspecto adicional, la presente invencion
proporciona un compuesto como se describid en la presente para su uso en el
tratamiento de una o mas de las condiciones antes mencionadas.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el
uso de un compuesto como se describid en la presente para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de una o mas de las condiciones antes
mencionadas.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un
método de tratamiento de las condiciones arriba mencionadas, que

comprende administrar a un sujeto una cantidad efectiva de un compuesto de
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la descripcidn o0 una composiciéon farmacéutica del mismo.

Los compuestos descritos en la presente también se pueden
utilizar en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una o mas
de las enfermedades antes mencionadas.

La palabra "tratamiento" pretende abarcar la profilaxis como
también el tratamiento terapéutico.

Un compuesto de la descripcion también se puede administrar
en combinacion con uno o mas ingredientes activos, por ejemplo, ingredientes
activos adecuados para el tratamiento de las condiciones antes mencionadas.
Por ejemplo, las posibles combinaciones para el tratamiento de trastornos
respiratorios incluyen combinaciones con esteroides (por ejemplo,
budesonida, dipropionato de beclometasona, propionato de fluticasona,
furoato de mometasona, furoato de fluticasona), beta agonistas (por ejemplo,
terbutalina, salbutamol, salmeterol, formoterol, indacaterol) y/o xantinas (por
ejemplo, teofilina) antagonistas muscarinicos (por ejemplo ipratropio) y/o
inhibidor p38 MAP cinasa.

En una modalidad un compuesto de la descripcion se administra
en combinacion con un agente antiviral, por ejemplo aciclovir, tamiflu, relenza
o interferdn.

En una modalidad, la combinacién de ingredientes activos se co-
formula.

En una modalidad un compuesto de la presente descripcion se

co-formula con un corticoesteroide como una formulacién para la inhalacion,



10

-23-

por ejemplo, para utilizarse en la terapia de mantenimiento de EPOC o cancer
de pulmdn incluyendo prevencién del ultimo.

En una modalidad, la combinacién de los ingredientes activos
simplemente se co-administra.

En una modalidad el compuesto de la descripcion se administra
por inhalacién y un corticoesteroide se administra oralmente o por inhalacion

ya sea en combinacién o por separado.

Seccién experimental

Las abreviaturas utilizadas en la presente se definen a
continuacién (Cuadro 1). Cualesquiera abreviaturas no definidas pretenden

transferir su significado generalmente aceptado.
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Ac
ATP
BALF
br
BSA
EPOC

DCM
DMAP
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CUADRO 1

Abreviaturas

acuoso

acetilo

adenosin-5'-trifosfato

fluido de lavado bronquioalveolar

amplio

albumina sérica bovina

enfermedad pulmonar obstructiva cronica
doblete

diclorometano

4-dimetilaminopiridina
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DMSO
EDC.HCI

(ES+)

Et

EtOAC
EtOH
FACS
FCS

FP

G
HPLC-MS

Hr
HRP
HRV
i-n

i-t

IL-8
ML
LPS
UM

M
(M+H)"
MCP-1
Me
MeOH
Mg
MHz
min
mL
mM
mmol
MTT

m/z
Ng
nM
Nm
RMN
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dimetil sulféxido

clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida

ionizacion de electroaspersion, modo positivo
etilo

acetato de etilo

etanol

clasificacion celular activada con fluorescencia
suero fetal de ternera

propionato de fluticasona

gramo(s)

espectrometria de masa por cromatografia liquida de
alto rendimiento

hora(s)

peroxidasa de rabano

rinovirus de humano

intra-nasal

intra-traqueal

Interleucina 8

microlitro(s)

lipopolisacarido

micromolar

molar

ion molecular protonado

proteina quimioatrayente de monocito

metilo

metanol

miligramo(s)

megahertz

minuto(s)

mililitro(s)

milimolar

milimol(s)

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio

relacion masa-carga

nanogramo
nanomolar
nanometro
resonancia magnética nuclear (espectroscopia)
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OVA ovalbumina

PBS solucion regulada de fosfato

Ph fenilo

PIP2 fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

PIP3 fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato

PMA forbol miristato acetato

po por administracién oral

PPh; trifenilfosfina

q cuarteto

quin quinteto

R” tiempo de retencidn

TA temperatura ambiente

RP HPLC cromatografia liquida de alto rendimiento de fase
inversa

RSV virus sincitial respiratorio

S singlete

SDS dodecil sulfato de sodio

SEM error estandar de la media

t triplete

TMB 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina

TNFa factor alfa de necrosis tumoral

TR-FRET transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia de resolucién temporal

vol Volumen

Procedimientos generales

Todas las materias de partida y solventes se obtuvieron de
fuentes comerciales o se prepararon de acuerdo con la cita bibliografica. A
menos que se establezca de otra forma todas las reacciones fueron agitadas.
Las soluciones organicas se secaron normalmente sobre sulfato de magnesio
anhidro.

Se realiz6 HPLC-MS en sistemas Agilent HP1200 utilizando

columnas Agilent Extend C18, (1.8 ym, 4.6 x 30 mm) a 40°C y una velocidad
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de flujo de 2.5-4.5 mL min™", eluyendo con una gradiente de H,O-MeCN que
contiene 0.1% v/v de acido férmico durante 4 min. Informacion de gradiente:
0-3.00 min, cambié de 95% de H,O-5% de MeCN a 5% de H;0-95% de
MeCN; 3.00-3.01 min, se mantuvo a 5% de H»0-95% de MeCN, la velocidad
de flujo incrementé a 4.5 mL min™; 3.01-3.50 min, se mantuvo a 5% de H,0-
95% de MeCN; 3.50-3.60 min, se regres6 a 95% de H,O0-5% de MeCN; la
velocidad de flujo se redujo a 3.50 mL min™'; 3.60-3.90 min, se mantuvo a 95%
de HyO-5% de MeCN; 3.90-4.00 min, se mantuvo a 95% de H,O-5% de
MeCN, la velocidad de flujo se redujo a 2.5 mL min™". La deteccion de UV se
realizé a 254 nm utilizando un detector de longitud de onda variable Agilent
G1314B.

Los espectros de masa se obtuvieron utilizando ionizacion de
electroaspersion (ES) sobre la escala m/z 60 a 2000 a una velocidad de
muestreo de 1.6 seg/ciclo utilizando Agilent G1956B, sobre m/z 150 a 850 a
una velocidad de muestreo de 2 Hz utilizando Waters ZMD o sobre m/z 100 a
1000 a una velocidad de muestreo de 2 Hz utilizando un sistema Shimadzu
2010 LC-MS. Los espectros '"H RMN se adquirieron en un espectrémetro
Bruker Avance Ill a 400 MHz utilizando solvente no deuterado residual como

referencia.
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5-Bromo-3-(2-clorobencil)-2-(clorometil)quinazolin-4(3H)-ona.

S ] St

Tnluenn o Toluena

1a,b

A una solucion agitada de acido 2-amino-6-bromo-benzoico
(3.06 g, 14.2 mmoles) en tolueno (75 mL) enfriado a 0°'C en un bafio con hielo
se agrego piridina (0.60 mL, 7.10 mmoles) seguido por una solucion de cloruro
de cloroacetilo (2.26 mL, 28.4 mmoles) en tolueno (75 mL) gota a gota
durante 1 hr. La mezcla de reaccién se dejo entibiar a TA y se calenté a
115°C durante 3 hr y luego se dejo enfriar a TA. El volumen del solvente se
redujo por la mitad por evaporacion in vacuo. Después de dejar reposar
durante la noche, el producto se precipitd y se recolecté por filtracién para
producir acido 2-bromo-6-(2-cloroacetamido)benzoico (1a, X = CI) (1.44 g)
como un sdlido blanco: m/z 290/292 (M+H)* (ES™). El filtrado se concentré in
vacuo y el residuo se trituré con etanol/heptano para producir acido 2-bromo-
6-(2-hidroxiacetamido) benzoico (1b X =OH) (1.02 g, rendimiento combinado,
59%): m/z 274/276 (M+H)" (ES"). Tanto 1a como 1b se pueden utilizar sin
purificacion adicional en el siguiente paso.

A una mezcla agitada del compuesto (1a) (7.50 g, 27.4 mmoles),
2-clorobencilamina (5.00 mL, 41.05 mmoles) y trietilamina (5.70 mL, 41.1

mmoles) en tolueno (250 mL) se agregd una solucion de tricloruro de fésforo
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(2.60 mL, 30.1 mmoles) en tolueno (250 mL) gota a gota durante 1 hr. La
mezcla de reaccion se calenté a 110°C durante 24 hr, con lo cual la solucion
caliente se decant6 y concentro in vacuo. El residuo se trituré con propan-2-ol
(50 mL) para producir el compuesto del titulo (2) (6.41 g, 59%) como un sdlido

amarillo: R' 2.67 min; m/z 397/399 (M+H)* (ES*).

