U

[ndustria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Organizacion y
Digitalizacion CSA Ltda

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES _ '
& q
EO

LICITUD DE PATENTE DE
INVENCION

TITULO DERIVADOS DE TIAZOLIDINADIONA COMO INHIBIDORES DE
LA P13 QUINASA

SOLICITANTE: _SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION

DIRECCION: _One Franklin Plaza, P.O Box 7929, Philadelphia, PA 19101
E.U.A.

APODERADO:_CARLOS R. OLARTE

BOGOTA 09 de Octubre de 2008

P2008/000173

— -

e s -
[T




Cear

aud
- '
'

v oEy

(C

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

OLARTERArqBECK ]

.

SURE RINT D - NCLA INED

EEIE"!EIIHIEEIEEEMEEB:

08-108193. .
Fetha 2008-10-Gy 1635 28
FE T PATEN Ty
Ant 411 PRESENTACION

PETITORIO - FORMULARIO ﬁNICO DE SOLICI UL - -
PATENTE PCT

USIRIA ¥ COM!:I\CI(:)

H/Illﬂfi!lﬂllﬂﬂl

Den 2()30 NUH‘
REACIO
Evea: 378 FHSt:NACfUNC;l:}!Nf

Folios: 135

ENTRADA EN FASE NACIONAL P2008/000173
0 SOLICITUD DE:
| x | Patente de Invencidn, Patente de Modelo de Utilidad.
x | Capitulo I. ~ Capitulo II.
]
¥
Nombre: SMITHKLINE BEECHAM IDENTIFICACION
CORPORATION .
SOLICITANTE Direccidn: One Franklin Plaza PO Box 7929 C.C. NIT
(71) Philadelphia, Pennsylvania 19101 E.U.A. ‘
Nacionalidad o Domicilio: ESTADOUNIDENSE C.E. Otro
Lugar de Constitucion: Estados Unidos de
América. Cual
Teléfono: Fax: )
E-mail: ' Numero
R S T o T I HIDEN:I'IFIA(":'I?\VCI(')-N )
Nombre: CARLOS R. OLARTE
C.C.| X | NIT
Direccidon: World Trade Center Torre A '
REPRESENTANTE L .
Teléfono: 601-7700 Fax: 601-7799
E-mail: office@olarteraisbeck.com Cual ____
) . Namero 79782747Bta
TP 74.295
Nombre: VER PAGINA ADJUNTA
INVENTOR (ES) Direccion: VER PAGINA ADJUNTA
72
(72) Nacionalidad o Domicilio: VER PAGINA ADJUNTA

) @ PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/US2007/066359

Publicacidén Internacional No. WO 2007/136940

Fecha Abril

11, 2007

Fecha

Noviembre 29, 2007

PI3 QUINASA

'Titulo (54) _DERIVADOS DE TIAZOLIDINADIONA COMO INHIBIDORES DE LA

" Clasificacién Internacional (51) A61K 31/4709

(32') Fecha

» §>(33)'4Péis de Origen H » H (31) Numero de SO|ICItUd
Prioridad _©  us | abrita1,2006 I 60/791,134

i

SI| X | NO | {
| E

‘ !

l 1 1

C mprobante de pago No.  08-80,097 Fecha Octubre 8 de 2008




)]

D>

ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

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

juridica.

Poderes, si fuere el casa. Adjunto copia simple, Ver Exp. No. 06-007.246

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante. Declaracién bajo la Regla 4.17 del
PCT.

Declaraciones. c

Copia de ia solicitud internacional. {Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccidn del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta
solicitud.

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

Otros. Busqueda Internacional
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NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE - FIRMA:

Solicito la concesién de la patente,

C.C. 79.782.747 Btéd T.P._74.295
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Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.




LISTA DE INVENTORES

. Michael, Gerard DARCY,
1250 South Collegeville Road,
Collegeville, PA 19426
Estados Unidos de America
Nacionalidad: Estadounidense

. Steven, David KNIGHT,

1250 South Collegeville Road,
Collegeville, PA 19426
Estados Unidos de America
Nacionalidad: Estadounidense

. Nicholas, D. ADAMS,

1250 South Collegeville Road,
Collegeville, PA 19426.
Estados Unidos de America
Nacionalidad: Estadounidense

. Stanley, J. SCHMIDT,

1250 South Collegeville Road,
Collegeville, PA 19426
Estados Unidos de America
Nacionalidad: Estadounidense
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Traduccion oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucion 2117.del
Ministerio de Justicia de Colombia *

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE

SMITHKLINE BEECHAM CORPORATiON

PODER DE REPRESENTACION
Bilinglie inglés- espaficl otorgado en Brentford, Middlesex, Inglaterra el 13 de
agosto de 2003 y firmado por Peter John Giddings, Apoderado y Fwﬁcionario
autorizado.
Certificado de Notario De Pinna en espafol certificando gue Peter John Giddings

es apoderado de Smithkline Beecham Corporation, firmado por James Kerr Milligan.

APOSTILLA
{Convencion de la Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte

- Este documento Publico

ha sido firmado por James Kerr Milligan

Quien ejerce funcionés de Notario publico
4. Lleva el sello del Notario pablico

CERTIFICADQ
En Londres

EV 14 agosto 2003

~

Por el Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
exteriores y de la Mancomunidad .
8. No. G229470

‘Gran Sello de la Oficina de Asuntos exteriores y de la Mancomunidad
Firma legible de J. Garbrah- Por el Secretario de Estado

Si el documento se usa en un pais que no partenece a la Convencidn de la Haya del

9 de octubre de 1961 debe pasar por la seccién consular de la Misién que

representa el pais.

s traduccion fiet del inglés, con copia archivo para coafrontacidn. bogotd 21 égosto-OB. ‘ l -JQ;\JQ Q\
- M0 L.

Marlen Heira C

MARLEN MEIRA CASTRO -
Troductor e Intérprete Oli%:'ro'
Inglés - Espadol - Ingles
Resolucién No. 2117 del 7 Qa1 1987



DE PiNna

Yo,lel infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico de 1a Ciudad de

Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente adinitido y juramentado,

CERTIIFICO:

QUIS es auténtica la firma “P. Giddings” suscrita al pi‘e del adjunto Poder, por ser
del puiio y letra del Seifior Don PETER JOHN GIDDINGS, cuya identidad me
consta, Apoderado de la corporacién denominada “SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION”, corporacibu legalmente constituida y existente de acuerdo con
las leyes del Bstado de Pensilvania, listados Unidos de América, con domicilio
>social en 1, Franklin Plaza, Philadelphia, Pensilvania 19101, IEstados Unidos. de

América;

QUE el citado Seiior Don PETER JOHN GIDDINGS esta debida y
sulicientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en virtud del
Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 11 de julio de 2002,

copia del cual he tenido a la vista,
Y QUL los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro de
los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Bscritura

Constitutiva y los Iistatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE donde y como convenga y fuere necesario expido el

JAMES KERR MILLIGAN
Notario Pablico de Londres, Inglaterra
| _&a,

¢

A

SCRIVENAR
HOTARIES

DE PINNA
35 Piccadilly London W13 OLJ
Telephone:t44 ()20 7208 2900 Focsimile: +44 (0)20 7208 UGG 12X Nu. 48521 Ficeadilly 2



ATOSTILLE
(Mague Convention of 5 QOctober 1961 / Conveniion de La Haye du 5 vctobie 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Country: United Kingdom of Great Britein and Notthem helond
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretague et d’lelande du Nuord
This public document / Le piésent acle public

2. las been signed by James Kerr Miltigan
a ¢1é signé par

3. Acting intha copacity of - Notary Public
agissant en yualité de

4. Bears the seal/stamp of  The Said Notary I'ublic
cst revélu du sceanflinibie de

Ceitificd/Attesté
5. at London/ Londres 6. thefle 14 Awgust 2003

7. by ter Majesty's Principal Scuretary of State lur Foreign and Commonwealth Affairs /
par e Secrétaire d’Gat Principal de Sa Majesté aux Alfaites Clrangéres et du Commuvnwealih,

8. Nwmuber/sous No G229470

9. Stonpe
tmbie:

10. Signalwe:  J, Garbrah

plL

For the Sectermy of State / Ponr te Sectéaire d'Etaf

A this doctment is fo be used in a country which is not paity to the Hague Convention of 5§ October 1961,
it should be presented to the consulas section of the mission representing that country.



OLARTERAISBECK

. OLARTE RAISBECK & FRIER!, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORRE G
CaLLe 100 No. BA-55 Piso 10
BoGoTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 638-G200
Fax: +57-1 638-6201

www.olarleraisbeck.com

Power of Attorney

‘The undersigned,

domiciled in

Poder

El susctilo,

SmithKline Beecham Corporation

domscitiado en

One Franklin Plaza, ¥ O Box 7929, Philadelphia, PA 19101, United States of Americu

by 1meaus of these presents hercby grauts to Carlos
R. Qlarie, J. Ian Raisbeck and Ana
Maria Erieri full and sufficient Power of
Attorney to file, prosecute, obtain, defend and
culoree any and ali of the company’s Patents,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colowbia, to which end it empowers
them  take all steps necessary before any
admiuistrative or judicial autliority of any class for
the objects slated, to file petitions, appeals, replies
and oppositions, pay taxes and annuities, request
lestimonies, receive documents and secwrities,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby pranted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those
who arc to represent the cowpany judicially and
extrajudicially, to answer in court jn the matier of ali
claims and demands that may be presented in
connection with the objecis stated, giving them
likewise power to substitute these presents and
revoke such substitwtions.

Signature/Forma:

por medio del presente otorga a Carlos 1.
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria
Frieri poder especial, awplio y suficientc para
presentar, tramitar, obiener, defender y bhacer
respetar todas y cualquicra de Patentes, Modelos
de Utilidad y Disefios Industriales de la
compafifa en la Repiblica de Colombia, a cuyu
clecto los faculta para dar todos los pasos
neccesarios ante cualguier autoridad adininistrativa
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lu encomendado, elevar sglicitudes, apelaciones,
respucslas y oposiciones, pagar inpueslos y
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder baslanie para recibir netiflicaciones
a npmbre de la compaiiia, otorgar poderes a
quicues vayan a representar a la compaiia judicial
y extiajudicialmente, responder en juicio a lodas
las reclamaciones o demandas que por wwotivo de
lo encomendado se presentaren, dandoles
asimisimo facultad para sustituir €l presente y
revocar dichas sustituciones.

Peter J Ohl@)Dﬂ\IGS ‘IS Altomey and Authorised Official

Date/Fecha: 13 August 2003

City,Country/Ciudad,Pais: Breatford, Middlesex, Eugland
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Box No. VIII{ii) . DECLARATION: ENTITLEMENT TO APPLY FOR AND BE GRANTED A PATENT

The declaration must conform to the standardized wording provided for in Section 212; see Notes to Boxes Nos, VIII, VIII(T)
to (v) ()n general and the gpecific Nokes o Box No, VIL(ii). If this Box is not useql. this sheet should not be included in the
Tcquest,

Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing date, to apply for and be granted a patent (Rules
4.17(i) and 5Ebis. 1(a)(ii)), in a case where the declaration under Rule 4. 17(iv} is not appropriate:

in relation to international application No. PCT/US2007/066359 filed on 11 April 2007

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

an assignment from

DARCY, Michael Gerard of 1250 South Collegeville Road, Collegeville, Pennsylvania 19426, to
SmithKline Beecham Corporation dated 16 April 2007

KNIGHT, Steven David of 1250 South Collegeville Road, Collegeville, Pcnnsy]vama 19426, to
SmithKline Beecham Corporation dated 18 April 2007

ADAMS, Nicheolas D. of 1250 South Collegeville Road, Collegeville, Pennsylvania 19426, to
SmithKiine Beecham Corporation dated 20 April 2007

SCHMIDT, Stanley J. of 1250 South Collegeville Road, Collegeville, Pennsylvania 19426, to
Smithkline Beecham Corporation dated 17 April 2007

O This declaration is contioued ou the followi wing sheet, "Continuation of Box No. VIIGi)".
Form PCT/R0O/101 (declaration sheet (ii)) (March 2001; reprint January 2003) See Notes to the request form




(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) < (

(19) World Intellectual Property Organization
International Bureau g

(43) luternational Publication Date
29 November 2007 (29.11.2007)

TP 0 AR O A

(10) International Publication Number

WO 2007/136940 A2

(51) International Patent Classification:
AGTK 3144709 (2006.01)

(21) International Application Number:
PCT/US2007/066359

(22) International Filing Pate: 11 Aprl 2007 (11.04.2007)

(25) Filing Language: English

(26) Publication Language: English

('3[)). Priority Data:
60/7491,134 L1 Aprii 2006 (11.04.2000)  US

(71) Applicant  (Jor all designated States except US):
SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION
[US/US]; One Franklin Plaza, P.O. Box 7929, Philadel-
phia, PA 19101 (US).

(72) Inventors; and

(75) lnventors/Applicants (for US only): DARCY, Michael,
Gerard [US/US]; 1250 South Collegeville Road, Col-
legeville, PA 19426 (US). KNIGHT, Steven, David
[US/US]; 1250 South Collegeville Road, Collegeville,
PA 19426 (US). ADAMS, Nicholas, D. {US/US]; 1250
South Collegeville Road, Collegeville, PA 19426 (US).
SCHMIDT, Stanley, J. [US/US]); 1250 South Collegeville
Roud, Collegeville, PA 19426 (US).

(74) Agents: PENG, Tony, W. et al.; GlaxoSmithkline, Corpo-
rate Intellectual Property, UW2220, 709 Swedeland Roud,
" P.O. Box 1539, King Of Prussia, PA 194006-0939 (US).

(81) Designate: es (unless otherwise indicaled, for every

kind of wationdl protection available): AL, AG, AL, AM,
. AZ/BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,
CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES,
, GB, GD. GE, GH, GM, GT, HN., HR. HU. ID, IL,, IN,
S, JPKE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR,
LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX,
MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO,
RS, RU, 8C, 8D, SE, SG, SK, SL, SM, SV, SY, TJ, T™M,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM,  ZW,

(84) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GI1,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 3D, SL. SZ, TZ, UG, ZM.
ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, Fl,
FR,GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL, PL,
PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF. BJ, CF, CG, CI, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4.17:

— as to applicant’s entitlement 10 apply for and be granted a
patent (Rule 4.17(ii))

== as o the applicant’s entitlement to claim the priority of the
earlier application (Rule 4.17(iii))

—  of inventorship (Rule 4. 17(iv))

Published:
—  without international search report and 10 be republished
upon receipt of that report

For two-letter cades and other abbreviations, refer 1o the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazette. :

2007/136940 A2 |00 00 00O O 0 A

WO

(54) Title: THIAZOLIDINEDIONE DERIVATIVES AS PI3 KINASE INHIBITORS

(57) Abstract: Invenied is a method of inhibiling the activity/function of P13 kinases vsing thiazolidinedione derivatives. Also in-
vented is a method of reating one ar more disease states selected from: autoimmune disorders, inflammatory diseases, cardiovascular
diseases, neurodegenerative diseases, allergy, asthma, pancreatitis, multiorgan failure, kidney diseases, platelet aggregation, cancer,
sperm matility, transplantation rejection, graft rejection and lung injuries by the administration of thiazolidinedione derivalives.

ok
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THIAZOLIDIN@I()NE DERIVATIVES AS PI3 KINASE INHIBITORS

Field of the Invention
This invention relates to the use of thiazolidinedione derivatives for the

5 modulation, notably the inhibition of the activity or function of the phosphoinositide
3’ OH kinase family (hereinafter PI3 kinases), suitably, PI3Ka, Pi3K8§, PI3KB, and/or
PI3Ky. Suitably, the present invention relates to the use of thiazolidinediones in the
treatment of one or more disease states selected from: autoimmune disorders,
inflammatory diseases, cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases,

10 allergy, asthma, pancreatitis, multiorgan failure, kidney diseases, platelet
aggregation, cancer, sperm motility, transplantation rejection, graft rejection and

lung injuries.

Background of the Invention

15 Cellular membranes represent a large store of second messengers that can
be enlisted in a variety of signal transduction pathways. In regards functicn and
regulatidn of effector enzymes in phospholipids signaling pathways, these enzymes
generate second messengers from the membrane phospholipid pools (class | P13
kinases (e.g. PI3Kalpha)) are dual-specificity kinase enzymes, meaning they

20 dispiay both: lipid kinase {phosphorylation of phbsphoinosit(des) as well as protein
kinase activity, shown to be capable of phosphorylation of protein as substrate,
including auto-phosphorylation as intramolecular regulatory mechanism. These
enzymes of phospholipids signaling are activated in response to a variety of extra-
cellular signals such as growth factors, mitogens, integrins (cell-cell interactions)

25  hormones, cytokines, viruses and neurotransmitters such as described in Scheme
A hereinafter and also by intracellular regulation by other signaling molecules
(cross-talk, where the original signal can activate some parallel pathways that in a
second step transmit signals to PI3Ks by intra-celiular signaling events), such as
small GTPases, kinases or phosphatases for example. Intracellular regulation can

30  also occur as a result of aberrant expression or lack of expression of cellular

oncogenes or tumor suppressors. The inositol phospholipid (phosphoinositides)

intracellular signaling pathways begin with activation of a signaling molecules (extra
cellular ligands, stimuli, receptor dimerization, transactivation by heterologous

receptor (e.g. receptor tyrosine kinase)) the recruitment and activation of PI3K
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including the involvement of G-protein linked transmembrane receptor integrated
into the plasma membrane.

PI3K converts the membrane phospholipids PI(4,5)P; into PI(3,4,5)P4 that
functions as a second messenger. Pl and PI(4)P are also substrates of PI3K and
can be phosphorylated and cenverted into PI3P and PI(3,4)P», respectively. In
addition, these phosphoinositides can be converted into other phosphoinositides by
5'—specific and 3’-specific phophatases, thus PI3K enzymatic activity results either
directly or indirectly in the generation of two 3’ —-phosphoinositide subtypes that
function as 2™ messengers in intra-cellular signal transduction pathways (Trends
Biochem. Sci. 22(7) p.267-72 (1997) by Vanhaesebroeck et al.; Chem. Rev. 101 (8)
p.2365-80 (2001) by Leslie et al (2001); Annu. Rev. Cell.Cev. Biol. 17p, 615-75
(2001) by Katso et al. and Cell. Mol. Life Sci. 59(5) p.761-79 (2002) by Toker et al.).
Multiple PI3K isoforms categorized by their catalytic subunits, their regulation by
corresponding regulatory subunits, expression patterns and signaling-specific
functions (p110q, B, & and y) perform this enzymatic reaction (Exp. Cell. Res. 25 (1)
p. 239-54 (1999) by Vanhaesebroeck and Katso et al., 2001, above).

The closely related isoforms p110a and § are ubiquitously expressed, while
8 and y are more specifically expressed in the haematopoietic cell system, smooth
muscle cells, myocytes and endothelial cells (Trends Biochem. Sci. 22(7) p.267-72
(1997) by Vanhaesebroeck et al.). Their expression might also be regulated in an
inducible manner depending on the cellular, tissue type and stimuli as well as
disease context. Inducibility of protein expression includes synthesis of protein as
well as protein stabilization that is in part regulated by association with regulatory
subunits.

To date, eight mammalian PI3Ks have been identified, divided into three
main classes (I, I, and HI} on the basis of sequence homology, structure, binding
partners, mode of activation, and substrate preference. In vitro, class | PI3Ks can
phosphorylate phosphatidylinositol (Pl), phosphatidylinositol-4-phesphate (Pl4P),
and phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (P1(4,5)P;) to produce
phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate
(PI(3,4)P,, and phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (P1{3,4,5)F;, respectively.
Class Il PI3Ks phosphorylate Pl and phosphatidylinositol-4-phosphate. Class Il
PI3Ks can only phosphorylate Pl (Vanhaesebrokeck et al., 1997, above;
Vanhaesebroeck et al., 1999, above and Leslie et al, 2001, above)
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Scheme A: Conversion of PI{4,5)P2 to PIP3
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As illustrated in Scheme A above, phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks)
phosphorylate the hydroxyl of the third carbon of the inositol ring. The
phosphorylation of phosphoinositides that generate Ptdins to 3,4,5-trisphosphate
(Ptdins(3,4,5)P3), PtdIns(3,4)P2 and PtdIns(3)P produce second messengers for a

-3-
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variety of signal transduction pathways, including those essential to cell
proliferation, cell differentiation, cell growth, cell size, cell survival, apoptosis,
adhesicn, cell motility, cell migration, chemotaxis, invasion, cytoskeletal
rearrangement, cell shape changes, vesicle trafficking and metabolic pathway
{Katso et al., 2001, above and Mol. Med. Today 6(9) p. 347-57 (2000) by Stein). G-
protein coupted receptors mediated phosphceinocsitide 3'OH-kinase activation via
small GTPases such as Gfy and Ras, and consequently PI3K signaling plays a
central rcle in establishing and coordinating cell polarity and dynamic organization
of the cytoskeleton — which together provides the driving force of cells to move.,
Chemotaxis — the directed mbvement of cells toward a concentration gradient of
chemical attractants, also called chemokines is involved in many impaortant
diseases such as inflammation/auto-immunity, neurodegeneration, antiogenesis,
invasion/metastasis and wound healing (Immunol. Tod.ay 21(6) p. 260-4 (2000) by
Wyman et al.; Science 287(5455) p. 1048-53 (2000) by Hirsch et al.; FASEB J.
15(11) p. 2019-21 (2001) by Hirsch et al. and Nat. Immunol. 2(2) p. 108-15 (2001)
by Gerard et al.).

Recent advances using genetic approaches and pharmacological tools have
provided insights into signalling and molecular pathways that mediate chemotaxis in
response to chemoattractant activated G-protein coupled receptors PI3-Kinase,
responsible for generating these phosphorylated signalling products, was originally
identified as an activity associated with viral oncoproteins and growth factor
receptor tyrosine kinases that phosphorylates phosphatidylincsitol (Pl) and its
phosphorylated derivatives at the 3'-hydroxyl of the inosito! ring (Panayotou et al.,
Trends Cell Biol. 2 p. 358-60 (1992)). However, more recent biochemical studies
revealed that, class | PI3 kinases (e.g. class IB isoform PI13Ky) are dual-specific
kinase enzymes, means they display both: lipid kinase (phosphorylation of
phospho-inositides) as well as protein kinase activity, shown to be capable of
phosphorylation of other protein as substrates, including autc-phosphorylation as
intra-molecular regulatery mechanism.

Pi3-kinase activation, is therefore believe to be involved in a range of
cellular responses including cell growth, differentiation, and apoptosis (Parker et al.,
Current Biology, 5 p. 577-99 (1995); Yao et al., Science, 267 p. 2003-05 (1995)).
PI3-kinase appears to be involved in a number of aspects of leukocyte activation. A
p85-associated PI3-kinase activity has been shown to physically associate with the
cytoplasmic domain of CD28, which is an important costimulatory molecule for the
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activation of T-cells in response to antigen (Pages et al., Nature, 369 p. 327-29
(1994); Rudd, Immunity 4 p. 527-34 (1996)). Activation of T cells through CD28
lowers the threshold for activation by antigen and increases the magnituge and
duration of the proliferative response. These effects are linked to increases in the

5 transcription of a number of genes including interleukin-2 (1L2), an important'T cell
growth factor {Fraser et al., Science 251 p. 313-16 (1891)). Mutation of CD28 such
that it can longer interact with PI3-kinase leads to a failure to initiate IL2 production,
suggesting a critical role for PI13-kinase in T cell activation. PI3Ky has been
identified as a mediator of G beta-gamma-dependent regulation of JNK activity, and

10 G beta-gamma are subunits of heterotrimeric G proteins (Lopez-llasaca et ai., J.
Biol. Chem. 273(5) p. 2505-8 (1998)). Cellular processes in which PI3Ks play an
essential role include suppression of apoptosis, reorganization of the actin skeleton,
cardiac myocyte growth, glycogen synthase stimulation by insulin, TNFa-mediated
neutrophil priming and superoxide generation, and leukocyte migration and

15 adhesion to endothelial cells.

Recentily, (Laffargue et al., Immunity 16(3) p. 441-51 (2002)) it has been
described that PI3Ky relays inflammatory signals through various G(i)-coupled
receptors and its central to mast cell function, stimuli in context of leukocytes,
immunology includes cytokines, chemokines, adencsines, antibodies, integrins,

20 aggregation factors, growth factors, viruses or hormones for example (J. Cell. Sci.
114(Pt 16) p. 2903-10 (2001) by Lawlor et al.; Laffargue et al., 2002, above and
Curr. Opinion Cell Biol. 14(2) p. 203-13 (2002) by Stephens et al.).
Specific inhibitors against individuat members of a family of enzymes

provide invaluable tools for deciphering functions of each enzyme. Two

rJ
wh

compounds, LY294002 and wortmannin (cf. hereinafter), have been widely used as
P13-kinase inhibitors. These compounds are non-specific PI3K inhibitors, as they
do not distinguish among the four members of Class | PI3-kinases. For example,
the ICs( values of wortmannin against each of the various Class | PI3-kinases are
in the range of 1-10 nM. Similarly, the IC5( values for LY294002 against each of
30 these PI3-kinases is about 15-20 uM (Fruman et al., Ann. Rev. Biochem., 67, p.
481-507 (1998)), also 5-10 microM on CK2 protein kinase and some inhibitory
activity on phospholipases. Wortmannin is a fungal metabolite which irreversibly
inhibits PI3K activity by binding covalently to the catalytic domain of this enzyme.
Inhibition of PISK activity by wortmannin eliminates subsequent celiular response to

L¥S]
W

the extracellular factor. For example, neutrophils respond to the chemokine fMet-
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Leu-Phe (fMLP) by stimulating PI3K and synthesizing PtdIns (3, 4, 5)P3. This
synthesis correlates with activation of the respirators burst involved in neutrophil
destruction of invading microorganisms. Treatment of neutrophils with wortmannin
prevents the fMLP-induced respiratory burst response (Thelen et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 91, p. 4960-64 (1994)). Indeed, these experiments with
wortmannin, as well as other experimental evidence, shows that PI3K activlity in
cells of hematopoietic lineage, particularly neutrophils, monocytes, and other types
of leukocytes, is involved in many of the non-memory immune response associated

with acute and chronic inflfammation.

CHO_ Yy o

O | CH,Q_ :
o) N/j .

LY294002 WORTMANNIN

Based on studies using wortmannin, there is evidence that PI3-kinase
function is also required for some aspects of leukocyte signaling through G-protein
coupled receptors (Thelen et al., 1994, above). Moreover, it has been shown that
wortmannin and LY294002 block neutrophil migration and superoxide release.
Cyclooxygenase inhibiting benzofuran derivatives are disclosed by John M. Janusz
et al., in J. Med. Chem. 1998; Vol. 41, No. 18.

Itis now well understood that deregulation of onocogenes and tumour-
suppressor genes contributes to the formation fo malignant tumours, for example by
way of increase cell growth and proliferation or increased cell survival. It is also now
known that signaling pathways mediated by the PI3K family have a central role in a
number of cell processes including proliferation and survival, and deregulation of
these pathways is a causative factor a wide spectrum of human cancers and other
diseases (Katso et al., Annual Rev. Cell Dev. Biol., 2001, 17: 615-617 and Foster et
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al., J. Cell Science, 2003, 116: 3037-3040).

Class | PI3K is a heterodimer consisting of a p110 catalytic subunit and a
regulatory subunit, and the family is further divided into class la and Class ib
enzymes on the basis of regulatory partners and mechanism of regulation. Class la
enzymes consist of three distinct catalytic subunits (p110a, p110B, and p1103) that
dimerise with five distinct regulatory subunits (p85a, p55a, p50a, p85B, and p55y),
with all catalytic subunits being able to interact with all regulatory subunits to form a
variety of heterodimers. Class la PI3K are generally activated in response to growth
factor-stimulation of receptor tyrosine kinases, via interaction of the regulatory ‘
subunit SH2 domains with specific phospho-tyrosine residues of the activated
receptor or adaptor proteins such as IRS-1. Small GTPases (ras as an example)
are also involved in the activation of PI3K in conjunction with receptor tyrosine
kinase activation. Both p110a and p110p are constitutively expressed in all cell
fypes, whereas p110d expression is more restricted to leukocyte populations and
some epithelial cells. In contrast, the single Class Ib enzyme consists of a p110y
catalytic subunit that interacts with a p101 regulatory subunit. Furthermore, the
Class Ib enzyme is activated in response to G-protein coupled receptor {(GPCR)
systems and its expression appears to be limited to leukocytes.

There is now considerable evidence indicating that Class la PI3K enzymes
contribute to tumourigenesis in a wide variety of human cancers, either directly or

indirectly (Vivanco and Sawyers, Nature Reviews Cancer, 2002, 2, 489-501). For

example, the p110a subunit is amplified in some tumours such as those of the
ovary {Shayesteh, et al., Nature Genetics, 1999, 21: 89-102) and cervix (Ma et al,
Oncogene, 2000, 19: 2739-2744). More recentlly, activating mutations within p110a
(PIK3CA gene) have been associated with various other tumors such as those of
the colon and of the breast and lung (Samuels, et al., Science, 2004, 304, 554).
Tumor-related mutations in p85a have also been identified in cancers such as
those of the ovary and colon (Philp et al., Cancer Research, 2001, 61, 7426-7429).

In addition to direct effects, it is believed that activation of Class la PI3K contributes

to tumourigenic events that occur upstream in signaling pathways, for example by
way of ligand-dependent or ligand-independent activation of receptor tyrosine

kinases, GPCR systems or integrins (Vara et al., Cancer Treatment Reviews, 2004,

30, 193-204). Examples of such upstream signaling pathways include over-
expression of the receptor tyrosine kinase Erb2 in a variety of tumors leading to
activation of PI3K-mediated pathways (Harari ef al., Oncogene, 2000, 19, 6102-
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6114) and over-expression of the oncogene Ras (Kauffmann-Zeh et al., Nature,
1997, 385, 544-548). In addition, Class la PI3Ks may contribute indirectly to
tumourigenesis caused by various downstream signaling events. For example, loss
of function of the PTEN tumor-suppressor phosphatase that catalyses conversion of
P1(3,4,5)P3 back to PI(4,5)P2 is associated with a very broad range of tumors via
deregulation of PI3K-mediated production of PI(3,4,5)P3 {Simpson and Parsons,
Exp. Cell Res., 2001, 264, 29-41). Furthermore, augmentation of the effects of
other PI3K-mediated signaling events is believed to contribute to a variety of
cancers, for example by activation of AKT (Nichaolson and Andeson, Cellular
Signaling, 2002, 14, 381-395).

In addition to a role in mediating proliferative and survival signaling in tumor

cells, there is also good evidence that class la PI3K enzymes also contributes to
tumourigenesis via its function in tumor-associated stromal cells. For examples,
PI3K signaling is known to play an important role in mediating angiogenic events in
endothelial cells in response to pro-angiogenic factors such as VEGF (abid et al.,
Arterioscler, Thromb. Vasc. Biol., 2004, 24, 294-300). As Class | PI3K enzymes are

also involved in motility and migration (Sawyer, Expert Opinion investing. Drugs,

2004, 13, 1-19), PI3K inhibitors are anticipated to provide therapeutic benefit via

inhibition of tumor cell invasion and metastasis.

Summary of the Invention

This invention relates to novel compounds of Formula (1):

O R1
~ (Ry)n
)—S =
0O N
(1)
in which

R1 is heteroaryl or substituted heteroaryl;

R2 is selected from: hydrogen, C1-C6alkyl, substituted C1-C8alkyl, -COOH,
aryl, substituted aryl, arylalkyl, substituted arylalkyl,
each R3 and R4 is independently selected from: hydrogen, halogen, acyl, amino,
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substituted amino, C1-6alkyl, substituted C1-6alkyl, C3-7cycloalkyl, substituted C3-
7cycloalkyl, C3-7heterocycloalkyl, substituted C3-7heterocycloalkyl, alkylcarboxy,
aminoalkyl, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, arylalkyl,
substituted arylalkyl, arylcycloalkyl, substituted arylcycloalkyl, heteroarylalkyl,
substituted heteroarylalkyl, cyang, hydroxyl, alkoxy, nitro, acyloxy, and aryloxy;

nis 0-2;

and/or a pharmaceutically accepiable salt, hydrate, solvate or pro-drug
thereof.

This invention also relates to a method of treating cancer, which comprises
administering to a subject in need thereof an effective amount of a compound of
Formula (I). .

This invention also relates to a method of treating one or more disease
states selected from: autoimmune disorders, inflammatory diseases, cardiovascular
diseases, neurodegenerative diseases, allergy, asthma, pancreatitis, multiorgan
failure, kidney diseases, platelet aggregation, sperm motility, transplantation
rejection, graft rejection and lung injuries, which comprises administering to a
subject in need thereof an effective amount of a compound of Formula (I).

Included in the present invention are methods of co-administering the
present P13 kinase inhibiting compounds with further active ingredients.

Detailed Description of the Invention
Present compounds of Formula (I} inhibit one or more PI3 kinases.

Suitably, the compounds of Formula () inhibit one or more PI3 kinases selected
from: PI3Ka, PI3Kd. PI3KB and PI3Ky.
Suitably, among the compounds of Formula (1) that are active as inhibitors of PI3

kinase activity are those having Formula (I1):

in which

R1 is heteroaryl or substituted heteroaryl;
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PCT/US2007/06635Y

\



WO 2007/136940 PCT/US2007/066359

R2 is selecied from: hydrogen, C1-6alkyl, substituted C1-C6alky!, -COQOH,
aryl, substituted aryl, arylalkyl, substituted arylalkyi; and/or a pharmaceutically
acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof.

Suitably, present invention includes compounds of formula (1) or (I1), wherein

wh

R1 is a monocyclic heteroaryl or substituted monocyclic heteroaryl.

Suitably, the present invention includes compounds of formula (}) or (I1),
wherein R2 is hydrogen, and R1 is a monocyclic heteroaryl or substituted
monocyclic heteroaryl.

Suitably, the present invention includes compounds of formula (1} or (I1),
10 wherein R1 is a optionally substituted monocyclic heteroaryl containing 1 to 2

nitrogens.

Suitably, the present invention includes compounds of formula (1) or (11),
wherein R2 is hydrogen, and R1 is a optionally substituted monocyclic heteroaryl
containing 1 to 2 nitrogens.

i3 Suitably, the present invention includes compounds of formula (1) or (Il),
wherein R1 is a monocyclic heteroaryl optionally substituted with one to three
substituents selected from a group consisting of: hydrogen, halogen, C1-Céalkyl,
acyl, trifluoromethyl, -(CH;),COOH, cyano, amino, alkyl amino, nitro, hydroxyl,
alkoxy, acyloxy, aryloxy, acylamino, arylamino; n is 0 to 6.

