Clarke, Modet & Co.
COLOMBIA
BE-MAIL: clarkeenodet@elerkemnndnl com oo
SANTAFE DE BOGOTA, AA. 93397
APERUBITALA Y CHERCI0
SENORES padicariee 3 ONSTIEN OEOOODY
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES Fachs (R0): SO1-07-27 10301932
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO Tresite 3 G2 MOTBES D 1 IEBISTAD/ 44 HEMESTA
E. S. D. Depeadrocia: 208 BIVISION DS RIEWIS CREACIONES
COD:08

REF: EXPEDIENTE N°*. 00097184 —

FECHA DE LA SOLICITUD: DIiC. 21, 2000

SOLICITANTE: SUGEN, INC.

TITULO: 7-AZA-INDOLIN.2.ONAS SUSTITUIDAS EN4Y SU USO
COMO INHIBIDORES DE PROTEINA QUINASA

ASUNTO: CONTESTACION REQUERIMIENTO

DILIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, en mi condicién de apoderada de la sociedad
solicitante, por el presente escrito doy respuesta a su Auto notificado por estado de 29
de Marzo de 2.001 que vence Mayo 29 de 2.001, del cual solicité una prérroga y me
permito presentar los siguientes documentos:

o Nuevo capitulo descriptivo y reivindicatorio legibles.

e Documento de Poder y la prueba de axistencia y representacién legal de la
sociedad solicitante, junto con su traduccion, debidamente legalizados.

s El lugar de constitucién de la sociedad solicitante es el Estado de Delaware,
Estados Unidos de América.

o Documento de cesion del derecho a la patente otorgado por los inventores al
golicitante, debidamente legalizado.

e La copia certificada de la prioridad fue presentada el 20 de Marzo de 2.001,
estando dentro del término de 3 meses que exige e Convenio de Paris.

En el evento que resultara alguna discrepancia de caracter técnico, manifiesto
expresamente que el solicitante mantiene interés en la solicitud por lo que quedo a
disposicién de atender a las observaciones formales y técnicas que su Despacho
requiera antes o durante el examen de fondo, evitando el archivo de la solicitud.

Ya que la solicitud cumple con todos los requisitos, atentamente solicito se disponga
por quien corresponda la publicacién de la solicitud en la Gaceta de Propiedad
Industrial.

Sefor Jefe,
A DILIA RODRIgz(A;@;/
LCD/sIr
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JUAN PABLO PIEDRAHITA A

TRADUCTOR € INTEAPRETE OF

C. IDONEIDAD 045

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBLA

TRADUCCION OFICIAL No. 01/ 251 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacion se sella con el sello del traductor al tiempo con la
presente. Esta traduccion ha sido preparada por Juan Pablo Piedrahita Aguilera,
Traductor e Intérprete Oficial debidamente reconocido de conformidad con el
Certificado de Idoneidad Profesional No. 0045 expedido por la Universidad
Nacional de Colombia. |

Se traduce un Certificado Notarial de Reconocimiento de firma y Apostiila No.
98153 de Abril 24, 2001 de EE.UU. escritos en ingiés, adjuntos a un poder
otorgado la compafiia Sugen Inc., escrito en espafiol e ingiés, con fecha

" Diciembre 6, 2000.

RECONOCIMIENTO PARA TODOS LOS FINES
ESTADO DE CALIFORNIA

CONDADO DE SAN MATEO )} S.S.
En Diciembre 6, 2000 , ante mi, Debra K. Bowen, Notario Piblico, (Nombre y

Cargo del Funcionario (p.ej. "Jane Doe, Notario Publico"), comparecié

personaimente Dorian Rinella, (firmante(s)),| (enblanco) | a quien conozco

personalmente o X quien presenté pruebas basadas en

evidencia suficiente quien es (sen) la{s) persona(s} cuyofs) nombre{s) esti{n)
suscrito{e) en el instrumento adjunto y reconocié {erern) ante mi que éielios)
suscribié(eron} el mismo en su¢s)-calidad{es} de autorizado(s) y que por su(e)
firma(e) sobre el instrumento la{e)} persona(s) o la entidad a nombre de quien

la(s) persona(s) actia(r) suscribiG{eren) el instrumento.
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TRADUCIOR E IMTERPRETE

DA FE mi firma y selio oficial.
Firma: (Firmado) Debra K. Bowen
Firma del Notario Pdblico,

(Sello a Tinta: Debra K. Bowen, Comisién # 1233154, NOTARIO PUBLICO -

4 CALIFORNIA, CONDADO DE SAN MATEO, Mi Comisién expira Agosto 27,

2003).

OPCIONAL
Aunque la informacién a continuacién no se requiers por iey, pusde ser valiosa
para quisnes se basen en el documento y podrian evitar que fraudulentarmnente
86 desprendan y se vuelvan a adjuntar otros documentos a este formulerio.

Descripcién del Documento Adjunto
Titulo o Tipo de Documento: Poder — Colombia-_

Fecha del Documento:_____Diciembre €, 2000 NUmero de Péaginas___1 PG _

Firmante(s) distintos a los ariba mencionados: _{en blaneo)

Facultad(es) Reivindicadas por el Firmante
Nombre del Finnante: Dorian Rinelia

o oo | INDIVIDUO
X FUNCIONARIO CORPORATIVO-CARGO(S):_Vicepresidente _Principel _de
g opemd
3 |
dgonden | socio-[ M | NUMERO DE PAGINAS [ °""*™° | LimitADa
% enbiencs | APODERADO o
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enblenco | CcyUSTODIO

enblanco | OTRO:

inco)

EL FIRMANTE REPRESENTA:

HUELLA DIGITAL DEL (en blanco)

PULGAR DERECHO
DEL FIRMANTE

1897 Asociacion Nacional de Notarios 9350 De Soto Ave, P.O. Box 2402,

Chateworth, CA 81313-2402 Prod. No. 5807 Pedido: Liamar a Linea Gratuita 1-

800-876-6827.

ESTADQO DE CALIFORNIA

(Sello Pre-Impreso)

SECRETARIO DE ESTADO

APOSTILLA

(Convencién de La Haya de Octubre 5 1961)

1. Pals: Estados Unidas de América

CERTIFICADO

Este documento publico

‘< 2 Ha sido firmmado por DEBRA K. BOWEN
'ri § 3
.‘)o ;; _.—; 3 3 4.
g__égég de California
ZE=83
39805

24

.-c =

-=2

Actuando en calidad de Notario Publico, Estado de California

Liava el sello/estampilla de DEBRA K. BOWEN, Notario Publico, Estado
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5. En Sacramento California -
828
6.  El24 de Abril, 2001 o b
=G o
. -
7. Porel Sub-Secrotario de Estado, Estado de Califomia 2Sz-o— =9
--'E'Iw B
Ehmn = el 2]
8  No. 96153 s
9.  Seli/Estamplills 5 RIis

(Selio de Oblea del Estado de California, Selio a tinta del Secmtanode Estado)

10. Firma (Firmado) '
=
Bill Jones §§ ? S
&
Secrtario de Estado B Eg
S T
Por (Firmado) liegible S8 T "%
=2 =
!-"-3% 5 -
NP-24 A (Rev 1-96) 57 osp 9421630

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

de esta oficina para su confrontacién y a la cual me remito.

L (L

D10

TRADUCCIDN: €72 " "' et
JUAN PABLO 112, i A AGUILERA
TRADUZION £ e1Z PRETE OFICIAL
€. IDOMEIDAD D45
UNIVERSIGAD i SIGHAL DL COLOMBIA

_‘_—————’-_‘.?
3 copld ocoinelde “:\l -

E.t e ed A
otli"é"'nf.' 14 de Bogowd

Bogoté, Julio 24, 2001.

& RIVEIRA




, 33’602/’06‘{ ﬁl
372 .

CLARKE, MODET & C®- COLOMBIA .

PROPIEDAD INDUSTRIAL Y
DERECHCS DE AUTCR

PODER

Yo [nosotros). abojo fimante(s)
Ddorar Rineli ,

an mi (nuesiro] canacier de representante(s) legoles de
Sogen, InC.
mn&:%dapunhduywenhdamcmhs
loyes de ;
£shuado o ch_u.n_ft_

y en actual cumpimiento de su objeto sockyl, con domiclio
an 23’ ECA: ! 6{;-4\..'/ AJIMU"-

S007h Son Frme sea Co Gyrove: v

por ot presente nfrumenfo conflero (conferimos) poder
aspecki a favor da DILA MARIA RODRIGUET D'ALEMAN, con
Cédula de Cludadania No. 41.454.882 de Bogold, y tp,
20824 y CLAUDIA LUCIA CARO RAMREI, con Cédulo de
Cludodanio No. 40.017.374 de Tunja, vy Ip. 35448, con
domiclio en  Sonta Fé de Bogold, Calombia, paa que
actuands en y ordsn sn nombme del [de ki) oforgante e
fia} represeiian Gl CUCKREST Jntood, JuisitsS YIS
persona, espaciaimente ante ks del arden Adminksira
Confencioso  Adminisfrafive, Judicid, Tdounales de
Arbliamenio y/o cuciquier ollo en b referenie o Ios
siguientes asuntos:

1) Saoicher, tramitar, cbtener y/o reghiror cuciguiera de los

H

renovaciones,
nombre y/o domiclio. coniratos y icencias.
2] Soicitar, tramitar, obtener y/o reghinar derechos de autor,

derivodos de b3 csunios arba indicados y en conino de ka
competencia desieal. acciones derivadas de la cbiencidn
0 axpioiockin de kcenclas, occlones de indemnimcidn de

comorciales, psnales,

de poicks; en acclones o juicics promovidos por o (ia)

mandante o en conina el {elln) .

5} Reghite nombres de dominb ante ko enfidad
fe.

competente.

4} En &l ejarcicio de asie mandato ks mandatarios anba
mencionados quedan joculiados para: conclikr, conceior,
fromigh, comprometer en drbliros, desistl, recbir y fomar
posesiin de ki cosa objeto de Higho y renuncior o desstr a
derachos concedidos 0 en Curso de concesidn, admiir s
hacho del procesn.

7) Rofiicor 0 no la ogencia oficicsa.

8 Ad mimo focullo (focullomos) a los menclonados
opocieradcs pora rechr noffficociones vy designor
apoderados judiciolas o exirgudiciooias, sustiiurr el presente
poder y vocar ios sustiiucio-nes que hiclaven.

Dado y fimoado en
alos dics de

Dorian Rinmg.“?enrﬂ%? Vice President
Operations

e

POWER OF ATTORNEY

1 {we). the Undensigned
&701071 ,?.'l'!l. //"- p,

legal mpresentative(s) of .
SUGEN, INC.

an organization existing under the lows of
the state of Dalaware, USA

and In present exacution of lis business activity, domiclied at
230 Eori Grand Avanue :
Sauth San Francisco, Calfomnia 94080-4811

do hersby grort POWER OF ATTORNEY to DLIA MARIA
RODRIGUET Y ALEMAN, ideniffication card No. 41.454.882 of
Bogoid, and fp. 20824 and CLAUDIA LUCIA CARC RAMREZ,
1p. 36448, identificertion cord No. 40.017.374 of Tunja, reskling
in Sonta F8 de Bogotd, Colombia, to act In the order of thel
oppoiniment in behalf of granior befone any enftly, authorly
and/or notunal or juidical person, specioly before thoss

Adminisiroriive, Administrative-Conteniious, Judicial,
chiireion courls, andior oy other, Bt o mofiew
concaming the following:

“Formulations for Phammaceutical Agenis lonlzobls as Free
Ackds or Free Bcses”

1) To apply. process, oblain and/or regiier any of the
modialfies of indusiiol Properly, such os: Polents of
invention, Uilly Models; Desings, vegetfal variefies; Morks,

Origin: as wel as thelr renewak, extensions, ossignmenty,
changes of nome ond/or domicle, ogreements and
Iconses.

2] To apply, proces. obtain and/or regisier copyrighls of
any kind as wel as protection of indusirial secrefs or know-
how.

3} To apply. proces, obtain and/or reghter sanitary
reghirations. operaiing authorieotions ond/or kcerses; o3

arbiiration, withdraw and to receive and iake possession of
the Eigtion relaried objet and waive or renounce the rights
granted ar In  process of gronting. admit the facis of the
case.

7) To ratity or not the officious agancy.

8] i {(wa] heraby appoint the afore mentionsd attameys with
powsrs o receive nofifications and fo designate judicial
ond exirjudicial attomeys, substiiute ths Power of Attomey
and o revoke such sustitufions.

Granted ond signed ot 50. San Francisco, CA - USA
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-C LOMBIA-
CERTIFICAD NOTARIAL (Cuando ef soliclante e
SOCIEDAD)
(Podenes otorgados en: B Salvador, Estados Unidos,
Maxico y Venezuela)
A los dias del mes de
de » 6l Notarlo que suscribe DA FE de que:

{nrombre de la persona que fima el poder}
mayor de edad y domicliado en
fimd

. de su puiio Y letra el documento que anlecede.
2 Conoce al (a la) otorpante y que este [a} estd

legaimente capacitado pana el olorgamiento.
3. B oforgante ha fimado el referddo documento

en su camcier de
- de la persona juridica

4, lacitada persona jufdcaconsedeen___

astd legaimente constituido,
que fiene actuaimente axistencia legal y que el
acto para el cuadl se ha olorgado este poder
o3!G comprendido enfre los que consiiftuyen su
objeto social.

5. B ologante fiene efectivamente o
represenfacidén que obstenia. que esta es
aoflima y re estd facultndo naro nteper asta

poder.

4. Las anteriores cerifficacionas de los puntos 3, 4 y
5, me constan porque he tenido o la visia los
documentos auténiicos.

Notario Pdblico
NOTA: A confinuacién de lo anterior. el Congil de

Colombia debe autenficar la fima del Notario
Plblico. .

CERTIACADO NOTANAL (Cuando el soliclianie e

INDIVIDUO)
A los cias del mes de
de . &l Notario que suscribe DA FE de que:

{nomiye de la pesono que frmo el poder)
mayor de edad y domicllado en
fimé

en su presencio el documenio que antecede,
conoce d olorgante y que este estd legaimente
capacitado para sl olorgamianto.

Notarfo PUblico

NOTA: A confinuacién de lo anterior, el Consul de
Colombla debe autenficar la fima del Notario
Péblico.

Para fodos los demds palses el Sefior Consul de
Colombla o ante quien se otorgue,debs expedir una
cariicocion dejando constancia 1) de la exislencla
fegal de la socledad, 2) de que esia ejerce
acluaimente su objeto soclal, y 3) de que la persona
© pemnonas que ofoigan ¢l poder estdn joculladas
para hacwio, dejando constoncla asi mismo de que
fuvo o la vhlo los pruebas que acredifen fales
chreunsiancios.

e

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the applicant ks a
C RPORATION)
{Powers of attomey granted in: B Salvador, Mexico,
US.A. and Venezusia)

This day of
the undersigned Notary CERTIFES that:
1.

{nome of the person who signs the powg)
attomey) of legal age and domiclledin __g¥

his hand on the foregoing document.

2. The grantor is to him personatly Y
he/she has legal capaclly to jyie
document. :

3. foregoing
Juidical person

4. The mentioned on with place of
business In
is duly organized, i
that the purposes the power of aitomey
Is granted are
puUTpOses.

5. The grantor in fact the refered quality and
that his/heg fapracsaniotion k leaol and that
he/she powered to gront this power of
attomey.

4. lhave d the above cerlificalions 3, 4 and 5,
on auvthentic documents which for such

e were axhiblfed to me.

Notary Public

OTA: Then the Colombian Consul must lagoiize the
signature of the Notary Public.

NOTARIAL CERTIFICATE { When the applicant Is an
INDIVIDUALS)

On this day of
the undersigned Notary CERTIAES thak:
1.

{name of the peson who signs the Power of
Attomey) of legal age and domiclled at
signed

in his prasence the foregoing document, the
grantor s to him personally known and that
he/she has legal copocity to execute the
document.

Notary Public

NOTA: Then the Colombian Consut must legalize the
signature of the Notary Public.,

For all other couniries the Colomblan Consul or before
who It Is granted must ssue a ceriffication siating 1)
the legal existence of the corporation, 2) that the
Cofporale pumposes are achwlly being
accomplished, 3) that the person or persons who
gront this Power of Allomey are empowered to do I

The Consui - ot
widencing RS (WhEe aexhib to
him. vista. Sants f{¢ Bo
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P
SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
, This public document

2. has been signed by DEBRA K. BOWEN
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of DEBRA K. BOWEN, Notary Pubiic,
State of Califomnia

CERTIFIED
5. At Sacramento, Califomnia
6. the 24th day of April 2001
7. by Deputy Secretary of State, State of Califonia

8. No. 96153

10. Signature

BILL JONES
Secretary

BY.
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' JUAN PABLO Picon AHITA AGUILERA
. L TRADUCTOR E INTERPAETE OFICIAL
C. IDONEIDAD 045

CALIF RNIA ALL-PURPOSE ACKN WLEDGMENT UNIVERSIGAD NACIONAL OF

........ N——— T |

Siats of California
8§

County of S48 Mﬂm

On . 00D ,mmme.-pgmg @Uwgpl l! lﬁc
o Oficer (a3, “Jib D, ey P :

personally appeared Mﬂ .PJ&EU- LA .

Nmais) of Sigere)
2 personally known to me
[J proved to me on the basis of satisfactory
evidence

TR

- alea

to be the person{s) whose namefe) Is/are
subscribed to the within instrument and §
acknowiadged to me that-he/shedhey executed §
the same in M#hissherthelsr authorized
capacityéiesyr and that by -histherftheir

ol a g4 bada A4

DEBRA K. SOWEN signaturee} on the instrument the person{e), or

5 3 NS:':'IHHI! 1239184 the entity upon behalf of which the person{e)
. San Mateo m.,,.,c"""" F acted, exscuted the instrument. ;
Sy Qanen. ples aug 27, 20m :
WITNEZS my hand ;nd cial saal. :
OPTIONAL :
Though the infarmation balow Js not equired by law, it may prove vaiuable to persorns relying on the docusment !

and couk! pravent fraudhuilort removel and reattachment of this form 1o anothor document.

Description of Attached Docu t ;
Title or Type of Document: %& . - &lﬂ /2
: MMM:MO Number of Pages; / R§' . :
i Signer(s) Other Than Named Abova:
& Capacity(iss) clllmfﬂ Slgner g :
; summm: : ‘-‘lel | Rl :'

- O individual

q & Corporste Ofticer — Title(s): imﬂtvl(_ﬁ f
i O Patner—[ Umited [0 General

i O Attorney In Fact : i
- 0O Trusine -l
¥ O Guandian or Coneervator
3 [0 Other

i Signer la Representing: 5“ Ep

oAb

- 8w

.
I T

B e =

.1-1“-“-1“ S350 Du Sain Ave.. P.O. Bax 402 « Chetewarth. CA 91393-M402 Presl. No. 6807 Reorder: Call Tos-Frea 1-800-878-8877
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TRADUCCION OFICIAL No. 01/ 252 de un documento escrito en inglés, el c.ual
para .su identificacion se sella con el seflo del traductor al tiempo con la
presenta. Esta traduccion ha sido preparada por Juan Pablo Piedrahita Aguilera,
Traductor e Intérprete Oficial debidamente reconocido de conformidad con el
Certificado de Idoneidad Profesional No. 0045 expedido por la Universidad
Nacional de Colombia. '

Se traduce una Declaracién, Certificado de Reconocimiento de firma,
Certificacion Notarial y Apostilla No. 36661 de Julio 11, 2001 de EE.UU.

escritos en inglés.

DE RACION
Yo, Gerald McMahon, Vicepresidente Principal “Discovery” y representante legal

de SUGEN INC., una organizacion existente bajo las leyes del Estado de

Delaware, Estados Unidos de América, y constituida el 13 Julio de 1991, y con

domicilio en 230 East Grand Avenue, South San Francisco, California 94080-

4811

Por el presente certifico que Dorian Rinella, Vicepresidente Principal de
* Operaciones es un funcionario autorizado de SUGEN, INC. y estd autorizado

. para firmar en nombre de SUGEN, INC.
2 .