2-((4-Amino-3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)metil)-5-

bromo-3-(2-clorobencil)quinazolin-4(3H)-ona.

Br O Cl
H 2
N
N/N /m - dJ\N/\@
~. N B Pz
K,CC,, DMF N)\
' NH, N
N N
3 4 N/ \7
| =N
NH,

A una mezcla agitada de 5-bromo-3-(2-clorobencil)-2-
(clorometil)quinazolin-4(3H)-ona, (2), (13.6 g, 30.7 mmoles) y 3-yodo-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (3) (8.09 g, 30.7 mmoles) en DMF (300 mL se
agrego carbonato de potasio (6.36 g, 46.0 mmoles) y la reaccién se mantuvo
a TA en la obscuridad durante 24 hr. La mezcla se vertié en agua (4.0L)y la
suspension resultante se agité a TA durante 1 hr. El precipitado se aisld por
filtracion y se seco in vacuo para producir el compuesto del titulo, (4), como un

sélido incoloro (18.0 g, 94%); R'2.17 min; m/z 622/624 [M+H]" (ES™).
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3-(3-(terc-Butildimetilsililoxi)fenil)-1 H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-

amina
HO B(OH), H
\©/ l‘-f TBDMSCI,
3 - _—
Pd(dppf)Cl,, Imidazol,
K,PO,, DMF/H,O DMF

A una suspension agitada de 3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-
4-amina (3) (8.22 g, 31.5 mmoles), acido 3-fenol bordénico (13.0 g, 94.5
mmoles) y fosfato de potasio (10.0 g, 47.3 mmoles) en DMF
desgasificado/agua (3:2, 140 mL) se agregd dicloruro de [dppf] paladio (II)
(13.0 g, 15.7 mmoles). La mezcla de reaccion se enjuagé con nitrégeno, se
calentd a 120°C durante 2 hr y luego se dejo enfriar a TA. La mezcla de
reaccion se diluyd con EtOAc (500 mL) y acido clorhidrico (2 M, 500 mL) y la
suspension resultante se filtré. El filtrado se extrajo con acido clorhidrico (2 M,
2 x 500 mL). Los extractos ac combinados se basificaron con solucién ac
saturada de carbonato de sodio a pH 10. El precipitado formado se filtr6 y el
filtrado se extrajo con EtOAc (3 x 1 L). Los extractos organicos combinados se
secaron, se filtraron y el solvente se removio in vacuo para producir un sélido
gris. Todos los materiales solidos generados durante el procedimiento de
elaboracién se combinaron vy trituraron con DCM para producir 3-(4-amino-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)fenol (5) (6.04 g, 84%) como un solido gris: m/z

228 (M+H)* (ES").
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A una solucion agitada del fenol (5) (4.69 g, 20.66 mmoles) e
imidazol (2.10 g, 30.99 mmoles) en DMF seco (100 mL) se agregé TBDMSCI
(4.70 g, 30.99 mmoles). Después de 16 hr, se agregaron alicuotas
adicionales de imidazol (2.10 g, 30.99 mmoles) y TBDMSCI (4.70 g, 30.99
mmoles) y la mezcla se agitdé durante 48 hr. La mezcla de reaccion se diluyd
con agua (120 mL) y se extrajo con DCM (2 x 200 mL). Los extractos
organicos combinados se lavaron con agua (2 x 200 mL), se secaron, se
filtraron y el volumen se redujo a aproximadamente 100 mL por evaporacion in
vacuo. La suspension resultante se filtro y el sdlido se lavé con heptano (50
mL) para producir el compuesto del titulo (6) (6.05 g, 85%) como un sélido

blanquecino: m/z 343 (M+H)" (ES™).

Intermediario  A: 2-((4-Amino-3-(3-hidroxifenil)-1H-pirazolo[3,4-

d]pirimidin-1-il)metil)-5-bromo-3-(2-clorobencil)quinazolin-4(3H)-ona.

Br O Cl
6 N
2 - )\‘
Hf
KzCO;, DMF Intermediario A
N N
v ‘§
=N
HO NH,

A una mezcla agitada de 5-bromo-3-(2-clorobencil)-2-
(clorometil)quinazolin-4(3H)-ona (2) (100 mg, 0.25 mmoles) y carbonato de

potasio (42 mg, 0.30 mmoles) en DMF (2.5 mL) se agregd una solucion de 3-
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(3-(terc-butildimetilsililoxi)fenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (6) (94 mg,
0.28 mmoles) en DMF (2.5mL) y la mezcla de reaccion se agité a TA durante
18 hr. Carbonato de potasio (3 x 35 mg, 0.75 mmoles) se agregd en tres
porciones durante 30 hr. después de lo cual el solvente se removid in vacuo y
el material crudo se purifico por cromatografia de columna instantanea,
eluyendo con 4.5% de metanol en DCM, para producir el compuesto del titulo,
Intermediario A, (94 mg, 64%) como un sélido blanquecino: R' 2.01 min; m/z

588/590 (M+H)", (ES").

Intermediario B: N,N-bis(2-Metoxietil)hex-5-inamida.

OMe
HN\/\OMe

CO;H
|r/ EDC.HCI, DMAP, DCM | ‘
12

A una solucion de acido hex-5-inoico (7.11 g, 63.4 mmoles),

Y
(Z
(@)
=
(1)

EDC.HCI (14.0 g, 72.9 mmoles) y DMAP (387 mg, 3.17 mmoles) en DCM (600
mL) a 0°C se agrego bis(2-metoxietil)amina (9.3 mL, 63 mmoles). La mezcla
resultante se entibié a TA durante 20 hr y luego se lavé con acido clorhidrico
(1 M, 2 x500 mL) y agua (500 mL). La capa organica se secd y se evaporo in
vacuo para producir el compuesto del titulo, Intermediario B, como un aceite
amarillo (16 g, 97%):

'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 1.88 (3H, m), 2.26 (2H, m), 2.49

(2H, m), 3.32 (6H, s), 3.51 (4H, m), 3.55 (4H, m)



-33-

6-(2-((4-Amino-3-(3-hidroxifenil)-1H-pirazolo[3.,4-d]pirimidin-1-

imetil)-3-(2-clorobencil)-4-ox0-3,4-dihidroquinazolin-5-il)-N,N-bis(2-

metoxietil)hex-5-inamida: Compuesto de la formula (1).

5
Intermediario B
Intermediario A - (N
Pd(PPh,).Cl,,
Cul, EtNH
10

Una mezcla del Intermediario B (9.11 g, 34.9 mmoles), dicloruro
de bis-trifenilfosfina paladio(ll) (0.98 g, 1.4 mmoles), Intermediario A (8.3 g, 14
mmoles), y yoduro de cobre(l) (0.27 g, 1.4 mmoles), en dietilamina (400 mL,
15 3.8 moles) se desgasificd con nitrégeno y luego se agité a 60°C durante 4 hr
luego se enfrid a TA durante 72 hr adicionales. La mezcla se evaporo in vacuo
y el residuo se dividio entre acetato de amonio ac (500 mL) y EtOAc (500 mL).
La capa organica se separo y se lavd con salmuera (2 x 500 mL) y luego se
seco y evaporo in vacuo. El residuo se purificd por cromatografia en columna
20 instantanea, (SiO,, 120 g, MeOH en DCM, 0-5%, eluciéon de gradiente) para
producir el compuesto del titulo de férmula (), como un sdlido blanquecino
(6.9 g, 66%): R' 1.92 min; m/z 735/737 (M+H)" (ES*) (Método D);

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) &: 1.70 (2H, quin), 2.46 (2H, t),
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2.55 (2H, t), 3.12 (3H, s), 3.19 (3H, s), 3.26 (2H, m traslapante), 3.31 (4H, m,
parcialmente obscurecido por el pico de HOD), 3.35 (2H, q), 5.30 (2H, s), 5.76
(2H, s), 6.18 (1H, dd), 6.80 (1H, dt), 6.85 (1H ddd), 6.92-6.94 (2H, m
traslapante), 7.05 (1H, td), 7.13 (1H, dd), 7.31 (1H, t), 7.61 (1H, dd), 7.68 (1H,
dd), 7.81 (1H, dd), 8.18 (1H, br s), 9.65 (1H, br s).