20 Suitably, the present invention includes compounds of formula (1} or (1),

wherein R2 is hydrogen, and R1 is a monogyclic heteroary! optionally substituted
with one to three substitutuents selected from a group consisting of: hydrogen,
halogen, C1-Céalkyl, acyl, trifluoromethyl, -(CH2),COOH, cyano, amino, alkyl

amino, nitro, hydroxyl, alkoxy, acyloxy, aryloxy, acylamino, arylamino; nis 0 o 6.

[SS]
wh

Suitably, the present invention includes compounds of formula (1) or (II),
wherein R1 is a monocyclic heteroaryl containing 1 or 2 nitrogens-, optionally
substituted with one to three substitutuents selected from a group consisting of:
hydrogen, halogen, C1-CBalkyl, acyl, trifluoromethyl, -(CH;),COQH, cyano, amino,
alkyl amino, nitro, hydroxyl, alkoxy, acyloxy, aryloxy, acylamino, arylamino; nis 0 to
30 6.

Suitably, the present invention includes compounds of formula (1) or (I1),
wherein R2 is hydrogen, and R1 is a monocyclic heteroaryl containing 1 or 2
nitrogens, optionally substituted with one to three substitutuents selected from a
group consisting of: hydrogen, halogen, C1-C6Balkyl, acyl, trifluoromethyl, -
35 (CH2),COOH, cyano, amino, alkyl amino, nitro, hydroxyl, alkoxy, acyloxy, aryloxy,
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acylaming, arylamino; n is 0 {o 6.
Suitably, the present invention includes compounds of formula () or (l1),
wherein R2 is hydrogen, and R1 is a monccyclic heteroaryl containing one nitrogen,

optionally substituted with ane to three substitutuents selected from a group

(o)

consisting of: hydrogen, halogen, C1-C6alkyl, acyl, trifluoromethyl, -(CH;),COOH,
cyano, amino, alkyl amino, nitro, hydroxyl, alkoxy, acyloxy, aryloxy, acylamino,
arylamino; nis 0 to 6.

Suitably, the present invention includes compounds of formula (1) or (I1),
wherein R2 is hydrogen or C1-6alkyl, and/or a pharmaceutically acceptable salt,
10 hydrate, solvate or pro-drug thereof.

Suitably, among the compounds of the present invention that are useful as
inhibitors of P13 kinase activity are :
(562)-5-{[4-(3-pyridinyl)-6-quinolinylimethylidene}-1,3-thiazoliding-2,4-dione;
(52)-5-{[4-(2-pyridinyl)-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-thtazolidine-2,4-dione;
13 (52)-5-({4-[2-(methyloxy)-5-pyrimidinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-1,3-
thiazolidine-2,4-dione;
(52)-5-({4-[2-(methyloxy)-4-pyridinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-1,3-
thiazolidine-2,4-dicne;
(52)-5-{[4-(B-amino-3-pyridinyl)-6-quinolinyljmethylidene}-1,3-thiazolidine-
2,4-dione;
(52)-5-{[4-(2-0x0-1,2-dihydro-4-pyridiny|}-6-quinolinyljmethylidene}-1.3-
thiazolidine-2,4-dione;
(562)-5-({4-[6-(4-morpholinyl)-3-pyridinyl}-6-quinolinyl}methylidene)-1,3-
thiazolidine-2,4-dione;

[ ]
—
—

25 (52)-5-({4-[6-(4-methyl-1-piperazinyl)-3-pyridinyl}-6-quinolinyl}methylidene )-
1,3-thiazolidine-2,4-dione;
(562)-5-{[4-(3-pyridazinyl)-6-quinolinylJmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-
dione;
(52)-5-({4-[2-(methyloxy)-5-pyrimidinyl]-6-quinolinyl}methylideng)-1,3-
30 thiazolidine-2,4-dione;
(52)-5-{[4-(4-pyridinyl)-6-quinclinyljmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-dione;
and ,
(52)-3-methyl-5-{[4-(4-pyridinyl)}-6-quinolinylJmethylidene}-1,3-thiazolidine-
2,4-dione; and/or pharmaceutically acceptable salts, hydrates, solvates or pro-

35  drugs thereof.
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This invention also relates to a method of treating cancer, which comprises
co-administering to a subject in need thereof an effective amount of a compound of
Formula (1), and/or a pharmaceutically acceptable salt thereof; and at least one
anti-neoplastic agent such as one selected from the group consisting of: anti-
microtubule agents, plantinum coordination complexes, alkylating agents, antibiotic
agents, topoisomerase Il inhibitors, antimetabolites, topoisomerase | hinibitors,
hormones and hormonal anlogues, signal transduction pathway inhibitors, non-
receplor tyrosine kinase angiogenesis inhibitors, immunotherapeutic agents,
proapoptotic agents, and cell cycle signaling inhibitors.

This invention also relates to a method of treating cancer, which comprises
co-administering ta a subject in need thereof an effective amount of a compound of
Formula (1), and/or a pharmaceutically acceptable salt thereof; and at least one
signal transduction pathway inhibitor such as one selected from the group
consisting of: receptor tyrosine kinase inhibitor, non-receptor tyrosine kinase
inhibitor, SH2/SH3 domain blocker, serine/threonine kinase inhibitor, phosphotidyl
inositol-3 kinase inhibitor, myo-inositol singaling inhibitor, and Ras oncogene
inhibitor.

As used herein, the term "effective amount" means that amount of a drug or
pharmaceutical agent that will elicit the biclogical or medical response of a tissue,
system, animal or human that is being sought, for instance, by a researcher or
clinician. Furthermore, the term “therapeutically effective amount” means any
amount which, as compared to a corresponding subject who has not received such
amount, results in improved treatment, healing, prevention, or amelioration of a
disease, disorder, or side effect, or a decrease in the rate of advancement of a
disease or disorder. The term also includes within its scope amounts effective to
enhance normal physiolagical function.

Compounds of Formula (1) are included in the pharmaceutical compositions
of the invention.

By the term substituted amino as used herein, is meant —-NR30R40 wherein
each R30 and R40 is independently selected from a group including hydrogen, C1-
6alkyl, acyl, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, C3-
C7cycloalkyl, and substituted cycloalkyl.

By the term “aryl” as used herein, unless otherwise defined, is meant

aromatic, hydrocarbon, ring system. The ring system may be monocyclic or fused
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polycyclic (e.g. bicyclic, tricyclic, etc.). In various embodiments, the monocyclic aryl
ring is C5-C10, or C5-C7, or C5-C6, where these carbon numbers refer to the
number of carbon atoms that form the ring system. A C8 ring system, i.e. a phenyl
ring is a suitable aryl group. In various embodiments, the polycyclic ring is a bicyclic
aryl group, where suitable bicyclic aryl groups are C8-C12, or C9-C10. A naphthyl
ring, which has 10 carbon atoms, is a suitable polycyclic aryl group.

By the term “heteroaryl” as used herein, unless otherwise defined, is meant
an aromatic ring system containing carbon(s) and at least one heteroatom.
Heteroaryl may be monocyclic or polycyclic. The monocyclic heteroaryl group may
have 1 to 4 heteroatoms in the ring, where the polycyclic ring may contain fused,
spiro or bridged ring junctions. Monocyclic heteroaryl rings may contain from 5 to 8
member atoms (carbons and heteroatoms). Bicyclic heteroaryl rings may contain
from 8 to 12 member atoms. Examplary heteroaryl groups include benzofuran,
benzothiophene, furan, imidazole, indole, isothiazole, oxazole, piperazine, pyrazine,
pyrazole, pyridazine, pyridine, pyrimidine, prrole, quinoline, quinazolineg,
guinoxaline, thiazole, and thiophene.

By the term “monocyclic heteroaryl” as used herein, unless otherwise
defined, is meant a monocyclic heteroary! ring containing 1-5 carbon atoms and 1-3
hetero atoms.

By the term "alkoxy" as used herein is meant —O(alkyl) where alkyl is as
described herein including -OCH3, -OCH;CH3 and -OC(CH3)3.

The term "cycloalkyl" as used herein unless otherwise defined, is meant a
nonaromatic, unsaturated or saturated, cyclic or polycyclic C3-Cq2.

Examples of cycloalkyl and substituted cycloalkyl substituents as used
herein include: cyclohexyl, aminocyclohexyl, cyclobutyl, aminocyclobutyl, 4-
hydroxy-cyclohexyl, 2-ethylcyclohexyl, propyld-methoxycyclohexyl, 4-
methoxycyclohexyl, 4-carboxycyclchexyl, cyclopropyl, aminocyclopentyl, and
cyclopentyl.

By the term “heterocycloalky!l” as used herein is meant a non-aromatic,
unsaturated or saturated, monocyclic or polycyclic, heterocyclic ring containing at
least one carbon and at least one heteroatom. Exemplary monocyclic hetercyclic
rings include: piperidine, piperazine, pyrrolidine, and morpholine. Exemplary
polycyclic heterocyclic rings include gquinuclidine.

By the term "substituted" as used herein, unless otherwise defined, is meant

that the subject chemical moiety has one or more substituents, suitably from one to
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five substituents, suitably from one to three, selected from the group consisting of:
hydrogen, halogen, C1-C8alkyl, amino, triffuoromethyl, -(CH2),COOH, C3-
C7cycloalkyl, aminoalkyl, aryl, heteroaryl, arylalkyl, arylcycloalkyl, heteroarylalkyl,
heterocycloalkyl, cyano, hydroxyl, alkoxy, aryloxy, acyloxy, acylamino, arylamino,
nitro, oxo, -CO;Rs, and —CONR3ss5Rgg, wherein R50, R55 and R60 are each
independently selected from hydrogen, and alkyl; nis 0 to 6.

wh

By the term "acyloxy" as used herein is meant -OC({Q)alkyl where alkyl is as
described herein. Examples of acyloxy substituents as used herein include: -
OC(0)CH3, -OC(C)CH(CH3)2 and -OC(O)(CH2)3CHs.

10 By the term "acylamino” as used herein is meant -N(H)C(O)alkyl, where
alkyl is as described herein. Examples of N-acylamino substituents as used herein
include: -N(H)C(O)CHg3, -N(H)C(O)CH(CH3)2 and -N(H)C{O)(CH2)3CH3.

By the term “aryloxy” as used herein is meant —O(aryl), -O(substituted aryl),
—O(heteroaryl) or -Q(substituted heteroaryl).

13 By the term “arylamino” as used herein is meant -NH(aryl), -NH(substituted
aryl), -NH(heteroaryl) or -NH(substituted heteroaryt).

By the term "heteroatom” as used herein is meant oxygen, nitrogen or
sulfur.

By the term "halogen" as used herefn is meant a substituent selected from

200 bromide, iodide, chloride and fluoride.

By the term "alkyl" and derivatives thereof and in all carbon chains as used
herein, including alky! chains defined by the term “-(CH2),", “-(CH2)m” and the like,
is meant a linear or branched, saturated or unsaturated hydrocarbon chain, and

unless otherwise defined, the carbon chain will contain from 1 to 12 carbon atoms.
25  Examples of alkyl and substituted alkyl substituents as used herein include:

-CH3g, -CH»-CHg, -CH»-CH9-CHg, -CH(CH3)p, -CH9-CH2-C(CH3)3, -CH2-CF3, -

C=C-C(CH3)3, -C=C-CH2-0H, cyclopropylmethyl, -CH»-C(CHg)2-CHa-NH2, -

C=C-CgHsg, -C=C-C(CH3)2-0OH, -CH2-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-CH>-0OH,

piperidinylmethyl, methoxyphenylethyl, -C(CH3)3, -(CH2)3-CH3, -CH5-CH(CH3)2,
30 -CH(CH3)-CH2-CH3, -CH=CHp, and -C=C-CHs.

By the term "treating” and derivatives thereof as used herein, is meant

praphylatic and therapeutic therapy.
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By the term "co-administering” and derivatives thereof as used herein is
meant either simultanecus administration or any manner of separate sequentia
administration of a P13 kinase inhibiting compound, as described herein, and a
further active ingredient or ingredients, known to be useful in the treatment of
cancer, including chemotherapy and radiation treatment. The term further active
ingredient or ingredients, as used herein, includes any compound or therapeutic
agent known to or that demonstrates advantageous properties when administered
to a patient in need of treatment for cancer. Suitably, if the administration is not
simultaneous, the compounds are administered in a close time proximity to each
other. Furthermore, it does not matter if the compounds are administered in the
same dosage form, e.g. one compound may be administered topically and another
compound may be administered orally.

The term "compound” as used herein includes all isomers of the compound.
Examples of such isomers include: enantiomers, tautomers, rotamers.

Certain compounds described herein may contain one or more chiral atoms,
or may otherwise be capable of existing as two enantiomers, or two or more
diasterecisomers. Accordingly, the compounds of this.invention include mixtures of
enantiomers/diastereoisomers as well as purified enantiomers/diastereocisomers or
enantiomerically/diasterecisomerically enriched mixtures. Also included within the
scope of the invention are the individual isomers of the compounds represented by
formula | or Il above as well as any wholly or partially equilibrated mixtures thereof.
The present invention also covers the individual isomers of the compounds
represented by the formulas above as mixtures with isomers thereof in which one or
more chiral centers are inverted. Further, an example of a possible tautomer is an
ox0 substituent in place of a hydroxy substituent. Also, as stated above, itis
understood that all tautomers and mixtures of tautomers are included within the
scope of the compounds of Foermula | or Il.

Compounds of Formula (1} are included in the pharmaceutical compaositions
cf the invention. Where a -COOH or -OH group is present, pharmaceutically
acceptable esters can be employed, for example methyl, ethyl, pivaloyloxymethyl,
and the like for -COOH, and acetate maleate and the like for -OH, and those esters
known in the art for modifying solubility or hydrolysis characteristics, for use as
sustained release or prodrug formulations.

It has now been found that compounds of the present invention are
inhibiters of the Phosphatoinositides 3-kinases (PI3Ks). When the
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phosphatoinositides 3-kinase (PI3K) enzyme is inhibited by a compound of the
present invention, PI3K is unable to exert its enzymatic, biological and/or
pharmacological effects. The compounds of the present inventian are therefore
useful in the treatment of autoimmune disorders, inflammatory diseases,
cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases, allergy, asthma, pancreatitis,
multiorgan failure, kidney diseases, platelet aggregation, cancer, sperm motility,
transplantation rejection, graft rejection and lung injuries.

The compounds of Formula (1) are useful as medicamenis in particular for
the treatment of autcimmune disorders, inflammatory diseases, cardiovascular
diseases, neurodegenerative diseases, allergy, asthma, pancreatitis, multiorgan
failure, kidney diseases, platelet aggregation, cancer, sperm motility,
transplantation rejection, graft rejection and lung injuries. According to one
embodiment of the present invention, the compounds of Formula (l) are inhibitors of
one or more phosphatoinositides 3-kinases (PI13Ks), suitably, Phosphatoinositides
3-kinase y (P13Ky), Phosphatoinositides 3-kinase y (PI3Ka), Phosphatoinositides 3-
kinase y (PI3KB), and/or Phosphatoinositides 3-kinase y (PI3KD).

Compounds according to Formula (1) are suitable for the modulation, notably
the inhibition of the activity of phosphatoinositides 3-kinases (PI13K), suitably
phosphatoinositides 3-kinase (PI13Ka). Therefore the compounds of the present
invention are also useful for the treatment of disorders which are mediated by
PI3Ks. Said treatment involves the modulation — notably the inhibition or the down
regulation - of the phosphatoinositides 3-kinases. ‘

Suitably, the compounds of the present invention are used for the
preparation of a medicament for the treatment of a disorder selected from multiple
sclerosis, psoriasis, rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosis,
inflammatory bowel disease, lung inflammation, thrombosis or brain
infection/inflammation, such as meningitis or encephalitis, Alzheimer's disease,
Huntington's disease, CNS trauma, stroke or ischemic conditicns, cardiovascular
diseases such as athero-sclerosis, heart hypertrophy, cardiac myocyte dysfunction,
elevated blocd pressure or vasoconstriction.

Suitably, the compounds of Formula (1) are useful for the treatment of
autoimmune diseases or inflammatory diseases such as multiple sclergsis,
psoriasis, rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosis, inflammatory bowel
disease, lung inflammation, thrombosis or brain infection/inflammation such as

meningitis or encephalitis.
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Suitably, the compounds of Formula (1) are useful for the treatment of
neurodegenerative diseases including multiple sclerosis, Alzheimer's disease,
Huntington's disease, CNS trauma, stroke or ischemic conditions.

Suitably, the compounds of Formula (l) are useful for the treatment of

N

cardiovascular diseases such as atherosclerosis, heart hypertrophy, cardiac

myocyte dysfunction, elevated blood pressure or vasoconstriction.

Suitably, the compounds of Formula (1) are useful for the treatment of
chronic obstructive pulmonary disease, anaphylactic shock fibrosis, psoriasis,
aliergic diseases, asthma, stroke, ischemic conditions, ischemia-reperfusion,

100 platelets aggregation/activation, skeletal muscle atrophy/hypertrophy, leukocyte
recruitment in cancer tissue, angiogenesis, invasion metastasis, in particular
melanoma, Karposi's sarcoma, acute and chronic bacterial and virual infections,
sepsis, transplantation rejection, graft rejection, glomerulo scleresis, glomerulo
nephritis, progressive renal fibrosis, endothelial and epithelial injuries in the lung,

15  and lung airway inflammation.

Because the pharmaceutically active compounds of the present invention
are active as PI3 kinase inhibitors, particularly the compounds that inhibit PI3Ka,
gither selectively or in conjunction with one or more of PI3K, PISKB, and/or PI3Ky,
they exhibit therapeutic utility in treating cancer.

20 Suitably, the invention relates to a method of treating cancer in a mammal,
including @ human, wherein the cancer is selected from: brain (gliomas),
glioblastomas, leukemias, Bannayan-Zonana syndrome, Cowden disease,
Lhermitte-Duclos disease, breast, inflammatory breast cancer, Wilm's tumor,
Ewing's sarcoma, Rhabdomyosarcoma, ependymoma, medulloblastoma, colon,

25  head and neck, kidney, lung, liver, melanoma, ovarian, pancreatic, prostate,
sarcoma, osteosarcoma, giant cell tumor of bone and thyroid.

Suitably, the invention relates to a method of treating cancer in @ mammal,
including @ human, wherein the cancer is selected from: Lymphoblastic T cell
leukemia, Chronic myelogenous leukemia, Chronic lymphocytic leukemia, Hairy-cell

30  leukemia, acute lymphoblastic leukemia, acute myelogenous leukemia, Chronic
neutrophilic leukemia, Acute lymphoblastic T cell leukemia, Plasmacytoma,
Immunoblastic large cell leukemia, Mantle cell feukemia, Multiple myeloma
Megakaryoblastic leukemia, multiple myeloma, Acute megakaryocytic leukemia,
promyelocytic leukemia and Erythroleukemia,

35 Suitably, the invention relates to a method of treating cancer in a mammal,
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including a human, wherein the cancer is selected from: malignant lymphoma,
hodgkins lymphoma, non-hodgkins lymphoma, lymphoblastic T cell lymphoma,
Burkitt's lymphoma and follicular lymphoma.

Suitably, the invention relates to 2 method of treating cancer in a mammal,

i

including a human, wherein the cancer is selected from: neuroblastoma, bladder
cancer, urothelial cancer, lung cancer, vulval cancer, cervical cancer, endometrial
cancer, renal cancer, mesothelioma, esophageal cancer, salivary gland cancer,
hepatocellular cancer, gastric cancer, nasopharangeal cancer, buccal cancer,
cancer of the mouth, GIST (gastrointestinal stromal tumor) and testicular cancer.
10 When a compound of Formula (1) is administered for the treatment of
cancer, the term "co-administering” and derivatives thereof as used herein is meant
either simultaneous administration or any manner of separate sequential
administration of a PI3 kinase inhibiting compound, as described herein, and a
further active ingredient or ingredients, known to be useful in the treatment of
15 cancer, including chemotherapy and radiation treatment. The term further active
ingredient or ingredients, as used herein, includes any compound or therapeutic
agent known to or that demonstrates advantageous properties when administered
to a patient in need of treatment for cancer. Preferably, if the administration is not

simultaneous, the compounds are administered in a close time proximity to each

2
=

other. Furthermore, it does not matter if the compounds are administered in the
same dosage form, e.g. one compound may be administered topically and another
compound may be administered orally,

Typically, any anti-neoplastic agent that has activity versus a susceptible
tumor being treated may be co-administered in the treatment of cancer in the

present invention. Examples of such agents can be found in Cancer Principles and

o
wh

Practice f Oncology by V.T. Devita and S. Hellman (editors), 8™ edition (February
15, 2001), Lippincott Williams & Wilkins Publishers. A person of ordinary skill in the
art would be able to discern which combinations of agents would be useful based
on the particular characteristics of the drugs and the cancer involved. Typical anti-

30 neoplastic agents useful in the present invention include, but are not limited to, anti-
microtubule agents such as diterpenoids and vinca alkaloids; platinum coordination
complexes:; alkylating agents such as nitrogen mustards, oxazaphosphorines,
alkylsulfonates, nitrosoureas, and triazenes; antibiotic agents such as
anthracyclins, actinomycins and bleomycins; topoisomerase |l inhibitors such as

35  epipodophyllotoxins; antimetabolites such as purine and pyrimidine analogues and
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anti-folate compounds; topoisomerase | inhibitors such as camptothecins;
hormones and hormonal analogues,; signal transduction pathway inhibitors; non-
receptar tyrosine kinase angiogenesis inhibitors; immunotherapeutic agents;

proapoptotic agents; and cell cycle signaling inhibitors.

n

Examples of a further active ingredient or ingredients for use in combination
or co-administered with the present PI3 kinase inhibiting compounds are
chemotherapeutic agents.

Anti-microtubule or anti-mitotic agents are phase specific agents active
against the microtubules of tumor cells during M or the mitosis phase of the cell
10 cycle. Examples of anti-microtubule agents include, but are not limited to,

diterpenoids and vinca alkaloids.

Diterpenoids, which are derived from naturat sources, are phase specific
anti -cancer agents that operate at the G,/M phases of the cell cycle. [t is believed
that the diterpenoids stabilize the B-tubulin subunit of the microtubules, by binding

15 with this protein. Disassembily of the protein appears then to be inhibited with
mitosis being arrested and cell death following. Examples of diterpenoids include,
but are not limited tc, paclitaxel and its analog docetaxel.

Paclitaxel, 5B,20-epoxy-1,2a,4,783,10B,13a-hexa-hydroxytax-11-en-9-one
4,10-diacetate 2-benzoate 13-ester with (2R,38)-N-benzoyl-3-phenylisoserine; is a

2()  natural diterpene product isolated from the Pacific yew tree Taxus brevifolia and is
commercially available as an injectable solution TAXOL®. Itis a member of the
taxane family of terpenes. It was first isolated in 1971 by Wani et al. J. Am.
Chem, Soc., 93:2325. 1971), who characterized its structure by chemical and X-ray
crystallographic methods. One mechanism for its activity relates to paclitaxel's

25 capacity to bind tubulin, thereby inhibiting cancer cell growth. Schiff et al., Proc.
Natl, Acad, Sci. USA, 77:1561-1565 (1980); Schiff et al., Nature, 277:665-667
(1979), Kumar, J. Biol, Chem, 256: 10435-10441 (1981). For a review of synthesis
and anticancer activity of some paclitaxel derivatives see: D. G. L. Kingston et af,,
Studies in Organic Chemistry vol. 26, entitled “New trends in Natural Products

30 Chemistry 1986”", Attaur-Rahman, P.W. Le Quesne, Eds. (Elsevier, Amsterdam,

1986) pp 219-235.

Paclitaxel has been approved for clinical use in the treatment of refractory
ovarian cancer in the United States (Markman et al., Yale Journal of Biology and
Medicine, 64:583, 1991; McGuire et al., Ann. intem, Med., 111:273,1989) and for

|8
(9]
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the treatment of breast cancer (Holmes et ai., J. Nat. Cancer Inst., 83:1797,1891.) It
is a potential candidate for treatment of neoplasms in the skin (Einzig et. al., Proc.
Am. Soc. Clin. Oncol., 20:46) and head and neck carcinomas (Forastire et. al.,
Sem. Oncal., 20:56, 1990). The compound also shows potential for the treatment of
polycystic kidney disease {Woo et. al., Nature, 368:750. 1994), lung cancer and |
malaria. Treatment of patients with paclitaxel results in bone marrow suppression
(multiple cell lineages, Ignoff, R.J. et. al, Cancer Chemotherapy Pocket Guide,
1998) related to the duration of dosing above a threshold concentration (50nM)
(Kearns, C.M. et. al., Seminars in Oncology, 3(6) p.16-23, 1995).

Docetaxel, (2R,3S)- N-carboxy-3-phenylisoserine,N-tert-butyl ester, 13-ester
with 5(-20-epoxy-1,2a,4,7p,108,13a-hexahydroxytax-11-en-9-one 4-acetate 2-
benzoate, trihydrate; is commercially available as an injectable solution as
TAXOTERE®. Docetaxel is indicated for the treatment of breast cancer. Docetaxel
is a semisynthetic derivative of paclitaxel q.v., prepared using a natural precursor,
10-deacetyl-baccatin I, extracted from the needle of the European Yew tree. The
dose limiting toxicity of docetaxel is neutropenia.

Vinca alkaloids are phase specific anti-neoplastic agents derived from the
periwinkle plant. Vinca alkaloids act at the M phase (mitosis) of the cell cycle by
binding specifically to tubulin. Conseguently, the bound tubulin molecule is unable
to polymerize into microtubules. Mitosis is believed to be arrested in metaphase
with cell death following. Examples of vinca alkaloids include, but are not limited to,
vinblastine, vincristine, and vinorelbine.

Vinblastine, vincaleukoblastine sulfate, is commercially available as
VELBAN® as an injectable solution. Although, it has possible indication as a
second line therapy of various solid tumors, it is primarily indicated in the treatment
of testicular cancer and various lymphomas including Hodgkin’s Disease; and
lymphocytic and histiocytic lymphomas. Myelosuppression is the dose limiting side
effect of vinblastine.

Vincristine, vincaleukoblastine, 22-oxo-, sulfate, is commercially available as
ONCQOVIN® as an injectable solution. Vincristine is indicated for the treatment of
acute leukemias and has also found use in treatment regimens for Hodgkin's and
non-Hodgkin's malignant lymphomas. Alopecia and neurologic effects are the most
common side effect of vincristine and to a lesser extent myelosupression and
gastrointestinal mucositis effects occur.

Vincrelbine, 3',4'-didehydro -4'-deoxy-C'-norvincaleukoblastine [R-(R*,R*)-

-20-
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2,3-dihydroxybutanedicate (1:2)(salt)], commercially available as an injectable
sclution of vinorelbine tartrate (NAVELBINE®), is a semisynthetic vinca alkaloid.
Vinoreibine is indicated as a single agent or in combination with other

chemotherapeutic agents, such as cisplatin, in the treatment of various solid

N

tumors, particularly non-small cell lung, advanced breast, and hormone refractory

prostate cancers. Myelosuppression is the most common dose limiting side effect

of vinorelbine.
Platinum coordination complexes are non-phase specific anti-cancer agents,
which are interactive with DNA. The platinum complexes enter tumor cells,

100 undergo, aquation and form intra- and interstrand crosslinks with DNA causing
adverse biological effects to the tumor. Examples of platinum coordination
complexes include, but are not limited to, cisplatin and carboplatin.

Cisplatin, cis-diamminedichloroplatinum, is commercially available as
PLATINOL® as an injectable solution. Cisplatin is primarily indicated in the

{5  treatment of metastatic testicular and ovarian cancer and advanced bladder cancer.
The primary dose limiting side effects of cisplatin are nephrotoxicity, which may be
controlled by hydration and diuresis, and ototoxicity.

Carboplatin, platinum, diammine [1,1-cyclobutane-dicarboxylate(2-)-0,0, is
commercially available as PARAPLATIN® as an injectable solution. Carboplatin is

200 primarily indicated in the first and second line treatment of advanced ovarian
carcinoma. Bone marrow suppression is the dose limiting toxicity of carboplatin.

Alkylating agents are non-phase anti-cancer specific agents and strong
electrophiles. Typically, alkylating agents form covalent linkages, by alkylation, to
DNA through nucleophilic moieties of the DNA molecule such as phosphate, amino,

25 sulthydryl, hydroxyl, carboxyt, and imidazole groups. Such alkylation disrupts
nucleic acid function leading to cell death. Examples of alkylating agents include,
but are not limited to, nitrogen mustards such as cyclophosphamide, melphalan,
and chlorambucil; alkyl sulfonates such as busulfan; nitrosoureas such as
carmustine; and triazenes such as dacarbazine.

30

Cyclophosphamide, 2-[bis{2-chloroethyt)amino]tetrahydro-2H-1,3,2-
oxazaphosphorine 2-oxide monchydrate, is commercially available as an injectable
solution or tablets as CYTOXAN®. Cyclophosphamide is indicated as a single
agent or in combination with other chemotherapeutic agents, in the treatment of

35 malignant lymphomas, multiple myeloma, and leukemias. Alopecia, nausea,
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vomiting and leukopenia are the most common dose limiting side effects of
cyclophosphamide.

Melphalan, 4-[bis(2-chloraethyl)amino}-L-phenylalanine, is commercially
available as an injectable solution or tablets as ALKERAN®. Melphalan is
indicated for the palliative treatment of multiple myeloma and non-resectable
epithelial carcinoma of the ovary. Bone marrow suppression is the most common
dose limiting side effect of melphalan.

Chlorambucil, 4-[bis{2-chlcroethyl)amino]benzenebutanoic acid, is
commercially available as LEUKERAN® tablets. Chlorambucil is indicated for the
palliative treatment of chronic lymphatic leukemia, and malignant lymphomas such
as lymphosarcoma, giant follicular ymphoma, and Hodgkin's disease. Bone
marrow suppression is the most common dose limiting side effect of chlorambucil.

Busulfan, 1,4-butanediol dimethanesulfonate, is commercially available as
MYLERAN® TABLETS. Busulfan is indicated for the palliative treatment of chronic
myelogenous leukemia. Bone marrow suppression is the most common dose
limiting side effects of busulfan.

Carmustine, 1,3-[bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea, is commercially available
as single vials of lyophilized material as BICNU®. Carmustine is indicated for the
palliative treatment as a single agent or in combination with other agents for brain
tumors, multiple myeloma, Hodgkin's disease, and non-Hodgkin's lymphomas.
Delayed myelosuppression is the most commeon dose limiting side effects of
carmustine.

Dacarbazine, 5-(3,3-dimethyl-1-triazeno)-imidazole-4-carboxamide, is
commercially available as single vials of material as DTIC-Dome®. Dacarbazine is
indicated for the treatment of metastatic malignant melanoma and in combination
with other agents for the second line treatment of Hodgkin’s Disease. Nausea,
vomiting, and anorexia are the most common dose limiling side effects of

dacarbazine.

Antibictic anti-neoplastics are non-phase specific agents, which bind or
intercalate with DNA. Typically, such action results in stable DNA complexes or
strand breakage, which disrupts ordinary function of the nucleic acids leading to cell
death. Examples of antibiotic anti-neoplastic agents include, but are not limited to,
actinomycins such as dactinomycin, anthrocyclins such as daunorubicin and

doxorubicin; and bleomycins.
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Dactinomycin, also know as Actinomycin D, is commercially available in
injectable form as COSMEGEN®. Dactinomycin is indicated for the treatment of
Wilm's tumor and rhabdomyosarcoma. Nausea, vomiting, and anorexia are the

most common dose limiting side effects of dactinomycin.

Lh

Daunorubicin, (85-cis-)-8-acetyl-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxy-o.-L-lyxo-
hexopyranosylf)oxyl-7,8,9,10-tetrahydro-6,8,11-trihydroxy-1-methoxy-5,12
naphthacenedione hydrochloride, is commercially available as a liposomal
injectable form as DAUNOXOME® or as an injectable as CERUBIDINE®.
Daunorubicin is indicated for remission induction in the treatment of acute
10 nonlymphocytic leukemia and advanced HIV associated Kaposi's sarcoma.

Myelosuppression is the most common dose limiting side effect of daunorubicin,
Doxorubicin, (8S, 108)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxy-u-L-lyxo-
hexopyranosyl)oxyl-8-glycoloyl, 7,8,9,10-tetrahydro-6,8,11-trihydroxy-1-methoxy-
5,12 naphthacenedione hydrochloride, is commercially available as an injectable
15 form as RUBEX® or ADRIAMYCIN RDF®. Doxorubicin is primarily indicated for
the treatment of acute lymphoblastic leukemia and acute myelobtastic lsukemia, but
is also a useful component in the treatment of some solid tumors and lymphomas.
Myelosuppression is the most common dose limiting side effect of doxorubicin,
Bleomycin, a mixture of cytotoxic giycopeptide antibiotics isolated from a
20 strain of Streptomyces verticillus, is commercially available as BLENOXANE®.
Bleomycin is indicated as a palliative treatment, as a single agent or in combination
with other agents, of squamous cell carcinoma, lymphomas, and testicular
carcinomas. Pulmonary and cutaneous toxicities are the most common dose

limiting side effects of bleomycin.

()
h

Topoisomerase Il inhibitors include, but are not limited to,
epipodophyliotoxins.

Epipodophyllotoxing are phase specific anti-neoplastic agents derived from
-the mandrake plant. Epipodophyllotoxins typically affect cells in the S and G;

30  phases of the cell cycle by forming a ternary complex with topoisomerase !l and
DNA causing DNA strand breaks. The strand breaks accumulate and cell death
follows. Examples of epipodophyllotoxins include, but are not limited to, etoposide
and teniposide.

Etoposide, 4’-demethyl-epipodophyliotoxin 9[4,6-0-(R )-ethylidene-f3-D-
35  glucopyranoside], is commercially available as an injectable solution or capsules as
-23-
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VePESID® and is commonly known as VP-16. Etoposide is indicated as a single
agent or in combination with other chemotherapy agents in the treatment of
testicular and non-small cell lung cancers. Myelosuppression is the most common
side effect of etoposide. The incidence of leucopenia tends to be more severe than
thrombocytopenia.