5 Por: (Firmado) Geralds McMahon, Vicepresidente Principal, “Discovery”, Su
=3
¢ ¢ Inc.
: 3
3 230 East Grand Avenue .
58 we w' yak
” & South San Francisco, California 940080-4811 n® 5 @IS0
3. X :
§ Fecha 7/11/01 a e
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RECONOCIMIENTO PARA TODOS LOS FINES

ESTADO DE CALIFORNIA

CONDADQ DE SAN MATEO }

En 7/11/01 , ante mi, Thom O'Brien, Notario Puablico, (Nombre y Cargo del
Funcionario (p.ej. "Jane Doe, Notario Publico"), compareci® personalmente
Gerald McMahon a quien conozco personaimente (0 quien presentt pruebas
basadas en evidencia suficiente) de ser la(s) persona(s) cuyo(s) nombre(s)
esta(n) suscrito(s) en el instrumento adjunto y reconocié (eron) ante mi que
él(ellos) suscribid(eron) el mismo en su(s) calidad'(es) de autorizado(s) y que por
su(s) firma(s) scobre el instrumento la(s) persona(s) o la entidad a nombre de
quien la(s) persona(s) actua(n) suscribié{eron) el instrumento.

DA FE mi firma y sello oficial.

j: Firma: {(Firmado)
: ; Firma del Notario Publico,
v -; (Sello a Tinta: Debra K. Bowen, Comision # 1238083, NOTARIO PUBLICO -
- .;; CALIFORNIA, Ciudad y Condado de San Mateo, Mi Comision expira Noviembre
3 12, 2003).
INFORMACION OPCIONAL
Titulo o Tipo de Documento: Declaracién
Fecha del Documento: 7/11/01 Numero de Paginas
Firmante(s) distintos a los arriba mencionados: A
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AAGUILLRA

. averdaderamente creo que la firma en dicho el Certificado adjunto es auténti
3

Estado de California
Ciudad y Condado de San Francisco
Yo, Ryan Brooks, Escribano en y para la Ciudad y el Condado de San
Francisco, POR EL PRESENTE CERTIFICO que:
JHOM O'BRIEN, cuyo nombre estd suscrto en el Cerificado de
Reconocimiento, Prueba o Declaracion Juramentada adjunto, era en el
momento de tomar dicho Reconocimiento, Prueba o Declaracion Juramentada,
un NOTARIO PUBLICO en y para la Ciudad y el Condado de San Francisco,
debidamente nombrado, comisionado y juramentado en dicha Ciudad y
Condado, y como tal era un Funcionario de dicho Estado, debidamente
autorizado por las leyes de dicho Estado para tomar los mismos, asi como para
tomar y certificar la evidencia y el reconocimiento de escrituras y otros
instrumentos por escrito para ser registrados en dicho Estado, y que deben
déarsele plena fe y crédito a sus actos oficiales; que el certificado de dicho
“ funcionario debe llevar un selio; que la impresion de su sello oficial no se
requiere por ley que esté en el archivo de la Oficina del Escribano del Condado.

" Ademds certifico que estoy bien familiarizado con la caligrafia de dicho Notario y

0

;fademés certifico el instrumento adjunto se suscribe y recon

J o T e O
con las leyes del Estado de California. et
wee
En Testimonio de lo Cual, he estampado my firma y\ sello q_& &'ri al
\ ¥ ’.1
\ﬁ‘&?o“gﬁ“aﬁ
Noth
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Condado en y para la Ciudad de San Francisco.
Fecha: Julio 11, 2001.

(Firmado) Ryan Brooks

Escribano del Condado

(Sello a Tinta del Escribano del Condado)

14172

ESTADO DE CALIFORNIA
(Sello Pre-Impreso)
SECRETARIO DE ESTADO
APOSTILLA

(Convencién de La Haya de Octubre 5 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2 Ha sido firmado por RYAN BROOKS

3 Actuando en calidad de Escribano de Condado, Ciuded y Condado de

San Francisco, Estado de California

Lieva el selio/estampille de! Escribeno de Condado, Ciudad y

s ": L
San Francisco, Estado de California . oo
CERTIFICADO 8 e 33"&
i A

5.  En San Francisco, California & a0 3

P

6. El11de Julio, 2001 \,«;‘_\‘oﬁ

1~
R
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7.
8.

10.

Bill Jones

Secretario de Estado

Por (Firmado) llegible
NP-24 A (Rev 1-96)

Por el Sub-Secrelario de Estado, Estado de Califomia
No. 36661

Selio/Estamplilia

(Selio de Oblea del Estado de California, Selio a tinta del Secretario de Estado)

Firma (Firmado)

osp 99 21639

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

de esta oficina para su confrontacién y a la cual me remito.

Bogota, Julio 24, 2001.
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. ADUCCION OfiC' ™"
- * 1 PABLO PIC”

P 382

1, Gerald McMahon, Senior Vice President, Discovery, and legal representative of
SUGEN, INC.,, an organization existing under the laws of the state of Delaware,

USA, and incorporated on July 13, 1991, and domiciled at 230 East Grand Avenue,
South San Francisco, California 94080-4811

Do hereby certify that Dorian Rinella, Senior Vice President, Operations, is an

authorized officer of SUGEN, INC. and has authority to sign on behalf of
SUGEN, INC,

y /N

Gerald McMahon, Senior Vice President, Discovery
Sugen, Inc.

230 East Grand Avenue

South San Francisco, California 94080-4811

Date: _'7111 ! / o/

28X
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by RYAN BROOKS

3. acting in the capacity of COUNTY CLERK, Cily and County of San Francisco, State
of California

4. bears the seal/stamp of the City and County of San Francisco, o
State of California o~

™

-

CERTIFIED

At San Francisco, California 6. The 11TH day of JULY, 2001

14

by Deputy Secretary of State, State of Calffornia

No. 36661

©®© ® N O

BILL JONES
Secretary of State

Bv&uéﬁg_g%

HP-24 A Aev | Do O6F 09 PO —=




City wsd Conmty of Sun Francieo

L Rym Erocks, Cousty Clack s and for the Clty end County of S Pranclo,
DOHEREBY CHRTIFY: That
'

whom swne is sebeexihad 1o the sitadved sartifioste of ackaowindgeent, preof or
alidevis, was ot the time of wking mid proal ar allldevit, s Notary
Abiis in and for the Chiy w Comty aff Sen Prnciuno, duly ecosssissicond snd soen in
oaid Cliy and County, snd wan w sk, n efficor of ssid Sune, duly maboriend Yy de
Tows thereaf'so i and eurtify the saoms, os weil as tu telin el oxxtifyy the prool’sd
sckmowledgenent of deada sod crhiar instrurnents I witing to be seoanied In seid Stte,
aod thes 40 alch s eredit are and cught 10 be given o kis or her alficial aces; thet the
omtificate of mch cffiesr i sequired 10 by wder seal; et the baprasthon ofhis or ber
aificial ovel s wot sequiresd fay lewr i oo am e fn the affies of the Ovesty Clesk:. | farher
urtify thet [ an well acquainied with ths hcduriting of sk notwry sud varlly baliove
that the signature 10 the amached cartificets is gemuios, wnd farther tes e opexed
Inatrumast is sxecuted end acipowiadged socording 1 the lews of the Riae of Califiania.

In witness whersof, § bheve haveunts st myy hand and smaxad the sel of e Comty
Clexk, in a0 for the Cliy sl County of Sen Francles.

=~ a1120

Ryw Brocks
Ommiy Chuk
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STATE OF CALIFORNIA )
couNTY OF __SA 3 MG 730 )

personally appeared, /o oS > W< M/ﬁ//g'}\}
personally known to me (or proved to me on the basis of satisfactory avidence) to be the person(s)
whose name(s) is/are subscribed to the within instrument and acknowledged to me that he/she/ [§
they exscuted the same in his/hertheir authorized capacity(les), and that by hisherftheir |
signature(s) on the instrument the person{s), or tha entity upon behalf of which the person(s) acted,
executed the instrument.

b

WITNESS my hand and official seal.

- noumr PUBLIC SIGNATURE

,‘P
@8 OPTIONAL INFORMATI
&
TITLE OR TYPE OF mcuunm___%__@/// /LO]}j
DATE OF DOCUMENT ______. 7'/ LL »YA NUMBER OF PAGES
|

@1 SIGNER(S) OTHER THAN NAMED ABOVE )
“. “I 1

| €




TRADUCCION OFICIAL No. 01/ 241 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacibn se sella con el sello del traductor at tiempo con la
presente. Esta traduccion ha sido preparada por Juan Pablo Piedrahita Aguilera,
Traductor e Intérprete Oficial debidamente reconocido de conformidad con el
Certificado de Idoneidad Profesional No. 0045 expedido por la Universidad
Nacional de Colombia.

Se traduce un Certificado de la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos, la Caratula de Recordacion, el documento de Cesion a favor de ia

compaiiia SUGEN INC., adjunto al certificado de Apostilla No. 01021946-1 de
Julio 9, 2001, todo escrito en inglés.

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS A QUIENES ESTOS PRESENTES LLEGAREN:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

Junio 29, 2001
. POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE ADJUNTA SE ENCUENTRA UNA
.!E - § COPIA FIEL DE LOS ARCHIVOS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO
[EgR S REGIASTRADO EN MARZO 16, 2000. _ -
_ ) i ?: i Por autoridad del 'E'?‘E:;f&:é’.:“tﬂ: ::E:. |
S COMISARIO DE PATENTES Y MARCAS o gL

Z (FIRMADO) N. WILLIAMS JETIN MDRALES RIVEIRA

NOTARIO CUARENTA Y UNG
=

IRAYN
LV
[
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Funcionario que Certifica
(SELLO DE OBLEA DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA)

(Sello Redondo a Tinta, Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos,
Marzo 16, 2000)
03/16/00

04-10-2000, Cégigo de Barras, 101314380

No. de Expediente 7683-156-868

Al Honorable Comisario para Patentes y Marcas, Washington D.C. 20231

Favor registrar los documentos originales adjuntos o sus copias.

1. Nombre df/la(s) parte;@,que traspasa(n): / /

Congxin LIANG; Li SUN; Chung” Chen WEy Peng Cho TANG; Gerald
McMAHON; Klaus Peter HIRTH, y Jingron CUI
Se adjuntan nombres o partes que traspasan adicionales? Si| (enblance) | Ng | X

2. Nombre y Direccién de la parte que recibe:

Nombre: Sugen Inc.
Direccion:_230 East Grand Avenye
South San Francisco, CA 94080-4811
Pais { si es diferente a EE.UU).

3. Clase de Traspaso

X Cesion (en blanco) Fusion
E

[ (en blanco) | Contrato de Seguridad | (en blanco) m

oripinal que tuve a la

(en blanco) | Otro vists. Santa Bogotd
1 19
AGUSBTIN MORALES RMWVEIRA

2 NOTARIO CUARERTA Y UNO
B -
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Fecha de Suscripcion;

Marzo 6, 2000

4, Solicitud No(s}. 6 No(s) de Patente:

Si este documento se presenta junto con una nueva solicitud, la fecha de
suscripcion de la solicitud es : (en blanco )

A. No(s). de Solicitud(es) de Patente(s) 60/171.288

B. No(s). de Solicitud(es) de Patente(s) { en blanco)

Hay numeros adicionales adjuntos? | (an blanco) | Sif x | No

5. Nombre y Direccion de la parte a quien se le debe dirigir la
correspondencia concemiente al documento:

Nombre: PENNIE & EDMONDS LLP

Direccion: 1667 k. Sireet N.W.
Washington D.C. 20006

6. Nuamero total de solicitudes de patentes involucradas: .....1

7. Total Derechos (37 CFR §3.41) $40.00

Favor cargar a la cuenta de depdsito listada en el No. 8.

8. Cuenta de Depositc NOomero 16-1150

NO USE ESTE ESPACIO (en blanco)

9. Declaracién y Firma

En mi leal saber y entender, la informacién anlerior es verdaders y

s i ide con %)
comecta y cualquier copia adjunta es una coph P deradBLaeC U;'l:leryo
viste. Santa fé uu Do et

original.

'AGUETIN MORALES RIVEIRA
ANGO‘rAalo CUAREHNTA ¥ UN

3 M"




i
[

W 'J;I: .‘n

Max Bachrach P-45479 (Firmado) Marzo 16, 2000
Por: Laura A. Coruzzi

Nombre del Firrante (Reg. No. 30,742) Firma Fecha
Numero Total de péginas, incluyendo la carétula, los anexos y

documentos: 5

Los documentos enviado por correo deben registrarse con la informacién
requerida de la caratula con el Comisario de Patentes y Marcas, Casilla
Cesiones, Washington D.C. 20231

(Sello: 04/06/2000 TTDM11 00000168 161150 60171288
01 FC: 581 40.00 CH)
PATENTE
RIEL: 010658 MARCO: 0950

CESION CONJUNTA
POR CUANTO, nosotros Congxin LIANG; ciudadano de la Republica
Popular de China, con domicilio en 726 West Remington Drive, Sunny vale, CA
84087-2242; Li SUN ciudadano de la Repuiblica Popular de China, con domicilio
en 64 Rockharbor Lane, Foster City, CA 94404; Chung Chen WEI ciudadano de

la los Estados Unidos con domicilio en 39 Commons Lane, Foster City, CA

. 94404; Peng Cho TANG ciudadano de la los Estados Unidos con domicilio en

+ 827 Camino Ricardo, Moraga, CA 94556; Gergld MCMAMON-cioisaiio de la los
Esta copla coinct

nel qee 1uve '- Ia

> * Estados Unidos con domicilio en 1800 Schujiz,E{iliaenwosg, CA9S452; Kiaus

Peter HIRTH ciudadano de la los Est UAdbs

‘b°§a7



Repiblica Popular de China, con domicilio en 653 Catamaran Street, #3, Foster
City, CA 94404, los CEDENTES, son los inventores de la invencion 7-AZA-
INDOLIN-2-ONES COMO INHIBIDORES DE PROTEINA KINASA para la cual

hemos suscrito una solicitud provisional de Patente en los Estados Unidos

La cual se suscribio el fa misma fecha que el presente o

X se identifica por el expediente No. 7683-156-888 de Pennie &

Edmond LLP

X | se present6 el 21 de Diciembre, 1999, Solicitud No. 60/171,288

y POR CUANTO, Sugen, Inc., con domicilio comercial en 230 East Grand
Avenue, South San Francisco, CA 94080-4811, el CESIONARIO, desea adquirir
la totalidad de los derechos propiedad y participacion de la invencidn en y sobre
dicha invencion y dicha solicitug:

AHORA EN CONSECUENCIA, a cambio de una buena y valiosa
contraprestacion, recibo de la cual se reconoce por el presente, nosotros los
CEDENTES hemos vendido, cedido, transferido y traspasado y por este
presenie vendemos, cedemos, transferimos y ftraspasamos a dicho
CESIONARIO, sus sucesores, represeniantes legales y causahabientes, la

totalidad de nuestros derechos, titulos y participacién en y sobre dicha invencion

- y sobre dicha sclicitud provisional de los Estados Unidos y sobre todas las

solicitudes que reivindiquen prioridad sobre ella bajo el Titulo 35 del C& ]
coin ““ ol al.

Bt “iliiaRquiesa. Hjvisiones,

igo de

los Estados Unidos, Seccion 119(e) vy

yista. Bante 13 uop
renovaciones y continuaciones de ella, y de todps Ios leuI%m_ ' de los
_ Estados Unidos que puedan otorgarse sobre ell ‘t’%% ‘pda - B |c|o es y
ANOTARi0 CURS 52+ 7

5



extensiones de ella; y todas las solicitudes de proteccién de propiedad industrial
incluyendo sin limitacion, todas las solicitudes de patentes, modelos de utilidad,
diseios que puedan presentarse en adelante para dicha invencion en cualquier
pais o paises extranjeros & los Estados Unides, junto con el derecho de
presentar dichas solicitudes y los derechos de reivindicar prioridad para la
misma derivados de dicha solicitud de los Estados Unidos bajo las Leyes de
Patentes de los Estados Unidos, la Convencién de Proteccion de Propiedad
Industrial , o cualquier otro convenio intemacional o cualesquiera leyes locales
del pais en el cual se presente cualquier solicitud, que puedan aplicdrsele; y
todas las formas de proteccién de propiedad industrial, incluyendo sin limitacion,
patentes, modelos de utilidad, certificados de inventores, y disefios que puedan
otorgarse para dicha invencidn en cualquier pais o paises extranjeros a los
Estados Unidos y todas las extensiones, renovaciones y re-expeadiciones de ella;

Y NOSOTROS POR EL PRESENTE autorizamos y solicitamos al
Comisario de Patentes y Marcas de los Estados Unidos, y a cualquier
funcionario de cualquier pais o paises extranjeros a los Estados Unidos, cuya
funcién sea otorgar patentes u otras evidencia o formas de proteccion industrial
sobre solicitudes como se ha mencionado, para expedir la misma a dicho

CESIONARIO, sus sucesores, representantes legales y csusahabientes, de

tenemos pleno derecho de traspasar la totalidad fe la &ﬂicl%%cigg g,gui.e;e ida,

A HOTALE L (g i

y que no hemos suscrito, ni suscribiremos, ninganﬁ%’mdo Gile'pueda presentar

6



conflicto con el presente.

- Y NOSOTROS POR EL PRESENTE convenimos y acordamos que le
comunicaremos a dicho CESIONARIO, sus sucesores, representantes legales y
causahabientes, cualesquiera hechos conocidos por nosotros respecto de dicha
invencién, y atestiguaremos en cualquier proceso judicial, fiirmaremos todos los
papeles legales, suscribiremos todas las solicitudes divisionales, d;a
continuacién o re-expedicion de solicitudes extranjeras, prestaremos todos los
juramentos y en general, haremos todo lo posible para asistir a dicho
CESIONARIQ, a sus sucesores, representantes legales y causahabientes, para
la obtencion y la aplicacion de la debida proteccién para dicha invencion en
todos los paises.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, Hemos suscrito nuestras firmas y

estampado los sellos el dia y afio que aparece al frente de nuestras firmas.

Fecha 3/6/2000 (Firmado) L.S.
Congxin LIANG

(Ver Reconocimiento Para Todo Propésito de California, adjunto)




PATENTE DCI- 241052.1
RIEL: 010658 MARCO: 0951

Fecha Marzo 6, 2000 Firmado) L.S.

Li SUN

(Ver Reconocimiento Para Todo Propdsito de California, adjunto)

Fecha Marzo 8, 2000 (Firmade) L.S.
Chung Chen WEI

(Ver Reconocimiento Para Todo Propésito de California, adjunto)




Fecha 3/8, 2000 (Firmado) L.S.
Peng Chao TANG

(Ver Reconocimiento Para Todo Propésito de California, adjunto)

Fecha 3/6, 2000 {Firmado} L.S.
Gerald McMAHON

(Ver Reconocimiento Para Todo Propdsito de California, adjunto)

- ) Fecha Marzo §, 2000

(Firmado) L.S.
Klaus Peter HIRTH




30

(Ver Reconocimiento Para Todo Propésito de California, adjunto)

Fecha Marzo 6, 2000

PATENTE DCI- 241052.1
RIEL: 010658 MARCO: 0952

{Fimado) L.S.
Jingrong CUI

(Ver Reconocimiento Para Todo Propésito de California, adjunto)

-
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RECONOCIMIENTO PARA TODOS LOS FINES

ESTADO DE CALIFORNIA

CONDADO DE SAN MATEO } S.S.