La complejidad y las consecuencias adicionales para el
desarrollo del farmaco que resulta del atropisomerismo son analogas a
aquellas que surgen de otras fuentes de isomerismo molecular tal como la
presencia de un centro estereogénico. Esta propiedad hace a dichas
moléculas ambas quirales, y a menos que se resuelva, una mezcla racémica;
cuyos componentes podrian poseer diferentes perfiles farmacoldgicos vy
toxicologicos. Esta caracteristica es propensa a incrementar significativamente
los costos de desarrollo corriente abajo para dichas moléculas y la ausencia
de atropisomerismo en el compuesto de formula (I) que se describe en la

presente por lo tanto es una propiedad altamente deseable y ventajosa.

Pruebas biolégicas: Métodos experimentales

Ensayo de inhibicidon enzimatica

Las PI3 cinasas catalizan la fosforilacién de fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) en presencia de ATP
y iones de M92+. El producto PIP3 se puede detectar por desplazamiento de

biotina-PIP3 de complejos de transferencia de energia que consisten en
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anticuerpo monoclonal anti-GST marcado con europio, un dominio de
homologia con Pleckstrina etiquetada con GST (PH), PIP3 biotinilado y
estreptavidina-aloficocianina (APC) por la transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia de resolucion temporal (TR-FRET) (prueba
enzimatica HTRF®PI3K, Millipore). La excitacion (330 nm) del europio en el
complejo da como resultado una transferencia de energia a la APC y una
emision fluorescente a 665 nm aunque el europio mismo emite en su
caracteristica 620 nm. El producto PIP3 formado por actividad de PI3K
desplaza la biotina-PIP3 del complejo y da como resultado una pérdida de
transferencia de energia (senal decreciente).

Se agregé el compuesto que se va a probar, en las
concentraciones finales deseadas, a una mezcla de substrato de PIP2 y
enzimas a, & o y de PI3 cinasa recombinante (Millipore), y la mezcla se
incubd durante 2 hr a TA. Después de este periodo de incubacion, se agregd
ATP (20 uM) a la mezcla de enzima/compuesto/substrato de PIP2 y la mezcla
resultante se incubd durante 30 min a TA. Una solucion de detencién que
contiene PIP3 biotinilado y la mezcla de deteccion que contiene el dominio de
homologia con pleckstrina (PH) de GRP1 etiquetada con GST y los
fluoréforos entonces se agregan y la mezcla se incub6 a TA durante 15-18 hr,
antes de la deteccién en un lector de microplaca de fluorescencia (Varioskan®
Flash, ThermoFisher Scientific).

Los resultados se calcularon de acuerdo con la formula: sefial de

APC (emision a 665 nm)/sefial de europio:(emisién a 620 nm) x 10*. El
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porcentaje de inhibicion de cada reaccidén se calculdé con relacion al control
tratado con DMSO, y después se calcul6 el 50% de concentracién inhibidora

(valor Clsp) a partir de la curva de concentracion-respuesta.

Prueba basada en células PI13Kd&

Como un medio para evaluar la activacion de PI3K & en
respuesta a estimulos, el estado de fosforilacion de la proteina, Akt, un
producto corriente abajo de PI3KJ, se determiné la sefalizacion.

Las células monociticas de humano  (células U937), se
diferenciaron de las células tipo macrofago por la incubacion con PMA (100
ng/mL) durante 48 a 72 hr. Las células entonces se pre-incubaron con el
compuesto de prueba o vehiculo durante 2 hr y luego se estimularon
brevemente por medio de exposiciéon a H;O, (10 mM; 5-7 min) y la reaccion
se detuvo al reemplazar el medio con solucion de formaldehido al 4%. La
actividad endogena de peréxido y formaldehido se inactivd al incubar con
regulador de pH de extincion (azida de sodio al 0.1%, H,O, al 1% en PBS con
Triton X-100 al 0.1%) durante 20 min. Las células se lavaron con regulador de
pH (PBS que contiene Triton X-100 al 0.1%) y se incubaron con solucion de
bloqueo (BSA al 1% en PBS) durante 1 hr y entonces se volvieron a lavar con
regulador de pH y se incubaron durante la noche con anticuerpo anti-pAkt o
anticuerpo anti-pan-Akt (ambos de Cell Signaling Technology). Después de
lavar con regulador de pH (PBS que contiene Triton X-100 al 0.1% ), las

células se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con HRP
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(Dako) y se determiné la senal resultante colorimétricamente (OD: 450 nm
con una longitud de onda de referencia de 655 nm) utilizando el substrato
TMB (paquete del reactivo del substrato suministrado por R&D Systems,
Inc.).

Esta reaccion se detuvo por la adicion de 100 uL de solucion de
1N H,SO4. Entonces las células se lavaron con regulador de pH (PBS que
contiene Triton X-100 al 0.1%) y 100 L de solucion de violeta cristal al 5% se
aplicaron durante 30 min. Después de lavar con regulador de pH (PBS que
contiene Triton X-100 al 0.1%) 100 pyL de SDS al 1% se agregaron a cada
pozo y las placas se agitaron ligeramente durante 1 hr antes de medir la
absorbancia a 595 nm (Varioskan® Flash, Thermo-Fisher Scientific). Las
lecturas medidas de OD4s0.655 Se corrigieron para el numero de células al
dividir OD4s50.655 entre las lecturas de ODsgs. La relacion de la sefal de pAkt a
la senal total de Akt se utilizé para cuantificar el grado de activacién de PI3K
0. El porcentaje de inhibicién para cada pozo se calculdé con respecto a un
control estandar de 10 pg/mL (LY294002) ajustado a 100% de inhibicion
versus controles de solo H,O2 como inhibicion al 0%. Los valores de Clsg se
calcularon de las curvas de concentracion-respuesta generadas por las

diluciones en serie de los compuestos de prueba.

Prueba basada en células PPI3K y

Como un medio para evaluar la activacion de PI3K y en

respuesta a los estimulos, el estado de fosforilacion de la proteina, Akt, un
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producto corriente abajo de PI3K y, se determiné la sefalizacion siguiendo la
estimulacion con MCP-1.

Las células monociticas de humano (células THP1) se pre-
incubaron en un medio FCS RPMI-1640 al 1% durante 1 hr. Entonces las
células se trataron con el compuesto de prueba o vehiculo durante 1 hr y se
estimularon brevemente por exposicion a MCP-1 (560 nM, 5-7 min; sistemas
R&D, MN, USA). La reaccion se detuvo al reemplazar el medio con solucion
de formaldehido al 4% seguido por permeabilidad utilizando IntraPrep™
(Beckman Coulter, France) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
células se lavaron con regulador de pH de lavado (PBS que contiene BSA al
0.1%) y luego se incubaron con anti-fosfo-Akt (#9271; Cell Signaling, Danvers,
MA, USA) durante 15 min a TA. Después de lavar con regulador de pH de
lavado, las células se incubaron con un anticuerpo de cabra anti-raton
conjugado con azul pacifico (Life Technologies Corp., Carlsbad, CA, USA) y
se determind el nivel de fluorescencia utilizando un citometro de flujo ATTUNE
(Life Technologies Corp.). Del histograma, se calculd el porcentaje minimo de
células positivas en cada muestra comparada con el control de la linea basal
y se utilizé para cuantificar el grado de activacién de PI3K y. El porcentaje de
inhibicion para cada pozo se calculd con respecto a un control estandar de 10
pg/mL (LY294002) ajustado a 100% de inhibicion versus controles de sélo
MCP1 como inhibicién al 0%. EIl valor de Clso se calcul6 de las curvas de
concentracion-respuesta generadas por las diluciones en serie de los

compuestos de prueba.
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Liberacién de IL-8 inducida por rinovirus

Se obtuvo RV16 de rinovirus humano a partir de American Type
Culture Collection (Manassas, VA) Los materiales virales fueron generados
mediante la infeccion de células HeLa con HRV hasta que el 80% de las
células fueron citopaticas. Las células BEAS2B se infectaron con HRV en
MOI de 5 y se incubaron durante 2 hr a 33°C con agitacion suave para
promover la absorcion. Las células se lavaron entonces con PBS, se agrego
medio fresco y las células fueron incubadas durante 72 horas mas. El
sobrenadante se recolectd para prueba de las concentraciones de IL-8
utilizando el equipo de desarrollo Duoset ELISA (R&D Systems, Minneapolis,

MN).