Teniposide, 4'-demethyl-epipodophyllotoxin 9[4,6-0-(R )-thenylidene-p-D-
glucopyranoside], is commercially available as an injectable solution as VUMON®
and is commonly known as VM-26. Teniposide is indicated as a single agent or in
combination with other chemotherapy agents in the treatment of acute leukemia in
children. Myelosuppression is the mast common dose limiting side effect of
teniposide. Teniposide can induce both leucopenia and thrombocytopenia.

Antimetabolite neoplastic agents are phase specific anti-neoplastic agents
that act at S phase (DNA synthesis) of the cell cycle by inhibiting DNA synthesis or
by inhibiting purine or pyrimidine base synthesis and thereby limiting DNA
synthesis. Consequently, S phase does not proceed and cell death follows.
Examples of antimetabolite anti-neoplastic agents include, but are not limited to,
fluorouracil, methotrexate, cytarabine, mecaptopurine, thioguanine, and
gemcitabine.

5-fluorcuracil, 5-fluoro-2,4- (1H,3H) pyrimidinedione, is commercially
available as fluorouracil. Administration of 5-fluorouracil leads to inhibition of
thymidylate synthesis and is also incorporated into both RNA and DNA. The result
typically is cell death. 5-fluorouracil is indicated as a single agent or in combination
with other chemotherapy agents in the treatment of carcinomas of the breast, colon,
rectum, stomach and pancreas. Myelosuppression and mucositis are dose limiting
side effects of &-fluorouracil. Other fluoropyrimidine analogs include 5-fluoro
deoxyuridine (floxuridine) and 3-fluorodeoxyuridine menophosphate.

Cytarabine, 4-amino-1-p-D-arabinofuranosyl-2 (1H)-pyrimidinone, is
commercially available as CYTOSAR-U® and is commonly known as Ara-C. ltis
believed that cytarabine exhibits cell phase specificity at S-phase by inhibiting DNA
chain elongation by terminal incorporation of cytarabine into the growing DNA
chain. Cytarabine is indicated as a single agent or in combination with other
chemotherapy agents in the treatment of acute leukemia. Other cytidine analogs
include 5-azacytidine and 2',2'-difluorodeoxycytidine (gemcitabine). Cytarabine
induces leucopenia, thrombocytopenia, and mucositis.

Mercaptopurine, 1,7-dihydro-6H-purine-6-thione monohydrate, is
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commercially available as PURINETHOL®. Mercaptopurine exhibits cell phase
specificity at S-phase by inhibiting DNA synthesis by an as of yet unspecified
mechanism. Mercaptopurine is indicated as a single agent or in combination with
other chemotherapy agents in the treatment of acute leukemia. Myelosuppression

5 and gastrointestinal mucgesitis are expected side effects of mercaptopurine at high
doses. A useful mercaptopurine analog is azathioprine.

Thioguanine, 2-amino-1,7-dihydro-6H-purine-6-thione, is commercially
available as TABLOID®. Thioguanine exhibits cell phase specificity at S-phase by
inhibiting DNA synthesis by an as of yet unspecified mechanism. Thioguanine is

10 indicated as a single agent or in combination with other chemotherapy agents in the
treatment of acute leukemia. Myelosuppression, including leucopenia,
thrombocytopenia, and anemia, is the most common dose limiting side effect of
thioguanine administration. However, gastrointestinal side effects occur and can be
dose limiting. Other purine analogs include pentostatin,

15  erythrohydroxynonyladenine, fludarabine phosphate, and cladribine.

Gemcitabine, 2'-deoxy-2', 2'-difluorocytidine monohydrochloride (-isomer),
is commercially available as GEMZAR®. Gemcitabine exhibits cell phase
specificity at S-phase and by blocking progression of cells through the G1/8
boundary. Gemcitabine is indicated in combination with cisplatin in the treatment of

20 locally advanced non-small ceil lung cancer and alone in the treatment of locally
advanced pancreatic cancer. Myelosuppression, including teucopenia,
thrombocytopenia, and anemia, is the most common dose limiting side effect of
gemcitabine administration.

Methotrexate, N-{4[[(2,4-diamino-6-pteridinyl) methylimethylamino] benzoyl]-

12
h

L-glutamic acid, is commercially available as methotrexate sodium. Methotrexate
exhibits cell phase effects specifically at S-phase by inhibiting DNA synthesis,
repair and/or replication through the inhibition of dyhydrofolic acid reductase which
is required for synthesis of purine nucleotides and thymidylate. Methotrexate is
indicated as a single agent or in combination with other chemotherapy agents in the
30 treatment of choriocarcinoma, meningeal leukemia, non-Hodgkin's lymphoma, and
carcinomas of the breast, head, neck, cvary and bladder. Myelosuppression
(leucopenia, thrombocytopenia, and anemia) and mucositis are expected side
effect of methotrexate administration.

Camptothecins, including, camptothecin and camptothecin derivatives are

35  available or under development as Topoisomerase | inhibitors. Camptothecins
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cytotoxic activity is believed lo be related to its Topoisomerase | inhibitory activity.
Examples of camptothecins include, but are not limited to irinotecan, topotecan, and
the various optical forms of 7-(4-methylpiperazino-methylene)-10,11-ethylenedioxy-
20-camptothecin described below.

Irinotecan HCI, (45)-4, 11-diethyl-4-hydroxy-9-[(4-piperidinopiperidino)
carbonyloxy]-1H-pyrano[3’,4',6,7]indolizino[1,2-b]quincline-3,14(4H,12H)-dione

N

hydrochloride, is commercially available as the injectable sclution CAMPTOSAR®.
Irinotecan is a derivative of camptothecin which binds, along with its active

metabolite SN-38, to the topoisomerase | — DNA complex. It is believed that

10 cytotoxicity occurs as a result of irreparable double strand breaks caused by
interaction of the topoisomerase | : DNA : irintecan or SN-38 ternary complex with
replication enzymes. Irinotecan is indicated for treatment of metastatic cancer of
the colon or rectum. The dose limiting side effects of irinotecan HCI are
myelosuppression, including neutropenia, and Gl effects, including diarrhea.

13 Topotecan HCI, (S)-10-[{dimethylamina)methyl]-4-ethyl-4,9-dihydroxy-1H-
pyrano[3',4’,6,7]indotizino[1,2-b]quincline-3,14-(4H,12H)-dicne monohydrachloride,
is commercially available as the injectable solution HYCAMTIN®. Topotecan is a
derivative of camptothecin which binds to the topoiscmerase | — DNA complex and
prevents religation of singles strand breaks caused by Topoisomerase | in response

20 totorsional strain of the DNA molecule. Topotecan is indicated for second iine
treatment of metastatic carcinoma of the ovary and small cell lung cancer. The
dose limiting side effect of topotecan HCI is myelosuppression, primarily
neutropenia.

Also of interest, is the camptothecin derivative of formula A following,

[N
'

currently under development, including the racemic mixture (R,S) form as well as

the R and S enantiomers:

77 T NMe
\ |
[/ N o
-~ Q \,(/‘}\\ rd \\T’\ o]}
{ ‘ N -~ A
S0 \\/)\ N//" t_\
//\\
\ ,{/
N\ Q
N/
;TN
Me o 0



WO 2007/136940 . PCT/US2007/066359 [}

known by the chemical name "7-(4-methylpiperazino-methylene)-10,11-
ethylenedioxy-20(R,S)-camptothecin (racemic mixture) or “7-(4-methylpiperazino-
methylene)-10,11-ethylenedioxy-20(R)-camptothecin (R enantiomer) or “7-(4-
methylpiperazino-methylene)-10,11-ethylenedioxy-20(S)-camptothecin (S

h

enantiomer). Such compound as well as related compounds are described,
including methods of making, in U.S. Patent Nos. 6,063,923; 5,342,947; 5,559,235
5,491,237 and pending U.S. patent Application No. 08/977,217 filed November 24,
1997.
Hormones and hormonal analogues are useful compounds for treating
1) cancers in which there is a relationship between the hormone(s) and growth and/or
lack of growth of the cancer. Examples of hormones and hormonal analogues
usefut in cancer treatment include, but are not limited to, adrenocorticostercids such
as prednisone and prednisolone which are useful in the treatment of malignant
lymphoma and acute leukemia in children ; aminoglutethimide and other aromatase
15 inhibitors such as anastrozole, letrazole, vorazole, and exemestane useful in the
treatment of adrenocortical carcinoma and hormone dependent breast carcinoma
containing estrogen receptors; progestrins such as megestrol acetate useful in the
treatment of hormone dependent breast cancer and endometrial carcinoma;
estrogens, androgens, and anti-androgens such as flutamide, nilutamide,
20 bicalutamide, cyproterone acetate and So-reductases such as finasteride and
dutasteride, useful in the treatment of prostatic carcinoma and benign prostatic
hypertrophy; anti-estrogens such as tamoxifen, toremifene, raloxifene, droloxifene,
iodoxyfene, as well as selective estrogen receptor modulators (SERMS) such
those described in U.S. Patent Nos. 5,681,835, 5,877,219, and 6,207,716, useful in
the treatment of hormone dependent breast carcinoma and other susceptible

[R]
N

cancers; and gonadotropin-releasing hormone (GnRH) and analogues thereof
which stimulate the release of leutinizing hormone (LH) and/or follicle stimulating
hormone (FSK) for the treatment prostatic carcinoma, for instance, LHRH agonists
and anlagagonists such as goserelin acetate and luprolide.

30 Signal transduction pathway inhibitors are those inhibitors, which block or
inhibit a chemical process which evokes an intracellular change. As used herein
this change is cell proliferation or differentiation. Signal tranduction inhibitors useful
in the present invention include inhibitors of receptor tyrosine kinases, non-receptor
tyrosine kinases, SH2/SH3domain blockers, serine/threonine kinases, phosphotidyl

35 inositol-3 kinases, myo-inositol signaling, and Ras oncogenes.
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Several protein tyrosine kinases catalyse the phosphorylation of specific
tyrosyl residues in various proteins involved in the regulation of cell growth. Such
protein tyrosine kinases can be broadly classified as receptor or non-receptor

kinases.

wn

Receptor tyrosine kinases are transmembrane proteins having an
extracellular ligand binding domain, a transmembrane domain, and a tyrosine
kinase domain. Receptor tyrosine kinases are involved in the regulation of cell
growth and are generally termed growth factor receptors. Inappropriate or
uncontrolled activation of many of these kinases, i.e. aberrant kinase growth factor
10 receptor activity, for example by over-expression or mutation, has been shown to

result in uncontrotled cell growth. Accardingly, the aberrant activity of such kinases
has been linked to malignant tissue growth. Consequently, inhibitors of such
kinases couid provide cancer treatment methods. Growth factor receptors include,
for example, epidermal growth factor receptor (EGFr), platelet derived growth factor
15 receptor (PDGFr), erbB2, erbB4, vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFT), tyrosine kinase with immunoglobulin-like and epidermal growth factor
homology domains (TIE-2), insulin growth factor —| (IGF|) receptor, macrophage
colony stimulating factor (cfms), BTK, ckit, cmet, fibroblast growth factor (FGF)
receptors, Trk receptors (TrkA, TrkB, and TrkC), ephrin (eph) receptors, and the
20 RET protooncogene. Several inhibitors of growth receptors are under development
and include ligand antagonists, antibodies, tyrosine kinase inhibitors and anti-sense
oligonucleotides. Growth factor receptors and agents that inhibit growth factor
receptor function are described, for instance, in Kath, John C., Exp.-Opin. Ther.
Patents (2000) 10(6):803-818; Shawver et al DDT Vol 2, No. 2 February 1997; and
Lofts, F. J. et al, “Growth factor receptors as targets”, New Molecular Targets for

J
wn

Cancer Chemotherapy, ed. Workman, Paul and Kerr, David, CRC press 1994,
London.
Tyrosine kinases, which are not growth factor receptor kinases are termed
non-receptor tyrosine kinases. Non-receptor tyrosine kinases useful in the present
30 invention, which are targets or potential targets of anti-cancer drugs, include ¢Src,
Lck, Fyn, Yes, Jak, cAbl, FAK (Focal adhesion kinase), Brutons tyrosine kinase,
and Ber-Abl. Such non-receptor kinases and agents which inhibit non-receptor
tyrosine kinase function are described in Sinh, S. and Corey, S.J., (1999) Journal of
Hematotherapy and Stem Cell Research 8 (5): 465 — 80; and Bolen, J.B., Brugge,
35 J.8., (1997) Annual review of Immunclogy. 15: 371-404.
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SH2/SH3 domain blockers are agents that disrupt SH2 or SH3 domain
binding in a variety of enzymes or adaptor proteins including, PI3-K p85 subunit,
Src family kinases, adaptor molecules (Shec, Crk, Nck, Grb2) and Ras-GAP.
SH2/SH3 domains as targets for anti-cancer drugs are discussed in Smithgall, T.E.
(1995), Journal of Pharmacological and Toxicological Methods. 34(3) 125-32.

Inhibitors of Serine/Threonine Kinases including MAP kinase cascade

N

blockers which include blockers of Raf kinases (rafk), Mitogen or Extracellular
Regulated Kinase (MEKs), and Extracellular Regulated Kinases (ERKs); and
Protein kinase C family member blockers including blockers of PKCs (alpha, beta,

1) gamma, epsilon, mu, lambda, iota, zeta). ikB kinase family (IKKa, IKKb), PKB
family kinases, AKT kinase family members, and TGF beta receptor kinases. Such
Serine/Threonine kinases and inhibitors thereof are described in Yamamoto, T.,
Taya, S., Kaibuchi, K., (1999), Journal of Biochemistry. 126 (5) 799-803; Brodt, P,
Samani, A., and Navab, R. (2000), Biochemical Pharmacology, 60. 1101-1107;

[5 Massague, J., Weis-Garcia, F. (1996) Cancer Surveys. 27:41-64; Philip, P.A., and
Harris, A.L. (1995), Cancer Treatment and Research. 78: 3-27, Lackey, K. et al
Bicorganic and Medicinal Chemistry Letters, (10), 2000, 223-228; U.S. Patent No.
6,268,391; and Martinez-lacaci, L., et al, Int. J. Cancer (2000), 88(1), 44-52.

Inhibitors of Phosphotidyl inositol-3 Kinase family members including

200 blockers of PI3-kinase, ATM, DNA-PK, and Ku are also useful in the present
invention. Such kinases are discussed in Abraham, R.T. (1996), Current Opinion in
Immunclogy. 8 (3) 412-8; Canman, C.E., Lim, D.S. (1998), Cncogene 17 (25) 3301-
3308; Jackson, S.P. (1997), International Journal of Bicchemistry and Cell Biology.
29 (7):935-8; and Zhong, H. et al, Cancer res, (2000) 60(6), 1541-1545.

25 Also useful in the present invention are Myo-inositol signaling inhibitors such
as phospholipase C blockers and Myoinositol analogues. Such signal inhibitors are
described in Powis, G., and Kozikowski A., (1994) New Molecular Targets for
Cancer Chemotherapy ed., Paul Workman and David Kerr, CRC press 1894,
London.

30 Another group of signal transduction pathway inhibitors are inhibitors of Ras
Oncogene. Such inhibitors include inhibitors of farnesyltransferase, geranyl-geranyl
transferase, and CAAX proteases as well as anti-sense oligonucleoctides, ribozymes
and immunotherapy. Such inhibitors have been shown to block ras activation in
cells containing wild type mutant ras , thereby acting as antiproliferation agents.

35 Ras oncogene inhibition is discussed in Scharovsky, O.G., Rozados, V.R.,
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Gervasoni, 5.1. Matar, P. (2000), Journal of Biomedical Science. 7(4) 292-8; Ashby,
M.N. (1998), Current Opinion in Lipidology. 9 (2) 99 ~ 102; and BioChim. Biophys.
Acta, (19899) 1423(3):19-30.

As mentioned above, antibody antagonists to receptor kinase ligand binding

5 may also serve as signal transduction inhibitors. This group of signal transduction

pathway inhibitors includes the use of humanized antibodies to the extracellular
ligand binding domain of receptor tyrosine kinases. For example imclone C225
EGFR specific antibody (see Green, M.C. et al, Monoclenal Antibody Therapy for
Solid Tumors, Cancer Treat. Rev., (2000), 26(4), 269-286); Herceptin ® erbB2

10 antibody (see Tyrosine Kinase Signalling in Breast cancer:erbB Family Receptor
Tyrosine Kniases, Breast cancer Res., 2000, 2(3), 176-183), and 2CB VEGFR?2
specific antibody (see Brekken, R.A. et al, Selective Inhibition of VEGFR2 Activity
by a monoclonal Anti-VEGF antibody blocks tumor growth in mice, Cancer Res.
(2000) 60, 5117-5124).

15 Non-receptor Kinase angiogenesis inhibitors may also find use in the
present invention. Inhibitors of angiogenesis related VEGFR and TIEZ are
discussed above in regard to signal transduction inhibitors (both receptors are
receptor tyrosine kinases). Angiogenesis in general is linked to erbB2/EGFR
signaling since inhibitors of erbB2 and EGFR have been shown to inhibit

200 angiogenesis, primarily VEGF expression. Thus, the combination of an
erbB2/EGFR inhibitor with an inhibitor of angiogenesis makes sense. Accordingly,
non-receptor tyrosine kinase inhibitors may be used in combination with the
EGFR/erbB2 inhibitors of the present invention. For example, anti-VEGF
antibodies, which do not recognize VEGFR (the receptor tyrosine kinase), but bind

[0
'h

to the ligand; small molecule inhibitors of integrin (alpha, betas) that will inhibit
angiogenesis; endostatin and angiostatin {(non-RTK) may also prove useful in
combination with the disclosed erb family inhibitors. (See Bruns CJ et al (2000),
Cancer Res., 60: 2926-2935; Schreiber AB, Winkler ME, and Derynck R. (1986),
Science, 232: 1250-1253; Yen L et al. (2000), Onceogene 19: 3460-3469).

30 Agents used in immunotherapeutic regimens may also be useful in
combination with the compounds of formula {l). There are a number of
immunologic strategies to generate an immune response against erbB2 or EGFR.
These strategies are generally in the realm of tumor vaccinations. The efficacy of
immunotlogic approaches may be greatly enhanced through combined inhibition of

35  erbB2/EGFR signaling pathways using a small molecule inhibitor. Discussion of the

-30-



N

WO 2007/136940

PCT/US2007/066359

immunologic/tumor vaccine approach against erbB2/EGFR are found in Reilly RT et
al. (2000), Cancer Res. 60: 3569-3576; and Chen Y, Hu D, Eling DJ, Robbins J,
and Kipps TJ. (1998), Cancer Res. 58: 1965-1971.

Agents used in proapoptotic regimens (e.g., bcl-2 antisense
oligonucleotides) may also be used in the combination of the present invention.
Members of the Bcl-2 family of proteins block apoptosis. Upregulation of bel-2 has
therefore been linked to chemoresistance. Studies have shown that the epidermal
growth factor (EGF) stimulates anti-apoptotic members of the bcl-2 family (i.e., mcl-
1). Therefore, strategies designed to downregulate the expression of bcl-2 in
tumors have demonstrated clinical benefit and are now in Phase I/l trials, namely
Genta's G3139 bcl-2 antisense oligonucieotide. Such proapoptotic strategies using
the antisense cligonucleotide strategy for bcl-2 are discussed in Water JS et al.
(2000Q), J. Clin. Oncol. 18: 1812-1823; and Kitada S et al. (1894), Antisense Res.
Dev. 4: 71-79.

Cell cycle signalling inhibitors inhibit molecules involved in the control of the
cell cycle. A family of protein kinases called cyclin dependent kinases (CDKs) and
their interaction with a family of proteins termed cyclins controls progression
through the eukaryatic cell cycle. The coordinate activation and inactivation of
different ¢yclin/CDK complexes is necessary for normal progression through the cell
cycle. Several inhibitors of cell cycle signalling are under development. For
instance, examples of cyclin dependent kinases, including CDK2, CDK4, and CDK6
and inhibitors for the same are described in, for instance, Rosania et al, Exp. Opin.
Ther. Patents (2000) 10(2):215-230.
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in one embadiment, the cancer treatment method of the ciaimed invention
includes the co-administration a compound of formula | and/or a pharmaceutically
acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof and at least one anti-neoplastic
agent, such as one selected from the group consisting of anti-microtubule agents,
platinum coordination complexes, alkylating agents, antibiotic agents,
topoisomerase il inhibilors, antimetabolites, topoisomerase | inhibitors, hormones
‘and hormonal analogues, signal transduction pathway inhibitors, non-receptor
tyrosine kinase angiogenesis inhibifors, immunotherapeutic agents, proapoptotic
agents, and cell cycle signaling inhibitors.

Because the pharmaceutically active compounds of the present invention
are active as PI3 kinase inhibitors, particularly the compounds that modulate/inhibit
PI3Ky, either selectively or in conjunction with one or more of PI3K3, PI3Kp, and/or
PI3Ka, they exhibit therapeutic utility in treating a disease state selected from:
autoimmune disorders, inflammatory diseases, cardiovascular diseases,
neurodegenerative diseases, allergy, asthma, pancreatitis, multiorgan failure,
kidney diseases, platelet aggregation, sperm motility, transplantation rejection, graft
rejection and lung injuries.

When a compound of Formula (1) is adminisfered for the treatment of a
disease state selected from: autoimmune disorders, inflammatory diseases,
cardiovascular diseases, neurodegeneralive diseases, allergy, asthma, pancreatitis,
multiorgan failure, kidney diseases, platelet aggregation, sperm motility,
transplantation rejection, graft rejection or lung injuries, the term “co-administering”
and derivatives thereof as used herein is meant either simultaneous administration
or any manner of separate sequential administration of a PI3 kinase inhibiting
compound, as described herein, and a further active ingredient or ingredients,
known to be useful in the treatment of autoimmune disorders, inflammatory
diseases, cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases, allergy, asthma,
pancreatitis, multiorgan failure, kidney diseases, platelet aggregation, sperm

motility, transplantation rejection, graft rejection and/or lung injuries.

Biological assays
PI3K alpha Leadseeker SPA Assay
Compounds of the present invention were tested according to the following assays

and found as inhibitors of PI3 kinases, particularly PI3Ka. The activities (ICg) range
from 1 nM to 500 pM against PI3Ka.
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The compound of example 1 was tested and found to have an 1C50 of 1 nM against
PI3Ka in the assays.

Assay principle

wn

SPA imaging beads are microspheres containing scintillant which emit light in the
red region of the visible spectrum. As a result, these beads are ideally suited to use
with a CCD imager such as the Viewlux. The Leadseeker beads used in this
. system are polystyrene beads that have been coupled with polyethyleneimine.
When added to the assay mixture, the beads absorb both the substrate (PIP2) and
10 product (PIP3). Adsorbed P**-PIP3 will cause an increase in signal, measured as
ADUs (analog to digital units). This protocol details the use of the PEI-PS
Leadseeker beads for assays using His-p110/p85 PI3K alpha.

Assay protocol

15 Solid compounds are typically plated with 0.1 pl of 100% DMSQ in all wells (except
column 8 and 18) of a 384-well, flat bottom, low volume plate (Greiner 784075). The
compounds are serially diluted (3-fold in 100% DMSQ) across the plate from
column 1 to column 12 and column 13 to column 24 and leave column 6 and 18
containing only DMSO to vield 11concentraions for each test compound.

200 The assay buffer contains MOPS (pH 6.5), CHAPS, and DTT. PI3K alpha and
PIP2 (L-alpha-D-myo-Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [P1(4,5)P2]3-O-
phospho linked, D(+)-sn-1,2-di-O-octanoylglyceryl, CellSignals # 901) are mixed
and incubated in the plate with compound for 30min prior to starting the reaction
with the addition of P**-ATP and MgCl, (reagents added using Zoom). Enzyme-free

25 wells (column 18) are typically done to determine the low control. PEI-PS
Leadseeker beads in PBS/EDTA/CHAPS are added (by Muitidrop) to quench the
reaction, and the plates are allowed to incubate for at least one hour (typically
overnight) before centrifugation. The signal is determined using a Viewlux detector
and is then imported into curve fitting software (Activity Base) for construction of

30  concentration response curves. The percent inhibition of activity was calculated
relative to high controls (C1, 0.1yl DMSO in column 6, rows A-P)) and low controls
(C2, 5 ul of 40 uM PIP2 in buffer in column 18, rows A-P) using, 100*(1-({U1-
C2)/(C1-C2}). The concentration of test compound yielding 50% inhibition was
determined using the eguation, y = ((Vmax®x) / (K+x)) + Y2, where "K" was equal to

35  the IC50. The IC50 values were converted to pIC50 values, i.e., -log IC50 in Molar
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concentration.

Celluar assays:
DAY 1

Flate cells before noon

h

10K cells/well in clear flat-bottomed 96-well plates (f.v. 105uf)
Last four wells in last column receive media only
Place in 37degC incubator overnight
Compound plate
1) Prepare in polypropylene round-bottomed 96-well plates; 8 compounds per
plate, 11-pt titrations of each (3x serial dilution), DMSO in last column (0.15%
f.c. on cells) ‘
15ul in first well, 10ul DMSQ in the rest; take 5ul from first well and mix in next,
continue across plate (excluding last column); seal with foil lid and place at 4degC
IS DAY2
Take out Lysis buffer inhibitors (4degC/-20degC) and compound plates (4degC),
thaw on bench top; make 1x Tris wash buffer (WB) to fill reservoir on plate washer
and top off bench supply (use MiliQ), turn on centrifuge to allow it to cool
Block MSD plates
20 Make 20ml 3% blocking solution/plate (600mg blocker A in 20ml WB), add
150ulfwell and incubate at RT for at least 1 hr
Add compound (while blocking)
Add 300ul growth media (RPMI w/ Q, 10% FBS) per well (682x dil of compound) to
each compound plate

N
N

Add 5ul compound dilution inio each well (f.v. 770ul) on duplicate plates

Place in 37degC incubator for 30min

Make lysates

Prepare MSD Lysis buffer; for 10ml add 200ul protease inhibitor solution, and 100ul

each of Phosphatase inhibitors | & Il {(Keep on ice untif ready for use)

30  Remocve plates post-incubation, aspirate media with plate washer, wash 1x with
cold PBS, and add 80ul MSD Lysis buffer per well; incubate on shaker at 4degC for
230min
Spin cold at 2500rpm for 10min; leave plates in 4degC centrifuge until ready for use
AKT duplex assay

35  Wash plates (4x with 200ul/well WB in plate washer); tap plates on paper towel to
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blot.

Add 60ul of lysates/well, incubate on shaker at RT for 1hr

During incubation prepare detection Ab (3ml/plate; 2ml WB and 1ml blocking
solution w/ Ab at 10nM); repeat wash step as above

Add 25ul of Ab/well, incubate on shaker at RT for 1hr; repeat wash step as above
Add 150ul/well 1x Read Buffer (dilute 4x stock in ddH20, 20ml/plate), read

immediately

Analysis

Observe all the data points at each compound concentration.

The data point from highest inhibitor concentration must be equal or greater than
70% of DMSO control.

IC50 for duplicate runs must be within 2-fold of each other (nct flagged in summary
template).

Y min must be greater than zero; if both mins are red flagged (>35) then compound
is listed as inactive (IC50= > highest dose). If only one min is red flagged, but still
<50 then call IC50 as listed.

Any data points equal or greater than 30% off the curve will not be considered.

Cell Growth/Death Assay:

BT474, HCC1854 and T-470 (human breast) were cultured in RPMI-1640
containing 10% fetal bovine serum at 37°C in 5% CO, incubator. Cells were split
into T75 flask (Falcon #353136) two to three days prior to assay set up at density
which yields approximately 70-80% conffuence at time of harvest for assay. Cells
were harvested using 0.25% trypsin-EDTA (Sigma #4049). Cell counts were
performed on cell suspension using Trypan Blue exclusion staining. Cells were then
plated in 384 well black flat bottom polystyrene (Greiner #781086) in 48 yl of culture
media per well at 1,000 cells/well. All plates were placed at 5% CO,, 37°C overnight
and test compounds were added the following day. One plate was treailed with
CellTiter-Glo (Promega #G7573) for a day 0 (t=0) measurement and read as
described below. The test compounds were prepared in clear bottom polypropylene
384 well plates (Greiner#781280) with consecutive two foid dilutions. 4 pl of these
dilutions were added to 105 pl culture media, after mixing the solution, 2 pl of these
dilutions were added intc each well of the cell plates. The final concentration of
DMSO in all wells was 0.15%. Cells were incubated at 37°C, 5% CO; for 72 hours.
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Following 72 hours of incubation with compounds each plate was developed and
read. CellTiter-Glo reagent was added to assay plates using a volume equivalent to
the cell culture volume in the wells. Plates were shaken for approximately two
minutes and incubated at room temperature for approximately 30 minutes and

5 chemiluminescent signal was read on the Analyst GT (Molecular Devices) reader.
Results were expressed as a percent of the t=0 and plotted against the compound

concentration. Cell growth inhibition was determined for each compound by fitting
the dose response with a 4 or 6 parameter curve fit using XLfit software and

determining the concentration that inhibited 50% of the cell growth (gIC50) with the
10 Y min as the t=0 and Y max as the DMSO control. Value from wells with no cells

was subtracted from all samples for background correction.

Additional references:
The compounds of the present invention can atso be tested to determine their
15 inhibitory activity at PI3Kaq, PI3K3, PI3KR and PI3Ky according to the following

references:

For all PI3K isoforms:

Cloning, expression, purification, and characterization of the human Class la
200 phosphoinositide 3-kinase isoforms: Meier, T.l.; Cook, J.A.; Thomas, J.E.; Radding,
J.A_; Horn, C.; Lingaraj, T., Smith, M.C. Protein Expr. Purif., 2004, 35(2), 218.
Competitive fluorescence polarization assays for the detection of phosphoinositide
kinase and phosphatase activity: Drees, B.E.; Weipert, A.; Hudson, H.; Ferguson,
C.G.; Chakravarty, L.; Prestwich, G.D. Comb. Chem. High Throughput.Screen.,
2003, 6(4), 321.

~J
wn

For PI3Ky: WO 2005/011686 A1

The pharmaceutically active compounds within the scope of this invention

are useful as P13 Kinase inhibitors in mammals, particularly humans, in need
30 thereof.

The present invention therefare provides a method of treating diseases
associated with PI3 kinase inhibition, particularly: autoimmune disorders,
inflammatory diseases, cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases,
allergy, asthma, pancreatitis, muitiorgan failure, kidney diseases, platelet

35  aggregation, cancer, sperm motility, transplantation rejection, graft rejection and
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lung injuries and other conditions requiring PI3 kinase modulation/inhibition, which
comprises administering an effective compound of Formula (1) or a
pharmaceutically acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof. The
compounds of Formula (1) also provide for a method of treating the above indicated
disease states because of their ability to act as PI3 inhibitors. The drug may be
administered to a patient in need thereof by any conventional route of
administratibn, including, but not limited to, intravenous, intramuscular, oral,
subcutaneous, intradermal, and parenteral.

The pharmaceuticaily active compounds of the present invention are
incorpeorated into convenient dosage forms such as capsules, tablets, or injectable
preparations. Solid or liquid pharmaceutical carriers are employed. Solid carriers
include, starch, lactose, calcium sulfate dihydrate, terra alba, sucrose, talc, gelatin,
agar, pectin, acacia, magnesium stearate, and stearic acid. Liquid carriers inc!ude
syrup, peanut oil, olive qil, saline, and water. Similarly, the carrier or diluent may
include any prolonged release material, such as glyceryl monostearate or glyceryl
distearate, alone or with a wax. The amount of solid carrier varies widely but,
preferably, will be from about 25 mg te about 1 g per dosage unit. When a liquid
carrier is used, the preparation will be in the form of a syrup, elixir, emulsion, soft
gelatin capsule, sterile injectable liquid such as an ampoule, or an aqueous or
nonaqueous liquid suspension.

The pharmaceutical preparations are made following conventional
techniques of a pharmaceutical chemist invelving mixing, granulating, and
compressing, when necessary, for tablet forms, or mixing, filling and dissolving the
ingredients, as appropriate, {0 give the desired oral or parenteral products.

Doses of the presently invented pharmaceutically active compounds in a
pharmaceutical dosage unit as described above will be an efficacious, nontoxic
quantity preferably selected from the range of 0.001 - 100 mg/kg of active
compound, preferably 0.001 - 50 mg/kg. When treating a human patient in need of
a Pi3K inhibitor, the selected dose is administered preferably from 1-6 times daily,
orally or parenterally. Preferred forms of parenteral administration include topically,
rectally, transdermally, by injection and continuously by infusion. Oral dosage units
for human administration preferably contain from 0.05 to 3500 mg of active
compound. Oral administration, which uses lower dcsages is preferred. Parenteral
administration, at high dosages, however, also can be used when safe and
convenient for the patient.

-37-



WO 2007/136940 PCT/US2007/066359 e

Optimal dosages to be administered may be readily determined by those
skilled in the art, and will vary with the particular PI3 kinase inhibitor in use, the
strength of the preparation, the mode of administration, and the advancement of the
disease condition. Additional factors depending on the particular patient being

5 ireated will result in a need to adjust dosages, including patient age, weight, diet,
and time of administration.

The method of this invention of inducing P13 kinase inhibitory activity in
mammals, including humans, comprises adminisiering to a subject in need of such
aclivity an effective PI3 kinase modulating/inhibiting amount of a pharmaceutically

1 active compound of the present invention.
The invention also provides for the use of a compound of Formula (1) in the
manufacture of a medicament for use as a P13 kinase inhibitor.
The invention also provides for the use of a compound of Formula (1) in the
manufacture of a medicament for use in therapy.

The invention also provides for the use of a compound of Formula (1) in the

wh

manufacture of a medicament for use in treating autcimmune disorders,
inflammatory diseases, cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases,
allergy, asthma, pancreatitis, multiorgan failure, kidney diseases, platelet
aggregation, cancer, sperm motility, transplantation rejection, graft rejection and
2} lunginjuries.

The invention also provides for a pharmaceutical compasition for use as a
P13 inhibitor which comprises a compound of Formula (1) and a pharmaceutically
acceptable carrier.

The invention also provides for a pharmaceutical composition for use in the

J
9]

treatment of autoimmune disorders, inflammatory diseases, cardiovascular
diseases, neurodegenerative diseases, allergy, asthma, pancreatitis, multiorgan
failure, kidney diseases, platelet aggregation, cancer, sperm motility,
transplantation rejection, graft rejection and lung injuries, which comprises a
compound of Formula (1) and a pharmaceutically acceptable carrier.

30 No unacceptable toxicological effects are expected when compounds of the

invention are administered in accordance with the present invention.