El 6§ de Marzo, 2000 , ante mi, Debra K. Bowen, Notario Publico, (Nombre y
Cargo del Funcionario (p.ej. "Jane Doe, Notario Publico”), comparecieron
personaimente Congxin Liang, Li Sun, Ching Chen Wei, Peng Cho tang, Gerald

Mcmahon, Klaus Peter Hirth y Jinrong Cui, {(nombres de los firmante(s)),

X a quienes conozco personalmente 6,

{en blanco) quienes presentaron pruebas basadas en evidencia suficiente

quien(es) es (son) la(s) persona(s) cuyo(s) nombre(s) esta(n) suscrito(s) en el

instrumento adjunto y reconocié {eron) ante mi que él{ellos) suscribio(eron) el

mismo en su(s) calidad(es) de autorizado(s) y que por su(s) firma(s) sobre el

instrumento ia(s) persona(s) o la entidad a nombre de quien la(s) persona(s)

actua(n) suscribidé{eron) el instrumento.

DA FE mi firma y sello oficial.

Firma: (Fimado) Debra K. Bowen

Firma del Notario Publico,

(Sello a Tinta: Debra K. Bowen, Comision # 1233154, NOTARIO PUBLICO -

CALIFORNIA, CONDADO DE MATEO, Mi Comision expira Agosto 27, 2003).
OPCIONAL

11
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se desprendan y se vuelvan a adjuntar otros documentos a este formulario.

Descripcién del Documento Adjunto
Titulo o Tipo de Documento: Cesién

Fecha del Documento:___Marzg 6, 2001 Numero de Paginas 3 Pgs
Firmante(s) distintos a los arriba mencionados: (en blanco)

Facuitad(es) Reivindicadas por el Firmante

Nombre del Firmante: (en blanco)

enblanco | INDIVIDUO
enblanco | FUNCIONARIO CORPORATIVO-CARGO(S):_(en blanco)
enblanco | goclo--| NPlance [ MmiTapo | 8" Planco GENERAL
enblanco | APODERADO
enblanco | SINDICO
enblanco | CySTODIO
en blanco OTRO:

EL FIRMANTE REPRESENTA: HUELLA DACTILAR DEL [ (en blanco)

{en blanco) PULGAR DERECHO
DEL FIRMANTE

1997 Asociacion Nacional de Notarios 8350 De Soto Ave, P.O. Box 2402,
Chatsworth, CA 81313-2402 Prod. No. 5907 Pedido: Llamar a Linea Gratuita 1-

oL

800-876-6827.

REGISTRADO: 03/16/2000 PATENTE

RIEL; 4

)
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APOSTILLA

_(Convencion de la Haya de Octubre S de 1961)
Pais: Estados Unidos de América .
Este documento publico
Ha sido firmado por N. WILLIAMS
Actuando en calidad de Funcionario que Certifica
Lleva el sello/estampilla de Oficina de Patentes y Marcas

' CERTIFICADO

En Washington D.C.
Hoy 9 de Julio, 2001

Por el Funcionario Asistenfe de Autenticaciones, Departamento de
Estado de los Estados Unidos
No. 01021946-1

Sello (Sello en Relieve del Departamento de Estado de los Estados
Unidos)
Firma (Firmado)

Fernesia T. Crawford
|

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

de esta oficina para su confrontacion y a la cual me remito.

Bogota, Julio 16 de 2001.

13




APOSTILLA

X
m\l

- BE I
(Convencién de la Haya de Octubre 5 de 1 % : S gﬁ
Pais: Estados Unidos de América =R 5 ol 2 me
. sEm. o0 80
PEIT) = Ty -
Este documento plblico 2 ;u;; == )
2. Ha sido firmado por N. WILLIAMS ;‘
3. F;cluando en calidad de Funcionario que Certifica
4. Lleva el sello/estampilla de Oficina de Patentes y MamaEE = ;
E—y =
CERTIFICADO = B g5
78 » oF
5. En Washington D.C. '=’..E_ ]
SE >

6. Hoy 9 de Julio, 2001

7. Por el Funcionario Asistents de Autenticaciones, Departamen
Estado de los Estados Unidos \
8. No. 01021946-1
9. Sello (Sello en Relieve del Departamento de Estado de los Estados
Unidos)
10.

Firma (Firmado)

Femesia T. Crawford

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

de esta oficina para su confrontacion y a la cual me remito.

(2w (Lt

pef2e
TRADULCCION G .o 2 e -
JUAN TABLO PIED, AL L A ATALIRA
TRADUCIOR E INTER?2. 1" OHICIAL
C IDCrEDAD LIS
UNIVERSIDAD NACIOMAL DE COLOEIA

Bogots, Julio 16 de 2001.
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by N. Williams

3. acting in the capacity of Certifying Officer

|

4. bears the seal/stamp of Patent and Trademark Office
Certifled
5. at Washington, D.C.
6. the ninth of July, 2001
7. by ' Assistant Authentication Officer, United States Department of State ;
8. No. 01021946-] {
S
9. Seal/Stamp: 10. Signature: .
|
RADUCC'Dy ¢ Cuty N "
. FIAN PABLO P =3 ar. o 2
T.=2. 2", l--_ . .l_.f ﬁS;U".ERA

] o

e
=n . -
| Hiagl S 1
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TOALL TOWHOM THESE, BRESENTS, SHALL (OME:S

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

June 29, 2001

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
MARCH 16, 2000
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N

04-10-2000

I N
1=l

101314380

Washingioa, DC 20231
Phnese record the stiached original docaments or copy Uhereof.

Name of comvring panytiesr”

Congzxin LIANG: Li SUN; Chung Chen WEI;
Peng Cho TANG: Gereld MecMAHON: Klaus
Peter HIRTH, and Singron CUI

Additwnal manects) of cunveying puny(iey) miachad? O v ¥ N

L Name and addrest ol receiving pasty(ics):
Nane: _Sugen.inc,
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JOINY

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Congxin LIANG, citizen of the People's Ilerubll: of China, residing gt 726 West Remington

.ve, Sunnyvale, CA 94087-2242; LI SUN, citizen of the People’s bilc of Chilna, residing st 64 Rockharbor Lans, Foster
iy, CA 94404:; Chung Chen WEL, citizen of the Unlted States, reslding at 39 Commons Lane. Foster CRy. CA 94404; Peng

cha TANG, citizen of the United States, residing ni 827 Camino Ri Moraga, CA 94536; Gerald MeMAHON, chizen E

of the United States, residing Mt 1300 Schuliz Road, Xenwood, CA 95452; Kians Pster HIRTH, cltizen of the United States.
residing ot 134 Colling Street, San Franclsco, CA 94114 and .Iln!ron CUIL, citizen of the People’s Republic of Chins,
reslding ot 65) Catumaran Street, #3, Foster , CA 94404, ASSIONORS, are Uw Invemors of the Invention In 4-
SuU ITUTED 7-AZA-INDOLIN-2-ONES AS PROTEIN KINASE INHIBITORS for which we have ¢xecuted an
Provisional application for & Patent of the Unhed Suates

O whichisexecutedon O gvendatc herewithor D L"—'

8 which is identifled g Pennic & Edmonds us docket no. 7633-156-383
& which was filed on ber 21, 1999, Application No. 60/171,288

and WHEREAS, Sugen, Ine., having an office for the transaction of business st IJ‘I East Grand Avenue, South Saw

Francheo, CA 94 811, ASSIGNEE is desivous of obtaining our entire right, titlc and interest in, 1o and under the said
inventiun and the said application:

NOW, THEREFORE, in consideration of good and valusble consideration, the receipt of which I8 here
acknowledyed, we, the sald ASSIGNORS, have sold, assigned, transferred and set over, and by theso presenta do hereby sell,
assign, tranafer and set over, unto the said ASSIGNEE, ity successory, legal ropresentatives and sasigna, our entire right, title
and interest in, 10 and under the said invention, and the said United Staics isional application and all applications claiming
priority thereto under 35 U.S.C. §1 IOie) and divisions, rencwals and continuations thereof, and all Patents of the United States
which may be gruned thoreon and all relssues and extensions thereof: and all applications for industrial npa? Eunion.
including. without limisation, all applications for patents, utility models, and aisn which muay hereafter be filed for said
invention in any country or countries forcign to the Unlicd States, together with the right 1o flle such applications and the right
toclnim for the samée the priority rights derived from sald United States application under the Patent Laws of the Unlted States.

the Intermational Conventlon for the Proteclion of industrial , Or any other intemational agreement or the domestic laws
of the country in which any such application is filed, as may licable; and all forms of indumrial pnreny tion,
including. without limitation, patents, utility modela, inventory cenificates and designs which may be granted for said invention

in any country or countries foreign 1o the United States and all extensions, renewals and reissues thereoft

AND WE HEREBY suthorize and request the Commissioner of Patents and Tradomarks of the United States, and

=y Official of any country or countries foreign to the United States, whose duty it is 1o issue patents or other evidence or forms

ustrial property protection on applicstions as aforesald, 1o lusue the same 1o the said ASSIGNEE, ks successors, legal
representatives and assigns. In ce with the terms of this Instrument.

AND WE HEREBY covenant and agree tha: we have full right lo convey the entlre interest hereln assigned. and that
we have not eacculed, and will not execute, amy agreement In conflicr herewlth.

AND WE HEREBY funiver covenant and agroe that we will communicaie to Lhe said ASSIONEE. lts successors, IqFI
representatives and lllim‘l. any farcis known 10 us respecting said Invention, and testify in sny legal proceeding, sign all lawful
papers, execute all dlvisional, continuing, relssue and forvign applications, make sll rightful caths, and generslly do cverything

guible to nid the said ASSIGNEE, its successors, Jegal representatives and pssigns, to obialn and enforce proper protection
said invention in all countrics.

IN TESTIMONY WHEREOF, We hcreunto sct our hands and scals the day and year set opposhe our respective
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1. CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere a inhibidores de proteina quinasa,
composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion que los incluyen, y
métodos para su uso para el tratamiento y prevencién de una enfermedades
tales como, por ejemplo, cancer.

2., ANTECEDENTES D.E LA INVE&. IQH

La transduccion de la sefial celular es un m.ecaqiq;no por medio del cual
los estimulos gxtemos que regulan log proceges oalylarqql 8@ transmiten desde
los receptores en |q gupall-ﬁlda de yna p.ﬂula a su interigr. Uno de los
mecanismos bioquimicos clave de transduccién de la sefial involucra l;
fosforilacién reversible de proteinas. El grado de fosforilacién de una proteina,
que puede afectar su conformacion, actividad enzimatica, y localizacion celular,
se modifica a fravés de las acciones reciprocas de las protelna quinasas
("PKs") y de las protelna fosfatasas. Asl, la regulacion o falta de regulacién de
las proteina quinasas puede tener un gran efecto sobre el comportamiento
celular.

Durante la transduccion de la sefial celular, la funcién de cada receptor
quinasa estd determinada por su patrén de expresion, disponibilidad de
ligando, y la matriz de las vias transduccién de la sefial descendente que
activa. Un ejemplo de una via incluye una cascada de la tirosina quinasas del
receptor de Factor de Crecimiento ("RTKs"), tales como EGF-R, PDGF-R,
VEGF-R, IGF1-R, y el Receptor de Insulina, que entregan sefiales por medio
de la fosforilacion a otras quinasas, tales como Src tirosina quinasa y Raf, Mek,



\
y Erk serinaftreosina quinasas. Véase, por ejemplo, Davis, B. D., et al,

Microbiology 838-841 (43 ed., 1990); y Brott, B.K, ef al, Cell Growth Differ.
4(11):921-929 (1993). Cada una de esas quinasas juega roles relacionados,
pero funcionalmente distintos. La pérdida de regulacion de la via de
sefializacién del Factor de Crecimiento ocurre con frecuencia en estados de
enfermedad como el cdncer.

Se ha demostrado que‘la 'expreaiOn aberrante de, o las mutaciones en
proteina quinasas llevan tanto a proliferaciéon celular descontrolada (por
ejemplo, crecimiento de tumor maligno) o a defectos en procesos clave
relacionados con el desarrolio. Las proteina quinasas han sido relacionadas
como objetivos en desérdenes del sistema nervioso central (tales como
Alzheimer), desérdenes inflamatorios (tales como psoriasis), enfermedades del
hueso (tales como osteoporosig), ateroesclerosis, restenosis, trombosis,
desérdenes metabdlicos (tales como diabetes), y enfermedades infecciosas
(tales como infecciones virales y fungicas).

Se ha dirigido una significativa cantidad de investigacion al
descubrimiento de compuesios que afectan actividad de protelna quinasa
debido a que la regulacién y/o inhibicién de las protelna quinasas puede ayudar
en el tratamiento y/o prevencion de una variedad de enfermedades. Esta
investigacién es similar a la que podria haber llevado al descubrimiento de {0s
compuestos revelados por la solicitud WO 91/09598 PCT y la Patente de los
EEUU N* 5.811.432, que tienen |a fdrmula
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donde unc de A, B, D, y E es nitrdgeno y los otros son carbono; X e Y puede
ser, por ejemplo, halégeno u oxhidrilo; R4 es alquilo(CCs) 0 una amida; R es

alquilo{C4~Cs), preferiblemente alquilo(C3~-Cg). y W es, por ejemplo, hidrégeno
o alcanoilo(Co—C1p). Estos compuestos, que no se ha informado que sean

inhibidores de quinasa, supuestamente son inhibidores de la biosintesis de
prostaglandina Ho sintetasa, 5-lipooxigenasa, e interleuquina—-1, y
supuestaments son agentes anti-inflamatorios y analgésicos.

En la Solicitud PCT WO 97/13771 se revelan ejemplos de compuestos
que supuestamente son inhibidores de proteina quinasa. Estos compuestos
tienen la fdrmula:

o
donde X es nitrgeno o CH; Ry, Y, R3, y Rs se seleccionan

independientemente de entre una gran cantidad de unidades; el grupo



representa, por ejemplo, un anillo heterociclico de 5 miembros; y cada R4

representa independientemente un anillo heterociclico de 5 6 8 miembros.
La solicitud PCT WO 98/02437 revela compuestos de estructura similar
a aquellos descritos arriba, es decir:

Como arriba, R4 representa un anillo heterociclico de 5 6 8 miembros. Estos

compuestos también son supuestaments inhibidores de proteina tirosina
quinasa.
La solicitud PCT WO 98/02438 revela compuestos de la férmula:

)
A
%

donde X es nitrégeno o CH; R4, R, @ Y se seleccionan independientemente de

entre una gran cantidad de unidades; U es un sistema mono o bicidlico de



anillos de 5§ a 10 miembros; el grupo

9

representa, por ejemplo, un anillo heterociclico de 5 miembros; y R* representa
un grupo feniio o un anilio heterociclico de 5 6 8 miembros. Estos compuestos
supuestamente también son inhibidores de proteina tirosina quinasa.

La solicitud PCT WO 98/23813 revela compuestos de la formula:

CO

donde Z se puede un grupo de la fdrmula

\&ﬂ.
|
Rg

y Rg es H, halégeno, ciano, alquilo, o alquilo sustituido. Supuestamente se
pueden usar estos compuesios en el tratamiento de enfermedades
hiperpoliferativas como el cancer.

La solicitud PCT WO 99/21859 revela compuestos de la formula:



¥

R

donde los grupos R se definen de distintas maneras. Se ha informado que
estos compuestos aon utiles como inhibidores da proteina quinasa.
La solicitud PCT WO 99/37622 revela un compuesto de la férmula:

"\ !

que supuestamente es Glil como antagonista PDE4 y TNF—a.
La Patente de los EEUU N* 5.916.891 revela un compuesto de la

formula:



gue es un derivado del compuesto de férmula:

que supuestamente es un inhibidor p38/Raf. Ambos compuestos comparten
caracteristicas asiructurales con el rofecoxib, que Merck vende con la marca

Vioxx ® y que tiene la férmula:



y celecoxib, que vende Monsanto y que tiene la formula:

Los ejempios finales de compuestos que supuestaments son utiles como
inhibidores de proteina quinasa se revelan en Las solicitudes PCT WO
87/04928 y WO 96/16964.

A pesar de la gran cantidad de compuestos que se ha informado gue
inhiben ia actividad de proteina quinasa, ain exste una necesidad de
compuestos que se puedan usar en el tratamiento y/o prevencion del cancer y

- otras enfermedades en humanos. En parte, esto se debe a la biodisponibilidad,
toxicidad, y otros problemas que hacen que muchos de los inhibidores de



proteina quinasa conocidos no sean apropiados para su desarrolio clinico.

Por lo tanto la presente invencién estd dirigida en parte a compuestos _
que modulan la transduccion de la sefial por proteina quinasa ("PK") afectando
la activitiad enzimdtica de las tirosina quinasas y por lo tanto interfiriendo con -
las seflales que ellas transducen. Mas en particular, la presente invencién se
dirige a compuestos que modulan las vias de transduccion de la sefial
mediadas por RTK, tirosina quinasa celular ("CTK") y/o serinaftreonina quinasa
("STK") como un enfoque terapéutico para tratar muchas clases de tumores
solidos, incluyendo por ejemplo: carcinomas, sarcomas incluyendo el sarcoma
de Kaposi, leucemia, eritroblastoma, glioblastoma, meningioma, astrocitoma,
melanoma y mioblastoma. Otras indicaciones especificas relacionadas
incluyen, por ejemplo, canceres cerebrales, cdnceres de vejiga, cAnceres de
ovarios, canceres gdstricos, cdnceres de pancreas, cAnceres de colon,
céanceres de la sangre, cAnceres de pulmén, canceres de hueso y Jeucemias.

Otros ejemplos adicionales, sin limitacién, de los tipos de destrdenes

relacionados con ia aclividad PK no regulada donde o8 compuestos descritos
aqul pueden ser (tiles para impedir, tratar y/o estudiar, son los destrdenes
proliferativos celulares, desdrdenes fibréticos y desérdenes metabdlicos.
{os desdrdenes proliferativos celulares, que se pueden impedir, tratar o
ademas estudiar mediante la presente Invencion incluyen canceres,
desérdenes proliferativos de los vasos sangulneos y desérdenes proliferativos
calulares mesangiales.

Los desbrdenes proliferativos de los vasos sanguineos se refieren a
desbtrdenes angiogénicos y vasculogén.ieos que generaimente provocan ia en
proliferacion anormal de vasos sanguineos. La formacion y dispersion de vasos

2
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sanguineos, o vasculogénesis y angiogénesis, respectivaments, juegan
papeles importantes en una variedad de procesos fisiologicos tales como
desarrolio embriénico, formacién del cuerpo liteo, curacién de heridas y
regeneracién de drganos. También juegan un rol &xdal en el desamollo del
céncer. Otro ejemplos de destrdenes de la proliferacidn de vasos sanguineos
incluyen la artritis, donde vasos sanguineos capilares nuevos invaden la
articulacion y destruyen al cartllago, y enfermedades oculares, como
retinopatia diabética, donde loa capilares nuevo en la retina invaden el cuerpo
vitreo, sangran y causan ceguera. A la inversa, también estan relacionados los
destrdenes relacionados con la encogimiento, contraccion u obturacién de
vasos sanguineos, tales como restenacsis.

Los desbrdenes fibréticos se refieren a la formacion anormal de matrices
aextracelulares. Los ejemplos de desdrdenes fibroticos incluyen cirrosis hepética
y desdrdenes proliferativos celulares mesangiales. La cimrosis hepédtica se
caracieriza por el aumento en [0s constituyentes de ia matriz extracel{uiar que
causan la formacién de una clcatriz hepética. La cirrosis hepéatica puede causar
enfermedades tales como la cirrosis del higado. Una infeccion viral como la
hepatitis también puede causar el aumento de la matriz extracelular que causa
una cicatriz hepética. Los lipocitos parecen representar uno de los papeles mas
importantes en la cirrosis hepatica. Otros desérdenes fibroticos relacionados
incluyen la ateroesclerosis.

Los desérdenes proliferativos celulares mesangiales se refieren a
desdrdenes causados por la proliferacion anormal de células mesangiales. Los
desordenes proliferativos mesangiales incluyen diferentes enfenmedades
renales humanas, tales como glomerulonefritis, nefropatia diabética,

=23|
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nefroesclerosis maligna, sindromes de microangiopatia trombética, rechazo de
transplantes, y glomerulopatias. La PDGF-R se ha’ relacionado con el
mantenimiento de la proliferacién celular mesangial. Floege et al., Kidney
International 43:475~54S (1993).