Carga in vitro del virus RSV en células epiteliales bronquiales

primarias

Las NHBEC (células epiteliales bronquiales de humano
normales) que se hicieron crecer en placas de 96 pozos se infectaron con
RSV A2 (Cepa A2, HPA, Salisbury, UK; en MOI de 0.001) en el medio
LHC8:RPMI-1640 (50:50) que contiene 15 mM de cloruro de magnesio y se
incubaron durante 1 hr a 37°C para absorcién. Las células se lavaron
entonces con PBS, se agregd medio fresco y las células fueron incubadas
durante 4 dias. Cuando era apropiado, las células fueron pre-incubadas con el
compuesto de prueba o DMSO durante 2 hr, y luego agregadas otra vez

después del lavado del virus.
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Las células se fijaron con formaldehido al 4% en solucién de
PBS durante 20 min, se lavaron con regulador de pH de lavado (PBS que
incluye BSA al 0.5% y Tween-20 al 0.05%) y se incubaron con solucién de
bloqueo (leche condensada al 5% en PBS) durante 1 hr. Las células entonces
se lavaron con regulador de pH de lavado y se incubaron durante 1 hra TA
con anticuerpo de proteina de F-fusion anti- RSV (2F7) (monoclonal de raton;
lote 798760, Cat. No. ab43812, Abcam). Después del lavado, las células se
incubaron con un anticuerpo secundario HRP-conjugado (lote 00053170, Cat.
No. P0447, Dako) y luego se agregé el substrato TMB (paquete del reactivo
del substrato lote 269472, Cat. No. DY999, R&D Systems, Inc.). Esta reaccién
se detuvo por la adicion de 2N HySO4 (50 pL) y se determind la senal
resultante colorimétricamente (OD: 450 nm con una longitud de onda de
referencia de 655 nm) en un lector de microplacas (Varioskan® Flash,
ThermoFisher Scientific). Entonces las células se lavaron y se aplicé una
solucién de violeta cristal al 2.5% (lote 8656, Cat. No. PL7000, Pro-Lab
Diagnostics) durante 30 min. Después del lavado con regulador de pH de
lavado, 100 pL de SDS al 1% se lavaron en cada pozo y las placas se
agitaron ligeramente en el agitador durante 1 hr antes de la lectura de la
absorbancia a 595 nm. Las lecturas medidas de OD4s50.655 S€ corrigieron para
el numero de células al dividir ODsso655 entre las lecturas de ODsgs. El
porcentaje de inhibicién para cada pozo se calculd y el valor de Clsg se calculd
de la curva de concentracion-respuesta generada por las diluciones en serie

del compuesto.
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Prueba MTT

Las células U937 diferenciadas con PMA fueron pre-incubadas
con el compuesto de prueba durante 4 hr en FCS al 5% o FCS al 10% durante
24 hrs. El sobrenadante se reemplazé con 200 pL del medio nuevo y 10 pL de
solucion madre de MTT (5 mg/mL) agregada a cada pozo. Después de 1hr de
incubacion, se removi6 el medio, se agregaron 200 uL de DMSO a cada pozo
y las placas se agitaron ligeramente durante 1 hr antes de la lectura de la
absorbancia a 550 nm. La pérdida de porcentaje de la viabilidad celular fue
calculada para cada pozo con relacién al vehiculo (DMSO al 0.5%)-

tratamiento.

Deteccion in vivo Actividad farmacodinamica vy anti-inflamatoria

Acumulacion de neutrdfilo v eosindfilo nasal inducida con

ovalbumina en ratones

Se inmunizaron ratones BALB/c (6-8 semanas de edad) con
OVA (40 pg/kg i.p.) en el dia 1y 5. Para obtener respuestas inflamatorias
locales en la nariz, los ratones fueron desafiados de forma repetida
intranasalmente(10 yL por nostril) en los dias 12—-19 con OVA (3% OVA en
solucion salina). En el dia 19 a los ratones que no estuvieron en ayunas se les
dosificé intranasalmente (10 uL/nostril) con vehiculo o compuesto de prueba
a T = -2 hr con respecto al inicio del desafio final de OVA. A T = 0, cada

animal recibié un desafio de OVA intranasal final (3%). Después de 8 hr
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adicionales, cada animal se anestesio y se llevd a cabo el lavado nasal al
instilar 1 mL de PBS en las narinas posteriores por medio de una canula
traqueal implantada en el rostro que se extiende a una posicion que era de
aproximadamente 1 mm antes de las narinas posteriores. Este procedimiento
se repitié para dar un rendimiento de aproximadamente 2 mL de fluido de
lavado. Se midieron los numeros totales de células en las muestras de fluido
de lavado nasal utilizando un hemocitémetro. Se prepararon frotis de citospina
de las muestras de fluido de lavado nasal por centrifugado a 1200 rpm
durante 2 mins a TA y se tifleron usando un sistema de tincidon de DiffQuik
(Dade Behring) para conteos diferenciales de células. Las células fueron
contadas usando microscopia de inmersidon en aceite. Los datos se expresan
como numero diferencial de las células por mL de fluido de lavado nasal,

media + S.E.M.

Acumulacién de células inducida por poli-l:C en ratones

Los ratones A/J libres de patdégenos especificos (machos, 5
semanas de edad) fueron administrados con poli (I:C)-LMW (poli-IC; 1 mg/mL,
40 uL, en; InvivoGen, San Diego, CA, USA) intranasalmente dos veces al dia
durante 3 dias bajo anestesia con isoflurano al 3%. Las sustancias de prueba
se dieron intransalmente (35 pL de solucién en DMSO/PBS al 50%) 2 hr antes
de cada tratamiento con poli-l:C. Veinticuatro horas después del ultimo
desafio con poli-I:C, los animales fueron anestesiados, la traquea se canuld y

se recolecté BALF. Se determinaron las concentraciones de macréfagos y
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neutrofilos alveolares en BALF por el analisis de FACS (EPICS® ALTRA II,
Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) utilizando el anticuerpo MOMA2

antirraton (macrofago) o el anticuerpo 7/4 antirraton (neutréfilo).

Modelo de humo de cigarrillo

Ratones A/J (machos, 5 semanas de edad) fueron expuestos a
humo de cigarrillo (4% de humo de cigarrillo, diluido con aire comprimido)
durante 30 min/dia durante 11 dias utilizando el Sistema de Experimento con
la Inhalacion de Humo de Tabaco para animales pequefios (Modelo SIS-CS;
Sibata Scientific Technoloy, Tokio, Japdn). Se les proporcionaron sustancias
de prueba por via intranasal (35 yL de una solucion en DMSO/PBS al 50%) y
terapéuticamente dos veces al dia durante 3 dias después de la exposicion
final al humo de cigarrillo. Doce horas después de la ultima dosificacion los
animales fueron anestesiados, se les colocé una canula en la traquea y se
recolecté el fluido de lavado broncoalveolar (BALF). Se determinaron los
numeros de macrofagos y neutréfilos alveolares por el analisis de FACS
(EPICS® ALTRA I, Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) utilizando el
anticuerpo MOMAZ2 antirratdon (macrofago) o el anticuerpo 7/4 antirraton

(neutrdfilo).

Resumen de los resultados de deteccidn in vivo e in vitro

El perfil in vitro del compuesto de formula (l) descrito en la

presente, como se determina utilizando los métodos descritos anteriormente
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se presentan a continuacion (Cuadros 2 y 3). El compuesto de la presente
invenciéon demuestra una potente inhibicidon para las isoformas PI3 cinasa 6 y
Y, ¥ so6lo muestra una actividad inhibidora modesta contra la PI3 cinasa a en
pruebas enzimaticas. Estos efectos se traducen en la potente inhibicion de la
5 fosforilacion de Akt inducida por la estimulacion de células con peréxido de
hidrogeno o MCP-1, como también actividad inhibidora contra la liberacién de
IL-8 inducida por HRV y la expresion de la proteina F inducida por RSV en
células epiteliales. No se detectaron efectos en la viabilidad celular, que

resultan de la incubacion con el compuesto de férmula (1).

10
CUADRO 2
Efectos del compuesto de formula (l) en isoformas de PI3K; en peroxido
de hidrégeno celular o fosforilacion inducida por MCP-1 de Akt y en
viabilidad celular
15
Inhibicion de PI3
cinasa Actividad celular Viabilidad celular
valor de Clsg en valores de Cls, para inhibicion Prueba MTT en
isoenzima de fosforilacion de Akt inducida células d-U937?
establecida (nM)
estimulos de estimulos de
o Y a H,O, en células MCP-1 en células a4hr a24hr
d-u937 THP1
12 25 193 1.1 46 ° -ve -ve
20 a) -ve indica un valor de <30% de inhibicién; b) valor calculado de Cls, por

regresion lineal.
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CUADRO 3

Efectos del compuesto de formula (l) en liberacién de IL-8 inducida por

HRV y en expresion de la proteina F inducida por RSV

liberacion de IL-8 inducida por Expresion de la proteina F de RSV en

5 HRV16 en células BEAS2B (% células epiteliales bronquiales: valor
de inhibicién) de Clsp (nM)
78% (a 0.1 ug/mL) 389

Se encontré que el tratamiento de ratones por via intranasal con
el compuesto descrito en la presente produce una inhibiciéon dependiente de la
10 dosis tanto en la acumulaciéon eosindfila como neutréfila en lavado nasal

después del desafio de alérgenos (Cuadro 4).