In addition, the pharmaceutically active compounds of the present invention
can be co-administered with further active ingredients, including compounds known

33  to have utility when used in combination with a PI3 kinase inhibitor.
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Without further elaboration, it is believed that one skilled in the art can, using
the preceding description, utilize the present invention to its fullest extent. The
following examples are, therefore, to be construed as merely illustrative and not a

limitation of the scope of the present invention in any way.

Experimental Details

Preparation
The derivatives described herein are prepared by the general methods described

below:

Schemes/Experimentals

Scheme I:

Conditions: a) Tributyl(vinyltin, Pd(PPh3)s, dioxane, reflux; b) OsQ,, NalO,, 2,6-
lutidine, -BuOH, dioxane, H,0, rt; ¢) heteroaryl (R) boronic acid, Pd(PPh3)s, 2 M
K.CO3, DMF, 100 °C; d) 2,4-thiazolidinedione, piperidine, AcOH, EtOH, ywave, 150
o]

C.
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Examples:

Example 1: (52)-5-{[4-(4-pyridiny]})-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-

2,4-dione

th

a) 4-chloro-6-ethenylquinoline
A mixture of 6-bromo-4-chloroquinocline {6.52 g, 26.88 mmol; see J. Med.

Chem., 21, 268 (1978) ), tributyl(vinyl)tin (8.95 g, 28.22 mmoal), and

10 tetrakistriphenylphosphine palladium (0) (0.62 g, 0.54 mmol) in 1,4-dioxane (150
ml.) was refluxed for 2.0 h, cooled to room temperature, and concentrated in vacuo.
The residue was purified by flash chromatography on silica gel {0-4%
MeOH:CH,CI;) to give the title compound (5.1 g) as a pale yellow solid. MS(ES)+
m/e 190 [M+H]'. This material was used directlly in the next step.

b) 4-chloro-6-quinolinecarbaldehyde

A mixture of 4-chloro-6-ethenylquincline (5.1 g, 26.88 mmol}, 2,6-tutidine
(5.76 g, 53.75 mmol), sodium {meta) periodate (22.99 g, 107.51 mmol), and
osmium tetroxide (5.48 g of a 2.5% solution in tert-butanol, 0.538 mmol) in 1,4-

20 dioxane:H;0 (350 mL of 3:1 mixture) was stirred for 3.5 h at room temperature and
concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography on silica
gel (CHCI;) to give the title compound (4.26 g, 83% for 2 steps) as a pale yellow
solid. MS(ES)+ m/e 192 [M+H]".

25 ¢} 4-(4-pyridinyl)-6-quinolinecarbaldehyde
A mixture of 4-chloro-6-quinolinecarbaldehyde (3.24 g, 16.92 mmol), 4-
pyridylboronic acid (3.12 g, 25.38 mmol), tetrakistriphenylphosphine palladium (0)
(0.8978 g, 0.846 mmol), and 2M aqueous K,CO; (7.02 g, 50.76 mmol, 25.4 mls of
2M solution) in DMF (100 mL) was heated at 100°C for 3.0 h and cooled to room
30  temperature. The mixture was filtered through celite and the celite was washed

with EtOAc. The filtrate was transferred to a separatory funnel , washed with water
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and saturated NaCl, dried (Na.S0,), filtered and concentrated in vacuo. The
residue was purified by flash chromatography on silica gel (6% MeQH:CH,Cl,) to
give the title compound (2.03 g, 51%) as a tan solid. MS(ES)+ m/e 235 [M+H]".

d) (52)-5-{[4-(4-pyridinyl)-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-dione

A mixture of 4-(4-pyridiny!}-6-quinolinecarbaldehyde (0.108 g, 0.463 mmol),
2,4-thiazolidinedione (0.0417 g, 0.356 mmol), piperidine (0.0303 g, 0.356 mmol),
and acetic acid (0.0214 g, 0.356 mmol) in EtOH (5 mL) was heated at 150°C for 30
minutes in a microwave oven. The reaction was cooled to room temperature and
the resulting precipitate was filtered and dried in a Buchner funnel to give the title
compound (0.0594 g, 50%) as a tan solid. MS(ES)+ m/e 334 {M+H]". 1H NMR (400
MHz, DMSO-ds) O ppm 9.08 (d, J=4.42 Hz, 1 H) 8.80 - 8.88 (m, 2 H) 8.25 (d,
J=8.72 Hz, 1 H)8.00-8.07 (m, 2H)} 7.98 (s, 1 H) 7.65 - 7.68 (m, 2 H) 7.63 (d,
J=4.42 Hz, 1 H). '

-6-quinolinyllmethylidene}-1.3-thiazolidine-

Following the procedure used to prepare Example 1, the title compound was
prepared by substituting 3-pyridinylboronic acid for 4-pyridinylboronic acid.
MS(ES)+ m/e 334 [M+H]".
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Following the procedure used to prepare Example 1, the title compound was

prepared by substituting 3-methyl-1,3-thiazolidine-2,4-dione in place of 1,3-
thiazolidine-2,4-dione, to give a light yellow solid. MS(ES)+ m/e 348 [M+H]".
Alternatively, some examples were prepared via a pailadium mediated Suzuki (or
10 Stille) coupling of a heteroaryl baronic acid (or heteroaryl stannane) with 4-iodo-6-
quinolinecarbaldehyde (Scheme Ii). The iodide intermediate was prepared by
treating the corresponding chloride with 4 N HC!, followed by sodium iodide. The
heteroaryi aldehydes were converted 1o the title compounds follo_wing the same

procedure used to prepare Example 1.

Scheme Il

Cl | R

— —_—
N/ N/ or C) N/

Conditions: a)4 N HCl in dioxane, rt, 5 min; then Nal, 105 ® C, 18 h; b) heteroaryl
20 (R) boronic acid, Pd(PPh3),, 2 M K,COg, dioxane, 100 °C or ¢)
tributyl(heteroarylitin, Pd(PPh;),, dioxane, reflux.
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Example 4: (57)-5-({4-[2-(methyloxy)-5-pyrimidinyl]-6-quinolinyi}methylidene)-
1,3-thiazolidine-2.4-dione

5 a) 4-iodo-6-gquinolinecarbaldehyde
In a large reaction tube, to a solution of 4-chloro-6-quinolinecarbaldehyde

(4.26 g, 22.2 mmol) in propionitrile (125 mlL) was added 4 N HCl in dioxane (2 eq
HCI, 11.1 mL, 44.4 mmol). The solution was stirred for 15 minutes and charged
with 3 eq of sodium iodide (10 g, 66 mmol). The reaction tube was sealed and

10 heated at 105 °C overnight. The reaction was monitered by LCMS. The reaction
was allowed to cool to ambient temperature and the and the product filtered off and
washed with acetonitrile. The crude solid was then placed in a beaker and
saturated sodium bicarbonate was added with stirring until pH 8.5. The solid was
then extracted into methylene chloride. The methylene chloride layer was then

15 washed with water, dried over sodium sulfate and concentrated in vacuo to give

the title compound in 85% yield.

b} 4-[6-(methyloxy)-3-pyridinyl}-6-quinolinecarbaldehyde
A mixture of 6-(methyloxy)-3-pyridinyl]boronic acid (225 mg, 1.5 mmol), 4-
20 icdo-6-quinclinecarbaldehyde (283 mg, 1 mmol), tetrakistriphenylphosphine
palladium (0) {57 mg, 0.05 mmol), 2 M aqueous K,CO; (2.5 mL of a 2 M solution),
and dioxane (5 mL) ) was heated at 100 °C for 8 h and cooled to room temperature.
The dioxane was removed under reduced pressure and the residue dissolved in 2:1

mixture of methylene chloride/water and the solution filtered. The organic layer was

25  separated and dried with sodium sulfate and the crude product obtained by
decanting the soluticn and evaporation of the methylene chloride. The crude
product was purified by silica gel chromatography eluting with methylene
chloride/methanol (0-1% methanol gradient) to give the title compound (250 mg, 95
%). MS(ES)+ m/e 265 [M+H]".

30
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(52)-5-({4-[2-(methyloxy)-5-pyrimidinyl]-6-quinoclinyl}methylidene)-1,3-thiazolidine-

2,4-dione was then prepared following the procedure of Example 1d. MS(ES)+ m/e

365 [M+H]".

Compound 5, 6, 7, and 8 are prepared following the procedure used to prepare

Example 4;
MS(ES)
Example Structure
[M+H]"
5 364
6 419
7 432
8 364

-44 -
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Example 9: {(572)-5-{[4-(3-pyridazinyl}-8-quinolinyl]methylidene}-1,3-

thiazolidine-2,4-dione

a) 4-{3-pyridazinyl)-6-quinclinecarbaldehyde

A mixture of 4-icdo-6-quinolinecarbaldehyde (142 mg, 0.5 mmol), 3-
(tributylstannyl)pyridizine (220 mg, 0.6 mmol), and dichloro-
[1,1'bis{diphenylphosphino)ferrocene]palladium (!I) dichloromethane adduct (12.2
mg, 0.015 mmol) in dioxane (3 mL) was heated at 100 °C for 5 h and cooled to
room temperature. Three hundred milligrams of silica gel was added to the reaction
and the dioxane was evaporated. The dry pack was loaded on top of a 10 gram
silica column packed in methylene chloride and eluted with (0-3 % MeOH:CH,Cl,)
to give the title compound (170 mg, 72%) as a solid. MS(ES)+ m/e 236 [M+H]".
(5Z2)-5-{[4-(3-pyridazinyl}-6-quinoclinyljmethylidene}-1,3-thiazclidine-2,4-dione was
then prepared following the procedure of Example 1d. MS(ES)+ m/e 335 [M+H]".
Additional examples were prepared via a palladium mediated Suzuki coupling of a
heteroaryl bromide with 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-6-
guinolinecarbaldehyde (Scheme Il). The boronate intermediate was prepared by a
palladium (0) mediated reaction of the corresponding chioride. The heteroaryl
aldehydes were converted to the title compounds following the same procedure

used to prepare Example 1.

Scheme llI:
cl B(OH), R

—_— —_—
s ~ P
N N N

Conditions: a) 4,4,4',4',5,5,5',6-octamethyl-2,2'-bi-1,3,2-dioxaborolarie, potassium

acetate, dichloro-[1,1'bis(diphenylphosphino) ferrocene]palladium (I1)

dichloromethane adduct, dioxane, 100 °C, 18 h; b) hetercaryl (R) bromide (1.3 eq),
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tetrakistriphenylphosphine palladium (0), 2 M aqueous K,CO,, dioxane, 100 °C, 8 h.

-1.3-thiazolidine-

a) 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-6-quinolinecarbaldehyde

A mixiure of 4-chloro-6-quinolinecarbaldehyde (2.5 g, 13 mmol),
4,4.4'4' 5,55 5-octamethyl-2,2'-bi-1,3,2-dioxaborolane (7 g, 27 mmole),. potassium
acetate (5 g, 39 mmol), and dichloro-
[1,1'bis(diphenylphasphino)ferrocene]palladium (1) dichloromethane adduct (530
mg, 0.0.65 mmal) in dioxane (30 mL) was heated at 100 °C for 18 h and cooled to
room temperature. The dioxane was removed under reduced pressure and the
residue dissolved in 2:1 mixture of ethy! acetate/water and the solution filtered. The
organic layer was separated and dried with sodium sulfate and the crude product
obtained by decanting the solution and evaporation of the ethyl acetate. The crude
product was purified by silica gel chromatography eluting with methylene chioride/
methanol (0-2% methanol gradient) to give the title compound (2.9 g, 78 %).

k) 4-(2-pyridinyl)-6-quinoclinecarbaldehyde

A mixture of 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-6-
quinclinecarbaldehyde (180 mg, 0.64 mmol), Z-bromopyridine (158 mg, 1.0 mmol),
), tetrakistriphenylphosphine palladium (0) (38 mg, 0.0335 mmol), and 2 M aqueous
K,COs (1 mL of a 2 M solution), and dioxane (4 mL) ) was heated at 100 °C for 8 h
and cooled to room temperature. The dioxane was removed under reduced
pressure and the residue dissolved in 2:1 mixiure of methylene chloride/water and
the solution filtered. The organic layer was separated and dried with sodium sulfate
and the crude product obtained by decanting the solution and evaporation of the
methylene chloride. The crude product was purified by silica gel chromatography
eluting with methylene chloride/ methanol (0-2% methanol gradient) to give the title
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compound (80mg, 65 %). MS(ES)+ m/e 235 [M+H]".

(52)-5-{l4-(2-pyridinyl)-6-quinolinyljmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-dione was then
prepared following the procedure of Example 1d. MS(ES)}+ m/e 334 [M+H]".
Compound 11 and 12 are prepared following the procedure used to prepare

Example 10:
MS(ES)
Example Structure .
[M+H]
11 349
12 350

The compounds of the following examples are readily made according to

Schemes | or by analogous methods.

Exemplary capsule composition
An oral dosage form for administering the present invention is produced by

filing a standard two piece hard gelatin capsule with the ingredients in the
proportions shown in Table |, below.
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Table |

INGREDIENTS AMOUNTS
(52)-5-{[4-(4-pyridinyl)-6-quinolinyljmethylidene}-1,3- 25 mg
thiazolidine-2,4-dione

Lactose 55 mg
Talc 16 mg
Magnesium Stearate . 4 mg

(9]

Exemplary Injectable Parenteral Composition

An injectable form for administering the present invention is produced by
stirring 1.5% by weight of (52)-5-{[4-(4-pyridinyl)-6-qguinolinyllmethylidene}-1,3-

thiazotidine-2,4-dione in 10% by volume propylene glycol in water.

1 Exemlary Tablet Composition

The sucrose, calcium sulfate dihydrate and an PI3K inhibitor as shown in
Table Il below, are mixed and granulated in the proportions shown with a 10%
gelatin solution. The wet granules are screened, dried, mixed with the starch, talc

and stearic acid;, screened and compressed into a tablet.

Table [l

INGREDIENTS AMOUNTS
(5Z)-5-{[4-(4-pyridinyl)-B-quinalinyllmethylidene}-1,3- 20 mg
thiazolidine-2,4-dione

calcium sulfate dehydrate 30 mg
Sucrose 4 mg
Starch 2mg

Talc 1mg
stearic acid 0.5 mg

While the preferred embodiments of the invention are illustrated by the
200 above, itis to be understood that the invention is not limited to the precise
instructions herein disclosed and that the right to all modifications coming within the

scope of the following claims is reserved.
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What is claimed is:

1. A compound of Formula (I):

in which
R1 is heteroaryl or substituted hetercaryl,

10 R2is selected from a group consisting of: hydrogen, C1-C6 alkyl, substituted alkyl,
aryl, substituted aryl, arylalkyl, substituted arylalky!;
each R3 and R4 is independently selected from a group consisting of: hydrogen,
halogen, acyl, amino, substituted amino, C1-6alkyl, substituted C1-6alky!, C3-
7cycloalkyl, substituted C3-7cycloalkyl, C3-7heterocycloalkyl, substituted C3-

15 7heterocycloalkyl, alkylcarboxy, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted
heteroaryl, arylalkyl, substituted arylalkyl, arylcycloalkyl, substituted, trifluoromethyl,
arylcycioalkyl, heteroarylalkyl, substituted heteroarylalkyl, gyano, hydroxyl, alkoxy,
nitro, acyloxy, acylamino, and aryloxy;,

nis 0-2;
200  andfor a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof.
2. A compound according to claim 1 selected from a compound of formula (11)

]
th
=
=

in which

R1 is heteroaryl or substituted heteroaryl;
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R2 is selected from a group consisting of: hydrogen, C1-C6 alkyl, substituted alkyl,
aryl, substituted aryl, arylatkyl, and substituted arylalkyl;
and/or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof.

3. A compound according to ctaim 1 or 2 wherein R2 is hydrogen, and/or a

pharmaceutically acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof,

4, A compound according to claim 1 or 2, wherein R1 is a optionally
substituted monocyclic heteroaryl; and/or a pharmaceutically acceptable salt,

hydrate, solvate or pro-drug thereof.

5. A compound of claim 1 selected from a group consisting of:
(52)-5-{[4-(4-pyridinyl)-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-dione;
(52)-3-methyl-5-{[4-(4-pyridinyl)-6-guinolinyljmethylidene}-1,3-thiazolidine-

2,4-dione;
(52Z)-5-{[4-(3-pyridinyl)-8-quinoclinylJmethylidene}- 1, 3-thiazolidine-2,4-dione;
(52)-5-{[4-{2-pyridinyl)-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-dione;
(52)-5-({4-[2-(methyloxy)-5-pyrimidinyl]-8-quinolinyl}methylidene)-1,3-

thiazolidine-2,4-dione;
(52)-5-({4-[2-(methyloxy)-4-pyridinyl}-6-quinolinylimethylidene)-1,3-

thiazolidine-2,4-dione;
(52Z)-5-{[4-{6-amino-3-pyridinyl}-6-quinclinyl)methylidene}-1,3-thiazolidine-

2,4-dione; .
(52)-5-{[4-(2-0x0-1,2-dihydro-4-pyridinyl}-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-

thiazolidine-2,4-dione; |
(5Z2)-5-({4-[6-(4-morpholinyl)-3-pyridinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-1,3-

thiazolidine-2,4-dione;
(52)-5-({4-[6-(4-methyl-1-piperazinyl)-3-pyridinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-
1,3-thiazolidine-2,4-dione;
(5Z)-5-{[4-(3-pyridazinyl)-6-quinolinyljmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-
dione; and
(5Z2)-5-({4-[2-(methyloxy)-5-pyrimidinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-1,3-
thiazolidine-2,4-dione;

and/cr a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof.
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6. A compound of formula () selected from a group consisting of:
(5Z)-5-{[4-(4-pyridinyl)-6-quinalinyl]methylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-dione, and/or a
pharmaceutically acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof.

7. A pharmaceutical composition comprising a compound according to claim 1

to 2 and a pharmaceutically acceptable carrier.

8. A method of inhibiting one or more phosphatoinositides 3-kinases (P13Ks) in
a mammal; comprising administering to the mammal a therapeutically effective
amount of a compound of Formula (1) and/or a pharmaceutically acceptable salt,
hydrate sclvate or pro-drug thereof as defined in claim 1.

9. A method of treating one cr more disease states selected from agroup
consisting of: autoimmune disorders, inflammatory diseases, cardiovascular
diseases, neurodegenerative diseases, allergy, asthma, pancreatitis, multiorgan
failure, kidney diseases, platelet aggregation, cancer, sperm motility,
transplantation rejection, graft rejection and lung injuries, in a mammal, which
method comprises administering to such mammal, a therapeutically effective

amaunt of a compound according to claim 2.

10. A method of treating cancer comprises co-administration a compound
according to claim 1; and/or a pharmaceutically acceptable salt, hydrate, solvate or
pro-drug thereof; and at least one anti-neoplastic agent, such as one selected from
a group consisting of anti-microtubule agents, platinum coordination complexes,
alkylating agents, antibiotic agents, topoisomerase |l inhibitors, antimetabolites,
topoisomerase | inhibitors, hormones and hormonal analogues, signal transduction
pathway inhibitors, non-receptor tyrosine kinase angiogenesis inhibitors,

immunotherapeutic agents, proapoptotic agents, and cell cycle signaling inhibitors.

11, A method of claim S, wherein the disease state is selected from a group
consisting of; mulliple sclerosis, psoriasis, rheumatoid arthritis, systemic lupus
erythematosis, inflammatory bowel disease, lung inflammation, thrombaosis, brain

infection/inflammation, meningitis and encephalitis.
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12. A method of claim 9, wherein the disease state is selected from a group
consisting of: Alzheimer's disease, Huntington's disease, CNS trauma, stroke and

ischemic conditions.

13. A method of claim 9, wherein the disease state is selected from a group

N

consisting of: atherosclerosis, heart hypertrophy, cardiac myocyte dysfunction,

elevated blood pressure and vasoconstriction.

14, A method of ¢laim 9, wherein the disease state is selected from a group

100 consisting of: chronic obstructive pulmonary disease, anaphylactic shock fibrosis,
psoriasis, allergic diseases, asthma, stroke, ischemia-reperfusion, platelets
aggregation/activation, skeletal muscle atrophy/hypertrophy, leukocyte recruitment
in cancer tissue, antiogenesis, invasion metastasis, melanoma, Karposi's sarcoma,
acute and chronic bacterial and virual infections, sepsis, transplantation rejection,

15 graft rejection, glomerulo sclerosis, glomerulo nephritis, progressive renal fibrosis,
endothelial and epithelial injuries in the fung, and lung airways inflammation.

15. A method of claim 9 wherein the disease is cancer.

20 16. A method of claim 15 wherein the cancer is selected from a group consisting
of: brain {gliomas), glioblastomas, leukemias, Bannayan-Zonana syndrome,
Cowden disease, Lhermitte-Duclos disease, breast, inflammatory breast cancer,
Wilm's tumor, Ewing's sarcoma, Rhabdomyosarcoma, ependymoma,

medulloblastoma, colon, head and neck, kidney, lung, liver, melanoma, ovarian,

25 pancreatic, prostate, sarcoma, osteosarcoma, giant cell tumor of bone, and thyroid,
17. A method of claim 15 wherein the disease is selected from a group
consisting of: ovarian cancer, pancreatic cancer, breast cancer, prostate cancer
and leukemia.

30
18. A method according to any one of claim 9 to 17, wherein the mammal is
human.

19. A method of claim 8, wherein said PI3 kinase is a Pl3a.

35
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20. A method of claim 8, wherein said P|3 kinase is a PI3y.

21. A method according to any cne of claim 8 to 17 , wherein said compound is

selected from:
(52)-5-{[4-(4-pyridinyl)-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-dione;
(52)-3-methyl-5-{{4-(4-pyridinyl)-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-

2.4-dione; .

- (52)—5-{[4-(3-pyridinyl)—6-quinbiinyl]methylidene}-1,3-thiazolidine—2,4—’di0ne;

(62)-5-{[4-(2-pyridinyl)-6-quinolinyllmethylidene}- 1, 3-thiazolidine-2,4-dione;
10) (62)-5-({4-[2-(methyloxy)-5-pyrimidinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-1,3-
thiazolidine-2,4-dione;

L

{52)-5-({4-{2-(methyloxy)-4-pyridinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-1,3-
thiazolidine-2,4-dione;

(52)-5-{[4-(6-amino-3-pyridinyl }-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-

15 2,4-diong;

(62)-5-{[4-(2-0x0-1,2-dihydro-4-pyridinyl)-6-quinolinyllmethylidene}-1,3-
thiazolidine-2,4-dione;

(52)-5-({4-[6-(4-morpholinyl)-3-pyridinyl}-6-quinolinyl}methylidene)}-1,3-
thiazolidine-2,4-dione;

ro
-

(52)-5-({4-[6-(4-methyl-1-piperazinyl)-3-pyridinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-
1,3-thiazolidine-2,4-dione;

(52)-5-{[4-(3-pyridazinyl)-6-quinoclinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-
dione; and

(52)-5-({4-[2-(methyloxy)-5-pyrimidinyl]-6-quinolinyl}methylidene)-1,3-
25  thiazolidine-2,4-dione;

and/or a pharmaceutically acceptable salt, solvate, hydrate, or pro-drug thereof.

22. A method according to any one of claim 8 to 17, wherein said compound is
selected from a group consisting of: (52)-5-{[4-(4-pyridinyl}-6-

30 quinolinyllmethylidene}-1,3-thiazolidine-2,4-dione, and/or a pharmaceutically
acceptable salt, solvate, hydrate, or pro-drug thereof.

23. A method of cfaim 8 wherein the compound according to ¢laim 1, and/or a
pharmaceutically acceptable salt, hydrate, solvate or pro-drug thereof, is

35  administered in a pharmaceutical composition.
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DERIVADOQOS DE TIAZOLIDINADIONA COMO INHIBIDORES BE LA PI3
QUINASA

Campo de la Invencion

Esta invencion se refiere al usc de derivados de tiazolidinadiona para la
modulacion, particularmente la inhibicidén de la actividad o funcién de la familia
fosfoinositido 3' OH quinasa (en lo sucesivo PI3 quinasas), convenientemente, de
P13Ka, PI3KS, PISKP y/o PI3Ky. De manera adecuada, la presente invencion se
refiere al usc de tiazolidinadionas en el tratamiento de unc o mas estados de
enfermedad seleccionados entre: ftrastornos autoinmunes, enfermedades
inflamatorias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas,
alergia, asma, pancreatitis, fallo multiorganico, enfermedades renales, agregacion
plaquetaria, cancer, motilidad de los espermatozoides, rechazo de trasplantes,
rechazo de injertos y lesiones pulmonares.

Antecedentes de la Invencion

Las membranas celulares representan un gran almacén de segundos
mensajeros que pueden alistarse en una diversidad de rutas de transduccién de
sefnales. Por lo que respecta a la funcién y regulacion de enzimas efectoras en la
ruta de senalizacion de fosfelipidos, estas enzimas generan segundos mensajeros
a partir de las reservas de fosfolipidos de la membrana (PI3 quinasas de clase |
(por ejemplo, Pl3Kalfa) y son enzimas quinasas de especificidad doble, lo que
significa que presentan fanto actividad quinasa de lipidos (fosforilacion de
fosfoinositidos) como actividad proteina quinasa, ya que se ha demostrado que son
capaces de fosforilar proteinas como sustrato, incluyendo la autofosforilacién como
mecanismo regulador inframolecutar. Estas enzimas de senalizacidn de fosfolipidos
se activan en respuesta a una diversidad de sefales extracelulares tales como
factores de crecimiento, mitdgenos, integrinas (interaccicnes célula-célufa),
hormonas, citoquinas, virus y neurotransmisores tales como los descritos en el
Esquema A presentado mas adelante, y también por regulacién intracelular por
olras moleculas de sefalizacion (interferencias, en las que la sefal original puede
activar algunas rutas paralelas que en una segunda etapa transmiten senrales a las
PI3K por acontecimientos de sefializacion intracelular), tales como, por ejemplo,
GTPasas pequenas, quinasas o fosfatasas. También puede producirse regulacion
infracelular como resultado de una expresién aberrante 0 de la ausencia de
éxpresién de supresores de oncogenes celulares o de supresores tumorales. Las

rutas de sefalizacidon intracelular de fosfolipidos de inositol (fosfoinositidos)
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empiezan con la activacion de una molécula de sefalizacidon (ligandos
extracelulares, estimulos, dimerizacion de receptores, transactivacion por
receptores heterdlogos (por ejemplo receptores de tipo tirosina quinasa)), el
reclutamiento y la activacién de PI3K que incluye la implicacién de un receptor
transmembrana asociado a proteina G integrado en la membrana plasmatica.

PI3K convierte los fosfolipidos de la membrana PI(4,5)P, en P1(3,4,5)P;, que
funciona como segundo mensajero. Pl y PI(4)P también son sustratos de PI3K y
pueden fosforilarse y convertirse en PI3P y PI(3,4)P,, respectivamente. Ademas,
estos fosfoinositidos pueden convertirse en otros fosfeinositidos por fosfatasas con
especificidad 5’ y con especificidad 3’, de esta manera la actividad enzimatica de
Pi3K produce directa o indirectamente la generacién de dos subtipos de 3'-
fosfoinositidos que funcionan como segundos mensajeros en rutas de transduccion
de sefiales intracelulares (Trends Biochem. Sci. 22(7) p. 267-72 (1997) por
Vanhaesebroeck et al.. Chem. Rev. 101(8) p. 2365-80 (2001) por Leslie et al
(2001); Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 17p, 615-75 (2001) por Katso et al. y Cell. Mol.
Life Sci. 59(5) p. 761-79 (2002) por Toker et al.}). Las multiples isoformas de PI3K
clasificadas por sus subunidades cataliticas, su regulacion por subunidades
reguladoras correspondientes, los patrones de expresion y las funciones
especificas de senalizacidon {p110«, B, & y y) realizan esta reaccion enzimatica (Exp.
Cell. Res. 25 (1) p. 239-54 (1999) por Vanhaesebroeck y Katso et al., 2001,
mencionado anteriermente).

Las isoformas p110a y B, que estdn muy relacionadas, se expresan en
todas partes, mientras que las formas & y v se expresan mas especificamente en el
sistema de células hematopoyéticas, célutas de musculo liso, miocitos y células
endoteliales (Trends Biochem. Sci. 22(7) p. 267-72 (1997) por Vanhaesebroeck et
al.). Su expresion también podria regularse de una manera inducible dependiendo
del tipo de células, del tipo de tejido y del estimulo asi como del contexto de
enfermedad. La inducibilidad de la expresion de las proteinas incluye la sintesis de
las proteinas asi como su estabilizacion, que se regula en parte por la asociacion
con subunidades reguladoras.

Hasta |la fecha se han identificado ocho PI3K de mamifero, y se han dividido
en tres clases principales (I, Hi, y Ill) basandose en la homologia de secuencia,
estructura, patrones de union, modo de activacion y preferencia de sustrato. In vitro,
las PI3K de clase | pueden fosforilar el fosfatidilinositcl (Pl), el fosfatidilinositol-4-
fosfato (P14P) vy el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato  (PI(4,5)P2) para producir
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fosfatidilinositol-3-fosfato  (PI3P), fosfatidilinositol-3,4-bifosfate  (PI{3,4)P2) v
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (P{(3,4,5)P3, respectivamente. Las PI3K de clase |l
fosforilan P y fosfatidilinositol-4-fosfato. Las PI3K de clase |l solo pueden fosforilar
Pl (Vanhaesebroeck et al., 1997, mencionado anteriormente; Vanhaesebroeck et
al, 1999, mencionado anteriormente y Leslie et al, 2001, mencionado
anteriormente)

Esquema A: Conversion de P1(4,5)P2 en PIP3

OH
OH H ©
HO > l//z “
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/
ﬁ
;0— T.._O
OH 0O
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Como se ilusira en el Esquema A anterior, fas fosfoinositido 3-quinasas
(PI3K) fosforilan el hidroxilo del tercer carbono del anillo de inositol. La fosforilacion
de fosfoinositidos que genera Ptdins en 3,4 5-trifosfato  (Ptdins(3,4,5)P;),
Ptdins(3,4)P, y Ptdins(3)P produce segundos mensajeros para una diversidad de
rutas de transduccién de senales, incluyendo las esenciales para la proliferacion
celular, diferenciacion celular, crecimiento celular, tamano celular, supervivencia
celular, apoptosis, adhesidn, motilidad celular, migracion celular, guimiotaxis,
invasion, reordenacién del citoesqueleto, cambios de la forma celular, trafico de
vesiculas y rutas metabdlicas (Katso et al., 2001, mencionado anteriormente y Mol.
Med. Today 6(9) p. 347-57 (2000) por Stein). La activacion de la fosfoinositido
3'OH-quinasa mediada por receptores acoplados a proteina G a través de
pequefas GTPasas tales como Gpy y Ras, y por consiguiente la sefializacion de
PI3K juega un papel central en el establecimiento y coordinacion de la polaridad
celular y la organizaciébn dinamica del citoesqueleto - que conjuntamente
proporcionan la fuerza directora para que las células se muevan. La quimiotaxis - el
movimiento dirigido de las células hacia un gradiente de concentracidn de
atrayentes quimicos, también denominados quimioquinas, esta implicada en
muchas enfermedades importantes tales como inflamacion/autoinmunidad,
neurodegeneracion, angiogénesis, invasion/metastasis y alteraciones en la curaéién
de heridas (Immunal. Today 21(6) p. 260-4 (2000) por Wyman et al.; Science 287
(5455) p. 1049-53 (2000Q) por Hirsch et al.; FASEB J. 15(11) p. 2019-21 (2001) por
Hirsch et al. y Nat. immunol. 2(2) p. 108-15 (2001) por Gerard et al.).

Los recientes avances conseguidos usando estrategias genéticas vy
herramientas farmacoldgicas han proporcionado perspectivas en la sefializacién y
rutas moleculares que median la guimictaxis en respuesta a receptores acoplados a
proteina G activados por quimicatrayentes. La PI3-quinasa, responsable de la
generacién de estos productos de sefalizacion fosforilados, se identificd
originalmente como una actividad ascciada con oncoproteinas virales y receptores
de tipo tirosina quinasa de factores de crecimiento gue fosforilan el fosfatidilinositol
(P1) y sus derivados fosfarilados en el 3'-hidroxilo del anillo de inositol (Panayctou et
al., Trends Cell Biot. 2 p. 358-60 (1992)). Sin embargo, ciertas estudios bioquimicos
mas recientes revelaron que algunas PI3 quinasas de clase | (por ejemplo, la
isoforma PI3Ky de clase IB) son enzimas quinasas con especificidad doble, lo que
significa que presentan tanto una aciividad guinasa de lipidos (fosforilaciéon de

fosfoinositidos) como actividad proteina quinasa, y se ha demostradc que pueden
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fosforilar otras proteinas como sustratos, incluyendo la autofosforilacién como un
mecanismo regulador intramolecular.

Par lo tanto, se cree que la activacion de la Pl3-quinasa esta implicada en
una serie de respuestas celulares que incluyen el crecimiento celular, diferenciacion
y apoptosis (Parker et al., Current Biology, 5 p. 577-99 (1995); Yao et al., Science,
267 p. 2003-05 (1995)). La PI3-quinasa parece estar implicada en varios aspectos
de la activacion de leucocitos. Se ha demostrado que una actividad PIl3-quinasa
asociada con p85 esta asociada fisicamente con el dominio citoplasmico de CD28,
que es una molécula coestimuladora importante para la activacion de células T en
respuesta a antigenos (Pages et al., Nature, 369 p. 327-29 {1994); Rudd, Immunity
4 p. 527-34 (19986)). La activacion de células T a través de CD28 reduce el umbral
de activacion por el antigenc y aumenta la magnitud y duracién de la respuesta
proliferativa. Estos efectos estan asociados con aumentos en la transcripcion de
varics genes incluyendo la interleuguina-2 (IL2), un factor de crecimiento importa'nte
de células T (Fraser et al., Science 251 p. 313-16 (1991)). La mutacion de CD28 de
tal forma que pueda interaccionar mas con la PI3-guinasa conduce a una
incapacidad de iniciar la produccién de IL2, lo que sugiere un papel critico para la
PI3-quinasa en la activacion de células T. PI3Ky se ha identificado como mediador
de la regulacidén dependiente de G beta-gamma de la actividad de JNK, y G beta-
gamma son subunida'des de proteinas G heterotriméricas (Lopez-llasaca et al., J.
Biol. Chem. 273(5) p. 2505-8 (1998)). Los procesos celulares en los que las PI3K
juegan un papel esencial inctuyen la supresion de la apoptosis, la reorganizacién
del esqueletc de acting, el crecimiento de miccitos cardiacos, la estimulacion de la
glucogenc sintasa por insulina, la induccion de neutréfilos mediada por TNFa v la
generacion de superoxido, y la migracién de leucocitos y la adhesién a células
endoteliales.