Como se seflalé con anterioridad, las PKs han sido asociadas con
dichos desordenes proliferativos eal;xlarles. Por ejemplo, algunos miembros de
la familia RTK han sido asociados con el desarrolio del cancer. algunos de esos
receptores, como el EGFR (Tuzi et al., Br. J. Cancer 83:227-233 (19891); Torp
et al., APMIS 100:713-719(1992)) HER2/neu (Slamon et al., Science 244:707—
712 (1989)) y PDGFR (Kumabe et al., Oncogens, 7:627-833 (1992)) se
encuentran sobre—expresados en muchos tumores y/o estan aclivados
persistentements por bucles autocrinos. De hecho, se han demostrado esas
sobre—exprasiones de los receptores en los canceres mas comunes y severos
Akbasak y Suner—Akbasak et al., J. Neurol. Sci., 111:119-133 (1892); Dickson
et al., Cancer Tratamiento Res. 61:249-273 (1892); Korc et al., J. Clin invest.
90:1352-1360 (1992)) y bucles autocrinos (Lee y Donoghue, J. Cell. Biol.,
118:1057-1070 (1992); Korc et al., supra; Akbasak y Suner-Akbasak et al.,
supra). Por ejemplo, se ha asociado al EGFR con el carcinoma de células
escamosas, astrocitoma, glioblastoma, céincer de cabeza y cuello, céncer de
pulmén y cancer de vejiga. El HER2 se ha asociado con cancer de mamas, de
ovarios, gdstrico, de pulmén, de pancreas y de vejiga. E| PDGFR se ha
asociado con glioblastoma, céncer de pulmdn, de ovarios, meianoma y de
préstata. El RTK c-met se ha asociado en general con la hepatocarcinogénesis
y asi con carcinoma hepatocelular. C-met se ha relacionado con formacién de

tumores malignos. Mas especificamente, el RTK c-met se ha asociado entre
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ofros cénceres, con carcinoma colorectal, de tiroides, pan_uuaﬁoo y pgastrico,
leucemia y linfoma. Ademés, la sobre-expresion del gim oc-met 86 ha
detectado en pacientes con enfermedad de Hodgkins, enfermedad de Buridtts,
y la linea celular del linfoma. Flk se ha asociado con un amplio espectro de
tumores incluyendo sin limitacién tumores de mamas, de ovarios y pulmén asl
como gliomas tales como glioblastoma.

Ademas de estar relacionado con el sustento nutricional y con la
diabetes de tipo-ll, tamblén se ha asociado al IGF-R, con varios tipos de
canceres. Por ejemplo, el IGF- se ha identificado como un estimulador
autocrino del crecimiento para varios tipos de tumores, por ejemplo, células de
carcinoma de céncer de mamas humano (Arteaga et al., J. Clin. Invest.
84:1418-1423 (1989)) y células de pequefio tumor pulmonar (Macauley et al.,
Cancer Res., 50:2511-2517 (1990)). Ademés, el IGF-, totaimente involucrado
en el crecimiento normal y Ia diferenciacion del sistema nervioso, parece ser un
estimulador autocrino de giiomas humanos. Sandberg—Nordqvist et al., Cancer
Res. 53:2475-2478 (1993). La importancia del IGF—R y sus ligandos en la
proliferacién celular estd sustentada ademés por el hecho de que el IGF-|
estimula el crecimiento de muchos tipos celulares en cultivo (fibroblastos,
células epiteliales, células de musculo liso, linfocitos-T, células mieloides,
condrocitos, osteoblastos, las células indiferenciadas de ia médula del hueso).
Goldring y Goldring, Eukaryotic Gene Expression, 1:301-326 (1991). En una
serie de publicaciones recientes, Baserga adn sugiere que el IGFR juega un
papel central en los mecanismos de transformacion y, como tal, podria ser un
objetivo preferido para intervenciones terapéuticas para un amplio especiro de
malignidedes humanas. Basarga, Cancer Res., 55:248-252 (1995); Baserga,

33
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Cell, 79:927-530 (1994;; Coppola et al., Mol. Coll. Biol., 14:4588-4585 (1954).
Los STKs han sido relacionados con muchos tipos de cancer incluyendo
notablemente céncer de mamas. Cance, et al, /nt. J. Cancer, 54:571-77
(1993).

Sin embargo, las asociaciones entre actividad PK anormal y enfermedad
no se restringan al cidncer. Por ejemplo, log RTKs han sido asociados con
enfermedades tales como psoriasis, diabetes mellitus, endometriosis,
angiogénesis, desarrollo de placas ateromatosas, enfermedad de Alzheimer,
hiperproliferacién epidérmica y enfermedades neurodegenerativas,
degeneracién macular relacionada con la edad, hemangiomas. Por ejemplo, se
indica EGFR en la curacién de heridas comeales y dérmicas. En diabetes
mellitus de tipo—l se han indicado deficiencias de Insulina—R y del IGF-1R. En
Plowman et al., DN&P 7:334-339 (1984) puede encontrarse una comelacion
més completa entre RTKs especificas y sus indicaciones terapéuticas.

Como se sefialé antariormente, no sdio los RTKs sino también ios CTKs,
también incluyendo, por ejemplo, src, abl, 1ps, yes, fyn, lyn, Ick, blk, hck, fgr e
¥Yrk (revisado por Bolen et al., FASEB J., 6:3403-3409 (1982)) se hallan
relacionados con la transduccion de la seflal de las vias proliferativa y
metabdlica y asl se podria esperar, y de hecho se ha demostrado que estan
involucrados en muchos desérdenes mediados por PTK a los cuales se dirige
la presente invencion. Por ejemplo, se ha demostrado que la src (v—src)
mutado es una oncoproteina (pp80V-8C) en pollos. Ademds, su homélogo
celular, el proto—-oncogen pp80C-8/C transmite sefiales oncogénicas de muchos
recaptores. Por ejemplo, la sobre—expresion de EGFR o HER2/neu en tumores
lleva a Ia activacion constitutiva de pp80C—SIC, que es caracteristica de Ia célula

=3¢

F2
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maligna pero no se encuentra en la célula normal. Por otro lado, ratones
deficientes en la exprasion de c—src muestran un fenotipo osteopetredtico, que
indica una participacidon clave del c-arc en la funcidn osteociasto y una posible
vinculacién con desdrdenes relacionados. En forma similar, el Zap70 se
relaciona con ia seflalizacion de Células T.

Las PKs han sido relacionadas con otras enfermedades y destrdenes.
Por ejemplo, las STKs han sido asociadas con inflamacién, enfermedad
autoinmune, inmunorrespuestas, e hiperproliferacion tales como restinosis,
fibrosis, psoriasis, osteoartritis y artritis reumatoidea. Las PKs también se han
relacionado con la implantacién del embrion y los compuestos de la presente
invencién pueden proporcionar un método efectivo para impedir la implantacion
del embri6én. Finalmente, en la actualidad se sospecha que tanto RTKs como
CTKs estdn involucradas en desérdenes hiperinmunes.
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3. RESUMEN DE L A INVENCION

La presente invencién abarca las novedosas 7-aza-indolin-2—onas 4~

sustituldas, composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion que los
incluyen, métodos para su uso como inhibidores de protelna quinasa, y
métodos para su uso para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad.

A primera forma de realizacién de la invencion abarca un compuesto de

ja férmula 1

Y\

Ra

0 una, sal aceptable para uso farmacéutico, solvato, clatrato, o prodroga de los
mismos, donde:
R1 @8 H o metilo;

Cada una de R9 y R3 as independientemente H, halégeno, alquilo(Cq—
C3), o alcoxi (C1-Ca); 0 R2 y R3 tomados juntos forman un metilindeno
opcionalmente sustituido o un anlllo de 3 a 7 miembros que opcionalments
incluye 0-3 heteroatomos;

R4 es H, metilo, trifiuorometilo, alquilo(C4—C4), alcoxi, amido, amino, o
arilo opcionalmente sustituido;

X @8 una unién quimica, etinil, -O-, -8—, =S(0)—, -S(02)-, NRs5C(0)~,
o -NRs5-, donde R5 es H, metilo, o metileno sustituido;
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Y es un anilio aromatico de 5 a 10 miambros mono o biciclico, saturado,
insaturado, o que incluye 0—3 heterodtomos y opcionalmente sustituido; y

Z o6 N o CRg, donde Rg es H, halégeno, nitro, ciano, alcoxilo,
sulfonamida, amino, o amida.

Los compuestos preferidos de la formula 1 son aquelios en los que X es
una unién quimica, <O—, —=S—, 0 -NRs5~—.

Los compuestos preferidos de la fdrrnul:.a 1 adicionales son aquellos en
ios que Y se selecciona antre el grupo que consiste en fenilo, indolilo, indolinilo,
1H-indazolilo, 2,3—dihidro-1H-indazolilo, 1H-bencimidazolilo, 2,3-dihidro-1H-
bencimidazolilo, benzotriazolilo, piridilo, pirimidilo, piperazin—1-ilo 4~sustituido,
morfolino, piperidinilo, pirmolidin—1-ilo, furanilo, tiofenilo, pirrolilo, pirazolilo,
imidazolilo, piridopirrolilo, piridazopirrolilo, pirimidopimolilo, pirazopirrolilo,
piridofuranilo, y derivados de los mismos.

Los compuestos preferidos de la formula 1 adicionales son aquslios en
los que Zes N o CH.

Los compuestos preferidos de la formula 1 adicionales son aquelios en
los que Rz y R3 son ambos H, halégeno, o metilo.

Los compuestos preferidos de la férmula 1 adicionales son aquellos en
los que R2 y R3 se toman juntos para formar un anillo seleccionado de entre el
grupo que consiste en 1,3-dioxolano, 1,3—dioxano, ciclopropilo, ciclobutilo,
ciciopentilo, y ciclohexilo.

Los compuestos preferidos de la formula 1 adicionales son aquelios en
los que R2 y R3 se toman juntos para formar un metilindeno opcionalmente

sustituido seleccionado de antre aquellos de férmulas 1a-1n;

337
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donde:

n 8 un entero de 0-3;
cada Ry es independientemente H, alquilo, dcido carboxlico, amina,

halégeno, nitro, ciano, X1, X2—(C-Cg4)alquil-Rg, X2—(C4-Cg4)alqueni-Rg, o
X>—{C4-Cq)alquinil-Rg;

X1 e8 -C(O)NRg—, ~NRgC(O)-, ~C(0)O-, C(O)R11, —OC(Q)-, =O—, —
NRg-, ~8—, —5(02), 0 -S(O2)NRg—;

543
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X2 es una unién quimica, ~C(O)NRg—, ~NRgC(O)-, -C(0)O-, C(O)R11,
~OC(O}-, —O-, -NRg—, —S~, -8(02), 0 -S(O2)NRg-;

Rg se selecciona entre el grupo que consiste en hidrdgeno,
dialquilamino, carboxilo, oxhidrilo, alcoxi, sulfonamida, urea, carbamato, diol,
alquilsulfonilo, y R4;

Rg @3 H o alquilo(C1~C3);

R4p 8 un heteruciclo saturado, insaturado, 0 aromético de 5 6 6

miembros opcionalmente sustituido que incluye sntre 1 y 4 hetercatomos; y
Rq41 e8 un anillo heterocidico saturado de 5 6 6 miembros

opcionalments sustituido.

En mas compuestos preferidos de la invencién, R7 es Xo—(C¢~-
Ca)alqui-Rg, X2—{Cq1-Cg)alquenil-Rg, 0 Xo-(C41-Cgq)alquini-Rg, y Rg se
selecciona entre el grupo que consiste en alquilsulfonilo, alcoxi, carboxilo,
morfolino, 1-alquil-piperazin-4-ilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piridilo, imidazol,
triazol, tetrazol, y tiazol.

Compuestos preferidos adicionales de la invencion son aquellos de la
formula 1 donde R4 es H, metilo, o trifluorometilo.

Compuestos preferidos adicionales de la invencién son aquelios de la
formula 1 donde si Z es8 CH, R1 es CH3 0 R3 y R2 no forma un metilindeno
opcionalmente sustituido.

Los compuestos especificos preferidos de la invencién son aquelios de
formulas 3-54:





















y sales aceptables para uso farmacéuticos, solvatos, datratos, y
prodrogas de los mismos. Las sales aceptable para uso farmacéuticos
preferidas de ios compuestos de la invencién son sales clorhidrato.

Una segunda forma de realizacién de la invencién abarca un método

para preparar un compuesto de la formula 2:

donde X, Y, Z R4, R4, R7, y n se definieron amiba, que incluye hacer

reaccionar un compuesto de la férmula:

I (RT)n
N
"N
i 0
R NN

Ry

donde L es un grupo saliente con un compuesto de la féormula YXH bajo las
condiciones necesarias para formar un compuesto de la formula 2. Los grupos
salientes preferidos incluyen, por ejemplo, Br, Cl, SCH3, y S(O)CH3. En un
método preferido de esta forma de realizacion, la reaccion se lisva a cabo en
un solvente. Los solventes preferidos son polares. Los solventes mas
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preferidos incluyen, por ejemplo, alcoholes, DMF, DMSO, y mezclas de los
mismos. En otro método preferido de esta forma de realizacion, la reaccion es
catalizada por un catalizador como, por ejemplo, AgOTf, Pd(Pha)4, y p~T8OH.
Una tercera forma de realizaciéon de la invencion abarca un método para
preparar un compuesto de la formula 2 que incluye hacer reaccionar un

compuesto de la formula:

Y\
X
=
L=
RN N
R
con un compuesto de la formula:
’ R
/i N

o)

bajo las condiciones necesarias para formar un compuesto de la férmula 2. En
un método preferido de esta forma de realizacion, la reaccion se lleva a cabo
en un soivente. Los solventes preferidos son polares. Los solventes mds
preferidos incluyen, por ejemplo, alcoholas, DMF, DMSO, y mezcias de los
mismos. En otro método preferido de esta forma de realizacion, la reaccién es
catalizada por una base. Las bases preferidas incluyen, por ejemplo, piridina y
piperidina.

20



s

393

Una cuarta forma de realizacion de la invancién-abarca una composicién
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farmacéutica que incluye un compuesto de la férmula 1, o una sal aceptable
para uso farmacéutico, solvaio, clatralo, o prodroga de los mismos, y un
vehiculo aceptable para uso farmacédutico. Ademds, esta forma de realizacion
abarca formas de dosificacion apropiadas para administracibn oral,
transdérmica, topica, parenteral (por ejemplo, subcutdnea, intratecal,
intramuscular, e intravenosa), 0 mucosa (por ejemplo, rectal, vaginal, y nasal).
Por lo tanto, aquf se contemplan formulaciones solidas, liofilizadas, inyectables
y transdérmicas t6picas.

Una quinta forma de realizacion de la invencion abarca un método para
regular, modular, o inhibir la actividad de proteina quinasa que incluye poner en
contacto un compuesto de la férmula 1, o una sal acepiable para uso
farmacéutico o solvato de los mismos, con una proteina quinasa. En un método
preferido de esta forma de realizacion, la proteina quinasa es una proteina
tirosina quinasa. Preferiblements el contacto se lleva a cabo, en un cultivo
celular ( in vitro) 0 en un humano, animal o péjaro (in vivo). .

En otro método preferido de esta forma de realizacién, la proteina
quinasa se selecciona entre el grupo que consiste en ab1, ATK, bcr-ab1t, Bik,
Brk, Btk, c—fms, c-kit, c-met, c-src, CDK1, CDK2, CDK4, CDKB8, cRaff,
CSF1R, CSK, EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4, ERK, Fak, fes, FGFR1, FGFR2,
FGFR3, FGFR4, FGFRS5, Fgr, FLK~-4, fit-1, Fps, Frk, Fyn, GSK, Gst-Flk1, Hck,
Her-2, Her—4, IGF-1R, INS-R, Jak, JNK, KDR, Lck, Menten, MEK, p38,
PANHER, PDGFR, PLK, PKC, PYK2, Raf, Rho, ros, SRC, tieq, tiep, TRK,

UL97, VEGFR, Yes, y Zap70.
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En un método més preferido de esta forma de realizacion, la proteina
quinasa se selecciona entre e grupo que consiste en PANHER, EGFR, Her-2,
Her—4, PDGFR, SRC, Lck, cdk2, p38, Raf, y Rho.

En un método aGn mas preferido de esta forma de realizacién, la
protelna quinasa se selecciona entre ! grupo que consiste en PANHER,
CDK2, PDGFR, p38, y Raf.

Una sexta forma de realizacion de la invencion abarca un método de
tratar o impedir a enfermedad que se caracteriza por actividad de proteina
quinasa no regulada que incluye administrar 8 un paciente (por ejemplo, un
mamifero, preferiblemente un humano) que necesita ese tratamiento o
prevencion una cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de un
compuesto de la fdrmula 1, o una sal aceptable para uso farmacéutico, solvato,
clatrato, o prodroga de los mismos.

En un método preferido de esta forma de realizacién, 1a enfermedad que
89 caracteriza por actividad de protelna quinasa no regulada se selecciona
entre el grupo que consiste en: desdrdenes proliferativos de los vasos
sangulneos tales como, por ejempio, artritis y restenosis; desérdenes fibréticos
tales como, por ejemplo, cirmrosis hepdtica y ateroesclerosis; desbrdenes
proliferativos celulares mesangiales tales como, por ejemplo, glomerulonefritis,
nefropatia diabética, nefroesclerosis maligna, sindromas de microangiopatia
trombdética, rechazo de transplante de érganos, y glomerulopatias; desérdenes
metabdlicos tales como, por ejemplo, psoriasis, diabetes meiiitus, heridas
crénicas, inflamaciéon, y enfermedades neurodegenerativas; enfermedades
auto—inmunes; alergias; asma; trombosis; enfermedades del sistema nervioso;
y cancer,
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En un método més preferido de esta forma de raalizacfén. la enfermedad
que se caracteriza por actividad de proteina quinasa no regulada es céancer.
Los sjemplos de cénceres incluyen, por ejempio, cdncer de mamas, estémago,
ovario, colon, pulmén (incluyendo célula no-pequefias), cerebro, laringe,
sistema linfitico, tracto genitourinario (incduyendo vejiga y prostata), de ovarios,.
géstrico, hueso, y pancredtico.

3.1. DEFINICIONES

Segun se usa aqui, el término “halégeno” incluye flGor, cloro, bromo, y
yodo.

Segun se usa aqul, el término "alquilo" incluye radicales hidrocarburo
saturado monovalentes con unidades lineales, cidicas, o ramificadas, y
combinaciones de las mismos.

Segin se usa aqul, el término "alquenilo” incdluye radicales hidrocarburo
monovalentes con unidades lineales, cicliicas, o ramificadas, y combinaciones
de los mismos que comprenden por lo menos una unién doble carbono—
carbono.

Segun se usa aqui, el término "alquinilo” incluye radicales hidrocarburo
saturados monovalentes con unidades lineales, ciclicas, o ramificadas, y
combinaciones de los mismos que comprenden por lo menos una unién triple
carbono—carbono.

Segin se usa aqul para describir un compuesto o unidad, el término
"derivado” significa un compuesto o unidad donde se ha cambiado el grado de
saturacién de por lo menos una unién (por ejemplo, una unién simple se ha
cambiado & una unién doble o triple) o donde por lo menos un dtomo de
hidrégeno se ha reemplazado con un 4&tomo diferente o una unidad quimica.
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Los ejemplos de atomos diferentes y unidades quimicas incluyen, por ejemplo,
halégeno, oxigeno, nitrégeno, azufre, oxhidrilo, metox, alquilo, amina, amida,
cetona, y aldehido.

Segln se usa aqul para describir un compuesto o unidad, el trmino
"sustituido” significa un compuesto o unidad donde por lo menos un &tomo ‘de
hidrégeno se ha reemplazado con un dtomo diferente o una unidad quimica.
Los ejemplos de 4tomos diferentes y unidades quimicas inciuyen, por ejemplo,
haldgeno, oxigeno, nitrégeno, azufre, oxhidrilo, metox, alkuilo, amina, amida;
cetona, y aldehido.