CUADRO 4

Los efectos del tratamiento con el compuesto de formula (l) en

15 eosinofilia y neutrofilia de vias respiratorias inducida con OVA en

ratones.

Numeros de células en fluido de lavado nasal

5
Compuesto () e (% inhibicion)
Eosindfilos Neutréfilos
20 Vehiculo 1.51+£0.22 0.34 £ 0.06
0.05 1.13 £ 0.16 (25) 0.27 + 0.04 (21)
0.2 0.57 £ 0.14 (62) 0.15 + 0.04 (56)

N = 8 por grupo
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También se investigd el efecto del tratamiento con el compuesto
de la presente invencién en acumulacion de macrofagos y neutréfilos en BALF
después de la exposicion de ratones a poli-l1:C. Se encontrd que el tratamiento
con el compuesto de férmula (I) produce una inhibicién dependiente de la

5 dosis de acumulacion de macréfagos y neutréfilos inducida por poli-l:C en

BALF (Cuadro 5).

CUADRO 5

Los efectos del tratamiento con el compuesto de formula (l) en

10 acumulacion celular inducida por poli-l:C en las vias respiratorias de
ratones.
Tratamiento y Numeros de células en BAL x10*/mL (% de
dosis del inhibicién)
compuesto de
férmula (1) Macréfagos Neutréfilos
15 (mg/mL)
Vehiculo 5.0+£0.90 3.0+£0.55
Ve“'c‘f_'g * Poli 16.7+1.6 11.8+0.3
Poli I:C + (I)
(0.002) 13.8 £ 0.48 (25) 10.8 £ 0.59 (11)
Poli I:C + (I) (0.02) 12.2 £ 0.29 (38) 9.4 £0.26 (27)
Poli I:C + (1) (0.2) 9.4 £0.75 (61) 7.9+0.74 (44)
20 Poli I:C + (I) (2) 6.4 £1.2(88) 5.6 £ 0.66 (70)
Los datos para los numeros de células se muestran como la media + SEM,
N=5

Se determinaron los efectos del tratamiento con el compuesto de
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férmula () en acumulacion de macréfagos y neutréfilos en BALF después de
la exposicion a humo de cigarrillo (Cuadro 6). El modelo de humo de cigarrillo
utilizado para este estudio se reporta para ser un sistema refractario de
corticoesteroides, [To, Y. et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 2010, 182:897-
904; Medicherla, S. et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 2008, 324:921-9] y los
datos revelan que la dexametasona (0.3-10 mg/kg, p.o.) fue, como se anticip?,
inactiva. Los efectos del tratamiento con el compuesto de férmula (1) en
neutréfilos de BALF y en numeros de macrofagos alveolares activados
demuestran que poseen actividad antiinflamatoria cuando se administran
como monoterapia. Ademas, cuando el compuesto de la presente invencion
se co-administré con propionato de fluticasona, a una dosis que carece de
cualquier efecto importante como monoterapia, se detectdé una mejora

marcada de actividad antiinflamatoria.
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CUADRO 6

El efecto del tratamiento con el compuesto de féormula (I) £ propionato de

fluticasona en acumulacion celular inducida por humo de cigarrillo en

BALF de murino.

> Tratamiento® y Numeros de células en BAL x10%/mL"
dosis del (% de inhibicién)
féfrzmgl::a)s(fg?rﬁL) Macréfagos Neutréfilos
Aire + Vehiculo (0) 3.9+£0.75 2.3+0.33
T + Vehiculo (0) 20113 18.3+2.2
T +(I) (20) 14.9 + 0.65 (32) 13.0 £ 0.55 (33)
10 T +(1) (200) 10.6 + 0.02 (59) 10.2 + 0.83 (51)
T +(I) (2000) 7.2 £ 0.40 (80) 6.5 + 0.55 (91)
T +(1) (2) + FP 13.7 + 0.63 (40) 12.4 + 1.0 (37)
T +(I) (20) + FP 10.1 £+ 0.70 (62) 8.3 +0.72 (63)

T +(I) (200) + FP

5.8 + 0.48 (90)

4.5 + 0.49 (86)

a) T = humo de tabaco, FP = propionato de fluticasona dosificado a 50

15 pg/mL; b) Los datos para los numeros de células se muestran como la

media + SEM, N=5.

En resumen, el compuesto de la invencidn es un potente

inhibidor de las isoformas P13 cinasa & como y. El perfil in vitro se traduce en

20 un fenotipo antiinflamatorio amplio in vivo. En esta configuracioén, son notables

los efectos inhibidores del compuesto descrito en

la presente versus

acumulacion celular inducida por Poli I:C en las vias respiratorias. También es

particularmente notable que, a pesar de los inhibidores selectivos de PI3
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cinasa 0, el tratamiento con el compuesto descrito en la presente solo, da
como resultado una inhibicion marcada de la inflamacion de las vias
respiratorias inducida por el humo del cigarrillo y que estos efectos ocurren a
dosis inferiores cuando se co-administran con un corticoesteroide, propionato
de fluticasona, bajo condiciones en donde el tratamiento con el
corticoesteroide solo, no tiene efecto.

En la especificacién y las siguientes reivindicaciones, a menos
que el contexto indique otra cosa, la palabra "comprende" y variaciones como
"que comprende" y "comprendiendo" deberan considerarse como implicando
la inclusién de un entero establecido, paso, grupo de enteros o grupo de
pasos, pero no la exclusion de cualquier otro entero, paso, grupo de enteros o
grupo de pasos.

Todas las patentes y solicitudes de patente aqui mencionadas

estan incorporadas como referencia en su totalidad.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto de formula (1)

(I

que es 6-(2-((4-amino-3-(3-hidroxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il) metil)-
3-(2-clorobencil)-4-oxo-3,4-dihidroquinazolin-5-il)-N,N-bis(2-metoxietil)hex-5-
inamida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, incluyendo todos
los estereoisomeros, tautdmeros y derivados isotopicos de los mismos.

2.- Una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto
de la reivindicacion 1, en combinacion con uno o mas diluyentes o portadores
farmacéuticamente aceptables.

3.- El compuesto de férmula (I) de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 2, para usarse como un medicamento.

4.- ElI compuesto de férmula (I) de conformidad con la

reivindicacion 1 o una composicion farmacéutica de conformidad con la
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reivindicacion 2, para usarse en el tratamiento o prevencién de una condicion
seleccionada de: EPOC (incluyendo bronquitis crénica y enfisema), asma,
asma infantil, fibrosis quistica, sarcoidosis, fibrosis pulmonar idiopatica, rinitis
alérgica, rinitis, sinusitis, conjuntivitis alérgica, conjuntivitis, dermatitis alérgica,
dermatitis por contacto, psoriasis, colitis ulcerosa, inflamaciéon de las
articulaciones secundarias a la artritis reumatoide o la osteoartritis, artritis
reumatoidea, pancreatitis, caquexia, inhibicion del crecimiento y metastasis de
tumores, incluyendo carcinoma de pulmén de células no pequefias, carcinoma
de mama, carcinoma gastrico, carcinoma colorrectal y melanoma maligno.

5.- Uso de un compuesto de féormula (1) de la reivindicacién 1 o
una formulacion farmacéutica de la reivindicacion 2, para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento o prevencion de una condicidon seleccionada
de: EPOC (incluyendo bronquitis crénica y enfisema), asma, asma infantil,
fibrosis quistica, sarcoidosis, fibrosis pulmonar idiopatica, rinitis alérgica,
rinitis, sinusitis, conjuntivitis alérgica, conjuntivitis, dermatitis alérgica,
dermatitis por contacto, psoriasis, colitis ulcerosa, inflamaciéon de las
articulaciones secundarias a la artritis reumatoide o la osteoartritis, artritis
reumatoidea, pancreatitis, caquexia, inhibicion del crecimiento y metastasis de
tumores, incluyendo carcinoma de pulmén de células no pequefias, carcinoma
de mama, carcinoma gastrico, carcinoma colorrectal y melanoma maligno.