Recientemente, (Laffargue et al., Immunity 16(3) p. 441-51 (2002)) se ha
descrito que PI3Ky transmite sefales inflamatorias a traves de diversos receptores
acoplados a G(i) y es importante para la funcion de los mastocitos. Los estimulos
de los leucocitos en el contexto de la inmunologia incluyen, por ejemplo, citoquinas,
quimioguinas, adenosinas, anticuerpos, integrinas, factores de agregacion, factores
de crecimiento, virus u hormonas (J. Cell. Sci. +14(Pt 16) p. 2903-10 (2001) por
Lawlor et al.; Laffargue et al., 2002, mencionado anteriormente y Curr. Opinion Cell
Biol. 14(2) p. 203-13 (2002) por Stephens et al.).

Los inhibidores especificos contra miembros individuales de una familia de
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enzimas proporcionan herramientas inestimables para descifrar las funciones de
cada enzima. Dos compuestos, LY294002 y wortmanina (vease mas adelante), se
han usado mucho como inhibidores de la Pl3-quinasa. Estos compuestos son
inhibidores de PI3K no especificos, ya que no distinguen entre los cuatro miembros
de las PI3-quinasas de clase |. Por ejemplo, los valores de Clsp de la wortmanina
contra cada una de las diversas Pl3-quinasas de Clase | estan en el intervalo de 1-
10 nM. De manera similar, los valores de Clsy para LY294002 contra cada una de
estas Pl3-quinasas son de aproximadamenie 15-20 uM (Fruman et al., Ann. Rev.
Biochem., 67, p. 481-507 (1998)), ademas son de 5-10 microM sobre la proteina
guinasa CK2 y tienen alguna actividad inhibidora sobre las fosfolipasas. La
wortmanina es un metabolito fungico que inhibe irreversiblemente la actividad PI3K
por unidn covalente al dominio catalitico de esta enzima., La inhibicion de la
actividad PI3K por wortmanina elimina la posterior respuesta celular al factor
extracelular. Por ejemplo, los neutréfilos responden a la quimioguina fMet-Leu-Phe
(fMLP) por medio de la estimulacion de P13K y la sintesis de Ptdins (3,4,5)P;. Esta
sintesis se correlaciona con la activacion del estallido respiratorio implicado en la
destruccién de neutrofilos de microorganismos invasores. E! tratamiento de
neutréfilos con wortmanina impide la respuesta de estallido respiratorio inducida por
fMLP (Thelen et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, p. 4960-64 (1994)}. De hecho,
estos experimentos con wortmanina, asi como otras pruebas experimentales,
demuestran que la actividad de PI3K en células del linaje hematopoyético,
particularmente neutréfilos, monacitos y otros tipos de leucocitos, esta implicada en
muchas de las respuestas inmunes sin memoria asociadas con la inflamacion

aguda y cronica.
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Basandose en los estudios que usan wortmanina, existen pruebas de que la
funcion Pl3-quinasa también se requiere para algunos aspectos de la sefalizacién
de leucocitos a través de receptores acoplados a proteinas G (Thelen et al., 1994,
mencionado anteriormente). Ademas, se ha demostrado que la wortmanina vy
LY294002 bloguean fa migracién de neutrofilos y la liberacion de superdxido. John
M. Janusz et al., en J. Med. Chem. 1998; Vol. 41, No. 18, describen derivados de
benzofuranoe inhibidores de ciclooxigenasa.

Ahora se sabe bien que la desregulacion de oncogenes y genes supresores
de tumores contribuye a la formacion de tumores malignos, por ejemplo, por medio
del aumento del crecimiento y la proliferacion celular o del aumento de la
supervivencia celular. Ahora también se sabe que las rutas de senalizacion
mediadas por la familia PI3K tienen un papel central en varios procesos celulares
gue incluyen la proliferacion y supervivencia, y la desregulacion de estas rutas es
un factor causante de un amplio espectro de canceres humanos y otras
enfermedades (Katso ef a/,, Annual Rev. Cell Dev. Biol., 2001, 17: 615-617 y Foster
et al, J. Cell Science, 2003, 116: 3037-3040).

La PI3K de Clase | es un heterodimero consistente en una subunidad

catalitica p110 y una subunidad reguladora, y la familia se divide adicionalmente en
enzimas de Clase la y de Clase b basandose en los patrones reguladores y el
mecanismo de regulacion. Las enzimas de Clase la consisten en tres subunidades
cataliticas distintas (p110a, p110B y p1106) que dimerizan con cinco subunidades
reguladoras distintas {p85«, p55a, pS0a, p85P y p55y), siendo capaces todas las

subunidades cataliticas de interaccionar con todas las subunidades reguladoras
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para formar una diversidad de heterodimeros. Las PI3K de Clase la se activan
generalmente en respuesta a la estimulacion por un factor de crecimiento de
receptores de tipo tirosina quinasa, a traves de la interaccion de los dominios de la
subunidad reguladora SHZ2 con restos de fosfotirosina especificos del receptor
activado o proteinas adaptadoras tales como IRS-1. Pequefias GTPasas {por
ejemplo ras) también estan implicadas en la activacion de PI3K junto con la
activacion de receptores de tipo tirosina quinasa. Tanto p110a como p110p se
expresan constitutivamente en todos los tipos celulares, mientras que la expresion
de p1108 estada mas restringida a poblaciones de leucocitos y algunas células
epiteliales. Por el contrario, la Unica enzima de Clase Ib consiste en una subunidad
catalitica p110y que interacciona con una subunidad reguladora p101. Ademas, la
enzima de Ja Clase Ib se activa en respuesta a sistemas de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) y su expresion parece estar limitada a los leucocitos.
Actualmente hay pruebas considerables que indican que las enzimas PI3K
de Clase la contribuyen a la tumorigénesis en una amplia diversidad de canceres

humanos, directa o indirectamente (Vivanco y Sawyers, Nature Reviews Cancer,

2002, 2, 489-501). Por ejemplo, la subunidad p110a esta amplificada en algunos

tumores tales como los de ovario (Shayesteh, et al., Nature Genetics, 1999, 21: 99-

102) y cuello del dtero (Ma et al, Oncogene, 2000, 19: 2739-2744). Mas
recientemente, se ha asociado la activacion de mutaciones dentro de p110a (gen
PIK3CA) con otros diversos tumores tales como los del colon, mama y pulmén
(Samuels, et al., Science, 2004, 304, 554). También se han identificado mutaciones
relacionadas con tumores en p85a en canceres tales como los de ovario y colon
(Philp et al., Cancer Research, 2001, 61, 7426-7429). Ademas de los efectos

directos, se cree que la activacién de la PI3K de Clase la contribuye a sucesos
tumorigénicos que se producen corriente arriba en rutas de sefalizacion, por
ejemplo, por medio de la activacion dependiente de ligando o independiente de
ligando de receptores de tipo tirosina quinasa, sistemas GPCR o integrinas (Vara et
al, Cancer Treatment Reviews, 2004, 30, 193-204). Los ejemplos de estas rutas de

sefalizacién corriente arriba incluyen la sobreexpresion del receptor de tipo tirosina
guinasa Erb2 en una diversidad de tumores, que conduce a la activacion de rutas
mediadas por PI3K (Harari et al, Onccgene, 2000, 13, 6102-6114) y la
sobreexpresion del oncogén Ras (Kauffmann-Zeh et al., Nature, 1997, 385, 544-
548). Ademas, las PI3K de Clase la pueden contribuir indirectamente a la

tumorigénesis producida por diversos sucesos de sefalizacion corriente abajo. Por
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ejemplo, la pérdida de funcion de la fosfatasa supresora de tumor PTEN que
cataliza la conversion de PI(3,4,5)P3 de nuevo a PI(4,5)P2 esta asociada con una
serie muy amplia de tumores por medio de la desregulacion de la produccion
mediada por PI3K de PI(3,4,5)P3 (Simpson y Parsons, Exp. Cell Res., 2001, 264,
29-41). Ademas, se cree que el aumento de los efectos de otros sucesos de
sefalizacion mediados por PI3K contribuye a una diversidad de canceres, por
ejemplo, per activacion de AKT (Nicholson y Andeson, Cellular Signaling, 2002, 14,
381-395).

Ademas de un papel en la mediacion de la sefializacion proliferativa y de

supervivencia en células tumorales, también hay buenas pruebas de que la enzima
PI3K de Clase la también contribuye a la tumorigénesis por medio de su funcion en
células estromaticas asociadas con tumores. Por ejemplo, se sabe que la
sefializacién de PI3K juega un papel importante en la mediacion de sucesos
angiogénicos en células endoteliales en respuesta a factores pro-angiogénicos
tales como VEGF (abid et al,, Arterioscler, Thromb. Vasc. Biol., 2004, 24, 294-300).
Como las enzimas PI3K de Clase | también estan implicadas en la motilidad y

migracion (Sawyer, Expert Opinion Investing. Drugs, 2004, 13, 1-19), se prevé que
los inhibidores de PI3K proporcionen efectos terapéuticos beneficiosos por medio
de la inhibicion de la invasidn de células tumorales y de la metastasis.

Compendio de la Invencion

Esta invencidn se refiere a nuevos compuestos de Formula (1}:

O R1

{1

en la que

R1 es heteroarilo o hetercarilo sustituido;

R2 se selecciona entre: hidrégeno, alquilo C1-C86, alquilo C1-C6 sustituido, -
COOCH, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido;

cada uno de R3 y R4 se selecciona independientemente entre: hidrégeno,
haldégeno, acilo, amino, amino sustituido, alquilo C1-6, atquilo C1-6 sustituido,
cicloalgquilo C3-7, cicloalquilo C3-7 sustituido, heterocicloalquilo C3-7,

heterocicloalquito C3-7 sustituido, alguilcarboxi, aminoalquilo, arilo, arilo sustituido,
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heteroarilo, heteroarilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido, arilcicloalguilo,
arilcicloalquilo  sustituido, heteroarilalquilo, hetercarilalquilo  sustituido, ciano,
hidraxilo, alcoxi, nitro, aciloxi y ariloxi;

n es 0-2;

y/o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, sclvato o profarmaco de
los mismos.

Esta invencion también se refiere a un método para tratar canceres, gue
comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad. eficaz de un
compuesto de Formula (I).

Esta invencion también se refiere a un método para tratar uno o mas
estados de enfermedad seleccionados entre: trastornos autoinmunes,
enfermedades inflamatorias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatitis, fallo multiorganico, enfermedades
renales, agregacion plaquetaria, maotilidad de los espermatozoides, rechazo de
trasplantes, rechazo de injertos y lesiones pulmonares, que comprende administrar
a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un compuesto de Formula (l).

En la presente invencion se incluyen métodos de coadministracién de los
compuestos inhibidores de la PI3 quinasa de esta invencién con ingredientes
activos adicionales.

Descripcién Detallada de la Invencion

Los presentes compuestos de Formula (l) inhiben una o mas PI3 quinasas.
De manera conveniente, los compuestos de Férmula (1) inhiben una o mas PI3
quinasas seleccionadas entre: PI3Kq, PI3K3, PI3KpB y PI3Ky.

Convenientemente, entre los compuestos de Formula (l) que son activos
como inhibidores de la actividad de la P13 quinasa estan los que tienen la Formula

(1)

en la que
R1 es heteroarilo o heteroarilo sustituido;

R2 se selecciona entre: hidrogeno, alguilo C1-6, alquilo C1-C6 sustituido, -
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COOH, arilo, arilo sustituido, arilaiquilo, arilalquilo sustituido; y/o una sal
farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato o profarmaco de los mismos.

Convenientemente, la presente invencidn incluye compuestos de férmula (1)
o (I}, donde R1 es un heteroarilo monociclico o un heteroarilo monaciclico
sustituido.

Convenientemente, la presente invencion incluye compuestos de formula (1)
o (Il), donde R2 es hidrogeno y R1 es un heteroarilo menociclico ¢ un heteroarilo
monociclico sustituido.

Convenientemente, fa presente invencion incluye compuestos de formula (1)
o (I}, donde R1 es un heteroariio monociclico opcionalmente sustituido que
contiene de 1 a 2 nitrégenos.

Convenientemente, la presente invencion incluye compuestos de férmula (1)
o (II), donde R2 es hidrogeno vy R1 es un hetercarilo monociclico opcionalmente
sustituido que contiene de 1 a 2 nitrogenos.

Convenientemente, la presente invencion incluye compuestos de férmula (1)
o (Il), donde R1 es un heteroarilo monociclico ‘opcionalmente sustituido con uno a
tres sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en: hidrégenc,
halogeno, alquilo C1-C6, acilo, trifluorometilo, -(CH;),COOH, cianc, amino,
alquilamino, nitro, hidroxile, alcoxi, aciloxi, ariloxi, acilamino, aritamino;ynes de 0O a
B,

Convenientemente, la presente invencién incluye compuestos de formula (1)
o (Il), donde R2 es hidrogenc y R1 es un heteroarilo moncciclico opcionalmente
sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste
en: hidrogeno, halogeno, algquilo C1-C6, acilo, trifluorometilo, -(CH2),COOH, ciano,
amino, alquilamino, nitro, hidroxilo, alcoxi, aciloxi, ariloxi, acilamino, arilamino; y n es
de 0 a 6.

Convenientemente, la presente invencion incluye compuestos de formuia (1)
o (I, donde R1 es un heteroarilo monociclico que contiene 1 & 2 nitrdgenos,
opcionalmente sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados entre el grupo
gue consiste en: hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-C6, acilo, trifluorometilo, -
{CH,),COOH, ciano, amino, alquilamine, nitro, hidroxilo, alcoxi, aciloxi, ariloxi,
acilamino, aritaming; y n es de 0 a 6.

Convenientemente, la presente invencidn incluye compuestos de formula (1)
o (ll), donde R2 es hidrégeno y R1 es un heteroarilo monociclico que contiene 1 6 2

nitrdgenos, opcionalmente sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados
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entre el grupo que consiste en: hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C8, acilo,
trifluorometilo, -(CH,),COOH, ciano, amino, alquilamino, nitro, hidroxilo, alcoxi,
aciloxi, ariloxi, acilamino, arilamino; y n es de 0 a 6.

Convenientemente, la presente invencion incluye compuestos de férmula (l)
o (I}, donde R2 es hidrogeno o alquilo C1-6, y/o una sal farmacéuticamente
aceptable, hidralo, solvato o proféarmaco de los mismos.

Convenientemente, entre los compuestos de 1a presente invencion gue son
Utiles como inhibidores de la actividad de la PI3 quinasa estan:

(52)-5-{[4-(3-piridinil)-6-quinoiinillmetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-diona;

(62)-5-{[4-(2-piridinil)-6-quinolinilimetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-diona;

(52)-5-({4-[2-(metiloxi)-5-pirimidinil]-6-quinolinilimetilideno)-1,3-tiazohdina-
2.4-diona;

(52)-5-({4-[2-{metiloxi)-4-piridinil}-6-quinolinil}metilideno}-1,3-tiazolidina-2 4-
diona;

(52)-5-{[4-(B-amino-3-piridinil)-8-quinoliniljmetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-
diona;

(52)-5-{[4-(2-0x0- 1,2-dihidro-4-piridinil)-8-quinoliniljmetilideno}-1,3-
tiazolidina-2,4-diona;

(52)-5-({4-[6-{4-morfolinil}-3-piridinil]-6-quinolinil}metilideno)-1,3-tiazolidina-
2,4-diona;

(62)-5-({4-[6-(4-metil-1-piperazinil)-3-piridinil]-6-quinolinil}metilideno)-1,3-
tiazolidina-2,4-dicna;

{52)-5-{[4-(3-piridazinil)-6-quinolinillmetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-diona;

(52)-5-({4-[2-{metiloxi}-5-pirimidinil]-5-quinolinil}metilideno}-1,3-tiazolidina-
2,4-diona;

(52)-5-{|4-{4-piridinil)-8-quinoliniljmetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-diona; y

(52)-3-metii-5-{[4-(4-piridinil)-6-quinglini{imetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-
diona; y/o sales farmacéuticamente aceptables, hidratos, solvatos o profarmacos de
los mismos.

Esta invencion también se refiere a un método para tratar canceres, que
comprende coadministrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un
compuesto de Formula (1), y/o una sal farmacéuticamente aceptable del mismao; y al
mencs un agente anti-neoplasico tal como uno seleccionado entre el grupo que
consiste en: agentes antimicrotibulos, complejos de coordinacién de platino,

agentes alguilantes, agentes antibidticos, inhibidores de la topoisomerasa |,
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antimetabolitos, inhibidores de la topoisomerasa |, hormonas y andlogos
hormonales, inhibidores de las rutas de transduccién de seriales, inhibidores de
tirosina quinasas no asociadas a receplores que inhiben la angiogénesis, agentes
inmunoterapéuticos, agentes proapoptoticas e inhibidores de la sefalizacion dei
ciclo celular.

Esta invencion también se refiere a un método para tratar canceres, que
comprende coadministrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un
compuesto de Férmula (1), y/o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y al
menos un inhibidor de la ruta de transduccidon de sefales tal como uno
seleccionado entre el grupo que consiste en: inhibidor de receptores de tipo tirosina
quinasa, inhibidor de tirosina quinasas no asociadas a receptores, blogqueante del
domino SH2/SH3, inhibidor de serinaltreonina quinasa, inhibidor de fosfatidil
inositol-3 quinasa, inhibidor de la sefalizacion de mioinositol e inhibidor del oncogén
Ras.

Como se usa en este documento, la expresion “cantidad eficaz” se refiere a
la cantidad de un farmaco o agente farmacéutico que producird la respuesta
biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que se esta
buscando, por ejemplo, por un investigador o médico. Ademas, la expresion
“cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a cualquier cantidad que, en
comparacion con un sujeto correspondiente que no ha recibido dicha cantidad, tiene
como resultado un tratamiento mejorado, curacidon, prevencion o mejoria de una
enfermedad, trastorno o efecto secundario, o una disminucion de la velocidad de
avance de una enfermedad o trastorno. La expresién tambien incluye dentro de su
alcance cantidades eficaces para mejorar la funcion fisiolégica normal.

En las composicicnes farmacéuticas de la invencién se incluyen compuestos
de Férmula (1).

Por el término amino sustituido, como se usa en este documento, se
entiende -NR30R40, donde cada uno de R30 y R40 se selecciona
independientemente entre un grupo que incluye hidrégeno, alquilo C1-6, acilo, arilo,
arilo sustituido, heteroarilo, hetercarilo sustituido, cicloalquilo C3-C7 y cicloalquilo
sustituido. '

Por el término “arilo”, como se usa en este documento, a menas que se
defina de otra manera, se entiende un sistema de anillos de hidrocarburo aromatico.
El sistema de anillos puede ser monociclico ¢ policiclico condensado (por ejemplo,

biciclico, triciclico, etc.). En diversas realizaciones, el anillo arilo monociclico es C5-
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C10, C5-C7 o C5-CB, donde este numero de carbonos se refiere al numero de
atomos de carbono que forman el sistema de anillos. Un sistema de anillos CB, es
decir, un anillo fenilo, es un grupo arilo adecuado. En diversas realizaciones, el
anillo policiclico es un grupe arilo biciclico, siendo grupos arilo biciclicos adecuados
C8-C12 o C9-C10. Un anillo naftilo, que tiene 10 atomos de carbono, es un grupo
arilo policiclico adecuado.

Por el término “heteroarilo”, como se usa en esie documento, a menos que
se defina de otra manera, se entiende un sistema de anillos aromaticos que
contiene carbono(s) y al menos un heteroatomo. El heteroarilo puede ser
mongcciclico o policiclico. El grupo heteroarilo monociclico puede tener de 1 a 4
heteroatomos en el anillo, donde el anillo policiclico puede contener uniones de
anillos condensados, espiro o enlazados. Los anillos heteroarilo monociclicos
pueden contener de 5 a 8 atlomos miembros (carbonos y heteroatomos). Los anillos
heteroarilo biciclicos pueden coniener de 8 a 12 atomos miembros. Les grupos
heteroarilo ejemplares incluyen benzofurano, benzotiofeno, furano, imidazol, indof,
isotiazol, oxazol, piperazina, pirazina, pirazol, piridazina, piridina, pirimidina, pirrol,
quinolina, quinazolina, quinoxalina, tiazol y tiofeno.

Por la expresion “heteroarilo monociclice”, como se usa en este documento,
a menos que se defina de otra manera, se entiende un anillo heteroarilo
monaciclico que contiene 1-5 atomos de carbono y 1-3 heteroatomos.

Por el término “alcoxi”, como se usa en este documenio, se entiende -
Clalgquile) donde el grupe alquilo es como se describe en este documenio,
incluyendo -OCHj, -OCH,CHs y -OC(CHjs)s.

El término “cicloalquilo”, como se usa en este documento, a menos que se
defina de otra manera, pretende indicar un grupo Cs-C,, ciclico o policiclico,
saturado o insaturado, no arcmatico.

Los ejemplos de sustituyentes cicloalquilo y cicloalguilo sustituido, como se
usan en este documento, incluyen: ciclohexilo, aminociclohexilo, ciclobutilo,
aminociclobutilo, 4-hidroxi-ciclohexilo, 2-etilciclohexilo, propil-4-metoxiciclohexilo, 4-
metoxiciclohexilo, 4-carboxiciclohexilo, ciclopropilo, aminociclopentilo y ciclopentilo.

Por el término “heterocicloalquilo’, como se usa en este documento, se
entiende un anillo heterociclico, monociclico o policiclico, saturado o insaturado, no
aromatico, que contiene al menos un carbonc y al menos un heteroatomo. Los
anillos heterociclicos monociclicos ejemplares incluyen: piperidina, piperazina,

pirrolidina y morfolina. Los anillos heterociclicos policiclicos ejemplares incluyen
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guinuclidina.

Por el término “sustituido”, como se usa en este documento, a menos que se
defina de otra manera, se entiende que el presente resto quimico tiene uno o0 mas
sustituyentes, convenientemente de uno a cinco sustituyentes, convenientemente
de uno a tres, seleccionados entre el grupo que consiste en: hidrogeno, halégeno,
alguilo C1-C6, amino, ftrifluorometilo, -(CH,),COOH, cicloalquilo C3-C7,
aminoalquilo, arilo, ‘ heteroarile, arilalquile, arilcicloalquilo,  heteroarilalguilo,
heterocicloalquilo, ciano, hidroxilo, alcoxi, ariloxi, aciloxi, acilamino, arilamino, nitro,
0x0, -COuRs50 ¥ -CONRssReo, donde cada uno de R50, R55 y R60 se selecciona
independientemente entre hidrogeno y alquilo; y n es de 0 a 6.

Por el téermino “aciloxi”, como se usa en este documento, se entiende -
OC(O)alquilo donde el grupo alquilo es como se describe en este documento. Los
ejemplos de sustituyentes aciloxi como se usan en este documento incluyen: -
QC(Q)CHj3, -OC({O)CH(CHj3), y -OC(O)(CH3);CHa.

Por el término “acilamino”, como se usa en este documento, se entiende -
N(H)C(O)alquilo, donde el grupo alquilo es como se describe en este documento.
Los ejemplos de susfituyentes N-acilamino como se usan en este documento
incluyen: -N(H)C(O)CHs, -N{H)C(O)CH(CHs), y -N(H)C(O)}(CH,)3;CHs.

Por el término “ariloxi’, como se usa en este documento, se entiende -
O(arilo}, -O(arilo sustituido), -O(heteroarile) o -C(heteroarilo sustituido).

Por el término “arilamino”, como se usa en este documento, se entiende -
NH(arile), -NH({arilo sustituido), -NH(heteroarilo) o -NH(heteroarilo sustituido).

Por el término “hetercatomo”, como se usa en este documento, se entiende
oxigeno, nitrégeno o azufre.

Por el término "halogeno”, .como se usa en este documento, se entiende un
sustituyente seleccionado entre bromuro, yoduro, cloruro y fluoruro.

Por el término “alquilo” y derivados del mismo y en todas las cadenas
carbonadas, como se usan en este documento, incluyendo las cadenas alquilo
definidas por el término “-(CHy)n", “(CHz)n" vy similares, se entiende una cadena de
hidrocarburc saturada o insaturada, lineal o ramificada, y a menos que se defina de
otra manera, la cadena carbonada contendra de 1 a 12 atomos de carbono.

Los ejemplos de sustituyentes alquilo y alquilo sustituido como se usan en
este documento incluyen:

-CHs, -CH»>-CHj, -CH,-CH»-CHj, -CH(CHj)y, -CHa-CH2-C(CHs)s, -CH»-CF;, -C=C-
C(CHaj);, -C=C-CH,-OH, ciclopropilmetilo, -CH2-C{CH,),-CH,-NH;, -C=C-CgHs, -
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C=C-C(CHaj),-OH, -CH,-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-CH>-OH,
piperidiniimetilo, metexifeniletilo, -C(CH,3)s, -(CHs)3-CHj;, -CH-CH(CHa),, -CH(CHj3)-
CH,-CHa3, -CH=CH; y -C=C-CHj.

Por el término “tratamiento” y derivados del mismo, como se usa en este
documento, se entiende terapia profilactica y terapéutica.

Por el término “coadministracion” y derivados del mismo, como se usa en
este documento, se entiende administracidén simultanea o© cualguier forma de
administracién secuencial por separado de un compuesto inhibidor de P13 quinasa,
como se describe en este documento, y un ingrediente o ingredientes activos
adicionales, que se consideran utiles en el tratamiento de canceres, incluyendo
tratamiento con quimioterapia y radiacion. La expresicn ingrediente o ingredientes
activos adicionales, como se usa en este documento, incluye cualquier compuesto
0 agente terapéutico que se sabe que tiene o que demuestra propiedades
ventajosas cuando se administra a un paciente en necesidad de tratamiento para
un cancer. Convenientemente, si la administracion no es simultanea, los
compuestos se administran con proximidad temporal entre si. Adicionalmente, no
importa que los compuestos se administren en la misma forma de dosificacion, por
gjemplo, un compuesto puede administrarse por via tdpica y otro compuesto puede
administrarse por via oral.

El término "compuesto”’, como se usa en este documento, incluye todos los
isdmeros del compuesto. Los ejemplos de dichos isémeros incluyen: enantidmeros,
tautdmeros y rotameros.

Ciertos compuestcs descritos en este documento pueden contener uno o
mas atomos quirales, o de lo contrario pueden existir como dos enantiomeros, o
dos 0 mas diasterecisémeros. Por consiguiente, los compuestos de esta invenciéon
incluyen mezclas de enantidbmeros/diasterecisdmeros asi como
enantiémeros/diasterecisémeros purificados 0 mezclas
enantiomérica/diasterecisoméricamente enriquecidas. Dentro del alcance de la
invenciéon también se incluyen los isémeros individuales de los compuestos
representados por la formula | o Il anterior, asi como cualquier mezcla total o
parcialmente equilibrada de los mismos. La presente invencidon también incluye los
isomeros individuales de los compuestos representados por las formulas anteriores
como mezclas con isémeros de los mismos, en los que uno o mas centros quirales
estan invertidos. Ademas, un ejemplo de un tautdmero posible es un sustituyente

oxo en lugar de un sustituyente hidroxi. Ademas, como se ha indicado
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anteriormente, se entiende que dentro del alcance de los compuestos de Formula |
o !l se incluyen todos los tautomeros y mezclas de tautbmeros.

Los compuestos de Farmula (l) se incluyen en las composiciones
farmacéuticas de la invencion. Cuando estd presente un grupe -COOH o -OH,
pueden emplearse ésteres farmacéuticamente aceptables, por ejemplo metilo, etilo,
pivaloiloximetilo y similares en el caso de -COOH, y acetato mateato y similares en
el caso de -OH, y los ésteres conocidos en la técnica para modificar las
caracteristicas de solubilidad o hidrolisis, para uso como formulaciones de
liberacién sostenida o de profarmacos.

Actualmente, se ha descubierto que los compuestos de la presente
invencion son inhibidores de las fosfoinositido 3-quinasas (PI3K). Cuando la enzima
fosfoinositido 3-quinasa (PI3K) se inhibe por un compuesto de la presente
invencion, la PI3K no puede ejercer sus efectos enzimaticos, biolégicos y/o
farmacolégicos. Por lo tanto, los compuestos de la presente invencion son utiles en
el tratamiento de trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, alergia, asma,
pancreaflitis, fallo multiorganico, enfermedades renales, agregacion plaquetaria,
cancer, motilidad de los espermatozoides, rechazo de trasplantes, rechazo de
injertos y lesiones pulmonares.

Los compuestos de Féormula (1) son utiles como medicamentos, en particular
para el tratamiento de ftrastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, alergia, asma,
pancreatitis, fallo multiorganico, enfermedades renales, agregacion plaquetaria,
cancer, motilidad de los espermatozeoides, rechazoc de trasplantes, rechazo de
injertos y lesiones pulmonares. De acuerdo con una realizacion de la presente
invencién, los compuestos de Férmula (I) son inhibidores de una o mas
fosfoinositido 3-quinasas (PI3K), convenientemente, de la fosfoinositido 3-quinasa y
(PI3Ky), de la fosfoinositido 3-gquinasa o (PI3Ka), de la fosfoincsitido 3-quinasa 3
(PI3Kp} y/o de la fosfoinositido 3-quinasa 6 (PI13Ka).

Los compuestos de acuerdo con la Formula {l) son adecuades para la
modulacién, en particular la inhibicion de la actividad de las fosfoinositido 3-
quinasas (PI3K), convenientemente la fosfoinositido 3-quinasa (PI13Ka). Por lo
tanto, los compuestos de la presente invencidn también son utiles para el
tratamiento de trastornos que estan mediados por PI3K. Dicho tratamiento impiica

la modulacién - en particular la inhibicidn o la regulacion negativa - de las
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fosfoinositido 3-quinasas.

Convenientemente, los compuesios de la presente invencién se usan para
la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno seleccionado
entre esclerosis multipie, psoriasis, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
enfermedad inflamatoria del intestino, inflamacion pulmonar, trombosis o
infeccionfinflamacion cerebral, tal como meningitis o encefalitis, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Huntington, traumatismo del SNC, apoplejia o
afeccicnes isquémicas, enfermedades cardiovasculares tales como aterosclerosis,
hipertofia cardiaca, disfuncién de miocitos cardiacos, elevacion de la presion
sanguinea o vasoconstriccidn.

Convenientemente, los compuestos de Formula (I) son utiles para el
tratamiento de enfermedades autcinmunes o enfermedades inflamatorias tales
como esclerosis multiple, psoriasis, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
enfermedad inflamatoria del intestino, inflamacidon pulmonar, trombosis o
infeccion/inflamacion cerebral tal como meningitis o encefalitis.

Convenientemente, los compuestos de Férmula (I) son utiles para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas incluyendo esclerosis muitiple,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, traumatismo del SNC,
apoplejia o afecciones isquémicas.

Convenientemente, los compuestos de Formula (1) son utiles para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares tales como aterosclerosis, hipertofia
cardiaca, disfuncién de miocitos cardiacos, elevacion de la presién sanguinea o
vasoconstriccion,

Convenientemente, los compuestos de Fdrmula (l) son (tiles para el
tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis por chogue
anafilactico, psoriasis, enfermedades alérgicas, asma, apoplejia, afecciones
isquémicas, isquemia-reperfusion, agregacion/activacion de plaquetas,
atrofia/hipertrofia del musculo esquelético, reclutamiento leucocitario en tejido
canceroso, angiogénesis, metastasis invasiva, en particular melanoma, sarcoma de
Kaposi, infecciones bacterianas y virales agudas y -crénicas, sepsis, rechazo de
trasplantes, rechazo de injertos, glomeruloesclerosis, glomerulonefritis, fibrosis
renal progresiva, lesiones endoteliales y epiteliales en el pulmodn e inflamacion de
las vias respiratorias pulmonares.

Debido a que los compuestos farmacéuticamente activos de la presente

invencién son activos como inhibidores de la PI3 quinasa, paricularmente los
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compuestos que inhiben PI3Ka, selectivamente o junto con una ¢ mas de PI3K3,
PI3Kp y/o PI3Ky, presentan utilidad terapéutica en el tratamiento de canceres.

Convenientemente, la invenciéon se refiere a un método para tratar un cancer
en un mamifero, incluyendo un ser humano, donde el cancer se selecciona entre:
cancer cerebral (g-liomas)\ glioblastomas, leucemias, sindrome de Bannayan-
Zonana, enfermedad de Cowden, enfermedad de Lhermitte-Duclos, cancer de
mama, cancer de mama inflamatorio, tumor de Wilm, sarcoma de Ewing,
rabdomiosarcoma, ependimoma, meduloblastoma, cancer de colon, cancer de
cabeza y cuello, cancer de rifién, de pulmon, de higado, melanoma, de ovario,
pancreatico, de prastata, sarcoma, osieosarcoma, tumor de células gigantes de
huesos y tiroides.

Convenientemente, la invencion se refiere a un método para tratar un cancer
en un mamifero, incluyenda un ser humano, donde el cancer se selecciona entre:
leucemia linfoblastica de células T, leucemia mieldgena crénica, leucemia linfocitica
cronica, leucemia de células pilosas, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
mieldgena aguda, leucemia neutrdfila cronica, leucemia linfoblastica de células T
aguda, plasmacitoma, leucemia inmunaoblastica de células grandes, leucemia de
células del manto, leucemia megacarioblastica en mieloma multiple, mieloma
multiple, leucemia megacariocitica aguda, leucemia promielocitica y eritroleucemia.

Convenientemente, la invencion se refiere a un método para tratar un cancer
en un mamifero, incluyendo un ser humano, donde el cancer se selecciona entre:
linfoma maligno, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, linfoma linfoblastico de
células T, linfoma de Burkitt y linforma folicular.

Convenientemente, la invencidn se refiere a un método para tratar un cancer
en un mamifero, incluyendo un ser humane, donde el céncer se selecciona entre:
neuroblastoma, cancer de vejiga, cancer urotelial, cancer de pulmon, cancer de
vulva, cancer cervical, cancer endometrial, cancer renal, mesotelioma, cancer de
esofago, cancer de las glandulas salivares, cancer hepatocelular, cancer gastrico,
cancer nasofaringeo, cancer bucal, cancer de la boca, GIST (cancer del estroma
gastrointestinal) y cancer testicular.