Segun se usa aqul, el tédrmino "heterodtomo" significa un &atomo
seleccionado de antre &l grupo que consiste en O, S, y N.

Segln se usa aqul, el tdmino "metilindenc" significa una unién doble
carbono—carbono opcionaimente sustituida.

Seguln se usa aqul, el tdrmino "prodroga” significa un derivado de un
compuesto qua se puede hidrolizar, oxidar, o0 reaccionar de otra forma bajo
condiciones biolégicas (in vitro o in vivo) para proporcionar el compuesto. Los
ejemplos de prodrogas incluyen, por ajemplo, derivados de los compuestos de
formula 1 que comprenden unidades biohidrolizables tales como amidas,
éstares, carbamatos, carbonatos, 0 ureidos. Dichas unidades biohidrolizables
pueden estar ligadas, por ejemplo, a un péptido.

Segun se uysa aqui, &l tdrminos "carbamato biohidrolizable,” "carbonato
biohidrolizable” y "ureido bichidrolizable” significa un carbamato, carbonato, o
ureido, respectivamente, de un compuesto que ya sea: 1) no interfiere con la
actividad bioldgica del compuesto pero puede conferir propledades in vivo
ventajosas a ese compuesto, tales como absorcién, duracién de accién, o inicio

=31
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de la accidn; o 2) es biologicamente inactivo pero se convierte in vivo al
compuesto bioldgicaments activo. Los ejemplos de carbamatos biohidrolizables

incluyen, por ejemplo, alquilaminas infariores, etilenodiaminas sustituidas,

aminodcidos, hidroxialquilaminas, aminas heterociclicas y heteroarométicas, y’

poliéter aminas.

Segun se usa aqul, el término "éster biohidrolizable" significa un ésterde

un compuesto que ya sea: 1) no interfiere con la actividad biolégica del
compuesto pero puede conferir propiedades in vivo ventajosas a ese
compuesto, tales como absorcion, duracién de accién, o inicio de la accién; 0 2)
es biolégicamente inactivo pero se convierte in vivo al compuesto
biolégicaments aclivo. Los ejemplos de éstaras biohidrolizables incluyen, por
ejemplo, alquil ésteres inferiores, alcoxiaciloxi ésteres, alquil acilamino alquil
ésteres, y ésteras de colina.

Segin se usa aqui, el término "amida biohidrolizable™ significa una
amida de un compuesto que ya sea: 1) no interfiere con la actividad bioldgica
del compuesto pero puede conferir propiedades in vivo veniajosas a 3@
compuesto, tales como absorcion, duracion de accién, o inicio de la accién; o 2)
o8 biolégicamente inactiva pero se convierte /n vivo al compuesto
biolégicamente activo. Los ejemplos de amidas biohidrolizables incluyen, por
ejemplo, alquil amidas inferiores, amidas de c—amino Acido, alcoxacil amidas,
y alquilaminoalquilcarbonil amidas.

Segin se usa aqul, el tdrmino "enfermedad que se caracteriza por
actividad de proteina quinasa no regulada” significa a enfermedad o condicion
causada o agravada por actividad quinasa anormal. Los ejemplos de dichas
enfermedades o condiciones incluyen, por ejemplo, proliferacion calular
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descontrolada (por ejemplo, crecimiento de tumor maligno) o a deficiencias en
procasos clave relacionados con el desarrolio. Los ejemplos especificos
incluyen, por ejemplo, desérdenes del sistema nervioso central, desérdenes
inflamatorios, enfermedades del hueso, ateroesclerosis, restenosis, trombosis,
desordenes metabdlicos, y enfermedades infecciosas.

Seglin se usa aquf, el término "tratar” incuye el mejoramiento,
reduccién, o erradicacién de los sintomas de la enfermedad.

4. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion abarca compuestos que afectan la actividad de
una o mas proteina quinasas. La invencién ademas abarca compuestos que
son Utfles en métodos para regular, modular, y/o inhibir proteina quinasas tanto
de los tipos receptor como no—receptor. La invencion ademés proporciona
meétodos para fratar e impedir enfermedades y desérdenes que se relacionan
con la actividad de proteina quinasa no regulada en pajaros y animales, y en
particular en mamiferos tales como humanos.

Los compuestos de la invencion son aquellos de la formula 1
Y
\
X Rs

N
A L=
R NN
R
y sales aceptable para uso farmacéuticos, solvatos, clatratos, y prodrogas de
los mismos, donde R, R, R3, Rq, X, Y, y Z se definen aqui. Se deberia
apreciar que ciertos compuestios de la invencién pueden tener uno o mas
contros o ejes quirales, asi la invencibn ademas abarca racémicos y

enantidmeros 6pticamente puros de los compuestos de formula 1. La invencién
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también abarca formas cristalinas y amorfas asl como composicionas
liofilizadas, no-liofilizadas, y estériles de los compuestos de formuia 1.

Las sales aceptable para uso farmacéuticos de los compuestos de
formula 1 incluyen sales de unidades acidicas o basicas. Los compuestos de ia
invencién de naturaleza bdsica son capaces de formar una amplia variedad de
sales con diferentes déicidos inorganicos y organicos. Los acidos que se pueden
usar para preparar sales de adicion acida aceptabie para uso farmacéuticos de
dichos compuestos bésicos son aquellos que forman sales de adicién dcida no
téxicas, es decir, sales que contienen aniones farmacolégicamente aceptables
tales como, por ejempio, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, nitrato, sulfato,
bisulfato, fosfato, fosfato dcido, isonicotinato, acetato, lactato, salicilato, citrato,
citrato 4cido, tartrato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato, maleato,
gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato, formiato, benzoato,
glutamato, metansulfonato,  etansulfonato,  bencénosulfonato, p-
toluénosulfonato, y pamoato [es decir, 1,1-—metilen-bis~(2—hidraxi-3—
naftoato)). Los compuestos de la invencion que comprenden una unidad
basica, tal como un grupo amino, pueden formar sales aceptable para uso
farmacéuticos con diferentes amino acidos ademas de los écidos mencionados
amriba.

Los compuestos de la invencidon que son de naturaleza acldica son
capaces de formar sales de adicion bédsica con diferentes cationes
farmacoldgicamente acaptables. Los ejempios de dichas sales inciuyen, por
ejemplo, las sales de metales alcalinos o metales alcalino térmeos, por ejempio,

sales de calcio, magnesio, sodio, y potasio.

4.1. SINTESIS
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Se pueden preparar fdcilmente los compuestos de la invencion a partir
de 4-cloro-1,3-dihidro—pirrol[2,3-blpiridin-2-ona o 4—cloro—5,7—dihidro~
pirrol[2, 3—d]pirimidina-6-ona u oftro material de partida comerciaimente o
facilmente accesible. Un método preferido para preparar 4-cloro—1,3—dihidro-
pimol[2,3—-b]piridin—2-ona se muestra en el Esquema 1:

®)

(a)
CsHsN-HBr-Bry
~BaOH, rt

@ ()

Scheme 1

De acuerdo con el Esquema 1, se clora el compuesio (a) para
proporcionar el compuesto (b). Aunque para clorar el compuesto (a) s pueden
usar una variedad de condiciones de reaccidon conocidas para aquellos
experimentados en el arte, se prefiere el uso de POCIl3. Luego el compuesto

(b) se convierte al compuesto (c) usando CsHsN-HBr-Brp en #butanol.
Prefariblemente esta reaccién se hace a temperatura ambiente durante
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aproximadamente cuatro horas, aunque aquellos experimentados en el arte
reconocardn que se pueden variar el solvente y ia temperatura y el tiempo de
reaccién para maximizar el rendimiento de compuesto (c). Finaimente, se forma
ia 4—cloro—1,3—dihidro—pirrol[2,3-b]piridin—2—ona (compuesto (d)) sustituyendo
con atomos de hidrégeno a los atomos de bromo unidos al compuesto (c). Esto
88 consigue faciimente usando zinc en &cido acético, aunque también se
pueden usar ofros métodos conocidos por aquelios experimentados en el arte.

En el Esquema 2 se describe un método preferido para preparar 4-
dloro-5, 7-dihidro—pirrol[2, 3—d]pirimidina-8—ona:
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De acuerdo con el Esquema 2, se hace reaccionar el compuesto (e) con
clorhidrato de formamidina bajo condiciones bdésicas para proporcionar el
compuesto (f). Luego se cicliza el compuesto (f) bajo condiciones acidicas,
preferiblemente usando HC! acuoso 1N, para proporcionar el compuesto (g).
Inmediatamente se reesmplaza la parte ceto del compuesto (g) con un cloro
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usando, por ejemplo, POCla. Luego se convierte el compuesto ;asultante (h) al
compuesto (i) usando CsHsN-HBr—Brp en t-butanol. Esta reaccién se hace
preferiblemente a temperatura ambiente durants aproximadamente cuatro
horas, aunque aquelios experimentados en el arte reconocerdn que se puaden
variar &l solvente y la temperatura y el tiempo de reaccién para maximizar ol
rendimiento de compuesto (i). Finalmente, se forma la 4—cloro-5,7-dihidro~
pirrol[2,3—d]pirimidina—8—ona (compuesto (j)) sustituyendo ios atomos de bromo
unidos al compuesto (i) con dtomos de hidrégeno. Esto se consigue faciimente
usando zinc en acido acético, aunque también se pueden usar otros métodos
conocidos por aquelios experimentados en el arie.

Los compuastos de la invencion se preparan faciimente a partir de 4~
cloro-1,3—dihidro-pirrol[2,3-bjpiridin-2-ona y 4—cloro-5,7-dihidro-pirrol{2,3-
d)pirimidina-6—ona. Un método preferido se muestra en el Esquema 3, donde
cadaunade X, Y, Z, R4, Rgq, R7, L, y n se definen aqul:



25 °

38

Mg by Foy BNy Sngp SV S04 mem == -

Bees f:?_"l,ﬁgf’

m
Y-XH, solvent,
cutalyst, bt
S
Y, (1) 9
. 2
2
Schome 3

De acuerdo con ol Esquema 3, se acopla el material de partida (k) con
un derivado de pirnol bajo condiciones de reaccidén apropiadas para rendir el
compuesto (). Luego se reemplaza el grupo saliente L con la unidad XY para
proporcionar el compuesto 2.

Otro método preferido para preparar compuestos de la invencién se
muesira en ol Esquema 4;

—
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De acuerdo con el Esquema 4, se acopla el compuesto (m) con XY para
formar el compuesto (n). Lusgo se convierte el compuesto (n) al compuesto (0)
usando CsHsN-HBr-Brz en t~butanol. Preferiblemente ssta reaccion se hace
a temperatura ambiente durante aproximadamente cuatro horas, aunque
aquellos experimentados en el arte reconocerdn que se pueden variar el
solvente y la temperatura y el tiempo de reaccion para maximizar el
rendimiento de compuesto (0). Finalmente, se acopla el compuesto {0) con un
derivado de pirrol bajo condiciones de reaccion apropiadas para rendir el
compuesto 2.

4.2. ACTIVIDAD BIOLAGICA

Se puede determinar faciimente la capacidad de un compuesio de la
invencién para afectar la actividad de una proteina quinasa usando métodos
bien conocidos por aquellos experimentados en el arte. Por ajemplo, se puede
poner en contacto un compuesto {in vitro o in vivo) con células que expresan
una quinasa de interés, luego de lo cual: (a) se pueden estimar los cambios
fenotipicos en el cultivo celular en comparacién con una.s células de control que
no fueron axpuestas al compuesto; o (b) se pueden preparar lisados de células
para evaluar las proteinas fosforiladas.

Este udltimo enfoque esta ilustrado por varias metodologlas. Una técnica
comin involucra la incubacién células con un ligando y fosfato radioactivo,
lisando ias células, separando los componentes celulares usando una técnica
en gel de SDS—poliacrilamida (SDS—PAGE), ya sea en una o dos dimensiones,
y luego detactando la presencia de protelnas fosforiladas por exposicion sobre
pelicula de rayos X. Una técnica similar involucra |la separacion de

2e|
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componentes celulares usando SDS-PAGE, la transferencia de los
componentes separados a un sustrato sélido como una hoja de nitroceluloss, y
luego detectando la presencia de tirosinas fosforiladas usando un anticuerpo
antifosfotirosina (anti—PY)}. El anti-PY se puede detectar por marcdndolo con
una sustancia radioactiva, que It;ego requiere la exploracion de la nitrocelulosa
marcada con un aquipo especializado diseflado para detectar radioactividad o
exposicion de Pelicula de rayos X. Altemativamente, 8o puede marcar el anti—
PY con una enzima, como peroxidasa de rébano picants, y detectado mediante
la subsecuente adicion de un sustrato colorimétrico para la enzima. Una
altemativa adicional involucra la deteccién del anti—PY haciéndolo reaccionar
con un segundo anticuerpo que reconoce el anti-PY y que se marca ya sea
con una unidad radioactiva 0 una enzima como se ha descrito anteriorments.
Los ejemplos de dichas técnicas y otras similares se describen en Hansen ef
al., Electrophoresis 14:112-128 (1993); Campbell ef al, J. Biol Chem.
268:7427-7434 (1993); Donato et al., Cell Growth and Diff. 3:256-268 (1892); y
Katagirl et al., J. Immunol. 150:585-593 (1993).

Otros, ensayos del tipo del ELISA, que se pueden usar para determinar
la aclividad biolégica de un compuesto de la invencién se revelan en Peraldi ef
al., J. Biochem. 285:71-78 (1992); Schraag et al., Analytical Biochemistry
211:233-239 (1993); Cleaviand, Analytical Biochemistry 180:249-253 (1890);
Farley, Analytical Biochemistry 203:151-157 (1982), y Léazaro, Analytical
Biochemistry 192:257-261 (1981).

Un método preferido para determinar la capacidad de un compuesto de
la invencion para afectar la actividad de protsina quinasa se revela en la
Solicitud de Patente. de los EEUU N° 08/234,440, que se incorpora aqui como

&2
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referencia. De acuerdo con este método, se axpone una colula objetivo que
expresa una quinasa y que se fosforila o defosforila durante la transduccion de
la sefial 2 un compuesto de la invencién. De alll en adelants, se lisa la céiula
objetivo para liberar los contenidos celulares, que incluyen el .susu'ato de
proteina, Se alsla el sustrato poniendo en contacto el lisado de células con a un
anticuerpo especifico para ese sustrato inmovilizado sobre un soporte sélido y
subsecuentemente se lavan los otros componentas celulares. Se lleva a cabo
un inmunoensayo scbre el sustrato aislado para detectar la presencia o
ausencia de residuos fosfotirosina sobre el sustrato, en comparacion con unos
lisados de control de células objetivo que no fueron expuestas al compuesto de
interés. En los Ejemplos 20-24 se describen otros métodos preferidos para
medir los efectos biolégicos de compuestos de la invencién.
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Los compuestos de la invencién (en adelante denominados “ingredientes
activos™) pueden usarse para regular, moderar o inhibir la actividad cinasa de la
proteina. Pueden usarse as( en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades
o trastomnos en péjaros y animales. Los pacientes preferidos son los
mamiferos y en particular ios humanos. Los ejempios de enfermedades y
trastomos que pueden tratarse o prevenirse con métodos de la invencion
incluyen, entre otros, hastmc;s proliferativos de los vasos sanguineos talgs
como artritis y estencsis, pero sin limitarse a elios, trastomos fibréticos ta|gs
como cirrosis hepatica y arteriosclerosis, entre ofros, trastornos proliferativos de
las células mesangiales tales como glomerulonefritis, nefropatia diabéﬁc;.
nefroesclerosis maligna, sindromes de microangiopatia trombética, rechazo de
transplante de 6rganos y glomerulopatias, entre otros, trastomos metabdlicos
tales como, psoriagsis, diabetes mellitus, lesiones cronicas, inflamacion y
enfermadades neurcdegenerativas, enfermedades autoinmunes, alergias,
asma, frombosis, enfermedades del sistema nervioso y cancer. Los ejemplos
de cancer incluyen, entre otros, el de mamas, de estdbmago, ovario, colon,
pulmén (incluyendo céncer de pulmén de células no pequefias), cersbro,
laringe, sistema linfatico, tracto genito-urinario (incluye vejiga y prostata),
ovérico, gdstrico, de huesos y cancer de pancreas.

4.3.1. VIAS DE ADMINISTRACION Y FORMA DE DOSIFICACION

Los compuestos de la invencidén pueden suministrarse al paciente por
cualquier via adecuada, lo que incluye, entre ofras la via oral, transdérmica,
tépica o parenteral {(por ejemplo, subcutdnea, iniratecal, intramuscular y

endovenocsa) y por las mucosas (por ejemplo, rectal, vaginal y nasal). Las



formas de dosificacién abarcadas por el invento incluyen, entre ofras, tabletas,
capsulitas, cdpsulas, pastillas, sustancias dispersas, &uspensiones,
supositorios, soluciones, cremas, apdsitos, soluciones, sélidos liofilizados
apropiados para reconstitucdon en soluciones y aerosoles (por ejemplo, en
forma de mini-bombas).

Un compuesto de la invencién puede administrarse en forma local en
vez de en forma gensral, por ejemplo, mediante inyeccion del compuesto
directaments en un tumor sélido, a menudo en un depésito 0 en una
formulacién de liberacion sostenida. Un compuesto también puede ser
administrado en un sistema de administracion de drogas direccionado, por
ejemplo, en un liposoma recubierto con un anticuerpo especifico del tumor. El
liposoma serd direccionado al tumor y serd absorbido por el mismo en forma
selectiva.

Los compuesios farmacéuticos de la invencion pueden producirse de
una manera muy conocida para los profesionales de la actividad, por ejemplo,
por medio de mezclas convencionales o procesos de disolucién, granulacién,
preparacion de grageas, pulverizacién, emulsificacén, encapsulado,
aprisionamiento o liofilizacién. Las composiciones farmacéuticas pueden
formularse de esta manera usando uno o mas transportadores fisioldgicamente
aceptables que comprenden excipientes y awdliares que facilitan el
procesamiento de los componentes activos en preparaciones aceptables a los
fines farmacéuticos. La formulacién apropiada depende de la via de
administracion elegida.

Para la inyecci6n, un ingrediente activo en una solucién acuosa,
preferentemente en un buffer compatible fisiolé6gicaments, tal como la solucién
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de Hanks, la solucion de Ringer o un buffer fisiolégico salino. Para la
administracién a través de las mucosas, se usan en la formulacion los
penefrantes apropiadés para la bamera que debe penetrarse. Dichos
penetrantes son ampliamente conocidos en la profesion.

Para la administracién por via oral, se puede combinar un ingrediente
activo con uno o més de los muchos transportadores acepiables a los fines
farmacéuticos, ya conocidos en la profesion. Dichos transportadores permiten
que los compuestos de la invencién se formulen por ejemplo, como tabletas,
plidoras, grageas, cdpsulas, llquidos, geles, jarabes, pasta aguada y
suspensiones para ingestion por via oral por parte del paciente. Las
preparacionas farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse por medio de ia
mezcia de un compuesto de la invencién con un excipiente sélido, moliendo en
forma opcional la mezcla resultante, procesando la mezcia hasta obtener
grdnulos y agregando los auxiliares opcionales adecuados para obtener la
parte central de las tabletas o grageas. Los excipientes adecuados incluyen,
por ejemplo, rellenos tales como azicares, lo que incluye lactosa, sacarosa,
manitol o sorbitol, preparaciones celulosas tales como por ejemplo, almidon de
malz, almidén de frigo, aimidén de amroz, almidén de papa, gelatina, goma
tragacanto, celulosa de metilo, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetiicelulosa
sédica y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden agregar agentes
desintegrantes, tales como polivinilpirrolidona de enlace cruzado, agar o acido
alginico o una sal del mismo, como el alginate de sodio.