6.- Un método para el tratamiento de una condicién seleccionada
de: EPOC (incluyendo bronquitis crénica y enfisema), asma, asma infantil,

fibrosis quistica, sarcoidosis, fibrosis pulmonar idiopatica, rinitis alérgica,
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rinitis, sinusitis, conjuntivitis alérgica, conjuntivitis, dermatitis alérgica,
dermatitis por contacto, psoriasis, colitis ulcerosa, inflamaciéon de las
articulaciones secundarias a la artritis reumatoide o la osteoartritis, artritis
reumatoidea, pancreatitis, caquexia, inhibicion del crecimiento y metastasis de
5 tumores, incluyendo carcinoma de pulmon de células no pequefas, carcinoma
de mama, carcinoma gastrico, carcinoma colorrectal y melanoma maligno, que
comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de un compuesto de
férmula (1) de la reivindicacién 1, o una composicion farmacéutica de la

reivindicacion 2.

10 7.- Un intermediario de formula (ll):
LG, O o]
N
N
N
N/N
\ / N (1)
N
15 " HN

en donde LG1 representa un grupo saliente; o un derivado protegido del

mismo.
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representantes y/o los apoderados que cualquiera de ellos
nombre hicieren en nuestro beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA LLOREDA
ylo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA ylo
ENRIQUE ALVAREZ, para solicitar en la Oficina de Propiedad
Industrial la protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre nuestro.

Dado y firmado

Res-£gad(o /qo
FonA Uinltea

The undersigned,

RESPIVERT LIMITED

A corporation organized and existing under the laws of England &
Wales

domiciled at

50 - 100 Holmers Farm Way
High Wycombe
Buckinghamshire HP12 4EG
United Kingdom

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO TAMAYO
and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, of
Bogota, Colombia, with offices in said town, Calle 72 No. 5-83,
Sixth Floor, our true and legal representatives in Bogotd, with
power to receive notifications and to appoint judicial or
extrajudicial agents, so as to comply with paragraph 10. of Article
543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO TAMAYO
and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, or
the agents by any one of them appointed, are especially
empowered to represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings pertaining to
industrial property, for which purpose we authorize them to take
before the said authorities all the necessary steps for the said end;
to file petitions, declarations, claims, recourses and withdrawals,
to draw up specifications; to file amendments, to limit the scope of
applications, file oppositions; file cancellations total or partially
waive registrations, to pay all installments and effect all other
payments prescribed by law; to receive proper receipts, to comply
with all other requirements and, in short, to take all those
measures which they may deem fit for the protection of our
interests; and in case of opposition, where the proceedings be
passed over to the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before the
competent judges, with full powers to make arrangements, to
submit to arbitrators, to desist, to collect, to appeal and, in short,
with all such further powers as may be required, and we hereby
declare from now on as vald and good all that said

representatives and/or the agents by any one of them appointed
may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, to apply for protocolization of this document

and of any power of attorney by any one of them conferred in our
name, before the Office of Industrial Property.

™
Given and signed this 6 dayof MartH , 2011

Q@ﬂ-

W.G. RAPEPORT
MANAGING DIRECTOR

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE
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the international application in the language in which it was filed
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4. With regard to the title,
|:| the text is approved as submitted by the applicant
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QUINAZOLIN-4 (3H) -ONE DERIVATIVES USED AS PI3 KINASE INHIBITORS

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

|:| the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
|:| as suggested by the applicant
|:| as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
|:| as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention

b. |:| none of the figures is to be published with the abstract
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later than the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
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TRADUCCION OFICIAL No. 2013-04-22-236
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

RES-P1344PCT

TRASPASO

POR CUANTO, nosotros John KING-UNDERWOOD de Moorend Cottage, School Lane, Pendock,
Worcestershire GL19 3PW, Reino Unido, Kazuhiro ITO c/o RespiVert Limited, Imperial College
Biolncubator, Level 1 Bessemer Building, Imperial College, London SW7 2AZ, Reino Unido, Peter
John MURRAY c/o RespiVert Limited, Imperial College Biolncubator, Level 1 Bessemer Building,
Imperial College, London SW7 2AZ, Reino Unido, George HARDY de Sunny Bank, Brightling Road,
Robertsbridge, East Sussex TN32 5EJ, Reino Unido, Frederick Arthur BROOKFIELD c/o Evotec
(UK) Limited, 114 Milton Park, Abingdon, Oxfordshire OX14 4SA, Reino Unido y Christopher John
BROWN c/o Evotec (UK) Limited, 114 Milton Park, Abingdon, Oxfordshire OX14 4SA, Reino Unido
(en adelante llamados “los Inventores”) hemos inventado o descubierto “DERIVADOS DE
QUINAZOLIN-4 (3H)-ONA UTILIZADOS COMO INHIBIDORES DE PI3 CINASA” (en adelante
llamada “la Invencidon”) para la cual se presentd una solicitud de patente en Taiwan bajo el nimero
099135360 el 18 de octubre de 2010, una solicitud del PCT bajo el numero PCT/EP2010/065746 el
19 de octubre de 2010, y una solicitud del PCT correspondiente llamada “DERIVADOS DE
QUINAZOLIN-4 (3H)-ONA UTILIZADOS COMO INHIBIDORES DE PI3 CINASA” bajo el numero
PCT/GB2011/052015 el 18 de octubre de 2011 (en adelante llamada “las Solicitudes”);

POR CUANTO Kazuhiro ITO y Peter John MURRAY eran empleados de RespiVert Limited en el
momento de hacer la Invencion cuyo domicilio registrado es 50-100 Holmers Farm Way, High
Wycombe, Buckinghamshire HP12 4EG, Reino Unido (en adelante llamada “RespiVert’) y por
cuanto considerando que la invencion fue hecha en el curso del trabajo bajo circunstancias en las
que una invencion puede razonablemente esperarse que resulte todos los derechos en y de la
invencion son traspasados a RespiVert por operacion de ley, especificamente s39 de la Ley de
Patentes de 1977, y ademas en virtud de una cldusula de traspaso especifica en sus contratos de

trabajo;



POR CUANTO en virtud de un contrato entre John KING-UNDERWOOD y RespiVert con vigencia
el 18 de octubre de 2010 todos los derechos en la Invencion propiedad de John KING-
UNDERWOOD fueron transferidos a RespiVert;

POR CUANTO en virtud de un contrato entre George HARDY y RespiVert con vigencia el 18 de
octubre de 2010 todos los derechos en la Invencion propiedad de George HARDY fueron

transferidos a RespiVert;

POR CUANTO Frederick Arthur BROOKFIELD y Christopher John BROWN eran empleados de
Evotec (UK) Limited en el momento de hacer la Invencion cuyo domicilio es 114-Milton Park,
Abingdon, Oxfordshire OX14 4SA, Reino Unido (en adelante llamada “Evotec”) y por cuanto
considerando que la invencién fue hecha en el curso del trabajo bajo circunstancias en las que una
invencion puede razonablemente esperarse que resulte todos los derechos en y de la invencion son
traspasados a Evotec por operacion de ley, especificamente s39 de la Ley de Patentes de 1977, y

ademas en virtud de una clausula de traspaso especifica en sus contratos de trabajo;

POR CUANTO en virtud de un contrato entre Evotec y RespiVert con vigencia el 18 de octubre de
2010 todos los derechos en la Invencion propiedad de Evotec fueron transferidos a RespiVert;

POR CUANTO los Inventores y Evotec y RespiVert han autorizado y solicitado la presentacion de

las Solicitudes;

AHORA, POR LO TANTO, a todos a quienes concierna sépase que por una contraprestacion de las
sumas establecidas en los contratos anteriormente mencionados y la suma de £1 (una libra
esterlina) la suficiencia de lo cual se reconoce por el presente, nosotros los Inventores y Evotec por
medio de su funcionario autorizado confirmamos la propiedad de RespiVert de la Invencién y las
Solicitudes y por el presente traspasamos y transferimos a RespiVert todo el derecho, titulo e
interés de propiedad en y de la Invencién y las Solicitudes y a cualquier derecho de prioridad para
todos los territorios del mundo respecto de la Invencion y las Solicitudes y en y de cualquier solicitud
divisional, continuacion o continuacién en parte de la misma, y en y de cualquier extension o
reexpedicion de las misma, o Certificado de Proteccion Complementario con base en ello, y
nosotros los Inventores y Evotec por medio de su funcionario autorizado por el presente
autorizamos y solicitamos que cualquier patente que surja de ello en cualquier territorio del mundo

sea expedida a RespiVert;