Cuando un compuesto de Formula (1) se administra para el tratamiento del
cancer, el término "coadministracién” y derivados del mismo, como se usa en este
documento, pretende indicar la administracién simultanea o cualquier forma de
administracién secuencial por separado de un compuesto inhibidor de la Pi3

quinasa, como se describe en este documento, y un ingredienie o ingredientes
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activos adicionales considerados Utiles en el tratamiento de canceres, incluyendo la
quimioterapia o radioterapia. La expresién ingrediente o ingredientes activos
adicionales, como se usa en este documento, incluye cualguier compuesto o agente
terapéutico que se sabe que tiene o que demuestra tener propiedades ventajosas
cuando se administra a un paciente en necesidad de tratamiento para un cancer.
Preferiblemente, si la administracién no es simultanea, los compuestos se
administran con proximidad temporal entre si. Ademas, no importa si los
compuestos se administran en [a misma forma de dosificacion, por ejemple, un
compuesto puede administrarse por via topica y otro compuesto puede
administrarse por via oral.

Tipicamente, en el tratamiento de canceres de la presente invencion puede
coadministrarse cualguier agente antineoplasico gue tenga actividad contra un
tumar susceptible de tratamiento. Pueden encontrarse ejemplos de tales agentes en
Cancer Principles and Practice of Oncology por V.T. Devita y S. Hellman (editores),
62 edicion (15 de febrero de 2001), Lippincott Williams & Wilkins Publishers. Un
especialista habitual en la técnica sera capaz de distinguir las combinaciones de
agentes que seran utiles basandose en las caracieristicas particulares de los
farmacos y el cancer implicado. Los agentes antineoplasicos tipicos utiles en la
presente invencidn incluyen, pero sin limitacion, agentes antimicrotibulos tales
como diterpenocides y alcaloides de la vinca; complejos de coordinacién de platino,
agentes alquilantes tales como mostazas nitrogenadas, oxazafosforinas,
alquilsulfonatos, nitrosoureas y triazenos; agentes antibidticos tales como
antraciclinas, actinomicinas y bleomicinas; inhibidores de topoisomerasa Il tales
como epipodofilotoxinas; antimetabolitos tales como andlogos de purina y de
pirimidina y compuestos anti-folato; inhibidores de la topoisomerasa | tales como
camptotecinas, hormonas y analogos hormonales; inhibidores de la ruta de
transduccion de sefales; inhibidores de la angiogénesis que son inhibidores de
tirosinas quinasas no ascciadas a receptores; agentes inmunoterapéuticos; agentes
proapoptoéticos; € inhibidores de la sefializacidn del ciclo celular.

Son ejemplos de un ingrediente o ingredientes activos adicionales para uso
en combinacién con o coadministrados con los presentes compuestos inhibidores
de la PI3 quinasa agentes quimioterapéuticos.

Los agentes antimicrotibulos o antimitoticos son agentes con especificidad
de fase activos contra los microtubulos de las células tumorales durante la fase M o

de mitosis del ciclo celular. Los ejemplos de agentes antimicrotibulos incluyen, pero
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sin limitacién, diterpenoides y alcaloides de la vinca.

Los diterpenoides, que se obtienen a partir de fuentes naturales, son
agentes anticancerosos con especificidad de fase que operan en las fases G,/M del
ciclo celular. Se cree que los diterpencides estabilizan la subunidad B-tubulina de
los microtdbulos, uniéndose a esta proteina. Después, parece inhibirse el
desmontaje de la proteina, deteniéndose la mitosis y produciéndose muerte celular
como consecuencia de ello. Los ejemplos de diterpenoides incluyen, pero sin
limitacion, paclitaxel y su analogo docetaxel.

El paclitaxel, 4,10-diacetatc 2-benzoatc 13-éster de 50,20-epoxi-
1,2¢,4,73,10B,13c-hexa-hidroxitax-11-en-9-ona con (2R,3S)-N-benzoil-3-
fenilisoserina; es un producta de diterpeno natural aislado a partir del tejo del
Pacifico Taxus brevifolia y esta disponible en €l mercade como una solucidn
inyectable conocida como TAXOL®. Es un miembro de la familia de los terpenos
que recibe el nombre de taxano. Se aislo por primera vez en 1971 por Wani et al.
(J. Am. Chem, Soc, 93: 2325, 1971), que caracterizd su estruciura por metodos
cristalograficos quimicos y de rayos X. Un mecanismo para su actividad se refiere a
la capacidad del paclitaxel de unirse a tubuling, inhibiendo de esta manera el
crecimiento de las células cancerosas. Schiff et al., Proc. Natl, Acad, Sci. Estados
Unidos, 77: 1561-1565 (1980); Schiff et al., Nature, 277: 665-667 (1979); Kumar, J.
Biol, Chem, 256: 10435-10441 (1981). Como revision de la sintesis y la actividad
anticancerosa de algunos derivados de paclitaxel, véase: D. G. . Kingston ef al,
Studies in Organic Chemistry val. 26, titulado "New trends in Natural Products
Chemistry 1986", Attaur-Rahman, P.W. Le Quesne, Eds. (Elsevier, Amsterdam,
1986) pags. 219-235.

El paclitaxel se ha aprobado para uso clinico en el tratamiento del cancer de
ovario refractario en los Estados Unidos (Markman et al., Yale Journal of Biology
and Medicine, 64: 583, 1991; McGuire et al., Ann. Intern, Med., 111: 273, 1989) y
para el tratamiento del cancer de mama (Holmes et al., J. Nat. Cancer Inst,, 83:
1797, 1991). Es un posible candidato para el tratamiento de neoplasmas de la piel
{Einzig et. al., Proc. Am. Soc. Clin. Oncol., 20: 46) y carcinomas de cabeza y cuello
{Forastire et. al, Sem. Oncol.,, 20: 56, 1990). El compuesto también muestra
potencial para el tratamiento de la enfermedad renal poliquistica (Woo et. al,
Nature, 368: 750, 1994), cancer de pulmon y malaria. El tratamiento de bacientes
con paclitaxel produce supresién de médula 6sea (multiples linajes celulares, Ignoff,

R.J. et. al, Cancer Chemotherapy Pocket Guide, 1998) relacionada con la duracion
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de la dosificacién por encima de una concentracion umbral (50 nM} (Kearns, C.M.
et. al., Seminars in Oncology, 3(6) p. 16-23, 1995).

El docetaxel, (2R,35)-N-carboxi-3-fenilisoserina,N-terc-butil éster, 13-éster
con 4-acetato 2-benzeate de 5B-20-epoxi-1,2a,4,7B,10p3,13a-hexahidroxitax-11-en-
9-ona, trihidrato; esta dispeonible en el mercade como una solucidn inyectable con el
nombre TAXOTERE®. El docetaxel esta indicado para el tratamiento del cancer de
mama. El docetaxel es un derivade semisintético del paclitaxel q.v., preparado
usando un precursor natural, 10-desacetil-baccétina [, extraida de !a aguja del tejo
europeo. La toxicidad limitante de la dosis del docetaxel es neutropenia.

Los alcaloides de la vinca son agentes antineoplasicos con especificidad de
fase obtenidos a partir de la planta vinca pervinca. Los alcaloides de la vinca actuan
en la fase M (mitosis) del cicle celular por medio de su unién especifica a la
tubulina. Por consiguiente, la molécula de tubulina unida no puede polimerizar para
formar microtibulos. Se cree que la mitosis se detiene en metafase produciéndose
posteriormente muerte celular. Los ejemplos de alcaloides de la vinca incluyen,
pero sin limitacién, vinblastina, vincristina y vinorelbina.

La vinblastina, sulfato de vincaleucoblastina, esta disponible en el mercado
como VELBAN®, en forma de una solucidn inyectable. Aungue tiene una posible
indicacion como terapia de segunda linea de diversos tumores solidos,
principalmente esta indicada en el tratamiento del cancer testicular y de diversos
linfomas, incluyendo la enfermedad de Hodgkin; y linfomas linfociticos e
histiociticos. El efecto secundario limitante de la dosis de vinblastina es la
mielosupresion.

La vincristina, vincaleucoblastina, 22-oxo-, sulfato, estéd disponible en el
mercado como ONCOVIN® en forma de una solucion inyectable. La vincristina esta
indicada para el tratamiento de leucemias agudas y también ha encontrado utilidad
en regimenes de tratamiento para linfomas malignos de Hodgkin y no Hodgkin. Los
efectos secundarios mas comunes de la vincristina son alopecia y efectos
neurolégicos, y en una menor medida también se producen mielosupresién vy
mucositis gastrointestinal,

La vinorelbina, 3',4’-dideshidro-4’-desoxi-C'-norvincaleucoblastina  [R-
(R R*)-2,3-dihidroxibutanodioato {1:2) (sal)], disponible en el mercado como una
solucidn inyectable de tartrato de vinarelbina (NAVELBINE®), es un alcaloide de la
vinca semisintético. La vinorelbina estéd indicada como UGnico agente o en

combinacién con otros agentes quimioterapéuticos, tales como el cisplatino, en el



10

15

20

25

30

35

-23-

tratamiento de diversos 'tumores s¢lidos, particularmente en el cancer macracitico
de pulmén, el cancer de mama avanzado y canceres de prostata refractarios a
hormeonas. El efecto secundario limitante de la dosis mas comun de la vinorelbina
es la mielosupresién.

Los complejos de coordinacion de platino son agentes anticancerosos sin
especificidad de fase que interaccionan con el ADN. Los complejos de platino
entran en las celulas tumorales, experimentan una reaccion de desplazamiento
quimico por moléculas de agua y forman entrecruzamientos intra- e intercatenarios
con el ADN produciendo efectos bioldgicos adversos en el tumor. Los ejemplos de
complejos de coordinacion de platino incluyen, pero sin limitacion, cisplatino vy
carboplatino.

£l cisplating, cis-diaminodicloroplatino, esta disponible en el mercado como
PLATINOL® en forma de una solucion inyectable. E! cisplatino estd indicado
principalmente en el tratamiento del cancer metastasico de testiculo y ovario y en el
cancer de vejiga avanzado. Los efectos secundarios limitantes de la dosis
principales del cisplatino son nefrotoxicidad, que puede controlarse por hidratacién
y diuresis, y ototoxicidad.

El carboplatino, platino, diamina [1,1-ciclobutano-dicarboxilato(2-)-0,0],
gsta disponible en el mercado como PARAPLATIN® en forma de una solucién
inyectable. El carboplatino esta indicade principalmente en el tratamiento de
primera y segunda linea del carcinoma de ovario avanzado. La supresion de la
medula Gsea es la toxicidad limitante de la dosis del carboplatino.

Los agentes alquilantes son agentes anticancerosos sin especificidad de
fase y electrofilos fuertes. Tipicamente, los agentes alquilantes forman enlaces
covalentes, por alquilacién, con el ADN a través de restos nucledfiles de la molécula
de ADN tales como grupos fosfato, amino, sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo, e
imidazol. Esta alquilacion altera la funcidn del acido nucleico produciendo muerte
celular. Los ejemplos de agentes alquilantes incluyen, pero sin limitaciéon, mostazas
nitrogenadas, tales como ciclofosfamida, melfalan y clorambucilo; alquil suifonatos
tales como busulfan; nitrosoureas tales como carmustina; y triazenos tales como
dacarbazina,

La ciclofosfamida, 2-6xido de 2-[bis(2-cloroetil)aming]tetrahidro-2H-1,3,2-
oxazafosforina monchidrato, esta disponible en el mercado como una solucién
inyectable o comprimidos con el nombre CYTOXAN®. La ciclofosfamida esta

indicada como unico agente © en combinacion con ofros agentes
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quimioterapéuticos, en el tratamiento de linfomas malignos, mieloma multiple vy
leucemias. Los efectos secundarios limitantes de la dosis de ciclofosfamida mas
comunes son alopecia, nauseas, vémitos y leucopenia.

El melfalan, 4-[bis(2-cloroetil)amino]-L-fenilalanina, estd disponible en el
mercado como una solucion inyectable o comprimidos con el nombre ALKERAN®.
El melfalan esta indicado para el tratamiento paliativo del mieloma multiple y el
carcinoma epitelial no reseccionable del ovario. El efecto secundario limitante de la
dosis mas comun del melfalan es la supresion de la medula dsea.

El clorambucilo, acido 4-[bis{2-cloroetil)aming]bencencbutanoico, esta
disponible en el mercado como comprimidos LEUKERAN®. EI clorambucilo esta
indicado para el tratamiento paliative de la leucemia linfatica crénica y linfomas
malignos tales como linfosarcoma, linfoma folicular gigante y enfermedad de
Hodgkin. El efecto secundario limitante de la dosis mas comun del clorambucilo es
la supresion de la médula Osea.

El busulfan, dimetanosulfonato de 1,4-butanodiol, esta disponible en el
mercado como MYLERAN® TABLETS. El busulfan esta indicado para el
tratamiento paliativo de leucemia mieidgena cronica. El efecto secundario limitante
de la dosis mas comun de! busulfan es la supresion de la médula dsea.

La carmustina, 1,3-[bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea, esta disponible en el
mercado como viales individuales de material liofilizado con el nombre BICNU®. La
carmustina esta indicada para el tratamiento paliativo como unico agente o en
combinacién con otros agentes para tumores cerebrales, mieloma multiple,
enfermedad de Hodgkin y linfomas no Hodgkin. El efecto secundario limitante de la
dosis mas comun de la carmustina es la mielosupresién retardada.

La dacarbazina, 5-(3,3-dimetil-1-triazeno)-imidazol-4-carboxamida, esta
disponible en el mercado como viales individuales de material con el nombre DTIC-
Dome®. La dacarbazina esta indicada para el tratamiento de melanoma maligno
metastasico y en combinacion con ofros agentes para el tratamiento de segunda
linea de la enfermedad de Hodgkin. Los efectos secundarios limitantes de la dosis
mas comunes de la dacarbazina son nauseas, vomitos y anorexia.

Los antibitticos anti-neoplasicos son agentes sin especificidad de fase que
se unen o intercalan con el ADN. Tipicamente, esta accion produce complejos de
ADN estables o la ruptura de la cadena, lo cual altera la funcién normal de los
acidos nucleicos produciendo muerte celular. Los ejemplos de agentes antibidticos

antineoplasicos incluyen, pero sin limitacidon, actinomicinas tales como la
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actinomicina, antraciclinas tales como daunorrubicina y doxorrubicina; vy
bleomicinas.

La dactinomicina, también conocida como Actinomicina D, esta disponible
en el mercado en forma inyectable como COSMEGEN®. La dactinomicina esta
indicada para el tratamientc del tumor de Wilm y el rhabdomiosarcoma. Los efectos
secundarios limitantes de la dosis mas comunes de |la dactinomicina son nauseas,
vomitos y anorexia.

La daunorrubicina, hidrocloruro de (8S-cis-)-8-acetii-10-[(3-amino-2,3,6-
tridesoxi-o-L-lixo-hexopiranosil)oxi}-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-1-metoxi-
5,12-naftacenodiona, esta disponible en el mercado como una forma inyectable
liposomal con el nombre DAUNOXOME® ¢ como un inyectable con el nombre
CERUBIDINE®. La daunorrubicina esta indicada para la induccidn de remision en el
tratamiento de la leucemia no linfocitica aguda y el sarcoma de Kaposi asociado
con VIH avanzado. E| efecto secundario limitante de la dosis mas comun de la
daunorrubicina es la mielosupresion.

La doxcrrubicina, hidrocloruro de (85, 108)-10-[(3-amino-2,3,6-tridesoxi-a-L-
lixo-hexopiranosiljoxi]-8-glicoiil,7,8,9,10-tetrahidro-6,8, 1 1-trihidroxi- 1-metoxi-5,12-
naftacenediona, esta disponible en el mercado como una forma inyectable con el
nombre RUBEX® ¢ ADRIAMYCIN RDF®. La doxerrubicina esta indicada
principalmente para el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda y la leucemia
mieloblastica aguda, pero también es un componente Util en el tratamiento de
algunos tumores solidos y linfornas. El efecto secundario limitante de la dosis mas
comun de la doxarrubicina es mielosupresion.

La bleomicina, una mezcla de antibidticos glicopéptidos citotoxicos aislados
a partir de una cepa de Streptomyces verticillus, estd disponible en el mercado
como BLENOXANE®. La bleomicina esta indicada como un tratamiento paliativo,
como unico agente ¢ en combinacion con otros agentes, del carcinoma de células
escamosas, linfomas y carcinomas testiculares. Los efectos secundarios limitantes
de la dosis mas comunes de |la bleomicina son toxicidades pulmonar y cutanea.

Los inhibidores de la topoisomerasa |l incluyen, pero sin limitacién,
epipodofilotoxinas.

Las epipodofilotoxinas son agentes antineoplasicos con especificidad de
fase procedentes de la planta mandragora. Las epipodofilotoxinas tipicamente
afectan a las células en las fases S y G; del ciclo celular fermando un complejo

ternario con la topoisomerasa |l y el ADN produciendo rupturas de las cadenas de
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ADN. Las rupturas de las cadenas se acumulan y se produce muerte celular. Los
ejemplos de epipodofilotoxinas incluyen, pero sin limitacion, etoposido y tenipdsido.

El  etopdsido, 4'-desmetil-epipodofilotoxina  9(4,6-0-(R)-etilideno-[3-D-
glucopiranosido], esta disponible en el mercado como una solucién inyectable o
capsulas con el nombre VePESID® y se conoce comunmente como VP-16. El
etopdsido esta indicado como un Unice agente o en combinacion con otros agentes
guimioterapeuticos en el tratamiento de canceres testiculares y macrociticos de
pulmdn. El efecto secundario mas comun del etopdsido es la mielosupresion. La
incidencia de leucopenia tiende a ser mas severa que de trcmbocitopenia.

El tenipdsido, 4'-desmetil-epipodofitotoxina  9[4,6-0-(R)-tenilideno-3-D-
glucopiranoésido] esta disponible en el mercado como una solucion inyectable con
el nombre VUMON® y se conoce comunmente como VM-26. El tenipésido esta
indicado como unico agente o en combinacidn con otros agentes
guimioterapéuticos en el tratamiento de la leucemia aguda en nifios. El efecto
secundario limitante de la dosis mas comuin del teniposido es mielosupresion. El
tenipdsido puede inducir tanto leucopenia como trombocitopenia.

Los agentes antineoplasicos antimetabolito son agentes antineoplasicos con
especificidad de fase que actuan en la fase S (sintesis de ADN) del ciclo.celular
inhibiendo la sintesis de ADN o inhibiendo la sintesis de purinas o pirimidinas y de
esta manera limitando la sintesis de ADN. Por consiguiente, la fase S no avanza y
se produce muerte celular. Los ejemplos de agentes antineoplasices antimetabolito
incluyen, pero sin limitacion, fluorouracilo, metotrexato, citarabina, mercaptopurina,
tioguanina y gemcitabina.

El 5-fluorouracilo, 5-fluoro-2,4-(1H,3H) pirimidinadiona, esta disponible en el
mercado como fluorouracilo. La administracion de 5-flucrouracilo conduce a la
inhibicion de la sintesis de timidilato y también se incorpora tanto en el ARN como
en el ADN. El resultado tipicamente es la muerte celular. El 5-fluorouracilo esta
indicado como unico agente o0 en combinacidn con otros agentes
quimioterapéuticos en el tratamiento de carcinomas de mama, colon, recto,
estdmago y péancreas. Los efectos secundarios timitantes de la dosis de 5-
fluorouracilo son mielosupresion y mucositis. Otros analogos de flucropirimidina
incluyen 5-fluoradesoxiuridina (floxuridina) y 5-flucrodesoxiuridina monofosfato.

La citarabina, 4-amino-1-f-D-arabinofuranosil-2(1H)-pirimidinona, esta
dispenible en el mercado como CYTOSAR-U® y se conoce comunmente como Ara-

C. Se cree que la citarabina presenta especificidad de fase celular en la fase S
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inhibiendo el alargamiento de la cadena de ADN por la incorporacion terminal de
citarabina en la cadena de ADN en crecimiento. La citarabina esia indicada como
unico agente o en combinacion can otros agentes quimioterapéuticos en el
tratamiento de la leucemia aguda. Otros analogos de citidina incluyen 5-azacitidina
y 2',2'-difluorodesoxicitidina {(gemcitabina). La citarabina induce leucopenia,
trombocitopenia y mucositis.

La mercaptopurina, 1,7-dihidro-6H-purina-6-tiona monohidrato, esta
disponible en el mercado como PURINETHOL®. La mercaptopurina presenta
especificidad de fase celular en la fase S inhibiendo la sintesis de ADN por un
mecanismo no especificado hasta ahora. La mercaptopurina esta indicada como
unico agente o en combinacién con otros agentes quimioterapéuticos en el
tratamiento de la leucemia aguda. La mielosupresion y la mucositis gastrointestinal
scn efectos secundarios esperados de la mercaptopurina cuando se administra a
altas dosis. Un anélogo de mercaptopurina util es azatioprina.

La tioguanina, 2-amino-1,7-dihidro-6H-purina-6-tiona, esta disponible en el
mercado como TABLOID®. La tioguanina presenta especificidad de fase celular en
la fase S inhibiendo la sintesis de ADN por un mecanismo no especificado hasta
ahora. La tioguanina esta indicada como unico agente o en combinacion con otros
agentes quimioterapéuticos en el tratamiento de la leucemia aguda. El efecto
secundario limitante de la dosis mas comun de la administracion de tioguanina es
mielosupresion, incluyendo leucopenia, trombocitopenia y anemia. Sin embargo, se
producen efectos secundarios gastrointestinales y pueden ser limitantes de la g‘osis.
Otros andlogos de purina incluyen pentostatina, eritrohidroxinoniladenina,
fludarabina fosfato y cladribina.

La gemcitabina, monohidrocloruro de 2'-desoxi-2',2'-difluorocitidina (isémero
f3), estd disponible en el mercado como GEMZAR®. La gemcitabina presenta
especificidad de fase celular en la fase S bloqueando la progresién de las células a
través del limite G1/S. La gemcitabina esta indicada en combinacion con el
cisplatino en el tratamiento del cancer macrocitico de pulmén localmente avanzado
y sola en e! tratamiento del cancer pancredtico localmente avanzado. El efecto
secundario limitante de la dosis mas comun de ta administracién de gemcitabina es
miglgsupresion, incluyendo leucopenia, trombocitopenia y anemia.

El  metotrexato, acido N-[4][(2,4-diamino-6-pteridinil)metilmetilamino]
benzoill-L-glutamico esta disponible en el mercado como metotrexato sédico. El

metotrexato presenta efectos de fase celular especificamente en la fase S
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inhibiendo la sintesis, reparacion y/o replicacion del ADN por medic de la inhibicién
de la acido dihidrofélico reductasa que se necesita para la sintesis de nucledtidos
de purina y timidilato. El metotrexato estad indicado como unico agente o en
combinacion con otros agentes quimioterapéuticos en el tratamiento de
corigcarcinoma, leucemia meningea, linfoma no Hodgkin y carcinomas de mama,
cabeza, cuello, ovario y vejiga. Los efectos secundarios esperados de la
administracidon de metotrexato son mielosupresion (leucopenia, trombocitopenia y
anemia) y mucositis.

Las camptotecinas, incluyendo la camptotecina y derivados de
camptotecina, estan disponibles o en desarrollto como inhibidores de la
topoisomerasa |. Se cree que la actividad citotdxica de las camptotecinas ‘esta
relacionada con su actividad inhibidora de la topoiscmerasa |. Los ejemplos de
camptotecinas incluyen, pero sin limitacion, irinotecan, topotecan y las diversas
formas opticas de 7-(4-metilpiperazino-metileno)-10,11-etilenodioxi-20-camptotecina
descritas mas adelante.

El irinctecan HCI, hidrocloruro de  (4S)-4,11-dietil-4-hidroxi-9-{(4-
piperidinopiperidino) carboniloxi}-1H-pirano[3',4',8,7]indolizino[1,2-b]quinolina-
3,14(4H,12H)-diona esta disponible en el mercado como la solucién inyectable
CAMPTOSAR®.

El irinotecan es un derivado de la camptotecina que se une, junto con su
metabolito active SN-38, al complejo topoisomerasa | - ADN. Se cree que se
produce citotoxicidad como resultade de rupturas irreparables de la doble cadena
producidas por interaccion de la topoisomerasa | : ADN : irinotecan ¢ el complejo
ternario SN-38 con enzimas de la replicacion. El irinctecan esta indicado para el
tratamiento del cancer metastasico de colon o recto. Los efectos secundarios
limitantes de la dosis del irinatecan HCI son mielosupresion, incluyendo neutropenia
y efectos Gi, incluyendo diarrea. “

El topotecan HCI, monchidrocloruro de (S)-10-[(dimetitamino)metii]-4-etil-
4 9-dihidroxi-1H-pirano[3’,4',6,7]indolizino[1,2-b]quinclina-3,14-(4H,12H)-diona, esta
disponible en el mercado como la solucidn inyectable HYCAMTIN®. El topotecan es
un derivado de camptotecina que se une al complejo topoisomerasa | - ADN vy
previene el religamiento de rupturas de una sola cadena producidas por la
topoisomerasa | en respuesta a la tensién torsional de la molécula de ADN. El
topotecan esta indicado para el tratamiento de segunda linea del carcinoma

metastasico del cancer de ovario y microcitico de pulmon. El efecto limitante de la



10

15

20

25

-29.-

dosis de topotecan HCI es mielosupresién, principalmente neutropenia.
También es de interés el derivado de camptotecina de formula A que se
muestra a continuacion, actualmente en desarrollo, incluyendo la mezcla racémica

(R,S) asi como los enantiomeros Ry S:

conocido con el nombre guimico “7-(4-metilpiperazino-metileno}-10,11-etilenodioxi-
20(R,S)-camptotecina (mezcla racémica) o “7-(4-metilpiperazino-metileno)-10,11-
etilenodioxi-20(R)-camptotecina (enantibmero R) o “7-(4-metilpiperazinc-metileno)-
10,11-etilenodioxi-20({S}-camptotecina (enantidmero S). En las Patentes de Estados
Unidos N° 8.063.923; 5.342.947; 5.559.235; 5.491.237 y en la Solicitud de Patente
de Estados Unidos en tramite N° 08/977.217, presentada el 24 de noviembre de
1997, se describen estos compuestos asi como compuestos relacionados,
incluyendo métodos de fabricacién. '

Las hormonas y analogos hormonales son compuestos utiles para tratar
canceres en los que hay una relacion entre las hormeonas y el crecimiento y/o
ausencia de crecimiento del cancer. Los ejemplos de hormenas y analogos
hormonales (tiles en el tratamiento de canceres incluyen, pero sin limitacion,
adrenocorticosteroides tales como predniscna y prednisolcna que son Utiles en el
tratamiento de linfomas malignos y de leucemia aguda en nifios; aminoglutetimida y
otros Inhibidores de aromatasa tales como anastrozol, letrazol, vorazol vy
exemestano utiles en el tratamiento del carcinoma adrenocortical y el carcinoma de
mama dependiente de hormonas que contiene receptores de estroégenos;
progestinas tales como acetato de megestrol util en el tratamiento del cancer de
mama y el carcinoma endometrial dependientes de hormonas; estrogenos,
androgenos y antiandrogenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida,
acetato de ciproterona y Sa-reductasas tales como finasterida y dutasterida, Gtiles
en el tratamiento del carcinoma prostatico y de {a hipertrofia prostatica benigna,

antiestrogenos tales como tamoxifeno, toremifeno, raloxifeno, droloxifeno,
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yodoxifeno, asi como moduladores selectivos del receptor de estrogenos (SERMS)
tales como los descritos en las Patentes de Estados Unidos N° 5.681.835,
5.877.219 y 6.207.716, Ctiles en el tratamiento del carcinoma de mama dependiente
de hormonas y otros canceres susceptibles; y hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y analogos de la misma que estimulan la liberacion de
hormona luteinizante (LH) y/u hormona estimuladora del foliculo (FSH) para el
tratamiento del carcinoma de préstata, por ejemplo, agonistas y antagonistas de
LHRH tales como acetato de goserelina y luprolida.

Los inhibidores de las rutas de transduccion de sefiales son los inhibidores
que bloquean o inhiben un procesc guimico que induce un cambio intracelular.
Como se usa en este documento, este cambio es la proliferacion o diferenciacion
celular. Los inhibidores de la transduccion de sefales Utiles en la presente
invencidon incluyen inhibidores de tirosina quinasas de tipc receptor, tirosina
quinasas no asociadas a receptores, bloqueantes del dominic SH2/SH3,
serina/treonina quinasas, fosfatidil inositol-3 quinasas, sefalizacion de mioinositol y
oncogenes Ras.

Varias proieinas tirosina quinasas catalizan la fosforilacién de restos de
tirosilo especificos en diversas proteinas implicadas en la regulacién del crecimiento
celular, Estas proteinas tirosina quinasas pueden clasificarse en lineas generales
como quinasas de tipo receptor o no asociadas con receptores.

Las tirosina quinasas de tipo receptor son proteinas transmembrana que
tienen un dominio extracelular de union al ligando, un dominio transmembrana y un
dominio tirosina quinasa. Las tirosina quinasas de tipo receptor estan implicadas en
la regulacion del crecimiento celular y generaimente se denominan receptores de
factores de crecimiento. Se ha demostrado que una activacién inapropiada ©
incontrolada de muchas de estas quinasas, es decir, una actividad aberrante de fa
quinasa de un receptor de factor de crecimiento, por ejemplo, por sobreexpresion o
mutacion, produce un crecimiento celufar incontrolado. Por consiguiente, |a
actividad aberrante de estas quinasas se ha asociado a un crecimiento tisular
maligno. Por consiguiente, los inhibidores de estas quinasas podrian proporcionar
métodos de tratamiento de canceres. Los receptores de ios factores de crecimiento
incluyen, por ejemplo, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFr}, el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGFr), erbB2, erbB4, el
receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGFT), tirosina quinasa

con dominios de homologia al factor de crecimiento de tipo inmunoglobulina y
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epidérmico (TIE-2), receptor del factor de crecimiento de insulina-l (IGFl), factor
estimulador de colonias de macrodfagos (cfms), BTK, ckit, cmet, receptores del
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), receptores Trk (TrkA, TrkB, y TrkC),
receptores de efrina (eph} y el protooncogén RET. Varios inhibidores de receptores
de factores de crecimiento estan en desarrollo e incluyen antagonistas de ligandos,
anticuerpos, inhibidores de tirosina quinasa y oligonucleétidos antisentido. Se
describen receptores de factores de crecimiento y agentes que inhiben la funcién de
receptores de factores de crecimiento, por ejemplo, en Kath, John C., Exp. Opin.
Ther. Patents (2000) 10(6): 803-818; Shawver et al DDT Vol 2, No. 2 febrero de
1997, y Lofts, F. J. et al, "Growth factor receptorsb as targets”, New Molecular
Targets for Cancer Chemotherapy, ed. Workman, Paul y Kerr, David, CRC press
1894, London.

Las tirosina quinasas que no son quinasas de receptores de factores de
crecimiento se denominan tirosina quinasas ne asociadas a receptores. Las tirosina
quinasas no asociadas a receptores Utiles en la presente invencién, que son dianas
o dianas potenciales de farmacos anticancerosos, incluyen cSrc, Lck, Fyn, Yes,
Jak, cAbl, FAK (quinasa de adhesion focal), Tirosina quinasa de Bruton y Bcr-Abl.
En Sinh, S. y Corey, S.J., (1999) Journal of Hematotherapy and Stem Cell Research
8 (5): 465-80; y Bolen, J.B., Brugge, J.S., (1987) Annual review of Immunology. 15:
371-404, se describen estas quinasas no asociadas a receptores y agentes que
inhiben la funcién de tirosina quinasas no asociadas a receptores.

Los bloqueantes dei dominio SH2/SH3 son agentes que alteran la union del
dominio SH2 o SH3 en una diversidad de enzimas o proteinas adaptadoras que
incluyen la subunidad p85 de PI3-K, quinasas de la familia Src, moléculas
adaptadoras (She, Crk, Nck, Grb2) y Ras-GAP. En Smithgall, T.E. (1995), Journal
of Pharmacological and Toxicological Methods. 34(3) 125-32, se describen
dominios SH2/SH3 como dianas para farmacos anticancercsos.

Los inhibidores de serina/treonina quinasas incluyen blogueantes de la
cascada de la MAP guinasa gue incluyen blogueantes de Raf quinasas (rafk), de
quinasas reguladas por mitdgeno o extracelulares (MEK) y quinasas reguladas
extracelulares (ERK); y bloqueantes de miembros de la familia de la proteina
guinasa C incluyendo bloqueantes de PKC (alfa, beta, gamma, épsilon, mu,
lambda, iota y zeta), de la familia de kB quinasa (IKKa, IKKb), de |la familia de PKB
quinasas, miembros de la familia AKT quinasas y quinasas del receptor TGF beta.

Estas serinaltreonina quinasas y sus inhibidores se describen en Yamamoto, T.,
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Taya, S., Kaibuchi, K., (1999), Journal of Bicchemistry. 126 (5) 799-803; Brodt, P,
Samani, A., y Navab, R. (2000), Biochemical Pharmacology, 60, 1101-1107;
Massague, J., Weis-Garcia, F. {1996) Cancer Surveys. 27. 41-64; Philip, P.A., vy
Harris, A.L. (1995), Cancer Treatment y Research. 78. 3-27, Lackey, K. et al
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, (10), 2000, 223-226; Patente de
Estados Unidos N° 6.268.391; y Manrinez-lacaci, L., et al, Int. J. Cancer (2000),
88(1), 44-52. |

En la presente invencién también son Utiles inhibidores de miembros de la
familia de la fosfatidil inositol-3 quinasa incluyendo bloqueantes de PI3-quinasa,
ATM, DNA-PK y Ku. Estas quinasas se describen en Abraham, R.T. (1996), Current
Opinion in Immunology. 8 (3) 412-8; Canman, C.E., Lim, D.S. (1998), Oncogene 17 '
(25) 3301-3308; Jackson, S.P. (1897), international Journal of Biochemistry and Cell
Biology. 29 (7): 935-8; y Zhong, H. et al, Cancer res, (2000) 60(6), 1541-1545.

También son utiles en la presente invencion inhibidores de la sefializacion
de micinositol tales como bloqueantes de la fosfolipasa C y analogos de Mioinositol.
Estos inhibidores de sefiales se describen en Powis, G., y Kozikowski A., (1994)
New Molecular Targets for Cancer Chemotherapy ed., Paul Workman y David Kerr,
CRC press 1994, London.