Las partes centrales de las grageas, que pueden ser libres de lactosa,
8e recubren en forma apropiada para proveer las tabletas de |a invencién. Para

este propésito, se pueden utilizar soluciones concentradas de azlcar que

bl



pueden contener, opcionalmente, goma ardbiga, talco, polivinilpirrolidona, gel
carbopol, polietilanglicol y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y solventes
orgénicos o mezclas de solventes adecuados. Se pueden agregar materias
colorantes o pigmentos a las cubiertas d-e las tabletas o grageas para su
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de
compuestos activos.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden suministrarse por via oral
incluyen capsulas apropiadas para introducir hechas de gelatina, asl como
también cdpsulas selladas suaves hechas de gelatina y un plastificante como
glicerol o sorbitol. Las cédpsulas para introducir pueden contener un ingrediente
activo mezclado con rellenos tales como lactosa, substancias agliutinantes,
como almidones y/o lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio y,
opdonaimente, estabilizadores. En cdpsulas suaves, el compuesto activo
puede disolverse o suspenderse en cualquier liquido adecuado, tal como
aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicol liquido. También se pueden
agregar estabilizadores. Todas las formulaciones para la administracién por
via oral deben ser en dosis adecuadas para dicha administracion.

Para la administracion por boca, las formas de dosificacién de la
invencién pueden tomar la forma de tabletas o lozenges formulados de manera
convencional.

Para la administracion por inhalacién, los ingredientes activos de la
invencién pueden suministrarse convenientemente en forma de una
presentacién en un spray serosol de presentacién presurizada o nebulizador,
con el uso de un propelente adecuado, por éjempio diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoretano o diéxido de carbono. En el caso
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de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede determinarse
proveyendo una vélvhla que permita suministrar una cantidad medida. Las
cépsulas y cartuchos de gelatina que por ejempio se usen en un inhalador o
insuflador pueden formularse de manera que contengan una mezcia de polvos
del compuesto y una base de polvo apropiada tal como lactosa o almidén.

Los compuestos de la invencién pueden formularse para la
administracién por via parenteral por medio de inyeccién, por -ejemplo,
mediante inyecciéon de bolo o una infusion continla. Las formulaciones para
inyeccién pueden presentarse en forma de unidades dosificadas, por ejemplo,
en ampollas 0 en envases para dosis miitiples con un conservante agregado.
Las composiciones pueden tomar la forma de suspensiones, soluciones o
emulsiones en wehiculos oleosos o acuosos y pueden contener agentes de
formulacién tales como agentes de suspensién, de estabilizacion y/o de
dispersion.

Las formulaciones farmacéuticas para la administracién parentsral
incluyen soluciones acuosas de los compuestos activos en forma soluble en
agua. Ademas, se pueden preparar las suspensiones de compuestos activos
como suspensiones de inyeccion oleosas adecuadas. Los solventes lipofilicos
o vehiculos adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo o
ésteres de acido graso sintético tales como el oleato etllico, o triglicéridos o
liposomas. Las suspensiones de Inyeccidn acuosas pueden contener
substancias que incrementen la viscosidad de la suspension, tales como
carboximetilcelulosa sddica, sorbitol 0 dexiran. En forma opcional, la
suspension también puede contener estabilizadores o agentes adecuados que
incrementen la solubilidad de los compuestos que permiten la preparacién de
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soluciones altamente concentradas.

Los ingredientes activos de la invencién pueden ser en forma de polvo
para su constituciéon con un vehlculo apropiado, par ejemplo, agua estéril libre
de pirégenos, antes de usar.

Los compuestos de la invencion también pueden formularse en
composiciones rectales, tales como supositorios 0 enemas de retencidn que
contengan por ejemplo, las bases convencionales para supositorios tales como
manteca de cacao y otros glicéridos. Los compuestos que se dan a conocer en
la presente pueden ademas _formularsa como preparaciones de depdsito.
Dichas formulaciones de larga duracion pueden suminietrarse por implantacion
{por ejemplo, subcutdnea o intramuscular) o mediante inyeccion intramuscular.
De esta manera, por ejempio, se puede formular un ingrediente activo con
materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una
emulsion en un aceite aceptable) o con resinas de intercambio de iones o como
un derivado soluble econdmico, por ejemplo como una sal apenas soluble.

Uno de los transportadores farmacéuticos preferidos para los
compuestos de la invencion que son hidréfobos es un sistema de cosolventes
que comprende el alcohol bencilico, un tensioactivo no polar, un polimero
orgénico que se puede mezclar con agua y una fase acuosa. El sistema de
cosolvente puede ser el sistema de cosolvents VPD. VPD es una solucion de
3% peso/volumen de aicohol bencilico, 8% p/v del polisorbato 80 tensioactivo
no polar y 85% p/v polietilenglicol 300, completado hasta alcanzar el volumen
en stanol absoluto. El sistema de cosolventes VPD (VPD:DSW) esta formado
por VPD diluido 1:1 con dextrosa 5% en una solucién de agua. Este sistema
de cosolvente disueive bien los compuestos hidrdfobos, y produce baja
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toxdcidad cuando se 1o suministra en forma general. Naturaimente, se pueden
variar considerablemente las proporciones del sistema de cosolventes sin
destruir sus caracteristicas de solubilidad y toxicidad. Adicionalmente, se
puede variar la identidad de los componentes del cosoivents; por ejemplo, se
pueden usar otros tensioaclivos no polares de baja toxicidad en lugar del
polisorbato 80, se puede variar la medida de fraccién del polietilenglicol y otros
polimeros compatibles biolégicamente pueden reemplazar al polietilenglicol,
por ejemplo la polivinilpirrolidona y otros azlcares o polisacdridos pueden
substituir a la dextrosa.

Altemativaments, pueden emple.arse otros sistemas de suministro de
compuestos farmacéuticos hidréfobos. Los liposomas y emulsiones son
ajemplos bien conocidos de vehiculos de administracion o transportadores de
drogas hidrofobas. También pueden 'emplearne algunos solventes orgdnicos
tales como el sulfoxido de dimetilo, a pesar de que habituaimente a expsnsas
de una mayor toxicidad. Adicionalmente, los compuestos de la invencion
pueden suministrarse usando un sistema de libsracion prolongada, tales como
matrices semi-permeables de polimeros sblidos hidréfobos que contienen el
agente terapéutico. Una gran variedad de materiales de liberacién prolongada
son bien conocidos por los profesionales del sector. Las capsulas de liberacion
prolongada, dependiendo de su naturaleza quimica, pueden liberar los
compuestos por unas pocas semanas o hasta méds de 100 dias. Dependiendo
de la naturaleza quimica y la estabilidad biol6gica del reactivo terapéutico, se
pueden emplear estrategias adicionales para la estabilizacién de proteinas.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender
transportadores de fase o excipientes sdlidos o en gel apropiados. Los
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ejemplos de dichos transportadores o excipientes incluyen, entre otros,
carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azm:aras'. almidones, derivados
de celulosa, gelatinas y polimeros tales como polietilenglicol.

Ademds de ilas formas de dosificacion habituales mencionadas en el
presents, los compuestos de la invencién pueden suministraree por medios de
liberacién controlada y/o dispositivos de administracion que incluyen, entre
otros bombas osméticas Alzet® que se pueden obtener en Alza Corporation,
Palo Alto, CA. En las patentes de los Estados Unidos Nro. 3.538.809,
3.598.123, 3.845.770, 3.916.898, 3.044.084 y 4.008.719 se describen
dispositivos de administracion adecuados, cuyas descripciones se incorporan a
la presente como referencia.

Las composiciones de la Invancibn. sl se lo desea, pueden presentarse
en un pagusete 0 en un dispositivo surtidor que puede contener una 0 mas
formas de unidades de dosificacién que contengan el ingrediente activo. Por
ejempio, el paquete puede estar hacho con hojas metdlicas o plasticas tales
como un paquete de blisters. El paguete o dispositivo de distribucion puede
estar acompafiado con instrucciones para su administracion. Las
composiciones que contengan un compuesto de la invencién formulado en un
transportador farmacéuticamente compatible también pueden prepararse y
colocarse en un recipiente apropiado, e identificarias con etiquetas para el
fratamiento de una enfermedad indicada. Las enfermedades comrespondientss
indicadas en la efiqueta pueden incluir el tratamiento de un tumor tal como
glioma o glioblastoma y la inhibicién de &ngiogénasis.

Las composiciones farmacéuticas apropiadas para su uso en la

invencion incluyen composiciones en las cuales los ingredientes activos se
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encusntran en cantidades eficaces para lograr el propdsito deseado. La
determinacion de las cantidades eﬁc.:acas se encuentra dentro de las
habilidades de aquellos profesionales del sector, especigimente a la luz de la
descripcion detallada que se suministra en el presente

4.3.2. DOSIFICACION

Para cualquier compuesto usado en los métodos de la invencidn, se
puede estimar iniciaimente una dosis terapéutica o profildctica eficaz de los
ensayos de cultivos de células. Por ejemplo, 88 puede formular una dosis en
modelos animales para lograr un rango de concentracién en circulacion que
incluya el ICsg como se determina en el cultivo de células (es dedr, la
concentracion del compuesto de prueba que logra una inhibicién de la actividad
de la cinasa de la mitad de la méxima). Dicha informacién puede emplearse
para determinar mas exactamente {as dosis Utiles en humanos.

Una cantidad eficaz a los fines terapéuticos se refiere a la cantidad de
un compuesto que logra una mejorfa de |os sintomas o la prolongacién de la
supervivencia de un paciente. Una cantidad eficaz a los fines profildcticos se
refiere a la cantidad de un compuesto suficiente para prevenir o demorar el
comienzo de una enfermedad o frastomo. La toxicidad y la eficacia terapéutica
de los compuestos de la invencibn pueden determinarse mediante

procedimientos farmacéuticos esténdares en cultivos de células o animales
experimentales en los que se determine la LDsq (la dosis letal para el 50% de

la poblacién) y la EDsp (la dosis eficaz a los fines terapéuticos en 50% de la
poblacién). El coeficiente de dosiftcncibn enfre los efectos toxicos y

terapéuticos o profildcticos es el indice tarapéutico y puede expresarse como ia
relacion de LDsg a EDsg. Se prefleren los compuestos que exhiben altos

3
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indices terapéuticos. Los datos obtanidos a partir de esu"s ensayos de cultivos
de células y estudios sobre animales pueden emplearse para formular un
rango de dosis para uso en seres humanos. La dosificacion de dichos
compuestos reside preferentemente en un rango de concentraciones en
circulacién que inciuye la EDsg con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede
variar dentro de este rango dependiendo de ia forma de dosificacién empleada
y la via de administracién. El médico puede elegir la formulacién exacta, a via
de administracién y la dosificacion en vista de las condiciones de] paciente.
Véase, por ejemplo, a \sFingI y otros, The Pharmacological Basis of
Therapeutics 1 (1975).

La cantidad de las dosis y los intervalos pueden ajustarse
individuaimente para proveer niveles en plasma del ingrediente activo
suficientes para mantener los efectos de moderacion de la cinasa o la
concentracién minima eficaz (MEC). La MEC variard para cada compuesto,
perc puede estimarse a parlir de datos in vitro, por ejemplo, que la
concentracién necesaria para lograr una inhibicién de la cinasa esta entre el
50-90% empleando los estudios descripios en el presente. Las dosis
necesarias para lograr la MEC dependera de las caracteristicas individuales y
de la via de administracién, pero pueden emplearse estudios de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) o estudios biolégicos para determinar las
concentraciones en plasma.

Los intervalos de ias dosis pueden determinarse también usando el valor
MEC. Los componentes deben administrarse usando un régimen que
mantenga los niveles en plasma un 10-90% del tiempo sobre la MEC,
preferentemente antre el 30-90% y mejor ain entre 50-90%.

33
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Las dosis habituales para pacientes en los casos de administraciéon en
general varian entre 1 y 2000 mg por dia, habitualmente entre 1 y 250 mg por
dia y tipicaments entre 10 y 150 mg por dla. Expresado en términos del peso
corporal del paciente, las dosis usuales varlan. de (702 a 25 mg por kilo por dia,
habitualmente de 0,02 a 3 mg por kilo por dia y tipicamente de 0,2 a 1,5 mg por
kilo por dia. Expresado en términos del drea de ia superficie corporal del
paciente las dosis habituales varian de 0,5 a 1200 mg por m2 por dia,
habituaimente de 0,5 a 150 mg por m? por dia y tipicamente de 5 a 100 mg por
m< por dia. Los niveles en plasma promedio usuales deben mantenerse dentro
de 50 a 5000 §g/ml, habituaimente 50 a 1000 yg/ml, y tipicamente de 100 a
500 yg/ml, a pesar de que en casos de administracién local o captacién
selectiva la concentracion local eficaz de la droga no puede relacionarse con la
concentracién en plasma. Tal como reconocen los profesionales del sector, sin
embargo, estas dosis y niveles de plasma variardn de acuerdo con el paciente,
la enfermedad tratada (por ejemplo, los distintos cédnceres pueden requerir
diferentes dosis), la via de administracién y el ingrediente activo empleado en
particular. La dosis y quizés la frecuencia de la dosificacién también variardn
de acuerdo con la edad, peso corporal y respuesta del paciente en particular.
Por lo tanto, se recomienda que los infantes, nifios y pacientes mayores de 85
afios y aquellos con las funciones renales o hepéticas disminuidas reciban
iniciaimente dosis bajas y que se los titule sobre la hase de |a respuesta dinica
individual y niveles en sangre.

Los niveles convenientes en sangre se puaden mantener por la infusion
constante del compuesto tal como lo determine los niveles en plasma medidos
por HPLC. Debe destacarse que el médico interviniente debera saber como y

Ik
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cuidndo terminar, interrumpir o ajustar la terapia a una dosificacion menor
debido a la toxicidad, o disfunciones de la médula 6sea, higado o rifién. El
meédico interviniente debera saber también ajustar el tratamiento a niveles mas
elevados si la respuesta cllnica no es adecuada (previniendo |a toxicidad).
Otras ventajas de la invencién podrdn comprenderse a partir de los

siguientes ejempios no limitativos .

§. EJEMPLOS
§5.1. EJEMPLO1

Se disolvié 1H-pirrolo[2,3-Db]piridina 7-0xido (1.86 g, 13.9 mmol, literatura
de referencia: J. Org. Chem. 45(20):4045-8 (1980)) en 10 mL de oxicloruro de
fosforo . La mezcla de la reaccion se sometid a reflujo durante 8 horas, se
onfri6 a temperatura ambiente y se concentrd. El residuo se exirajo con
acetato de etilo/agua. La capa orgénica ée lavé con salmuera a pH 6, se seco
sobre sulfato de sodio anhidro, se concentrd y se secé en un homo de vacio
durante toda la noche para proporcionar 0.88 g (42%) de 4-cloro-1H-pirrolo[2,3-
b]piridina como un sdlido tostado.
1H NMR (3680 MHz, DMSO-dg) 5 11.99 (s, br, 1H, NH), 8.16 (d, J = 5.15 Hz,
1H), 7.57 (t, br, J = 3.38 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 5.15 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 1.80,
3.38 Hz, 1H).

MS m/e 153 [M*].

A una solucién agitada de 4-cloro-1H-pirrolof2,3-d]piridina (0.4 g, 2.6
mmol) en {-butanol (25 mL) se agregé perbromuro de bromuro de piridinio
(PBPB, 2.5 g, 7.8 mmol) por porciones. La mezcla de la reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 3 horas y se agregé otros 0.39 g (3.1 mmol) de
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PBPB. La mezcia resultante de la reaccién se continué agitando durante 1
hora y 8e exirajo con acetato de etilo/agua. La capa orgédnica se lavé con
salmuera, se secd sobre suifato de magnesio anhidro y se concentrd. La
trituracién del producto crudo con diclorometano proporciond 0.733 g (88%) de
3,3-dibromo-4-cloro-1,3-dihidro-pirrolof2,3-b]piridin-2-ona como un adlido
tostado. TH NMR (380 MHz, DMSO-dg) 5 12.23 (s, br, NH), 8.20 (d, J = 5.66
Hz, 1H),y7.30(d, J= 5.6§ Hz, 1H). MS m/e 326 [M*].

Una mezcia de 3,3-dibromo-4-cloro-1,3-dihidro-pirrolof2,3-b]piridin-2-ona
(0.745 g, 2.3 mmol), polvo de zinc (1.48 g, 23 mmol), Acido acético (10 mL) y
metanol (10 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla
de la reaccion se dliuyd a continuacién con salmuera y se exirajo con acetato
de efilo. La capa orgénica se lavé nuevamente con salmuera, se secd sobre
sulfato de sodio anhidro, se concentrd y se secd en un homo de vacio para

proporcionar 0.3 g (78%) de 4-cloro-1,3-dihidro-pirrolof2,3-b]piridin-2-ona como
un sdlido tostado. TH NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 11.21 (s, br, NH), 8.01 (d, J

= 5.86 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 5.88 Hz, 1H), y 3.59 (s, 2H, CHp). MS m/e 168
(M+].
6.2. EJEMPLO 2
INTES!S de 4-CLORO-§,7-DIHIDRO-PI PIRIMIDIN-§-ONA

A una solucion de 45.2 mmol de etdxido de sodio (preparado in situ a
partir de sodio y etanol absoluto) en 40 mL de etanol absoluto se agregé
clorhidrato de formamidina (1.74 g, 21.5 mmol) y etiléster de acido 2-ciano-4,4-
dietoxi-butirico (2.47 g, 11 mmol, literatura de referencia: Davoll, J., J. Chem.
Soc. 131-138 (1960)). La mezcia se sometid a refiujo durante 6 horas, se
enfrid a temperatura ambiente y se filtrb. El sélido se lavé con acetonitrilo
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caliente. El filtrado se neutralizd con acido acético a pH 6.5 y a continuacion se
evaport a la mitad del volumen. Se agregé acetato de etilo (50 mL) al filirado
resultante. El precipitado se filtrd, se lavd con EtOAc para proporcionar 1.6 g

(66%) de 6-amino-5-(2,2-dietoxi-etil)-3H-pirimidin-4-ona como un sélido blanco
que se usd sin mas purificacion. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 11.48 (s, br,

1H, NH), 7.68 (s, 1H), 6.07 (g, br, 2H, NH), 4.54 (t, J = 6.0 Hz, 1H,
CH(OCH2CHa)p), 3.53-562 (m, 2H, CH(OCHCHa)p), 3.31-3.49 (m, 2H,
CH(OCH2CH3a)2), 250 (m, 2H, CHs), vy 1.05 (t, 4 = 893 Hz, 6H,
CH{OCH2CH3)3).

Se disolvid 6-amino-5-(2,2-dietoxi-etil)-3H-pirimidin-4-ona (150 mg, 0.7
mmol) en 5.0 mL de solucién 1N de HCl. La mezcla se agité a temperatura
ambients durante ¢ hora y el precipitado se filtrd, se lavé con una cantidad
minima de agua y 8e secd en un homo de vacio durante toda la noche para
proporcionar 80 mg (64%) de 3,7-dihidro-pirrolo[2, 3-d)pirimidin-4-ona como un
sdlido blanco. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 11.83 (s, 1H, NH), 1.75 (s, 1H,
NH), 7.80 (s, 1H), 7.01 (dd, J = 2.65, 3.21 Hz, 1H), y 6.42 (dd, J = 2.09, 3.21
Hz, 1H). MS m/e 134 [M+1]*.

Se hizo reaccionar 3,7-Dihidro-pinrolo[2,3-d]pirimidin-4-ona (60 mg, 0.45
mmol) con 3.0 mL de oxicloruro de fésforo para proporcionar 48 mg (70%) de
4-cloro-7H-pimolof2,3-dJpirimidina como un sélido blancuzco. 1H NMR (300
MHz, DMSO-dg) 5 12.57 (s, br, 1H, NH), 8.58 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 2.53, 3.36
Hz, 1H), y 6.59 (dd, J = 1.86, 3.36 Hz, 1H). MS m/e 153 [M-1]*.

Se oxid6 4-Cloro-7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (245 mg, 1.65 mmol) usando
PBPB para proporcionar 230 mg (42%) de 5,5-dibromo-4-cloro-5,7-
dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona como un sélido blanco. A continuacién se
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redujo usando polvo de zinc para proporcionar 80 mg (42%) de 4-cloro-5,7-
dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-8-ona como un sblido ligeramente tostado.