Y nosotros los Inventores para nosotros mismos y nuestros respectivos ejecutores y representantes
legales por el presente y Evotec por medio de su funcionario autorizado acordamos proporcionar
informaciéon y haremos ejecutar y entregar cualquier y todos los otros instrumentos por escrito, y
cualquiera y todos los actos, solicitudes, papeles, affidavits, traspasos y otros documentos
adicionales que sean posibles y necesarios o0 deseables para asegurar y traspasar mas
efectivamente en RespiVert, sus sucesores y cesionarios, todo el derecho, titulo e interés en y de la

Invencion y las Solicitudes.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, con vigencia el 18 de octubre de 2010 los Inventores, Evotec por
medio de su funcionario autorizado y RespiVert por medio de su funcionario autorizado hemos

colocado nuestras respectivas firmas:

FIRMADO por Kazuhiro ITO:
(firma: ilegible)
en presencia de:

(firma: ilegible) JG Williams

FIRMADO por Peter John MURRAY:
(firma: ilegible)
en presencia de:

(firma: ilegible)

FIRMADO por John KING-UNDERWOOD:
(firma: ilegible)
en presencia de:

(firma: ilegible)

FIRMADO por George HARDY:

FIRMADO por Frederick Arthur BROOKFIELD:
(firma: ilegible)



en presencia de:

(firma: ilegible)

FIRMADO por Christopher John BROWN:
(firma: ilegible)
en presencia de:

(firma: ilegible)

FIRMADO por Evotec:
(firma: ilegible)
Nombre: Dr. Mario Polywka

Competencia: Principal Funcionario Operativo

FIRMADO por RespiVert;

(firma: ilegible)

Nombre: WG Rapepori
Competencia: Director Administrativo

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 22 de abril de 2013, en la ciudad de
Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de

Justicia, Republica de Colombia.
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TRASPASO

POR CUANTO, nosotros John KING-UNDERWOOD de Moorend Cottage, School Lane, Pendock,
Worcestershire GL19 3PW, Reino Unido, Kazuhiro ITO c/o RespiVert Limited, Imperial College
Biolncubator, Level 1 Bessemer Building, Imperial College, London SW7 2AZ, Reino Unido, Peter
John MURRAY c/o RespiVert Limited, Imperial College Biolncubator, Level 1 Bessemer Building,
Imperial College, London SW7 2AZ, Reino Unido, George HARDY de Sunny Bank, Brightling Road,
Robertsbridge, East Sussex TN32 5EJ, Reino Unido, Frederick Arthur BROOKFIELD c/o Evotec
(UK) Limited, 114 Milton Park, Abingdon, Oxfordshire OX14 4SA, Reino Unido y Christopher John
BROWN c/o Evotec (UK) Limited, 114 Milton Park, Abingdon, Oxfordshire OX14 4SA, Reino Unido
(en adelante llamados “los Inventores”) hemos inventado o descubierto “DERIVADOS DE
QUINAZOLIN-4 (3H)-ONA UTILIZADOS COMO INHIBIDORES DE PI3 CINASA” (en adelante
llamada “la Invencién”) para la cual se presenté una solicitud de patente en el Reino Unido bajo el
numero 0918249.4 el 19 de octubre de 2009 y una solicitud del PCT correspondiente bajo el
numero PCT/EP2010/065746 el 19 de octubre de 2009 y para la cual se han presentado solicitudes

correspondientes en Taiwan y Argentina (en adelante llamada “las Solicitudes”);

POR CUANTO Kazuhiro ITO y Peter John MURRAY eran empleados de RespiVert Limited en el
momento de hacer la Invenciéon cuyo domicilio registrado es 265 Strand, London WC2R 1BH, Reino
Unido (en adelante llamada “RespiVert”) y por cuanto considerando que la invencion fue hecha en
el curso del trabajo bajo circunstancias en las que una invencion puede razonablemente esperarse
que resulte todos los derechos en y de la invencion son traspasados a RespiVert por operacion de
ley, especificamente s39 de la Ley de Patentes de 1977, y ademas en virtud de una clausula de

traspaso especifica en sus contratos de trabajo;

POR CUANTO en virtud de un contrato entre John KING-UNDERWOOD y RespiVert con vigencia
el 19 de octubre de 2010 todos los derechos en la Invencion propiedad de John KING-
UNDERWOOD fueron transferidos a RespiVert;



POR CUANTO en virtud de un contrato entre George HARDY y RespiVert con vigencia el 19 de
octubre de 2010 todos los derechos en la Invencion propiedad de George HARDY fueron

transferidos a RespiVert;

POR CUANTO Frederick Arthur BROOKFIELD y Christopher John BROWN eran empleados de
Evotec (UK) Limited en el momento de hacer la Invenciéon cuyo domicilio es 114-Milton Park,
Abingdon, Oxfordshire OX14 4SA, Reino Unido (en adelante llamada “Evotec”) y por cuanto
considerando que la invencién fue hecha en el curso del trabajo bajo circunstancias en las que una
invencién puede razonablemente esperarse que resulte todos los derechos en y de la invencion son
traspasados a Evotec por operacion de ley, especificamente s39 de la Ley de Patentes de 1977, y

ademas en virtud de una clausula de traspaso especifica en sus contratos de trabajo;

POR CUANTO en virtud de un contrato entre Evotec y RespiVert con vigencia el 18 de octubre de
2010 todos los derechos en la Invencion propiedad de Evotec fueron transferidos a RespiVert;

POR CUANTO los Inventores y Evotec y RespiVert han autorizado y solicitado la presentacion de

las Solicitudes;

AHORA, POR LO TANTO, a todos a quienes concierna sépase que por una contraprestacion de las
sumas establecidas en los contratos anteriormente mencionados y la suma de £1 (una libra
esterlina) la suficiencia de lo cual se reconoce por el presente, nosotros los Inventores y Evotec por
medio de su funcionario autorizado confirmamos la propiedad de RespiVert de la Invencién y las
Solicitudes y por el presente traspasamos y transferimos a RespiVert todo el derecho, titulo e
interés de propiedad en y de la Invencién y las Solicitudes y a cualquier derecho de prioridad para
todos los territorios del mundo respecto de la Invencién y las Solicitudes y en y de cualquier solicitud
divisional, continuacién o continuacion en parte de la misma, y en y de cualquier extensién o
reexpedicion de las misma, o Certificado de Proteccién Complementario con base en ello, y
nosotros los Inventores y Evotec por medio de su funcionario autorizado por el presente
autorizamos y solicitamos que cualquier patente que surja de ello en cualquier territorio del mundo

sea expedida a RespiVert;

Y nosotros los Inventores para nosotros mismos y nuestros respectivos ejecutores y representantes
legales por el presente y Evotec por medio de su funcionario autorizado acordamos proporcionar

informacién y haremos ejecutar y entregar cualquier y todos los otros instrumentos por escrito, y



cualquiera y todos los actos, solicitudes, papeles, affidavits, traspasos y otros documentos
adicionales que sean posibles y necesarios o deseables para asegurar y traspasar mas
efectivamente en RespiVert, sus sucesores y cesionarios, todo el derecho, titulo e interés en y de la
Invencién y las Solicitudes.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, con vigencia el 19 de octubre de 2010 los Inventores, Evotec por
medio de su funcionario autorizado y RespiVert por medio de su funcionario autorizado hemos

colocado nuestras respectivas firmas:

FIRMADO por Frederick Arthur BROOKFIELD: (firma: ilegible)
en presencia de:

(firma: ilegible)

FIRMADO por Christopher John BROWN: (firma: ilegible)
en presencia de:

(firma: ilegible)

FIRMADO por Evotec:

(firma: ilegible)

Nombre: (ilegible) David Hallett
Competencia: Secretario de la Compaiiia Quimico EVP

Principal Funcionario Operativo

FIRMADO por RespiVert;
(firma: ilegible)
Nombre: WG Rapepori

Competencia: Director Administrativo

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 22 de abril de 2013, en la ciudad de
Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de
Justicia, Republica de Colombia.
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ASSIGNMENT

WHEREAS WE John KING-UNDERWOOD of Moorend Cottage, School Lane,
Pendock, Worcestershire GL19 3PW, United Kingdom, Kazuhiro ITO c/o RespiVert
Limited, Imperial College Biolncubator, Level 1 Bessemer Building, Imperial College,
London SW7 2AZ, United Kingdom, Peter John MURRAY c/o RespiVert Limited,
Imperial College Biolncubator, Level 1 Bessemer Building, Imperial College, London
SW7 2AZ, United Kingdom, George HARDY of Sunny Bank, Brightling Road,
Robertsbridge, East Sussex TN32 5EJ, United Kingdom, Frederick Arthur
BROOKFIELD c/o Evotec (UK) Limited, 114 Milton Park, Abingdon, Oxfordshire
0OX14 4SA, United Kingdom and Christopher John BROWN c/o Evotec (UK)
Limited, 114 Milton Park, Abingdon, Oxfordshire OX14 4SA, United Kingdom
(hereinafter called "the Inventors") have invented or discovered “Compounds’
(hereinafter called “the Invention”) for which a patent application in Taiwan was filed
under number 099135360 on 18 October 2010, a PCT application was filed under
number PCT/EP2010/065746 on 19 October 2010 and a corresponding PCT
application entitled “Compound” was filed under number PCT/GB2011/052015 on
18 October 2011 (hereinafter called "the Applications");