Otro grupo de inhibidores de la ruta de transduccion de sefiales son
inhibidores del oncogén Ras. Estos inhibidores incluyen inhibidores de
farnesiltransferasa, geranil-geranil transferasa y CAAX proteasas asi cemo
oligonucledtidos antisentido, ribozimas e inmunoterapia. Se ha demostrado que
estos inhibidores bloquean la activacidn de ras en células que contienen el mutante
ras de tipo silvestre, actuando de esta manera como agentes antiproliferativos. En
Scharovsky, O.G., Rozados, V.R., Gervasoni, S.I. Matar, P. (2000), Journal of
Biomedical Science. 7(4) 292-8; Ashby, M.N. {1998), Current Opinion in Lipidology.
9 (2) 99 - 102, y BioChim. Biophys. Acta, (19899) 1423(3). 19-30 se describe la
inhibicion del oncogén Ras.

Comoe se ha mencionado anteriormente, los anticuerpos antagonistas de la
union de ligandos a quinasas de tipo receptor también pueden servir como
inhibidores de la transduccion de sefales. Este grupo de inhibidores de la ruta de
transduccion de serfiales incluye el uso de anticuerpos humanizados contra el
dominio de unidn al ligando extracelular de tirosina quinasas de tipo receptor. Por
ejemplo, el anticuerpo especifico Imclone C225 EGFR {véase Green, M.C. et ali,
Monoclonal Antibody Therapy for Solid Tumars, Cancer Treat. Rev., (2000), 26(4),



10

15

20

25

30

35

-33-

289-286); el anticuerpo Herceptin® erbB2 (véase Tyrosine Kinase Signalling in
Breast cancer.erbB Family Receptor Tyrosine Kinases, Breast cancer Res., 2000,
2(3), 176-183); v el anticuerpo especifico 2CB VEGFR2 (véase Brekken, R.A. et al,
Selective Inhibition of VEGFR2 Activity by a monoclonal Anti-VEGF antibody blocks
tumor growth in mice, Cancer Res. (2000) 60, 5117-5124).

Los inhibidores de ia angiogénesis de quinasas no asociadas a receptores
tambien pueden encontrar utilidad en la presente invencion. Anteriormente se han
descrito inhibidores de la angiogénesis relacionados con VEGFR y TIE2 en relacion
con los inhibidores de la transduccién de sefnales (los dos receptores son tirosina
guinasas asociadas a receptores). La angiogénesis en general esta asociada a la
sefalizacion de erbB2/EGFR ya que se ha demostrado que los inhibidores de
erbB2 y EGFR inhiben la angicgénesis, principalmente la expresion de VEGF. De
esta manera, es conveniente la combinacion de un inhibidor de erbB2/EGFR con un
inhibidor de la angicgénesis. Por consiguiente, pueden usarse inhibidores de
tirosina quinasas no ascociadas a receptores en combinacion con los inhibidores de
EGFR/erbB2 de la presente invencion. Por ejemplo, los anticuerpos anti-VEGF, que
no reconocen VEGFR (la tirosina quinasa de tipo receptor), pero se unen al ligando;
inﬁibidores de molécula pequefia de integrina (alfa, beta;) que inhibiran la
angiogenesis; endostatina y angiostatina (tirosina quinasas no asociadas a
receptores) también pueden resultar (tiles en combinacidn con los inhibidores
descritos de la familiz erb. (Véase Bruns CJ et al (2000), Cancer Res., 60; 2926-
2935; Schreiber AB, Winkler ME, y Derynck R. (1986}, Science, 232: 1250-1253;
Yen L et al. (2000), Oncogene 19: 3460-3469).

Algunos agentes usados en regimenes inmunoterapéuticos también pueden
ser Utiles en combinacion con los compuestos de formula (1). Hay varias estrategias
inmunoldgicas para generar una respuesta inmune contré erbB2 o EGFR. Estas
estrategias generalmente estan en el campo de vacunaciones contra tumores. La
eficacia de las estrategias inmunolégicas puede mejorarse en gran medida por
medic de la inhibicién combinada de rutas de sefalizacién de erbB2/EGFR usando
un inhibidor de molécula pequefa. Se encuentra una discusion de la estrategia de
vacuna inmunologica/tumoral contra erbB2/EGFR en Reilly RT et al. (2000), Cancer
Res. 60: 3569-3576; y Chen Y, Hu D, Eling DJ, Robbins J, y Kipps TJ. (1998),
Cancer Res. 58: 1965-1971.

~ En la combinacién de la presente invencion también pueden usarse agentes

usados en regimenes proapoptoticos (por ejemplo, oligonucieodtidos antisentido bcl-
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2). Los miembros de la familia de proteinas Bcl-2 bloguean la apoptosis. La
regulacion positiva de bcl-2, por lo tanto, se ha asociado a quimiorresistencia.
Ciertos estudios han demostrado que el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
estimula miembros anti-apoptdticos de la familia bel-2 (es decir, mcl-1). Por lo tanto,
las estrategias disefiadas para regular negativamente la expresion de bcl2 en
tumeres han demostrado efectos clinicos beneficiosos y ahora estan en ensayos de
Fase I/, particularmente el oligonucledtido antisentide bel-2 G3138 de Genta.
Estas estrategias proapoptéticas que usan la estrategia de oligonucleétidos
antisentido para bcl-2 se describen en Water JS et al. (2000), J. Clin. Oncol. 18:
1812-1823; y Kitada S et al. (1994), Antisense Res. Dev. 4: 71-79.

Los inhibidores de la sefalizacion del ciclo celular inhiben moléculas
implicadas en el control del ciclo celular. Una familia de proteina quinasas
denominadas quinasas dependientes de ciclina (CDK) y su interaccion con una
familia de proteinas denominadas ciclinas controla la progresion a través del ciclo
celular eucariota. Se necesita la activacién e inactivacidon coordinada de diferentes
complejos de ciclina/CDK para una progresion normal a lo largo dei cicle celular.
Actualmente estan en desarrolle varios inhibidores de la sefalizacion del ciclo
celular. Por ejemplo, se describen ejemplos de quinasas dependientes de ciclina,
incluyendo CDKZ2, CDK4 y CDK6 e inhibidores de las mismas, por ejemplo, en
Rosania et al, Exp. Opin. Ther. Patenis (2000) 10(2):215-230.

En una realizacion, el método de tratamiento de canceres de la invencién
reivindicada incluye la coadministracién de un compuesto de formula | y/o una sal
farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato o profarmaco del mismo y al menos
un agente antineoplasico, tal como uno seleccionado entre el grupo consistente en
agentes antimicrotubulos, complejos de coordinacion de platino, agentes
alquilantes, agentes antibiéticos, inhibidores de la topoisomerasa Il, antimetabolitos,
inhibidores de Ia topoisomerasa [, hormenas y anaiogos hormenales, inhibidores de
ta ruta de transduccion de sefales, inhibidores de la angiogénesis que son
inhibidores de tirosina quinasas no asociadas a receptores, agentes
inmunoterapéuticos, agentes proapoptéticos e inhibidores de la sefalizacion del
cicle celular.

Coma los compuestos farmacéuticamente activos de la presente invencion
son activos como inhibidores de la PI3 quinasa, particularmente los compuestos
que modulan/inhiben PI3Ky, selectivamente o junto con una o mas PI3K8, PI3KB,

y/o PI3Kc, presentan utilidad terapéutica en el tratamiento de un estado de
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enfermedad seleccionado entre:  trastornos  autoinmunes, enfermedades
inflamatorias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas,
alergia, asma, pancreatitis, fallo muitiorganico, enfermedades renales, agregacion
plaquetaria, motilidad de los espermatozoides, rechazo de trasplantes, rechazo de
injertos y lesiones pulmonares.

Cuando un compuesto de Formula (l) se adminisira para el tratamiento de
un estado de enfermedad seleccionado entre: trastornos autoinmunes,
enfermedades inflamatorias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatitis, fallo muitiorganico, enfermedades
renales, agregacion plaquetaria, motilidad de los espermatozoides, rechazo de
trasplantes, rechazo de injertos o lesiones pulmonares, el termino
“coadministracién” y derivados del mismo como se usan en este documento, se
entiende la administracion simultanea o cualquier manera de administracion
secuencial separada de un compuesto inhibidor de la PI3 quinasa como se describe
en este documento, y uno o mas ingredientes activos adicionales que se consideran
utiles en el tratamiento de trastornos autcinmunes, enfermedades inflamatorias,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, alergia, asma,
pancreatitis, fallo multiorganico, enfermedades renales, agregacién plaquetaria,
motilidad de los espermatozoides, rechazo de trasplantes, rechazo de injertos y/o
lesiones pulmonares.

Ensayos bioldgicos

Ensayo de PI3K alfa en perlas Leadseeker SPA

Los compuestos de la presente invencion se ensayaron de acuerdo con los
siguientes ensayos y se descubriG que eran inhibideres de PI3 quinasas,
particularmente de PI3Ka. Las actividades (Clse) contra Pi3Ka varian de 1 nM a 500
uM.

El compuesto del ejemplo 1 se ensayd y se descubrid que tenia un valor de
Clse de 1 nM contra PI3Ka en los ensayos.

Principio del ensayo

Las perlas de formacidon de imagines SPA son microesferas que contienen
un material de centeileo gue emite luz en la region roja del espectro visible. Como
r_esultado, estas perlas son muy adecuadas para uso con un aparato de formacion
de imagenes CCD tal como el Viewlux. Las perlas Leadseeker usadas en este
sistema son perlas de poliestireno que se han acoplado con polietilenimina. Cuando

se anaden a la mezcla de ensayo, las perlas absorben tanto el sustrato (PIP2)
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como el producto (PIP3). EI P®-PIP3 adsorbido producira un aumento en la sefial,
medida como ADU (unidades analagico-digitales). Este protocolo detalla el uso de
las perlas PEI-PS Leadseeker para ensayos usando His-p110/p85 PI3K alfa.

Protocolo de ensayo

Los compuestos solidos tipicamente se ponen en placas con 0,1 nl de
DMSO al 100% en todos los pocillos (excepto en las columnas 6 y 18) de una placa
de bajo volumen, de fondo plano, de 384 pocillos (Greiner 784075). Los
compuestos se diluyen en serie {3 veces en DMSO al 100%) a través de la placa
desde la columna 1 a la columna 12 y desde la columna 13 a la columna 24,
dejando que las columnas 6 y 18 contengan Unicamente DMSO, para producir 11
concentraciones para cada compuesto de ensayo. El tampdn de ensayo contiene
MOPS (pH 6,5), CHAPS y DTT. Se mezclan PI3K alfa y PIP2 (L-alfa-D-mio-
fosfatidilinositol  4,5-bifosfato  [Pl{4,5)P2]3-O-unido a fosfo, D{+)-sn-1,2-di-O-
octanoilglicerilo, CellSignals N° 901) y la mezcla se incuba en la placa con
compuesto durante 30 minutos antes de iniciar la reaccién con la adicién de P*-
ATP y MgCl; (reactivos afiadidos usando Zoom). Tipicamente se preparan pocillos
sin enzima (columna 18) para determinar el control bajo. Se afiaden perlas PEI-PS
Leadseeker en PBS/EDTA/CHAPS (por medio de un Multidrop) para inactivar la
reaccion y las placas se dejan en incubacion durante al menos una hora
(tipicamente durante una noche) antes de la centrifugacion. La sefal se determina
usando un detector Viewlux y después se importa a un software de ajuste de curvas
{Activity Base) para la construccion de curvas de concentracion-respuesta. El
porcentaje de inhibicion de actividad se calculd con respecto a los controles
elevados (C1, 0,1 ul de DMSO en columna 8, filas A-P)) y los controles bajos (C2, 5
ul de PIP2 40 uM en tampdn en columna 18, filas A-P) usando 100*(1-(U1-C2)/(C1-
C2)). La concentracion de compuesto de ensayo gue producia una inhibicidon de
50% se determind usando la ecuacidon y = ((Vmax*x) / (K+x)) + Y2, donde "K” era
igual a la Clg, Los valores de Clsg s€ convirtieron en valores de pClsp es decir, -log
Clsq €n concentracion molar.

Ensayos celulares:

DiA 1

Poner las células en placas antes del mediodia

10K células/pocillo en placas de 96 pocillos transparentes de fondo plano (fv. 705
)

Los ultimes cuatro pocillos de la ultima columna reciben sélo medio
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Paner en un incubador a 37°C durante una noche

Placa del compuesto

Preparar en placas de 96 pocillos de fondo redondo de polipropileno; 8 compuestos
por placa, titulaciones 11-pt de cada uno (ditucidén en serie 3x), DMSO en la ultima
columna (0,15% f.c. en las células)

15 ul en el primer pocillo, 10 ul de DMSC en el resto; coger 5 pl del primer pocillo y
mezclar en el siguiente, continuar a lo largo de la placa (excluyendo la ultima
columna; cerrar con la tapa y poner a 4°C

DiA 2

Sacar inhibidores de tampon de lisis (4°C/-20°C) y placas de compuesto (4°C),
descongelar en la mesa de trabajo; preparar tampon de tavado 1x Tris (WB) para

rellenar el depésito del lavador de placas y completar las reservas de la mesa de

" trabajo (uso de MiliQ), encender la centrifuga para permitir que se enfrie

Bloquear las placas de MSD

Preparar 20 ml de solucién de bloqueo al 3%/placa (600 mg de bloqueante A en 20
mi de WB), afiadir 150 pl/pocillo e incubar a TA durante al menos 1 h

Anadir compuesto (mientras se produce el bloqueo)

Anadir 300 I de medio de crecimiento (RPMI con Q, 10% de FBS) por pocillo (682x
dilucién de compuesto) a cada placa de compuesto

Afadir 5 pl de dilucién de compuesto en cada pocillo (fv. 110 w) en placas
duplicadas

Poner en un incubador a 37°C durante 30 min

Reaslizar lisados

Preparar tampén de Lisis MSD; para 10 ml, afiadir 200 pl de soluciéon de inhibidor
de proteasa y 100 ul de inhibidores de Fosfatasa | y Il (Mantener en hielo hasta que
esté listo para el uso)

Retirar las placas después de la incubacion, aspirar el medio con un lavador de
placas, lavar una vez con PBS fria y anadir 80 pl de tampén de Lisis MSD por
pocitlo; incubar en un agitador a 4°C durante 230min

Centrifugar en frio a 2500 rpm durante 10 min; dejar las placas en la centrifuga a
4°C hasta que estén listas para el uso

Ensayo AKT doble

Lavar las placas (4x con 200 ni/pocillc de WB en el lavador de placas); golpear
ligeramente las placas sobre papel secante para secarlas.

Aradir 60 pl de lisados/pocillo, incubar en un agitador a TA durante 1 h

g
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Durante la incubacién, preparar Ab de deteccion (3 mi/placa; 2 ml de WB y 1 ml de
solucion de bloqueo con Ab a 10 nM); repetir la etapa del lavado como se ha
indicado anteriormente

Anadir 25 ul de Ab/pocillo, incubar en un agitador a TA durante 1 h; repetir la etapa
de lavado como se ha indicado anteriormente

Afadir 150 ul/pocillo de 1x Tampén de Lectura (diluir 4x soluciéon madre en ddH,0,
20 ml/placa), leer inmediatamente

Analisis

Observar todos los puntos de datos a cada concentracion de compuesto.

El punto de datos de ia mayor concentracion de inhibidor debe ser igual o mayor
que 70% det control de DMSO.

Los valores de Clg, para los ensayos realizados por duplicado deben tener una
diferencia menor del doble (sin marca en la plantilla de resumen).

Y min debe ser mayor de cero; si los dos mins estan marcados en rqgjo (>35),
entances se dice que el compuesto es inactivo (Clsg = dosis superior). Si solo se
marca en rojo un min, pero es <50, entonces se dice que la Clsg es la indicada.

No se considerara ningun punto de datos igual o mayar que 30% por fuera de la
curva. .

Ensayo de Crecimiento/Muerte Celular:

Se cultivaron BT474, HCC1954 y T-47D (mama humana) en RPMI-1640 que
contenia suero bovino fetal al 10% a 37°C en un incubador con 5% de CO,. Las
células se dividieron en un matraz T75 (Falcon N° 353136) de dos a tres dias antes
del ensayo a una densidad que produjo una confluencia de aproximadamente 70-
80% en el momento de la recoleccion para el ensayo. Las células se recogieron
usando tripsina al 0,25%-EDTA (Sigma N° 4049). Los recuentos de células se
realizaron en suspension celular usando tincion por exclusion de azul Tripan. Las
células después se cUItivaron en placas negras de poliestireno de fondo plano de
384 pocillos (Greiner N° 781086) en 48 i de medic de cultivo por pocillo a 1.000
celulas/pocillo. Todas las placas se pusieron en un medio con 5% de CO, 37°C
durante una noche y los compuestos de ensayo se anadieron al dia siguiente. Una '
placa se tratd con CellTiter-Glo (Promega N°® G7573) durante un dia. Las
mediciones y las lecturas en el dia 0 (t = 0) se realizaron como se describe mas
adelante. Los compuestos de ensayo se prepararon en placas de polipropileno de
fondo transparente de 384 pocillos (Greiner N° 781280) con diluciones a la mitad

consecutivas. 4 pl de estas diluciones se afadieron a 105 ul de medio de cultivo.
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Después de mezclar la solucion, 2 ul de estas diluciones se afadieron en cada
pocillo de las placas de células. La concentracion final de DMSQO en todos los
pocillos fue 0,15%. Las células se incubaron a 37°C con 5% de CO, durante 72
horas. Después de 72 horas de incubacién con compuestos, cada placa se revelo y
se leyo. Se afadio reactivo CellTiter-Glo a ias placas de ensayo usando un volumen
equivalente al volumen de cultivo celular en los pocillos. Las placas se agitaron
durante aproximadamente dos minutos y se incubaron a temperatura ambiente
durante aproximadamente 30 minutos, y la sefial quimicluminiscente se leyod en el
lector Analyst GT (Molecular Devices). Los resultados se expresaron como un
porcentaje de t = 0 y se representaron frente a la concentracién de compuesto. La
inhibicion del crecimiento celular se determind para cada compuesto por ajuste de
la respuesta a la dosis con un ajuste de curvas de 4 ¢ 6 parametros usando el
software XLfit y determinando la concentracién que inhibia 50% del crecimiento
celular {(gClsp) con Y min como t = 0 e Y max come cantrol de DMSO. El valor de los
pocillos sin células se restd de todas las muestras para la correccién con respecte
al efecto de fondo.

Referencias adicionales:

Los compuestos de la presente invencion también pueden ensayarse para
determinar su actividad inhibidora en PI3Ka, PI3K8&, PI3Kp y PI3Ky de acuerdo con
las siguientes referencias:

Para todas las isoformas de PI3K:

Cloning, expression, purification, and characterization of the human Class la
fosfoinositide 3-kinase isoforms: Meier, T.1.; Cook, J.A.; Thomas, J.E.; Radding,
J.A; Horn, C; Lingaraj, T.; Smith, M.C. Protein Expr. Purif., 2004, 35(2), 218,
Competitive fluorescence polarization assays for the detection of fosfoinositide
kinase and fosfatase activity: Drees, B.E.; Weipert, A.; Hudson, H.; Ferguson, C.G;
Chakravarty, L; Prestwich, G.D. Comb. Chem. High Throughput.Screen., 2003, 6(4),
321.

Para PI3Ky: Documento WO 2005/011686 A1

Los compuestos farmacéuticamente activos dentro del alcance de esta
invencion son Utiles como inhibidores de la PI3 quinasa en mamiferos,
particularmente en seres humanos, que lo necesitan.

La presente invencion, por lo tanto, proporciona un método para tratar
enfermedades asociadas con la inhibicion de la PI3 quinasa, particularmente:

trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias, enfermedades
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cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatitis,
fallo multiorganico, enfermedades renales, agregacion plaquetaria, cancer,
motilidad de los espermatozoides, rechazo de trasplantes, rechazo de injerfos y
lesiones pulmonares y otras afecciones que requieren modulacion/inhibicion de la
PI3 quinasa, que comprende administrar un compuesto eficaz de Férmula {I) ¢ una
sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato o profarmaco del mismo. Los
compuestos de Férmula (I} también proporcionan un metodo para tratar los estados
de enfermedad indicados anteriormente debido a su capacidad de actvar como
inhibidores de PI3. El farmaco puede administrarse a un paciente que lo necesita
por cualquier via de administracion convencional, incluyendo pero sin limitacion la
via intravenosa, intramuscular, oral, subcutanea, intradérmica y parenteral.

Los compuestos farmacéuticamente activos de ta presente invenciéon se
inccrporan en formas de dosificacion convenientes tales como céapsulas,
comprimidos © preparaciones inyectables. Se emplean vehicutos farmaceéuticos
solidos o liquidos. Los vehiculos sélidos incluyen almidon, lactosa, sulfato calcico
dihidrato, terra alba, sacarosa, talco, gelatina, agar, pectina, goma arabiga,
estearato de magnesio y acido estearico. Los vehiculos liguidos incluyen jarabe,
aceite de cacahuete, aceite de oliva, solucion salina y agua. De forma similar, el
vehiculo o diluyente puede incluir cualquier material de liberacion prolongada, tal
como monocestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, solo o juntc con una
cera. La cantidad de vehiculo sdlido varia ampliamente, pero preferiblemente sera
de aproximadamente 25 mg a aproximadamente 1 g por unidad de dosificacion.
Cuando se usa un vehiculo liquido, la preparacion estara en forma de un jarabe,
elixir, emulsién, capsula de gelatina blanda, liquido inyectabie estéril tal como una
ampolla o una suspensidn liguida acucsa o no acuosa.

Las preparaciones farmacéuticas se preparan siguiendo técnicas
convencionales de un quimico farmacéutico que implican mezcla, granulacién y
compresién, cuando es necesario, para las formulaciones de comprimidos, o
mezcla, relleno y disolucion de los ingredientes, cuando es apropiade, para
proporcionar los productos orales o parenterales deseados.

Las dosis de los compuestos farmacéuticamente activos de la presente
invencion en una unidad de dosificacién farmacéutica como se ha descrito
anteriormente estaran en una cantidad eficaz no toxica, preferiblemente
seleccionada del intervalc de 0,001-100 mg/kg de compuesto activo,

preferiblemente 0,001-50 mg/kg. Cuando se trata un paciente humano que necesita

i
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un inhibidor de PI3K, la dosis seleccionada se administra preferiblemente de 1-6
veces al dia, por via oral o parenteral. Las formas preferidas de administracion
parenteral incluyen la via tdpica, rectal, transdérmica, por inyeccion y por infusion
continua. Las unidades de dosificaciéon orales para administracion humana
preferiblemente contienen de 0,05 a 3500 mg de compuesto activo. Se prefiere la
administracion oral, que usa dosificaciones inferiores. Sin embargo, también puede
usarse la administracion parenteral, a dosis elevadas, cuando es segurc vy
ceonveniente para el paciente.

Las dosificaciones optimas a administrar pueden determinarse faciimente
por los especialistas en la técnica y variaran con el inhibidor de PI3 quinasa
particular que se esté usando, la concentracion de la preparacion, el modo de
administracion y el avance del estado de enfermedad. Otros factores que dependen
del paciente particular que se estd tratando hardn necesario ajustar las
dosificaciones, incluyendo la edad del paciente, el peso, la dieta y el momento de
administracion.

El método de esta invencidn para inducir la actividad inhibidora de PI3
quinasa en mamiferos, incluyendo seres humanos, comprende administrar a un
sujeto que necesita dicha actividad una cantidad eficaz para modular/inhibir la PI3
qguinasa de un compuesto farmacéuticamente activo de la presente invencion.

La invencion también proporciona el uso de un compuesto de Formula (1) en
la fabricacién de un medicamento para uso como un inhibidor de la PI3 quinasa.

La invencién también proporciona e! uso de un compuesto de Férmula (I) en
la fabricacion de un medicamento para uso en terapia.

La invencion también proporciona el uso de un compuesto de Formula (1) en
la fabricacion de un medicamento para uso en el 1ratamiénto de trastornos
auvtoinmunes, enfermedades inflamatorias, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neurodegenerativas, alergia, asma, pancreatitis, insuficiencia
multiorganica, enfermedades renales, agregacién plaquetaria, cancer, motilidad de
los espermatozoides, rechazo de trasplantes, rechazo de injertos y lesiones
pulmonares.

La invencidn también proporciona una composicion farmacéutica para uso
como un inhibidor de PI3 que comprende un compuesto de Formula (I} y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica para uso

en el tratamiento de trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias,
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enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, alergia, asma,
pancreatitis, fallo multiorganico, enfermedades renales, agregacién plaguetaria,
cancer, motilidad de los espermatozoides, rechazo de trasplantes, rechazo de
injertos y lesiones pulmonares, que comprende un compuesto de Férmula (1) y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

No se esperan efectos toxicolégicos inaceptables cuandc se administran
compuestos de la invencion de acuerdo con la presenie invencion.

Ademds, los compuestos farmaceuticamente activos de la presente
invencién puede coadministrarse con otros ingredientes activos, incluyendo
compuestos que se sabe que tienen uiilidad cuando se usan en combinacion con
un inhibider de P13 quinasa.

Sin elaboracion adicional, se cree que un especialista en la técnica puede,
usando la descripcion anterior, utilizar la presente invencion en su mayor medida.
Por lo tanto, los siguientes ejemplos deben considerarse simplemente ilustrativos y
de ninguna manera limitantes del alcance de la presente invencion.

Detalles Experimentales

Preparacion

Los derivados descritos en este documento se preparan mediante los
meétodos generales que se describen a continuacion:
Esquemas/Experimentales

Esquema k:

Condiciones: a) Tributil{vinil)estafio, Pd(PPh;)4, dioxano, reflujo; b) OsQ,, NalQ,,
2,6-lutidina, -BuOH, dioxano, H;0O, ta; c) acido heteroaril-{R)-barénico, Pd(PPh;)a,
K;CO; 2 M, DMF, 100°C; d) 2,4-tiazolidinadiona, piperidina, AcOH, EtOH, nondas,
150°C

Ejemplos:

Ejemplo 1:  (52)-5-{[4-(4-piridinil)-6-quinolinillmetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-

diona
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a) 4-cloro-B-etenilquinolina

Una mezcla de 6-bromo-4-cloroquinolina (6,52 g, 26,88 mmol; véase J. Med.
Chem., 21, 268 (1978), fributil{vinil)estafio (8,95 g, 2822 mmal) vy
tetraquistrifenilfosfina paladio (0) (0,62 g, 0,54 mmol) en 1,4-dioxanc (150 ml) se
calentd a reflujo durante 2,0 h, se enfiid a temperatura ambiente y se concentrd al
vacio. El residuo se purificé per cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
{MeQOH al 0-4%:CH,Cl;) para dar el compuesto del titulo (5,1 g) en forma de un
solido amarillo palido. MS (ES)+ m/e 190 [M+H]". Este material se usé directamente
en la siguiente etapa.
b} 4-cloro-6-quinolinacarbaldehido

Una mezcla de 4-cloro-6-etenilquinolina (5.1 g, 26,88 mmol), 2,6-lutidina
(5,76 g, 53,75 mmoal), (meta)peryodato sadico (22,99 g, 107,51 mmal) y tetroxido de
osmio (5,48 g de una solucion al 2,5% en terc-butanol, 0,538 mmol) en 1,4-
dioxano:H,O (350 ml de una mezcla 3:1) se agitd durante 3,5 h a temperatura
ambiente y se concentré al vacio. El residuo se purificé por cromatografia
ultrarrapida sobre gel de silice (CH,Cl;} para dar el compuesto del titulo {4,26 g,
83% en 2 etapas) en forma de un sélido amarillo palido. MS (ES)+ m/e 192 [M+H]".
¢) 4-(4-piridinil)-6-quinclinacarbaldehido

Una mezcla de 4-cloro-6-quinolinacarbaldehido (3,24 g, 16,92 mmol), acido
4-piridilborénico (3,12 g, 25,38 mmol), tetraquistrifenilfosfina paladio (0) (0,978 g,
0,846 mmol} y K.CO; acuoso 2 M (7,02 g, 50,76 mmol, 25,4 mi de una solucion 2
M) en DMF (100 ml) se calenté a 100°C durante 3,0 h y se enfridé a temperatura
ambiente. La mezcla se filtrd a través de celite y el celite se lavd con EtOAc. El
filtrado se transfiri®6 a un embudo de decantacion, se lavo con agua y NaCl
saturado, se seco (Na,SQ,), se filtrd y se concentrd al vacio. El residuo se purificd
por cromategrafia ultrarrapida sobre gel de silice (MeOHR al 5%:CH,Cl,) para dar el
compuesto del titulo (2,03 g, 51%) en forma de un sdlido castario. MS (ES)+ m/e
235 [M+H]".
d) (52)-5-{[4-(4-piridinil)-B-quinolinillmetilidenc}-1,3-tiazolidina-2 4-diona

Una mezcla de 4-(4-piridini|)-6-quinotinacarbaldehido (0,108 g, 0,463 mmol),
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2.4-tiazolidinadiona (0,0417 g, 0,356 mmol), piperidina (0,0303 g, C,356 mmol) y
acido acético (0,0214 g, 0,356 mmol) en EtOH (5 ml) se calenté a 150°C durante 30
minutos en un horno microondas. La reaccién se enfrié a temperatura ambiente y el
precipitado resultante se filtr6 y se secé en un embudo Buchner para dar el
compuesto del titulo (0,0594 g, 50%) en forma de un sdlido castafioc. MS (ES)+ m/e
334 [M+H]". '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,08 (d, J = 4,42 Hz, 1 H) 8,80 -
888(m,2H)825(d, J=872Hz, 1H)8,00-8,07(m,2H)7,98(s,1H)765-7,68
{(m,2H)763(d,J=4,42Hz, 1 H).

Ejemplo 2:  (52)-5-{[4-(3-piridinil)-6-quinolinil]metilideno}-1,3-tiazolidina-2.4-

diona

Siguiendo el procedimientc usado para preparar el Ejemplo 1, se prepard el
compuesto del titulo sustituyendo acido 4-piridinilborénico por acido 3-
piridinilborénico. MS (ES)+ m/e 334 [M+H]".

Ejemplo 3:  (52)-3-metil-5-{[4-(4-piridinil)-6-quinoliniljmetilideno}-1,3-

tiazolidina-2,4-dicna

Siguiendo el procedimiento usado para preparar el Ejemplo 1, se prepar¢ el
compuesto del titulo sustituyendo 3-metil-1,3-tiazolidina-2,4-diona en lugar de 1,3-
timzolidina-2,4-diona, para dar un soélido amarillo claro. MS (ES)+ m/e 348 [M+H]".
Como alternativa, algunos ejemplos se prepararon por acoplamiento de Suzuki (o
Stille) mediado por paladio de un acido heteroarilborénico (o heteroarilestannano)
con 4-yodo-6-quinclinacarbaldehido (Esquema Il). El intermedio de yoduro se
preparé por tratamiento del cloruro correspondiente con HCI 4 N, seguido de yoduro
sédico. Los heteroaril aldehides se convirtieron en los compuestos del titulo
siguiendo el mismo procedimiento usado para preparar el Ejemplo 1.

Esquema Il
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Condiciones; a) HC 4 N en dioxano, ta, 5 min; después Nal, 105°C, 18 h; b) acido
heteroaril-{R}-borénico, Pd(PPhs}),, K,CO; 2. M, dioxano, 100°C o «¢)
tributil{heteroaril}estano, Pd(PPh;),, dioxano, reflujo.

Ejemplo 4:  (52)-5-({4-[2-{metiloxi)-5-pirimidinil]-6-quinolinil}metilideno)-1,3-

tiazolidina-2,4-diona

a) 4-yodo-6-quinolinacarbaldehido

En un tubo de reaccion grande, a una solucion de 4-cloro-6-
quinolinacarbaldehido (4,26 g, 22,2 mmol) en propionitrilo (125 ml) se le afadid HCI
4 N en dioxano (2 equiv. de HCI, 11,1 ml, 44 4 mmol). La solucién se agitd durante
15 minutos y se cargo con 3 equiv. de yoduro sodico (10 g, 66 mmol). El tubo de
reaccion se cerrd herméticamente y se cafentd a 105°C durante una noche. La
reaccion se controld por LCMS. La reaccién se dejo enfriar a temperatura ambiente
y el producto se retird por filtracién y se lavo con acetonitrilo. Después, el sélido
bruto se puso en un vaso de precipitados y se afadio bicarbonato sddico saturado
con agitacion hasta que se alcanzo un valor de pH de 9,5. Después, el solido se
extrajo en cloruro de metileno. Despues, la capa de cloruro de metileno se lavo con
agua, se seco sobre sulfato sodico y se concentro al vacio para dar el compuesto
del titulo con un rendimiento de 85%.
b} 4-[6-(metiloxi)-3-piridinil]-6-quinolinacarbaldehido

Una mezcla de acido 6-(metiloxi)-3-piridiniilboranica (225 mg, 1,5 mmol), 4-
yodo-6-quinolinacarbaldehido (283 mg, 1 mmol), tetraquistrifenilfosfina paladio (0)
(57 mg, 0,05 mmol), K,CG; acuosc 2 M (2,5 ml de una sclucién 2 M) y dioxano (5
ml)) se calentd a 100°C durante 8 h y se enfrié a temperatura ambiente. El dioxano
se retird a presion reducida, el residuo se disolvid en una mezcla 2:1 de cloruro de
metileno/agua y la solucion se filtrd. La capa organica se separd y se secd con

sulfato sodico y el producio bruto se obtuvo por decantacién de la solucion vy
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evaporacion del cloruro de metileno. El producte bruto se purificd por cromatografia
sobre gel de silice eluyendo con cloruro de metileno/metanol (gradiente de metanol
al 0-1%) para dar el compuesto del titulo (250 mg, 95%). MS (ES)+ m/e 265 [M+H]".
Después, se preparo (82)-5-({4-[2-(metiloxi)-5-pirimidinil]-6-
quinolinil}metilideno)-1,3-tiazolidina-2,4-diona  siguiendo el procedimiento del
Ejemplo 1d. MS (ES)+ m/e 365 [M+H]".
Los compuestos 5, 6, 7 y 8 se preparan siguiendo el procedimiento usado

para preparar

Ejemplo 4:
Ejemplo Estructura MS (ES)
[M+H]*
5 364
6 419
7 432
8 364
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Ejemplo 9: (52)-5-{[4-(3-piridazinil}-8-quinolinil)metilideno}-1.3-tiazolidina-

Z2,4-diona

a) 4-(3-piridazinil}-6-quinolinacarbaldehido

Una mezcla de 4-yodo-6-quinolinacarbaldehido (142 mg, 0,5 mmol), 3-
(tributilestannil}piridizina (220 mg, 06 mmol} y aducto de dicloro-[1,1'-
bis(difenilfosfinc)ferroceno]paladio (Il) y diciorometano (12,2 mg, 0,015 mmol} en
dioxano (3 ml) se calento a 100°C durante 5 h y se enfrid a temperatura ambiente.
A la reaccion se le anadieron trescientos miligramos de gel de silice y el dioxano se
evapord. El envase seco se cargd por la parte superior de una columna de 10
gramos de silice cargada en cloruro de metileno y se eluyé con (MeCH al O-
3%:CH.Cl,) para dar el compuesto del tituio (170 mg, 72%) en forma de un solido.
MS (ES)+ m/e 236 [M+H]". Después, se prepard (52)-5-{[4-(3-piridazinil}-6-
quinolinilimetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-diona siguiendo el procedimiento del
Ejemplo 1d. MS (ES)+ m/e 335 [M+H]". Se prepararon ejemplos adicionales
mediante un acoplamiento de Suzuki mediado con paladic de un bromuro de
heteroarilo con 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-6-quinolinacarbaldehido
{Esquema ). E| intermedio de boronato se prepard mediante una reaccion
mediada con paladio (0) del cloruro correspondiente. Los heteroaril aldehidos se
convirtieron en los compuestos del titulo siguiendo el mismo procedimiento usado
para preparar €l Ejemplo 1. '

Esquema IlI;

cl  B{OH), R

OHCm < OHCm - OHC\d\j
— -

2 o P

N N N

Condiciones: a) 444 4'555' 5-octametil-2,2’-bi-1,3,2-dioxaborolano, acetato
potasico, aducto de dicloro-[1,1'-bis(difenilfosfinc)ferroceno]paladio  (lI} vy
diclorometano, dioxano, 100°C, 18 h; b) (R)-bromuro de heteroarilo (1,3 equiv.),
tetraquistrifenilfosfina paladio (0), K,COs acuoso 2 M, dioxano, 100°C, 8 h.