§.3. EJEMPLO 3
SINTESIS de  5{4{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-2-0X0-1,2-
DIHIDRO-PIRROL.O[2,3-BIPIRIDIN-3-ILIDENMETIL}4-METIL-1 A-PIRROL-2-
ACIDO CARBOXILICO (2-MORFOLIN-4-IL -ETIL|-AMIDA (FORMULA 3)

A 3 mi de (39.2 mmol) de N,N-dimetiformamida enfriad;: con hielo, se
agregd dimetilformamida (DMF) oxicloruro de fdsforo (0.67 mL, 7.18 mmol) por
goteo y la mezcla resultante se agité durante 30 minutos. Se agregd a la
reaccion una solucién de 1 g (6.53 mmol) de etiléster de écido
4-metil-1H-pirrol-2- carboxilico en 3 mL de DMF. Luego de 1 hora, |a reaccién
se calentd a temperatura ambiente durante otras 2.5 horas. La mezcla de la
reaccion se diluyd con agua (100 mL) y se basificd a pH = 11 con solucién 1N
de hidréxido de sodio. El precipitado se separd por filtracidn, fenjuagando con
agua y se secd para proporcionar 0.8 g (68%) de etiléster de é&cido

5-formil-4-metil-1H-pirrol-2- carboxdlico como un sélido bianco. 1H NMR (360
MHz, DMSO-dg) d 12.6 (br s, 1H, NH), 9.78 (s, 1H, CHO), 6.68 (s, 1H), 4.26 (q,

J = 7.0 Hz, 2H, OCHoCH3), 2.28 (s, 3H, CH3), 1.28 (t, J = 7.0 Hz, 3H,
OCHCHS3). MS 181 M*].

A una solucibn de 08 g efiléster de &cido (4.4 mmol) de
S-formil-4-metil-1H-pirrol-2- carboxilico en 35 mL de agua y 15 mL de etanol se
agregd 0.5 g (8.9 mmol) de hidréxido de potasio. La mezcla de Ia reaccién se
calentd a 100 °C durante 1 hora, se enfri6 a temperatura ambiente, y se
evaporo el etanol. La capa acuosa 86 acidificé a pH = 3 usando solucién 2N de
doruro de hidrégeno. E! precipitado se filtd y se lavd con agua para
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proporcicnar 0.67 g (68%) de acido 5-formil-4-metil-1H-pirrol-2- carboxilico

como un sélido tostado.
1H NMR (360 MHz, DMSO-d8) d 12.82 (br s, 1H, CO2H), 12.48 (br 8, 1H, NH),

9.78 (s, 1H, CHO-5), 6.83 (s, 1H), 2.28 (s, 3H, CH3). MS m/z 152 [M-1].

A una suspension de acido 5-formil-4-metil-1H-pirrol-2- carboxlico (2 g,
13 mmol) en acetonitrilo se agregb 4-(2-aminoetil)morfolina (1.9 mL.-14 mmol),
EDC (2.7 g, 14 mmol), HOBt (1.8 g, 14 mmol) y trietilamina (3.6 mL, 26 mmol)
consecutivamente. La mezcla de la reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 12 horas y se concentrd a presion reducida. El residuo se disolvié en
300 mL de solucion 1N de cloruro de hidrogeno. La capa acuosa se lavd con
150 mL de acetato de etilo dos veces y se basificd con bicarbonato de sodio. A
continuacion se extrajo el producto con 250 mL de diclorometano dos veces, se

secO sobre MgSQOg4, y se concentrd para proporcionar 1.8 g (53%) de acido

5-formil-4-metil-1H-pirrol-2-carboxdlico  (2-morfolin-4-il-etil}-amida como un
solido amarillento. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) d 12.19 (br s, 1H, NH), 8.72

(s, 1H, CHO), 8.29 (br t, J = 6.8 Hz, 1H, CONH), 8.65 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 3.5
(m, 4H), 3.3 (m, 2H, CONHCH?3), 2.4 (m, 6H), 2.28 (s, 3H, CH3). MS m/z 285

M*].

Una mezcla de la reacdén de 4-cloro-1,3-dihidro-pirrolof2,3-b]piridin-2-
ona (85 mg, 0.5 mmol), dcido 5-formil-4-metil-1 H-pirrol-2- carboxlico (2-
morfolin-4-il-etif}-amida (125 mg, 0.5 mmol), 0.1 mL de piperidina y 10 mL de
etanol se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. El precipitado
amarillo se filiré luego se enfrié con un bafio de hielo, se lavé con etanol frio y
se secd para proporcionar 185 mg (82%) de 5-(4-cloro-2-oxo-1,2-
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dihidro-pirrolo[2,3-b ]piridin-3-ilidenemetil)-4-metil-1H-pirrol-2-écido carboxilico
(2-morfolin-4-jl-etil}-amida. )

Una mezcla de acido 5-(4-cloro-2-ox0-1,2-dihidro-pirrolof2,3-b]piridin-3-
ilidenemetil)}-4-metil-1H -pimrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-etil}-amida (10 mg,
0.024 mmol), 3-cloro-4-fluoro-fenilamina (50 mg, 0.34 mmol), monohidrato de
écido p-toluensulfonico de (5 mg, 0.0268 mmol) y 1 mL de éter de 2-metoxietiio
se calentd a 180-180°C en un tubo sellado durante 6 horas, se enfrid a
temperatura ambiente y se concentré. El residuo se purificd a continuacion
usando placas de TLC preparativa eluyendo con 10% metanol en
diclorometano para proporcionar &cido 5-[4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-2-
oxo-1,2-dihidro-pirrolo[2,3-b]piridin-3-ilidenemetil}-4-metil-1H-pirrol-2-
carboxilico (2-morfolin-4-il-etil}-amida como un sélido anaranjado (el
rendimiento es aproximadamente del 28%).

54. EJEMPLO 4
SINTESIS de ACIDO 544-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OX0-8,7-
DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-S-ILIDENEMETIL]-4-METIL-1H-
PIRROL-2- CARBOXILICO (2-MORFOLIN-4-IL-ETIL)-AMIDA,
CLORHIDRATO (FORMULA 4)

Se condenséd 4-Cloro-5,7-dihidro-pirrolo[2,3-djpirimidin-6-ona (80 mg,
0.47 mmol) con écido S-formil-4-metil-1H-pirrol-2- carboxdlico (2-morfolin-4-il-
eftil}-amida (124 mg, 0.47 mmol) a temperatura ambiente para proporcionar 50
mg (26%) de 4cido 5-(4-cloro-8-oxo-8,7-dihidro-pimolo[2,3-d]pirimidin-5-
ilidenemetil)-4-metil-1H-pirrol-2- carboxdlico (2-morfolin-4-il-etil}-amida como un
solido amarillo.

25



Una mezcla de dcido 5-(4-cloro-8-ox0-8,7-dihidro-pinrolo[2,3-d]pirimidin-
S-lidenemetil}-4-metil-1H -pirrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-etil}-amida (44
mg, 0.11 mmol), 3-cloro-4-fluoro-fenilamina (154 mg, 1.1 mmol) y monohidrato
de acido p-toluenosuifdnico (10.1 mg, 0.053 mmol), 1-metil-2-pirolidinona (2.5
mL) y éter 2-metoxietilico (2.5 ml) se calentd a 190 *C durante 18 horas y se
concentrd. El residuo se purificd por HPLC de fase inversa, luego se disoivié
en HCI 2N y acetonifrilo y se secd por congelamiento para proporcionar 24 mg
(30%) de dorhidrato de 4cido 5-[4-(3-Cloro-4-flucro-fenilamino)-6-0xo-
6,7-dihidro-pirrolo[2,3-djpirimidin-5-llidenemetil]-4-metil-1+-pirrol-2- carboxdtico
(2-morfolin-4-il-etil)-amida como un sdlido rojo. 1H NMR (360 MHz, DMSO- dg)
5 13.48 (s, 1H, NH), 11.79 (s, 1H, NH), 10.74 (br s, 1H, HCI), 6.33 (s, 1H), 8.83
{t. J = 5.5 Hz, 1H, NH), 8.33 (s, 1H, H-vinil), 7.74 (dd, J = 2.39, 8.68 Hz, 1H),

7.38-7.47 (m, 2H), 7.35 (t, J = 9.03, 1H), 6.84 (s, br, 1H), 3.96 (dt, J = 5.74,
11.37 Hz, 2H, CHy), 3.80 (t, J= 12.10 Hz, 2H, CH>), 3.68 (dd, J= 5.99 & 11.61

Hz, 2H, CH3), 3.52 (d, br, J = 12.44 Hz, 2H, CHj3), 3.29-3.31 (m, 2H, CH3),
3.10-3.13 (m, 2H, CHg), ¥y 2.23 (8, 3H, CH3). MS 528 [M*],
§.56. EJEMPLO &
SINTESIS de Acioo 6-{6-OXO-4-PIPERIDIN-1-L-8,7-DIHIDRO-
PIRROL Of2,3-DJPIRIMIDIN-SHLIDENEMETIL)-1 H-PIRROL-2- CARBOXILICO
(2-MORFOLIN-4-IL-ETIL)-AMIDA (FORMULA 6)
A una mezcla de 4-cloro-5,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (85 mg,
0.5 mmol) y 4cido 5-formil-1H-pimol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-etil)-amide
(125 mg, 0.5 mmol) en etanol (4 mL) se agregd 0.2 mL de piperidina. La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 20 horas. E| precipitado
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amarillo se filtr6 luego sa enfrié con un bafio de hielo, se iav6 con etanol frio y

86 secd para proporcionar 114 mg (50.6%) del compuesto del titulo.
1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 13.23 ( br s, 1H, NH), 11.68 (br s, 1H, NH),

8.39 (m, 1H, CONHCH?>), 8.32 (s, 1H, H-vinil), 7.11 (8, 1H), 6.91-8.98 (m, 2H),
3.56 (m, 4H, 2xCHj>), 3.38 (m, 6H, 3xCH>), 2.39-2.47 (m, 6H, 3xCH3), 1.85 (m,
6H, 3xCHg). MS 452.2 [M*+1]. '
5.6. EJEMPLO G
SINTESIS de CLORHIDRATO DE ACIDO &{4-(1-BENCIL-1H-INDOL-5-
ILAMINO)-6-0X0-8,7-DIHIDRO-PIRROL O} 2,3-DJPIRIMIDIN-5-
ILIDENEMETIL]4-METIL-1 H-PIRROL-2- CARBOXILICO (2-MORFOLIN-4-Il-
ETIL)-AMIDA (FORMULA 8)

El compuesto del titulo (8% de rendimiento) se prepard a partir de dcido
5-(4-cloro-8-oxo0-8,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-5-lidenemetil }-4-metil-1+-
pirrol-2- carboxdlico (2-morfolin-4-il-etil)-amida y 1-bencil-1H-indol-5-ilamina de
acuerdo con el procedimiento que se describe para el Ejemplo 12. H NMR
(380 MHz, DMSO-dg) 8 13.44 ( br 8, 1H, NH), 11.79 (br s, 1H, NH), 10.87 (br s,
1H, HCI), 9.28 (br 8, 1H), 8.85 (br 8, 1H, CONHCH>), 8.25 (8, 1H, H-vinil), 7.1-
7.5 (m, 10H), 6.89 (br 8, 1H), 8.43 (8, 1H), 5.40 (s, 2H), 3.98 (m, 2H, CH>), 3.84
(m, 2H, CH»), 3.68 (m, 2H, CH2), 3.52 (m, 2H, CH3), 3.29 (m, 2H, CH2), 3.12
(m, 2H, CHy), 2.53 (8, 3H, CHa). '

6.7. EJEMPLO 7
SINTESIS de CLORHIDRATO de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-
FENILAMINO)-5{3,5-DIMETIL.-4-{3-MORFOLIN-4IL-PROPIL)-1 H-PIRROL-2-
ILMETILENO]-5,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-8-ONA
FORMULA 7
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A una mezcia de 4-cloro-5,7-dihidro-pirmmolof2,3-d]pirimidin-8-ona (85 mg,
0.5 mmol) y 3,5-dimetil-4-(3-morfolin-4-il-propil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (125
mg, 0.5 mmol) en etanol (4 mL) se agregé 0.1 to 0.2 mL de piperidina. La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 20 horas. El precipitado
amarillo se filtrd luego se enfridé con un bafio de hielo, se lavd con etanol frio, y
$6 secO para proporcionar 88 mg (45%) de 4-cloro-5-[3,5-dimetil-4-(3-morfolin-
4-l-propil)-1H-pirrol-2-ilmetilenc}-5, 7-dihidro-pirrolo[2, 3-d]pirimidin-8-ona.

El compuesto del titulo (10% de rendimiento) se prepard a partir de 4-
cloro-5-[3, 5-dimetil-4-(3-morfolin-4-il-propil}-1 H-pimrol-2-iimetilenc}-5, 7-dihidro-
pirrolo[2,3-dIpirimidin-8-ona y 3-cloro-4-fluoro-fenilamina de acuerdo con el
procedimiento que se describe para el Ejemplo 12.

6.8. EJEMPLO 8
SINTESIS de  4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-(6-METIL-3H-
IMIDAZOL -4-LMETILEN)-5,7-DIHIDRO-PIRROL O]2.3-DIPIRIMIDIN-6-ONA

(FORMULA 8)

Se condenso 4-Cloro-5,7-dihidro-pirrolof2,3-d)pirimidin-6-ona (1 eq.) con
5-metil-3H-imidazol-4-carbaldehido (1 eq.) a temperatura ambiente para
proporcionar (76.9%) de 4-cloro-5-(5-metil-3H-imidazol-4-iimetilen)-5, 7-dihidro-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona.

El compuesto del titulo (23% de rendimiento) se prepard a partir de 4-
cloro-5-(5-metil-3H-imidazol-4-limetilen)-5, 7-dihidro-pimolo[2,3-d]pirimidin-6-ona
y 3-cloro-4-fluoro-fenilamina de acuerdo con el procedimiento que se describe

para el Ejemplo 12 sin la conversién a la sal HCIl. 1H NMR (360 MHz, DMSO-
dg) & 13.45 ( br 8, 1H, NH), 11.76 (br 8, 1H, NH), 9.19 (s, 1H), 8.31 (s, 1H, H-



vinil), 7.62 (s, 1H), 7.73 (m, 1H), 7.45 (m, 2H), 7.38 (m, 1H), 2.33 (s, 3H, CHa).
MS 371.4 [M*+1).

5.9. EJEMPLO®
SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-6-(3,5-DIMETIL-1H-
PIRROL-2-ILMETILEN)-5,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-8-ONA
(FORMULA 9)

Se condensé 4-Cloro-5,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (1 eq.) con
3,5-dimetil-1 H-pirrol-2-carbaldehido (1 eq.) a temperatura amblente para
proporcionar (44.5%) de 4-cloro-5+(3,5-dimetil-1H-pirrol-2-ilmetilen)-5, 7-dihidro-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona.

El compuesto del titulo (57% de rendimiento) se prepart a partir de 4-
cloro-5~(3,5-dimetil-1 H-pirrol-2-ilmatilen)-5, 7-dihidro-pirrolo[2,3-djpirimidin-8-ona
y 3-cloro-4-fluoro-fenilamina de acuerdo con el procedimiento que se describe

para el Ejemplo 12 sin |a conversi6n a la sal HCl. 1H NMR (360 MHz, DMSO-
dg) 8 13.10 (br s, 1H, NH), 11.60 (br s, 1H, NH), 9.10 (s, 1H), 8.27 (s, 1H, H-

vinil), 7.70 (m, 1H), 7.3-7.4 (m, 3H), 6.04 (br s, 1H), 2.33 {8, 3H, CH3), 2.18 (s,
3H, CHg). MS 384.3 [M*+1].

6.10. EJEMPLO 10
SINTESIS de ACIDO 4-METIL-5-{4-{4-METIL-PIPERAZIN-1-L)-8-OX0-8,7-
DIHIDRO-PIRROLO[:,:—D]PIRIIIIDlN-G_-Ii.IDENEMEﬂL]dH-PIRROL-Z-
CARBOXILICO {2-MORFOLIN-4-IL-ETIL)-AMIDA (FORMULA 10}

El compuesto del titulo (47% de rendimiento) se prepard a partir acido
de 5{4-cloro-6-ox0-8,7-dihidro-pirmolo[2,3-dlpirimidin-5-ilidenemetil)}-4-metil-1H-
pirrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-etil}-amida y 1-metilpiperazina de acuerdo
con el procedimiento que se describe para el Ejemplo 14. 1H NMR (300 MHz,
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DMSO-dg) § 13.37 (br s, 1H, NH), 11.83 (br 8, 1H, NH), 10.56 (v br s, 1H), 8.45
(v br s, 1H), 8.38 (8, 1H, H-vinil), 7.09 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 3.4-3.8 (m, 10H,
5xCHg), 2.85 (m, 4H, 2xCHg), 2.4-2.6 (m, 6H, 3xCHy), 2.49 (under DMSO, 3H,
CHa), 2.31 (s, 3H, CH3). MS 481.3 [M*+1].

5.11. EJEMPLO 11
SINTESIS de 6-{5-METIL-3HIMIDAZOL-4-ILMETILEN)-4-{4-METIL-
PIPERAZIN-14L)-6,7-DIHIDRO- PIRROLO [#.3-DJPIRIMIDIN-8-ONA
(FORMULA 11)

El compuesto del titulo (49% de rendimiento) se preparé a partir de 4-
doro-5-(5-metil—3H-imidamI—4—i|mtilen)-5.'f-dihidro-pirmlo[2.3-d_|pirimidn-6-ona
y 1-metilpiperazina de acuerdo con el procedimiento que se describe para el
Ejemplo 14. MS-E1 325 [M*].

8.12. EJEMPLO 12
SINTESIS de CLORHIDRATO DE ACIDO 5-{4-{1-BENCIL-1H-INDOL-5-
ILAMINO)-8-0X0-6,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-
S-LIDENEMETIL}-1H-PIRROL-2- CARBOXILICO (2-MORFOLIN-4-L-ETIL)-
AMIDA (FORMULA 12) .

Una mezcla de dcido 5-{(4-cloro-8-oxo-8,7-dihidro-pirrolo[2,3-
d]pirimidin-S-ilidenemetil)}-1H-pirrol-2- carboxilico  (2-morfolin-4-il-etil}-amida,
acido 1-bencil-1H-indol-5-llamina y acido p-toluenosulfénico (5 mg) en 2 mL de
1-metil-2-pirrodinona y éter 2-metoxietilico (1:3) se calentd a 170-185°C
durante 7 a 15 horas. La mezcla de la reaccién se evapord hasta la sequedad y
se purificé por HPLC de fase inversa, luego se disolvié en HCI 2N y acetonitrilo
y 88 secd por congelamiento para proporcionar 135 mg (42%) del
compuesto del titulo. MS 589.3 [M*+1].



5.13. EJEMPLO 13
SINTESIS de ACIDO 5-{4-MORFOLIN-4-IL-8-0X0O-8,7-DIHIDRO-
PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-§-ILIDENEMETIL)-1 H-PIRROL-2-CARBOXILICO
(2-MORFOLIN-4-IL-ETIL)-AMIDA {(FORMULA 13)

El compuesto del titulo (35% de rendimiento) e prepard a partir de
écido 5-(4-cloro-8-0x0-8, 7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-5-ilidenemetil)-1 -
pirrol-2-carboxdlico {2-morfolin-4-il-etil)}-amida y morfolina de acuerdo con el
procedimiento que se describe para el Ejemplo 14. MS-El 453 [M*].

6.14. EJEMPLO 14
SINTESIS de 5-{6-METIL-3H-IMIDAZOL-4-ILMETILEN)-4-MORFOLIN-4-IL-
§,7-DIHIDRO-PIRROLOf2,3-DJPIRIMIDIN-8-ONA {(FORMULA 14)

Una mezcda de 4-cloro-5-(5-metil-3--imidazol-4-ilmetilen)-5,7-dihidro-
pirralo]2,3-d]pirimidin-6-ona (26 mg, 0.1 mmol) y morfolina (100 mg, 1.15 mmol)
en etanol (1.5 mL) se calentd en un tubo sellado a 110°C durante 3 horas. La
solucién de la reaccidn se evapord hasta la sequedad y se tratd con etanol frio.
El precipitado amairillo se filtrd para proporcionar 22 mg (70.5%) del compuesto
del titulo. MS-EI 312 [M*].