WHEREAS Kazuhiro ITO and Peter John MURRAY were employed at the time of
making of the Invention by RespiVert Limited Whose registered address is 50-100
Holmers Farm Way, High Wycombe, Buckinghamshire HP12 4EG, United Kingdom
(hereinafter called "RespiVert") and whereas bearing in mind that the invention was
made in the course of employment under circumstances whereby an invention may
reasonably be expected to result all rights in and to the invention are assigned to
RespiVert by operation of law, specifically s39 of the Patents Act 1977, and

moreover by virtue of a specific assignment clause in their contracts of employment;

WHEREAS by virtué of an agreement between John KING-UNDERWOOD and
RespiVert effective as of 18"™ October 2010 all rights owned in the Invention owned
by John KING-UNDERWOOD were transferred to RespiVert;
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WHEREAS by virtue of an agreement between George HARDY and RespiVert
effective as of 18" October 2010 all rights owned in the Invention owned by George
HARDY were transferred to RespiVert;

WHEREAS Frederick Arthur BROOKFIELD and Christopher John BROWN were
employed at the time of making of the Invention by Evotec (UK) Limited of 114
Milton Park, Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SA, United Kingdom (herein after called
“Evotec”) and whereas bearing in mind that the invention was made in the course of
employment under circumstances whereby an invention may reasonably be
expected to result all rights in and to the invention are assigned to Evotec by
operation of law, specifically s39 of the Patents Act 1977, and moreover by virtue of

a specific assignment clause in their contracts of employment;

WHEREAS by virtue of an agreement between Evotec and RespiVert effective as
of 18" October 2010 all rights in the Invention owned by Evotec were transferred to
RespiVert;

WHEREAS the Inventors and Evotec and RespiVert have authorised and
requested the filing of the Applications;

NOW, THEREFORE, to all whom it may concern be it known that for consideration
of the amounts set out in the aforementioned agreements and the sum of £1 (one
pound sterling) the sufficiency of which is hereby acknowledged, we the Inventors
and Evotec through its authorised official hereby confirm the ownership by
RespiVert of the Invention and the Applications and hereby assign and transfer to
RespiVert all ownership right, title and interest in and to the Invention and the
‘Applications and to any priority rights for all territories of the world in respect of the
Invention and the Applications and in and to any divisional application, continuation
or continuation in part application thereof, and in and to any extension, or re-issue
thereof, or Supplementary Protection Certificate based thereon, and we the
Inventors and Evotec through its authorised official hereby authorise and request

any patent arising therefrom in any territory of the world be issued to RespiVert;

AND we the Inventors for ourselves and our respective executors and legal

representatives hereby and Evotec through its authorised official agree to provide
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information and make execute and deliver any and all other instruments in writing,
and any and all further acts, applications, papers, affidavits, assignments and other
documents which may be possible and are necessary or desirable to more
effectually secure to and vest in RespiVert its successors and assigns, the whole

right, title and interest in and to the Invention and the Applications.

IN WITNESS whereof and with effect from 18" October 2010 the Inventors, Evotec
through its authorised official and RespiVert through its authorised official have

hereunto set their respective hands:

SIGNED by Kazuhiro ITO:

in the presence of:

J & {r\/ll——l-(/tMS

SIGNED by Peter John MURRAY:

P

<

in the presence of:
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SIGNED by John KING-UNDERWOOD:

in the presence of:

T

SIGNED by George HARDY:

in the presence of:
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SIGNED by Christopher John BROWN:
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ASSIGNMENT

WHEREAS WE John KING-UNDERWOOD of Moorend Cottage, School Lane, Pendock
Worcestershire GL19 3PW, Kazuhiro ITO c/o RespiVert Ltd. Imperial College
Biolncubator, Level 1, Bessemer Building, Imperial College London SW7 2AZ, , Peter
John MURRAY c/o RespiVert Ltd. Imperial College Biolncubator, Level 1, Bessemer
Building, Imperial College London SW7 2AZ, George HARDY of Sunny Bank, Brightling
Road, Robertsbridge East Sussex TN32 5EJ, Frederick Arthur BROOKFIELD c/o Evotec
(UK) Ltd 114 Milton Park, Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SA, UK and Christopher John
BROWN c/o Evotec (UK) Ltd 114 Milton Park, Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SA, UK
(hereinafter called "the Inventors") have\ invented or discovered “Compounds”
(hereinafter called “the Invention”) for which a patent‘application in the United Kingdom
was filed under number 0918249.4 on 19 October 2009 and a corresponding PCT
application was filed under number PCT/EP2010/065746 on 19 October 2010 and for
which corresponding applications have also been filed in Taiwan and Argentina (hereinafter
called "the Applications");

WHEREAS Kazuhiro ITO and Peter John MURRAY were employed at the time of making
of the Invention by RespiVert Limited whose registered address is 265 Strand, Lohdon
WC2R 1BH, United Kingdom (hereinafter called "RespiVert") and whereas bearing in
mind that the invention was made in the course of employment under circumstances
whereby an invention may reasonably be expected to result all rights in and to the invention
are assigned to RespiVert by operation of law, specifically s39 of the Patents Act 1977,
and moreover by virtue of a specific assignment clause in their contracts of employment;

WHEREAS by virtue of an agreement between John KING-UNDERWOOD and Respivert
effective as of 19™ October 2009 all rights owned in the Invention owned by John KING-
UNDERWOOD were transferred to RespiVert;

WHEREAS by virtue of an agreement between George HARDY and Respivert effective as
of 19" October 2009 all rights owned in the Invention owned by George HARDY were
transferred to RespiVert;

WHEREAS Frederick Arthur BROOKFIELD and Christopher John BROWN were
employed at the time of making of the Invention by Evotec (UK) Ltd of 114 Milton Park,
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SIGNED by Kazuhiro ITO:

L)
in the presence of: %/CZ@A@CQ;& .....................................................

gm&ﬁ %«é\&g

SIGNED by Peter John MURRAY:

in the presence of:

in the presence of:

SIGNED by George HARDY:

in the presence of:
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Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SA, UK (herein after called “Evotec”) and whereas bearing
in mind that the invention was made in the course of employment under circumstances
whereby an invention may reasonably be expected to result all rights in and to the invention
are assigned to Evotec by operation of law, specifically s39 of the Patents Act 1977, and
moreover by virtue of a specific assignment clause in their contracts of employment;

WHEREAS by virtue of an agreement between Evotec and RespiVert effective as of 19"
October 2009 all rights in the Invention owned by Evotec were transferred to RespiVert;

WHEREAS the Inventors and Evotec and RespiVert have authorised and requested the
filing of the Applications;

NOW, THEREFORE, to all whom it may Concern be it known that for consideration of the
amounts set out in the aforementioned agreements and the sum of £1 (one pound sterling)
the sufficiency of which is hereby acknoWIedged, we the Inventors and Evotec through its
authorised official hereby confirm the ownership by RespiVert of the Invention and the
Applications and hereby assign and transfer to RespiVert all ownership right, title and
interest in and to the Invention and the Applications and to any priority rights for all
territories of the world in respect of the Invention and the Applications and in and to any
divisional application, continuation or continuation in part application thereof, and in and to
any extension, or re-issue thereof, or Supplementary Protection Certificate based thereon,
and we the Inventors and Evotec through its authorised official hereby authorise and

request any patent arising therefrom in any territory of the world be issued to RespiVert;

AND we the Inventors for ourselves and our respective executors and legal
representatives hereby and Evotec through its authorised official agree to provide
information and make execute and deliver any and all other instruments in writing, and any
and all further acts, applications, papers, affidavits, assignments and other documents
which may be possible and are necessary or desirable to more effectually secure to and
vest in RespiVert its successors and assigns, the whole right, title and interest in and to
the Invention and the Applications.

IN WITNESS whereof and with effect from 19" October 2009 the Inventors, Evotec

through its authorised official and RespiVert through its authorised official have hereunto
set their respective hands:
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SIGNED by Frederick Arthur BROOKFIELD:

in the presence of:

in the presence of:

SIGNED by Evotec:

Name:

Capacity:

SIGNED by RespiVert:
Name:

Capacity:
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