Ejemplo 10: (52)-5-{[4-{2-piridinil)-6-quinoclinil)metilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-
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a) 4-(4 4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-6-quinolinacarbaldehido

Una mezcla de 4-cloro-6-quinolinacarbaldehido (2,5 g, 13 mmal),
4.4,4'4'555 5-octametil-2,2°-bi-1,3,2-dioxaborolano (7 g, 27 mmol), acetato
potasico (5 g, 39 mmol) y aducto de dicloro-[1,1-bis(difenilfosfino)ferrocenc]paladic
(I} y diclorometano (530 mg, 0,0,65 mmol) en dioxano (30 ml) se calentd a 100°C
durante 18 h y se enfrid a temperatura ambiente. £l dioxano se retird a presion
reducida, el residuo se disalvid en una mezcla 2:1 de acetato de etild/agua y la
solucion se filtrd. La capa organica se separé y se seco con sulfato sddico vy el
producto bruto se obtuvo por decantacion de la solucion y evaporacion del acetato
de etilo. El producto bruto se purificd por cromatografia sobre gel de silice eluyendo
con cloruro de metileno/metanol (gradiente de metanol al 0-2%) para dar el
compuesto del titulo (2,9 g, 78%).
b) 4-(2-piridinil)-6-guinolinacarbaldehido

Una mezcla de 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-6-
quinolinacarbaldehido (180 mg, 0,64 mmol), 2-bromopiridina (158 mg, 1,0 mmol},
tetraquistrifenilfosfina paladio (0) (38 mg, 0,0335 mmol), K,CO; acuoso 2 M (1 mi de
una solucion 2 M) y dioxano (4 ml)) se calentd a 100°C durante 8 h v se enfrid a
temperatura ambiente. El dioxano se retird a presion reducida, el residuo se disolvio
en una mezcla 2:1 de cloruro de metileno/agua y la solucion se filtro. La capa
organica se separd y se secd con sulfato sédico y el producto bruto se obtuvo por
decantacion de la solucion y evapaoracion del cloruro de metilenc. El producto bruto
se puwifico por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con cloruro de
metileno/metanol (gradiente de metanol al 0-2%) para dar el compuesto del titulo
(80 mg, 65%). MS (ES)+ m/e 235 [M+H]".

Después, se prepard (52)-5-{[4-(2-piridinil)-6-guinoliniljmetilidenc}-1,3-
tiazolidina-2,4-diona siguiendo el procedimiento de Ejemplo 1d. MS (ES)+ m/e 334
[M+H]". Los compuestos 11 y 12 se preparan siguiendo el procedimiento usado

para preparar el Ejemplo 10.
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Ejemplo Estructura MS (ES)
[M+H]'

11 349

12 350

Los compuestos de los siguientes ejemplos pueden prepararse faciimente
de acuerdo con el Esquema | o por métodos analogos.

Composicion de Capsulas Ejemplar

Una forma de dosificaciéon oral para administrar la presente invencion se
produce rellenando una capsula de gelatina dura convencional de dos piezas con
los ingredientes en las proporciones gue se muestran a continuacién en la Tabla 1.
Tabla |

INGREDIENTES '~ CANTIDADES
(52)-5-{[4-(4-piridinil}-6-quinolinilimetilideno}-1,3-tiazolidina- 25mg
2,4-diona

Lactosa 55 mg
Talco 16 mg
Estearato de Magnesio 4 mg

Composicion Parenteral Inyectable Eiemplar

Una forma para administrar la presente invencién se produce por agitacién
de 1,5% en peso de (52)-5-{[4-(4-piridinil)-6-quinolinillmetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-
diona en 10% en volumen de propilenglicol en agua.

Composicion de Comprimidos Ejemplar

Se mezclan y se granulan sacarosa, sulfato de calcio dihidrato y un inhibidor
de PI3K como se muestra en la siguiente Tabla I, en las proporciones mostradas,
con una solucidon de gelating al 10%. Los granulos humedos se tamizan, se secan,

se mezclan con el almidén, el talco y el acido esteérico; se tamizan y se comprimen
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€n un comprimido.

Tabla ll

INGREDIENTES CANTIDADES
(52)-5-{[4-(4-piridinil)-6-quinolinilimetilideno}-1,3-tiazolidina- 20 mg
2,4-diona »

sulfato de calcio dihidrato 30 mg
Sacarosa : 4 mg
Almidén 2mg
Talce 1 mg
acido estearico 0,5 mg

Aunque las realizaciones preferidas de la invencion se ilustran mediante lo
anterior, debe entenderse que la invencion no se limita a las instrucciones precisas
descritas en este documento y que se reserva el derecho a que todas las

madificacicnes entren dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesta de Formula (1):
O R1
o (Ryn
2~
N (RN

0

en la que

R1 es heteroarilo ¢ hetercarilo sustituido;

R2 se selecciona entre el grupo que consiste en: hidrégeno, alquilo C1-C6,
alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, arifalquilo, arilalquilo sustituido;

cada uno de R3 y R4 se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en: hidrégeno, halégeno, acilo, amino, amino sustituido, alquilo C1-6,
alquilo  C1-6  sustituido, cicloalguilo C3-7, cicloalquilo C3-7  sustituido,
heterocicloalquilo C3-7, heterocicloalquilo C3-7 sustituido, alquilcarboxi, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, arilalquilo, arilalquile sustituido,
arilcicloalquilo,  trifluorometilo  sustituido,  ariicicloalquilo,  heteroarilalquilo,
heteroarilalquilo sustituido, ciano, hidroxilo, alcoxi, nitro, aciloxi, acilamino y ariloxi;

nes 0-2; '

y/o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, soivato o profarmaco del

mismo.

2 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 seleccionadc entre un

ccmpuesto de férmula (11)

en la que
R1 es heteroarilo o heteroarilo sustituido;

R2 se selecciona entre el grupo que consiste en: hidrégeno, alquilo C1;C6,
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alquilo sustituido, arilo, arilo sustituida, arilalquilo y arilalquilo sustituido;
y/o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato o profarmaco del

mismo.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que R2 es
hidrégeno, y/o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato ¢ profarmaco

del mismo.

4. Un compuesio de acuerdo con la reivindicaciéon 1 ¢ 2, en el que R1 és un
heteroariic monaciclico opcionalmente sustituido, y/o una sal farmaceuticamente

aceptable, hidrato, solvato o profarmaco del mismo.

5. Un compuesto de la reivindicacidon 1 seleccionado entre el grupo que
consiste en:

(52)-5-{[4-(4-piridinil}-6-quinocliniljmetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-diona;

{52)-3-metil-5-{[4-(4-piridinil}-6-quinoliniljmetilideno}-1,3-tiazolidina-
2.4-diona;

(52)-5-{[4-(3-piridinil}-B-quinoclinillmetilideno}-1,3-tiazolidina-2 4-diona;

{52)-5-{[4-(2-piridinil}-6-guinoliniljmetilideno}-1,3-tiazolidina-2 .4-diona;

{52)-5-({4-[2-(metiloxi)-5-pirimidinil]-6-quinolinil}metilideno)-1,3-tiazolidina-
2,4-diona;

(52)-5-({4-[2-(metiloxi)-4-piridinil]-6-quinolinilimetilideno)-1, 3-tiazolidina-2 ,.4-
diona;

{52)-5-{[4-(6-amino-3-piridinil)-6-quinalini]metilideno}-1, 3-tiazolidina-2,4-
diona;

{52)-5-{[4-(2-0x0-1,2-dihidro-4-piridinil)-6-quinolinillmetilideno}-1,3-
tiazolidina-2,4-diona;

(52)-5-({4-[6-(4-morfolinil)-3-piridinil]-6-quinolinil}metilidenoc)-1,3-tiazolidina-
2.4-diona;

(52)-5-({4-[6-{4-metil-1-piperazinil)-3-piridinil}-6-quinolinil}metilideno)-1,3-
tiazolidina-2,4-diona;

(52)-5-{[4-(3-piridazinil)-6-quinoliniljmetilideno}-1,3-tiazolidina-2 4-diona; y

(52)-5-({4-[2-{metiloxi)-5-pirimidinil]-6-quinolinil}metilideno)-1,3-tiazolidina-
2.4-diona;

y/o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato o profarmaco del
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mismo.

6. Un compuesto de formula (1) seleccionado entre el grupo que consiste en:
(52)-5-{{4-(4-piridinil)-6-quinolinillmetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-diona, y/o una sal

farmacéuticamente acepiable, hidrato, solvato o profarmaco del mismo.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo

con la reivindicacion 1 ¢ 2 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. Un meétodo para inhibir una o mas fosfatcinositido 3-quinasas (PI3K) en un
mamifero; que comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de Férmula (1) y/o una sal farmacéuticamente aceptable,

hidrato solvato o profarmaco del mismo, coma se ha definido en la reivindicacion 1.

9. Un meétodo para tratar uno o mas estados de enfermedad seleccionados
entre el grupo que consiste en: ftrastornos autoinmunes, enfermedades
inflamatorias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas,
alergia, asma, pancreatitis, fallo multiorganico, enfermedades renales, agregacion
plaquetaria, cancer, motilidad de los espermatozoides, rechazo de trasplantes,
rechazo de injertos y lesiones pulmonares, en un mamifero, comprendiendo dicho
método administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un

compuesto de acuerdo con la reivindicacion 2.

10. Un método para tratar un cancer que comprende la coadministracion de un
compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1; y/o una sal farmacéuticamente
aceptable, hidrato, solvato o profarmaco del mismo, y al menos un agente
antineoplasico, tal como uno seleccionado entre el grupo que consiste en agentes
antimicrotubulos, complejos de coordinacién de platino, agentes alquilantes,
agentes antibidticos, inhibideores de la topoisomerasa I, antimetabolitos, inhibidores
de la topocisomerasa |, hormonas y analogos hormonales, inhibidores de la ruta de
transduccion de sefales, inhibidores de la angiogénesis que son inhibidores de
tirosina quinasas no asociadas a receptores, agentes inmunoterapéuticos, agentes

proapoptétices e inhibidores de la sefalizacién del ciclo celular.

11. Un método de la reivindicacién 9, donde el estado de enfermedad se



10

15

20

25

30

35

-54 -

selecciona entre el grupo que consiste en: esclerosis multiple, psoriasis, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, enfermedad inflamatoria del intestino,
inflamacion pulmonar, trombosis, infeccion/inflamacién cerebral, meningitis vy

encefalitis.

12. Un método de la reivindicacion 9, donde el estado de enfermedad se
selecciona entre el grupo que consiste en: enfermedad de Alzheimer, enfermedad

de Huntington, traumatismo del SNC, apoplejia y afecciones isquémicas.

13. Un método de la reivindicacion 9, donde el estadec de enfermedad se
selecciona entre el grupo que consiste en: aterosclerosis, hipertofia cardiaca,
disfuncion de miocites cardiacos, elevacion de la presion sanguinea vy

vasoconstriccion.

14. Un meétodo de la reivindicacion 9, donde el estado de enfermedad se
selecciona entre el grupo gue consiste en: enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, fibrosis por choque anafilactico, psoriasis, enfermedades alergicas, asma,
apoplejia, isquemia-reperfusion, agregacion/activacion plaquetaria,
atrofia/hipertrofia del musculo esquelético, reclutamiento leucocitario en tejido
canceroso, angiogénesis, metastasis invasiva, melanoma, sarcoma de Kaposi,
infecciones bacterianas y virales agudas y cronicas, sepsis, rechazo de trasplantes,
rechazo de injertos, glomeruloesclerosis, glomerulonefritis, fibrosis renal progresiva,
lesiones endoteliales y epiteliales en el pulmén e inflamacién de las vias

respiratorias pulmonares.

15, Un método de la reivindicacién 9, donde la enfermedad es cancer.

16. Un método de la reivindicacion 15 donde el cancer se selecciona entre el
grupo que consiste en: cancer cerebral (gliomas), glioblastomas, leucemias,
sindrome de Bannayan-Zonana, enfermedad de Cowden, enfermedad de Lhermitte-
Duclos, cancer de mama, cancer inflamatorio de mama, tumor de Wilm, sarcoma de
Ewing, rabdomiosarcoma, ependimoma, meduloblastoma, cédncer de colon, de
cabeza y cuello, cancer de rifién, pulmonar, hepatico, melanoma, cancer de ovario,
pancreatico, de prostata, sarcoma, osteosarcoma, tumor de celulas gigantes de los

huesos y cancer de tiroides.
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17. Un métedo de ia reivindicacion 15, dende la enfermedad se selecciona entre
el grupo que consiste en: cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de mama,

cancer de prostata y leucemia.

18. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 17,

donde el mamifero es un ser humano.

19, Un método de la reivindicacidn 8, donde dicha P13 quinasa es una Pi3a.

20. Un método de la reivindicacion 8, donde dicha P13 quinasa es una Pl3y.

21. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 17,
donde dicho compuesto se selecciona entre:

(52)-5-{[4-(4-piridinil)-6-quinaiinillmetilideno}-1,3-tiazolidina-2 4-diona;

(52)-3-metil-5-{[4-(4-piridinil)-6-quinolinillmetilideno}- 1,3-tiazolidina-2 4-
diona;

(52)-5-{[4-(3-piridinil)-B-quinolinilimetilidenc}-1,3-tiazolidina-2,4-diona;

(52)-5-{{4-(2-piridinil)-6-quinoliniljmetilideno}-1,3-tiazolidina-2 4-diona;

(52)-5-({4-[2-(metiloxi)-5-pirimidinil]-6-quinolinil}metilideno)-1,3-tiazolidina-
2.4-diona;

(52)-5-({4-[2-(metiloxi)-4-piridinil]-6-quinolinilimetilideno)- 1,3-tiazolidina-2,4-
diona;

(52)-5-{[4-(6-amino-3-piridinil)-6-quinolinillmetilideno}-1,3-tiazolidina-2 ,4-
diona;

(52)-5-{[4-(2-0x0-1,2-dihidro-4-piridinil)-6-quinclinilimetilideno}-1,3-
tiazolidina-2,4-diona;

(52)-5-({4-[6-(4-morfolinil)-3-piridinil]-6-quinolinil}metilidenoc)-1,3-tiazalidina-
2 4-diona;

(52)-5-({4-[6-(4-metil-1-piperazinil}-3-piridinil]-6-quincliniffmetilideno)-1,3-
tiazolidina-2 4-diona;

(5Z)-5-{[4-(3-piridazinil)-&-quinolinilimetilideno}-1,3-tiazolidina-2,4-diona; y

{52)-5-({4-[2-(metiloxi)-5-pirimidinil]-6-guinolinilmetilideno)-1,3-tiazolidina-
2.4-diona;

y/o una sal farmaceéuticamente aceptable, solvato, hidratc o profarmaco de
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los Mismos.

22. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 17,
donde dicho compuesto se selecciona entre el grupo que consiste en: (52)-5-{{4-(4-
piridinil}-6-quinclinillmetilideno}-1,3-tiazelidina-2,4-diona, y/o una sal

farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato 0 profarmaco del mismo.

23, Un método de la reivindicacién 8, donde el compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 1, y/o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato o

profarmaco del mismo, se administra en una composicion farmaceutica.
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION

Se ha inventado un método para inhibir la actividad/funcion de las PI3
quinasas usando derivados de tiazolidinadiona. También se ha inventado un
método para tratar uno o mas estados de enfermedad seleccionados enire:
trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades neurocdegenerativas, alergia, asma, pancreatitis,
fallo multiorganico, enfermedades renales, agregacion plaguetaria, cancer,
motilidad de los espermatozoides, rechazo de trasplantes, rechazo de injertos vy

lesiones pulmonares mediante la administracién de derivados de tiazolidinadiona.
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- .
Inventive step (I1S) Claims 1-23 v YES
Claims NONE NO
Indusirial applicability (IA) Claims "1-23 YES
Claims NONE _ i NO

2. Citations and explanations:

Claims 1-23 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does nol teach or fairly suggest the instant R1 (4-
position} heterocycle an the quinoline ring system. WO 2004/00749] and WO 0251409 both teach the presence of a 4-position
carbocyclic or aromatic ring.

Claims [-23 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus have industrial apphcablhly because Lhe subject matter (.Lumed can
be made or used in industry.

Form PCTASA/237 (Box No. V) (Aprit 2007)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the :
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

}(()):NY W. PENG | PC T

GLAXOSMITHKLINE

CORPORATE INTELLECTUAL PROPERTY, UW2220
709 SWEDELAND ROAD, P.O. BOX 1539 WRITTEN OPINION OF THE

KING OF PRUSSIA, PA 19406-0939 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

i

(PCT Rule 43bi5.1)

Date of mailing

(day/month/vear)
Applicant's or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below
PU61939
International application No. International filing date (day/monthivear) Priority date (day/month/fyear)
PCT/US07/66359 : 11 April 2007 (11.04.2007) !l April 2006 (11.04.2006)

International Patent Classification (IPC) or both national classification and [PC

[PC: AGTK 31/44( 2006.01);CO7D 215/04( 2006.01)
USPC:  514/314;546/167

Applicant
SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION

|. This opinion contains indications relating to the following items:

@ Box No. I Basis of the opinion

D Box No. 11 Priority

D »Box No. 1l Non-establishment of opinion with regard to navelty, inventive step and industrial applicability

D Box No., IV Lack of unity of invention

g Box No. V Reasoned statement under lRuIe 43bis.1{a}(i) with regard 10 novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

I:] Box No. VI Certain documents cited

D Box No, V11 Certain defects in the international application

D Box No. VIl Certain observations on the international app)ica}ion

[ 3%

.FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will be considered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority ("IPEA"} except that this does not apply where the applicant chooses an
Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified the International Bureau under Rule 66.1bis(b)
that written opinions of this International Searching Authority will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applican'l is invited to submit to the
IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing
of Form PCT/ISA220 or before the expiration of 22 menths from the priority date, whichever expires later.

For further options, see Form PCT/1SA/220.

3. For further details, see notes to Form PCT/ISA/220.

Name and mailing address of the ISA/ US Date of completion of this opinion | Authorized officer
Mail Stop PCT, Aun: ISA/US
Commissioner for Patents 09 July 2008 (09.07.2008) D. Margaret Seaman (/L
P.O. Box 1450
Alexandria, Virginia 22313-1450 ' Telephone No. 571-272-1600
Facsimile No. (571) 273-3201

Form PCT/ISA/237 (cover sheet) (April 2007)
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: International application No,
WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US07/66359

Box No. I Basis of this opinion

I. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
B4 the intemational application in the language in which it was filed

D a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the purposes of

international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).
2. [:] This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this

Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a)}
3. With regard to any nucicotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has been
established on the basis of:

a. type of material
D a sequence listing

D table(s) related to the sequence listing

b. format of material

D on paper

D in electronic form

¢ time of filing/furnishing

[_—_l cortained in the international application as filed.
E] filed together with the international application in electronic form.

D furnished subsequently 1o this Authority for the purposes of search.

4. l:! In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table{s) relating thereto has been filed
or furished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCT/ISA/Z37(Box No. 1) (April 2007)
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PCT/US2007/066359 23.07.2008

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International application No.
PCT/US07/66359

Box No. V Reasoned statement under Rule 43 bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) . Claims
’ - Claims
Inventive step (IS) . Claims
Claims

Industrial applicabilit)} (1A) Claims
Claims

1-23 YES
NONE NO
1-23 YES
NONE NO
1-23 YES
NONE NO

2. Citations and explanations:

‘Claims 1-23 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does not teach or fairly suggest the insiant R1 (4-
position) heterocycle on the quinoline ring system. WO 2004/007491 and WO 0251409 both teach the presence of a 4-position

carbocyclic or aromatic ring.

Claims 1-23 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus have industrial applicability because the subject matier claimed can

be made or used in industry.

Form PCT/ISA/Z37 (Box No. V) (Apnil 2007)




PCTIUSZOO71066359 23.07.2008

PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

?C)):NY W. PENG ‘ PCT

GLAXOSMITHKLINE
CORPORATE INTELLECTUAL PROPERTY, UW2220 NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
709 SWEDELAND ROAD, P.0. BOX 1539 THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND

SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION
(PCT Rule 44.1)

Date of mailing
(day/month/year)
Applicant’ t's file ref
e losg | Eente He reterence FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below
International application No. International filing date
PCT/US07/66359 ; (day/month/year) 11 Apnl 2007 (11.04.2007)

Apphicant
SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION

1. @ The applicant is hereby notified that the intemational search report and the written opinion of the International Searching Authority
have been established and are transmitted herewith.

Filing of amendments and statement under Article 19:
The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the imernational application (sec Rule 46):

When?  The time limit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittal of the international
scarch report.

Where? Dircctly 10 the International Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombettes
1211 Gencva 20, Switzerland, Facsimile No.: (41-22) 338.82.70.

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2, D The applicant is hreby notified that no international search repost wilk be established and that the declaration under
Articic 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the International Searching Authority are transmitted herewith.

3 D With regard to the protest against paymenl of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

D the protest together with the decision thereen has been transmitted (o the Intemational Bureau together with the applicant’s
request to forward the texts of bath the protest and the decision thereon to the designated Offices.

no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

4. Reminders

Shortly after the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the International
Bureau. If the applicanl wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international application, or of the
priority claim, must reach the International Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectively, before the completion of the
technical preparations for international publication. ’

The applicant may submit comments on an informal basis on the written opinion of the International Searching Authority to the
International Bureau. The [ntermational Bureau will send a copy of such comments to all designated Offices unless an international
preliminary examination repert has been or is 10 be established. These comments would also be made available o the public but not
before the expiration of 30 months from the priority dale.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority date
{in some Offices even later); otherwise, the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed acts for
enlry into the national phase before those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months {or later) will apply even if no demand is filed within 19 months.

See the Annex 10 Form PCT/[B/301 and, for details about the applicable time limits, Office by Qffice, see the PCT Applicant s Guide,
Volume II. National Chapters and the WIPO Intemnet site,

Name and mailing address of the ISA/ US Authorized officer
Mail Stop PCT, Aun: ISA/US
Commissioner for Patents D. Margaret Scaman
P.O. Box 1450

. Alexandrig, Virginia 22313-1450 : Telephone Na, §71-272-1600
Facsimile No. (574) 273-3201

Form PCT/I1SA/220 (January 2004) ' (See notes on accompanying sheet)




PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2007/066359 \

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:

PENG, Tony, W

NOTIFICATION OF THE RECORDING GIaxoSmitthine.
OF A CHANGE Corporate Intellectual Property, UW2220
709 Swedeland Road, P.O. Box 1539
(PCT Rule 926is.1 and King Of Prussia, PA 19406-0938

Administrative Instructions, Section 422) ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/monthyear)

25 September 2007 (25.05.2007)

Applicant's or agent's file reference - R
IMPORTANT NOTIFICATION

PU61939
International application No, Intemnational filing date (day/monih/vear)
PCT/US2007/066359 11 April 2007 (11.04.2007)
1." The tollowing indications appearcd on record concerning: _
[ the applicant ] the inventor [J the agent [ the corumon representative
Nume and Address State of Nationality Stale of Residence
Telephone No.

IFacsumile No.

Teleprinter No.

3. The Tnternational Burcau hicreby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

-/

Bg the person ] the name M the address [] the nationality ] the residence
Name and Address . State of Nationality State of Residence
SCHMIDT, Stanley, J. us us

1250 South Collegeville Road
Collegeville, PA 19426
United States of America

Telephone No.

Facsinule No.

Teleprinter No.

)

[urther observations, 1f necessary:
The persen identified in Box 2[|s now recorded as applicant for the United States of America only and inventor for all
designated States.

4. A copy of this noulication has been sent to:

B  the receiving Ottice [J the designated Oftices concerned
B  the Intemnational Searching Authority [ the elected Offices concerned
[] the Intcrnational Preliminary Examining Authority [0 other
The International Bureau of WIPO Authorized oflicer
34, chemin des Colombettes . .
1211 Geneva 20, Switzerland Birchen Mireille
e-mail ptOl.pet@wipo.int -
l'acsumile No. +4] 22 338 87 40 Telephone No. +41 22 338 74 01

“orm PCT/IB/306 (October 2003) [/DEDILLGPO



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 926is.1 and
Administrative Tnstructions, Section 422)

PCT/US2007/066359

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

PENG, Tony, W.

GlaxoSmithkline

Corporate Intellectual Property, UW2220
709 Swedeland Road, P.O. Box 1539
King Of Prussia, PA 19406-0939
ETATS-UNIS DAMERIQUE

Date of maihing (day/monthivear)

25 September 2007 (25.09.2007)

Applicants or agent's lile reference

PUB1939

INMPORTANT NOTIFICATION

Intemational application No.

PCTIUS2007/066359

International filing date ¢day/monthivear)

11 April 2007 (11.04.2007)

I The tollowing ndications appeared on record concerning:

D4 the applicant B4 the inventor

[ the comumon representative

f] the agent

Name and Address

State of Nalionality State of Residence

Telephone No.

I'acsimile No.

Teleprnter No.

Bd ihe person O the name

2. The International Burcau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[ the address

[] the nationality [] the residence

Name an¢l Address

ADAMS. Nicholas, D.

1250 South Collegeville Road
Collegeville, PA 19426
United States of America

State of Nutwonality State of Residence
us us

Telephone No.

Facsimile No.

Teleprinter No.

3. Turther observations, if necessary:

The person identified in Box 2 is now recorded as applicant for the United States of America only and inventor for all

designated States

4. A copy ol thus notification has been sent to;
B4 the receiving Office
B e International Searching Authority
(]  the Internationa] Preliminary Examining Authority

[0 the designated Offices concerned
[J the elected Oftices concerned

[] other

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

lacsimile No. +41 22 338 87 40

Authorized ollicer

Birchen Mireille
e-mail ptO1.pet@wipo.int

Telephone No. +41 22 338 74 ()

Form PCT/II37S06 (October 2003)

L/DEDATTI2(



PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2007/066359

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT

PENG, Tony, W.
NOTIFICATION OF THE RECORDING GlaxoSmithkline

OF A CHANGE Corporate Intellectual Property, UwW2220
709 Swedeland Road, P.O. Box 1539
King Of Prussia, PA 194056-0939
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Sectlion 422)

Date of muiling (day/monthiyear)

25 September 2007 (25.09.2007)

Applicant’s or agent’s tile reference
pphicanis or gents hile relerence IMPORTANT NOT]F]CA\TION

PUB19239
International application No. International filing date (day/monthsyear)
PCT/US2007/066359 11 April 2007 (11.04.2007)
. The followimg mdications appeared on record concerming:
Bq the applicant B theinventor [ the agent ] the common representative
Nume and Address State of Nationality State of Residence

Telephone No.

I‘acsinule No.

Teleprinter No.

2. The Tnternational Burcau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

B the person [] the name [J the address 7] the nationality [] the residence
Name and Address State of Nationality State of Residence
PARRISH, Cynthia, A. us us

1250 South Collegeville Road
Collegeville, PA 18426
United States of America

Telephone No.

Facsunile No,

Teleprinter No.
3. Turther observations, 1l necessary:
The applicant/inventor identified in Box 2 should be deleted from the records
4. A copy ol this notification has been sent to:
B the receiving Otlice [] the designated Otfices concerned
B the Intermational Searching Authority [] the elecied Ofttices concerned
[0 the Intemational Preliminary Examining Authority ] other
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes . L
1211 Geneva 29, Switzerland Birchen Mireille
e-mail pt0].pei@wipo.int
lFucsimile No. +41 22 338 87 40 Telephone No. +41 22 338 74 (1

“orm PCTAB306 (Getober 2005) /DEDAAGIUQ
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o . PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA220

PU61939 ACTION as well as, where applicable, item § below.

international application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US07/66359 11 April 2007 (11.04.2007) 11 April 2006 (11.04.2006)

Applicant

SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Anticle 18. A copy is being transmitted to the Internationa! Bureau.

This international search report censists of a total of sheets.

1t is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

i. Basis of the Report
a.  With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed.

I:I a translation of the international application into A , which is the language
of a translation furnished for the purposes of intemational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b})

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 Rule 43.6 bis(a)

c. D With regard to any nucicotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, s¢e Box No. 1.
2. D Certain claims were fouod uasearchable (See Box No. 1)

3 D Unity of invendon is lacking (Sce Box No. 111}
4. With regard to the title,

the text is approved as submitted by the applicant,
D the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard 10 the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant.

l:’ the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in'Box No. [V. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search repont, 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.

D as suggested by the applicant.

D as selected by this Authority, because the applicant failed to sugges: a figure. '

D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the mvem:on
b. & none of the figures is to be published with the abstract,

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2007)
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PCT/US2007/066359 23.07.2008

International application No.

PCT/US07/66359

A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC: A61K 31/44( 2006.01);CO7D 215/04( 2006.01)

USPC: 514/314;546/167

According 10 International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

U.S.:514/314; 546/167

Miniimum documentation searched (¢lassification system followed by classification symbols}

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

West; STN: Registry, Chemical Abstracts, Marpat

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

A WO 02/051409 (GERON CORPORATION) 04 July 2002 (04.07.2002), claim 1.

Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
A WO 2004/007491 (APPLIED RESEARCH SYSTEMS ARS HOLDING M.V ), 23 January 1-23
2004 (23.01.2004), abstract. . T
1-23

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

' Special categories of cited documents:

"A"  document defining the general state of the art which is not considered to be of
particular relevance

“E"  earlicr application or patent published on or after the intemational filing dute

“L"  document which may throw doubls on priority claim({s) or which is cited to
establish the publication date of another citation or other special reason (as
specified)

0" document referring to en oral disclosure, uss, exhibition or other means

“P"  documenl published prior to the intemational filing date but Ister than the
priority date claimed

T later document published sfter the intemational filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand the
principle ar theory underlying the invention

X" documeni of panicular relevance; the claimed invention cannot be
considered navel or cannot be considered to involve an inventive step
when the document is taken alone

wyr document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive siep when the document s
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the ant

& document member of the same patent famity

Date of the actual completion of the international search
09 July 2008 (09.07.2008)

Date of mailing of the international search report

Name and mailing address of the ISA/US
Muail Stop PCT, Atn: ISA/US
Commissioner for Patents
P.Q. Box 1450
Alexandria, Virginia 22313-1450

Facsimite No. (571) 273-3201

Authonzed officer
D. Margaret Seaman

Telephone No. 571-272-1600

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2007)
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K% MNACIGHALL . .
g 70 FASENACIC Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

——

[]

CT
PATENTE DE INVENCION [’L MODELO DE UTILIDAD [ ]
€ indicacion de que se solicita la concesion de una patente
® Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
¢ Descripcion de la invencion
4 Dibujos de ser estos pertinentes
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

material que incorpora el disefo
Comprobante de pago de las tasas establecidas

* & o0

COMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |

4 Representacion grafica del esquema trazado
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ]

Mot 725

Firma Responsable

.y a%ﬁ?

Indicacion de que se solicita el registro de Diseno Industrial [
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |
Representacion grafica y fotografica de! Disefio Industrial o muestra del [

INCOMPLETA [ ]

(

INCOMPLETA" [ ]

[
[

INCOMPLETA [ ]

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20 '
E-mail: info@sic.qov.co
WWW,SIC.gov.co
Bogota, D.C., Colombia
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Folic 137
2020
Begota D.C.,

Doctor (a)

OLARTE GARCIA CARLOS REYNALDO
Apoderado(a) y/o Representante de
SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION

REFERENCIA Radicacidén No. 8 108193
Solicitud internacional PCT/US2007/066359
Fecha inicio fase nacional 11/11/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 416
Oficio No. 7127
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reune los requisitos de forma establecidos en
la Decisidén 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacidn en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidén en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Camplase . 20 NUV ZGBB

Dado en Bogota DC,

ALIX CARMENZA CESPEDES "]/JE VERGEL
Jefe de la divigidn de Nuevas Creaciones

adpall



'Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

RADICACION EXPEDIENTE No.08-108193

EL EXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
FUE PUBLICADO EN LA GACETA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL No 600 DE
FECHA 30 DE ENERO DE 2009 EL TERMINO HABIL SENALADO POR LA LEY

EXPIRA EL 29 DE ABRIL DEL 2009

NOTA: Dentro del plazo de los seis (6) meses siguientes a partir de |la fecha de publicacion
en la gaceta de Propiedad Industrial, debera solicitar y cancelar el examen de
patentabilidad so pena de que la solicitud caiga en abandono, de acuerdo con lo
establecido en el Articulo 44 de la Decision 486/2000.

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR PARTE DE TERCEROS.
S| NO X

J3