5.16. EJEMPLO 16
SINTESIS de ACIDO 54{4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OX0-8,7-
DIHIDRO-PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-6-ILIDENEMETIL]-1 H-PIRROL-2-
CARBOXILICO

RFOLIN-4-L-ETIL)-AMIDA (F ULA 156

Se condensd écido 4-Cloro-5,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (1
eq.) con S5-formil-1H-pirrol-2- carboxilico (2-morfolin4-il-etil}-amida (1 eq.) y
frietilamina en etanol a temperatura ambiente para proporcionar (82.5%) de



acido 5-(4-cloro-8-ox0-8, 7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-5-ilidenemetil)-1H-
pirrol-2- carboxlico (2-morfolin-4-il-etil}-amida.

El compuesto del titulo (16% de rendimiento) se prepard a partir de
écido 5-(4-cloro-8-ox0-8, 7-dihidro-pirrolof2, 3-djpirimidin-S-lidenemetil}-1 H-
pirrol-2- carboxilico (2-morfalin-4-il-etil}-amida y 3-cloro-4-fluoro-fenilamina de
acusrdo con el procedimiento que se describe para el Ejemplo 12 sin ia
conversién a Sal de HCl. MS 512.3 [M+1].

5.16. EJEMPLO 16

SINTESIS de ACIDO 5-[4(3-ETINIL-FENILAMINO)-6-OX0-8,7-DIHIDRO-
PIRROLO{2,3-D]PIRIMIDIN-6-ILIDENEMETIL]-1H-PIRROL-2- CARBOXILIC
2-MORFOLIN-4-L-ETIL | HID F LA 16

El compuesto del titulo (20% de rendimiento) se preparé a partir de
acido  5-{(4-cloro-6-axo-8,7-dihidro-pirrolo[2,3-djpirimidin-5-ilidenemetit)-1+-
pirrol-2- carboxdlico (2-morfolin-4-il-etil)}-amida y 3-etinilanilina de acuerdo con‘el
procedimiento que se describe para el Ejemplo 12. MS 484.3 [M*+1).

§.17. EJEMPLO 17

SINTESIS de ACIDO 5-f4-{3-ETINIL-FENILAMINO)-6-OX0-8,7-DIHIDRO-
PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-5-ILIDENEMETIL]-4-METIL-1 H-PIRROL-2-
CARBOXILICO
2-M N-44L-ETIL I FORMULA 17

El compuesto del titulo (15% de rendimiento) se prepard a partir de
écido 5-{4-cloro-8-0x0-6, 7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-S-llidenemetil)-4-metil-
1H-pirrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-etil}-amida y 3-etinilanilina de acuerdo
con el procedimiento que se describe para el Ejemplo 12 sin la conversion a sal
de HCI. MS 498.2 [M*+1].
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6.18. EJEMPLO 18
SINTESIS de 53,5-DIMETIL-4-{3-MORFOLIN-4-IL-PROPIL)}-1H-PIRROL-2-
ILMETILENO}-4-(3-ETINIL-FENILAMINO)-5,7-DIHIDRO-
RR! IRIMIDIN F LA 18

El compuesto del titulo (7% de rendimiento) se prepard a partir de 4-
cloro-5-{3,5-dimetil-4-(3-morfolin-4-il-propll)-1H-pirrol-2-iimetilenc}-5,7-dihidro-
pirrolof2,3-d]pirimidin-8-ona y 3-etinilanilina de acuerdo con el procedimiento
que se describe para el Ejemplo 12 sin la conversidén a sal de HCl. MS 483.3
[M*+1].
5.19. EJEMPLO 19
SINTESIS de ACIDO 3-{56-14-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OXO-
6,7-DIHIDRO-PIRROL O[2,3-D]PIRIMIDIN-6-ILIDENEMETIL}-2,4-DIMETIL-1 H-
PIRROL-3-IL}-PROPIONICO (FORMULA 19)

A una solucion de 4-cloro-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (767.9 mg, 5 mmol)
y 3-cloro-4-fluoro-fenilamina (673.4 mg, 8 mmol) en 25 mL de DMF seco bajo
nitrégeno se agregd triffuorometansulfonato de plata (1.54 g, 6 mmol). La
mezcla se agitd a 95°C durante 15 horas. Se enfrié la reaccion, se diluyd con
acetato de etilo (70 mL) y se filtré a través de celite, se lavd enérgicamente con
acetato de etilo. El filtrado se lavd con salmuera (5x). La salmuera se exirajo
con acetato de etilo el que a continuacién se lavd con salmuera. El acetato de
etilo combinado se sectd (sulfato de magnesio), se concentré y purificé para
proporcionar 1.22 g (93%) de (3-cloro-4-fluoro-fenil)-(7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-
4-l)-amina como un sdlido blancuzco. m.p. 274-275 °C. 1H NMR (360 MHz,
DMSO-dg) § 11.78 (br s, 1H, NH), 8.41 (s, 1H), 8.31 (8, 1H), 8.28 (m, 1H), 7.78
(m, 1H), 7.37 (t, 1H), 7.25 (m, 1H), 6.76 (m, 1H). MS 263.4 [M*+1].
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A una solucion agitada de (3-cloro-4-fluoro-fenil)-(7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidin-4-il)-amina (26.3 mg, 0.1 mmol) en un mL de t-butanol se agregé por
porciones 64 mg (0.2 mmol) de perbromuro de bromuro de piridinio (PBPB). La
mezcia de la reaccion se agité a temperatura ambients durante 4 horas. La
reaccién se diluyé con acetato de efilo, s8 lavd con agua, sulfato de sodio
acuoso, salmuera, se sechd y se concentrd para proporcionar 5,5-dibromo-4-(3-
cloro-4-flucro-fenilamino)-5, 7-dihidro-pirmolo[2, 3-djpirimidin-6-ona (usando en el
paso sigulente sin ninguna purificacion).

Se agité una mezcla de 5,5-dibromo-4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-
§,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (del parrafo anterior), polvo de zincen 2
mL de 4cido acético a temperatura ambiente durante una hora. La reaccién se
diluyé con acetato de etilo y se filtr. E! filtrado se lavb con agua, bicarbonato
de sodio y salmuera, se secd, se concentrd y se purificd para proporcionar 11.2
mg (rendimiento combinado de 40% para los dos pasos) de 4-(3-Cloro-4-fluoro-
fenilamino)-5, 7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona como un sdlido blancuzco.
1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 11.08 (br s, 1H, NH), 9.02 (8, 1H), 8.33 (s,
1H), 8.02 (m, 1H), 7.58 (m, 1H), 7.35 (t, 1H), 3.45 (s, 2H, CHp). MS 279.3
M*+1].

Una mezcia de acido 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-
dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-8-ona (6.3 mg, 0.0226 mmol), 3-(5-formil-2,4-
dimetii-1/-pirrol-3-il}- propiénico (4.9 mg, 0.0249 mmol) y piperidina (4 gotas)
en etanol (1 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. La
reaccion se concentré y se purificé (HPLC de fase inversa) para proporcionar
5.2 mg (51%) del compuesto del titulo. MS 456.4 [M*+1].

5.20. EJEMPLO 20
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SINTESIS de
4{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-7-METIL-5,7-DIHIDRO-PIRROLO{2.3
-DIPIRIMIDIN-8-ONA

En este método especifico de la invencion, el compuesto del titulo se
prepara de acuerdo con el Esquema 5;

Cl i ) Cl
N‘ CuOO;.CHin
I
. P
Q| &
DMF
Ia
v
F

ESQUEMA 5
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De acuerdo con el Esquema 5, carbonato de cesio(968 mg, 3 mmol)
seguido por ioduro de metilo (1 g, 7.1 mmol) se agregd a una solucién de
4-cloro-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (121 mg, 0.79 mmol) en DMF (5 mL). La
mezcia se agité a temperatura ambiente durante 8 horas. La reaccién se vertié
en agua y se extrajo con acetato de efilo. La capa organica se lavd con
salmuera, se seco, 86 concentrd y se sometié a cromatografia de columna para
proporcionar 1168 mg (88%) de 4-cloro-7-metil-7H- pirrolo[2,3-d]pirimidina como
un sélido blanco. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 8.62 (s, 1H), 7.71 (s, 1H),
6.62 (s, 1H), 3.84 (s, 3H, CHa3).

Una mezcla de 4-cloro-7-metil-7H-pirrolo[2,3-dJpirimidina (398.8 mg, 2.4
mmol) y 3-cloro-4-fluoro-fenilamina (378 mg, 2.6 mmol) en DMF (6 mL) se agité
a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se agregé trifiato de plata (672 mg,
2.6 mmol), la mezcla se agitdb a continuacién a 90°C durante 2 horas. A
continuacidn, se diluyéd la reaccion con acetato de etilo y se filtré el precipitado,
lavindolo con solucion al 10% de amonlaco. El filtrado se exirajo con acetato
de etilo, se secd y se concentrd. El residuo se friturd con acetato de etilo y se
filtrd para proporcionar 549.1 mg (83%) de
(3-cloro-4-fluoro-fenil)-(7-metil-7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il}-amina como un
sdlido blancuzco. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 9.48 (s, 1H, NH), 8.35 (s,

1H), 8.26 (dd, J = 2.7 & 6.8 Hz, 1H), 7.75-7.80 (m, 1H), 7.37 (t, J = 9.3 Hz, 1H),
7.30 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 3.75 (8, 3H, CHa). MS 277
[M*+1).

Se agregb PBPB (28 g, 7.8 mmol) por porciones a la
(3-cloro-4-fiuoro-fenil)-(7-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)}-amina (1.08 g, 3.9
mmol) suspendida en fert-butanol (20 mL) y &cido acético (10 mL). Luego de
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agitar a temperatura ambients durante 18 horas, se agregé polvo por porciones
a la mezcdla de zinc (760 mg, 11.7 mmol) y se continud agitando durante toda la
noche. El precipitado se filtrd y el filtrado se concentrd. El residuo se triturd con
un poco de agua y el precipitado se recolectd por filtracion al vacio, se lavé con
un poco de acetato de etilo y se secd para proporcionar 1.12 g (98%) de
4-(3-cloro-4-flucro-fenilamino)-7-metil-5,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona
como un sdlido coloreado tostado. 1H NMR (DMSO-dg) 9.07 (s, 1H, NH),
8.42 (s, 1H), 8.01 (d, J = 2.6 & 7.2 Hz, 1H), 7.56 (m, 1H), 7.34 (t. J = 9.1 Hz,
1H), 3.48 (s, 2H, CH 3), 3.07 (s, 3H, CH3).

6.21. EJEMPLO 21
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{3,5-DIMETIL4-
(3-OX0-3-PIRROLIDIN-1-L-PROPIL)-1 H-PIRROL-2-ILMETILENO]-§,7-
DIHIDRO- PIRROLO[2,3-DJIRIMIDIN-8- ONA (FORMULA 24)

Se agitd una mezcla de  4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-
5,7-dihidro-pirrolo[2,3-d}pirimidin-8-ona (70 mg, 0.25 mmol),
3,5-dimetil-4-(3-oxo-3-pirrolidin-1-il-propil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (64.6 mg,
0.26 mmol) y piperidina (3 gotas) en etanol a temperatura ambiente bajo
nitrdgeno durante 2 dias. El precipitado se recolectd por filtracion al vaclo, se
lavd con etanol y se sectd para proporcionar 65 mg (51%) del compuesto del
titulo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 13.18 (br 8, 1H, NH), 11.81 (br 8, 1H,
NH), 8.13 (br s, 1H), 8.26 (8, 1H), 7.70 (dd, J = 2.4 & 6.9 Hz, 1H), 7.31-7.42 (m,
3H), 3.25 (m, 4H, 2xCHp), 2.63 {t, J = 7.5 Hz, 2H, CHj), 2.35 (m, 2H, CHy),
2.31 (s, 3H, CH3), 2.12 (s, 3H, CH3), 1.76 (m, 4H, 2xCH3). MS 509 [M *+1).

6.22. EJEMPLO 22
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SINTESIS de  4-{3-CLORO4-FLUORO-FENILAMINO)  -5{3-METI
~5-[3-{4-METIL-PIPERAZIN-1-IL)}-3-OXO-PROPIL]-1 H-PIRROL-2-ILMETILEN
0}-5,7-DIHIDRO-PIRROLO [2,3-D] PIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 25)

A una solucidén de dcido 3-(5-formil-4-metil-1H-pirrol-2-il}- propibnico
(271.8 mg, 1.5 mmol) en DMF (4mL) se agregé HOBt (243.2 mg, 1.8 mmol),
EDC (345.1 mg, 1.8 mmol) y a continuaciéon 1-metilpiperazina (0.2 mL, 1.8
mmol). La mezcla se agité a temperatura ambients bajo nitrégsno durante toda
la noche. La reaccion se virtié en bicarbonato de sodio saturado (50 mL) y se
exirajo con acetato de etilo. La capa orgdnica combinada se secd, se concentro
y 80 someti6 a cromatografla de columna (MeOH/DCM) para proporcionar
325.2 mg (82%) de 3-metil-5-[3-(4-metil-piperazin-1-il}-3-cxo-propil}-1H-pirrol
-2-carbaldehido como un sélido blanco.

Una mezcla de 4-(3-doro-4-ﬂuoro-fenii-amino)-5.7-dihidro
-pirrolo[2,3-dlpirimidin-6-ona (70 mg, 025 mmol), 3-metil-5-[3-(4-metil-
piperazin-1-il)-3-oxo-propil}-1H-pirrol-2-carbaldehido (79 mg, 0.3 mmol) y
piperidina (3 gotas) en stanol (2 mL) se agitd en un baflo de aceite a 85°C
durante 2 horas. La reaccién se enfrid .a temperatura ambiente durante toda la
noche. El precipitado se recolectd por filtracidn al vacio, se lavd con etanol (5x)
y 8 8ecd para proporcionar 88.9 mg (68%) del compuesto del titulo. TH NMR
(360 MHz, DMSO-dg) 8 13.15 (s, 1H, NH), 11.55 (br s, 1H, NH), 6.08 (s, 1H),
8.27 (s, 1H), 769 (dd, J = 2.5 & 6.9 Hz, 1H), 7.30-7.40 (m, 3H), 6.08 (d, J =
2.23 Hz, 1H), 3.43 (m, 4H, 2xCHg), 2.89 (t, J= 7.4 Hz, 2H, CH»), 2688 (t, J =
7.4 Hz, 2H, CHy), 2.24 (m, 4H, 2xCH>), 2.16 (s, 6H, 2xCH3). MS 524 [M*+1].

5.23 EJEMPLO 23
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SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-[3-METIL
S-{MORFOLINA-4-CARBONIL)-1 H-PIRROL-2-ILMETILEN]-5,7-DIHIDRO-PIR
ROLO{2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 28)

A una suspeneidn de acido 5-formil-4-metil-1H-pimol-2- carboxilico (4 g,
26 mmol) en DMF (80 mL) se agregé morfolina (1.9 mL, 31 mmol), seguido por
EDAC (5.9 g, 31 mmol), HOBt (4.2 g, 31 mmol) y trietilamina (8 mL, 62 mmol).
La mezcla de la reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 2 dias. El
precipitado se filtrd, lavando con hexano y el fillrado a continuacién se
concentrd, se diluyd con agua y se extrajo con acetato de etilo (2x100 mL). La
capa acuosa %0 ajustd a pH = 9 usando carbonato de sodio y se exirajo
nuevaments. La capa orgénica combinada se concentré y re-suspendié en
acetato de etilo. El precipitado resultante se recolectd por filtracién al vacio
para proporcionar 3 g de solido. El fitrado se purificd sometiéndolo a
cromatografia de columna para proporcionar 1.2 g del sdlido. El rendimiento
fotal recolectado fue de 42 g (73%) de 3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-

1 H-pirmol-2-carbaldehido como un sdlido amarilio claro . 1H NMR (30 MHz,
DMSO-dg) & 12.24 (br 8, 1H, NH), 9.71 (s, 1H, CHO), 6.39 (s, 1H), 3.59 (br s,

8H, 4xCHg), 2.29 (s, 3H, CH3).

Una mezcla de  4-(3-cloro- 4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihidro
-pinrolo[2,3-dpirimidin-6-ona (93 mg, 0.33 mmol),
3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (73 mg, 0.33 mmol), y
piperidina (1 gota) en etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 3
dias. El precipitado ae recolectd por filtracién al vaclo, se lavd con etanol y se

sech para proporcionar 110.3 mg (69%) del compuesto del thulo. 1H NMR
(360 MHz, DMSO-dg) 5 13.43 (br s, 1H, NH), 11.74 (br s, 1H, NH), 9.23 (br s,
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1H), 8.33 (s, 1H), 7.73 (dd, J=2.5 & 8.7 Hz, 1H), 7.44 (m, 1H), 7.32-7.37 (m,
2H), 6.61 (d, J = 2.28 Hz, 1H), 3.89 (m, 4H, 2xCH>), 3.65 (m, 4H, 2xCH>2), 2.22
(s, 3H, CH3). MS 483 [M ¥}, '

] 6.24. EJEMPLO 24
SINTESIS de ACIDO 3-{2{4-(3-CLORO-4FLUORO -FENILAMINO)
-8-0X0-8,7-DIHIDRO-PIRROL 0] 2,3-DJPIRIMIDIN-G-ILIDENEMETIL]-5-SOPR
OPIL-1H-PIRROL-3-IL}- PROPIONICO (FORMULA 27)

Una mezcia de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino )-5,7-
dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin6ona (70 mg, 025 mmol), Acdo
3-(2-formil-5-isopropil-1H-pirrol-3-il)}- propidnico (54.4 mg, 0.26 mmol) y
piperidina (3 gotas) en etanol (2 mL) se agit6 a temperatura ambiente durante 2
dias. El precipitado se recolectd por filtracion al vacio, se lavd con agua, HCI
1N , agua y finaimente etanol, se secd en homo de vacio para proporcionar 83
mg (71%) del compuesto del titulo. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 13.44 (br
8, 1H, NH), 12.15 (br s, 1H, COOH), 11.69 (br 8, 1H, NH), 8.02 (br s, 1H), 8.29

(s, 1H), 7.77 (dd, J= 2.5 & 6.4 Hz, 1H), 7.47 (8, 1H), 743 (m, 1H), 733 {t, J =
8.9 Hz, 1H), 6.14 (d, J = 2 Hz, 1H), 3.01 (m, 1H, CH(CHg3)2), 2.83 (t, J= 7.2 Hz,

2H, CHy), 2.48 (m, 2H, CH2), 1.21.27 (d, J = 6.8 Hz, 6H, CH(CH3)2). MS 469
[M*++1).
6.26 EJEMPLO 25

SINTESIS de ACIDO §5-{4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OXO
-8,7-DIHIDRO-PIRROLO{2,3-D]PIRIMIDIN-5-ILIDENEMETIL]-2,4-DIMETIL-1H
-PIRROL-3- CARBOXILICO {2-DIETILAMINO-ETIL)-AMIDA (FORMULA 28)

Una mezcla de écido 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7
-dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-8-ona (68 mg, 0.24 mmol), 5-formil-2,4-dimeti
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-1 H-pirrol-3- carboxilico (2-dietilamino-efil}-amida (63.7 mg, 0.24 mmol) y
piperidina (1 gota) en etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambients durante 3
dias. El precipitado se recolecté por filtracién al vacio, se lavd con etanol y 56
sech para proporcionar 78.5 mg (62%) del compuesto de! titulo.
1H NMR (380 MHz, DMSO-dg) 5 13.33 (br 8, 1H, NH), 11.61 (br s, 1H, NH),
9.17 (br s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.69 (dd, J = 2.5 & 6.5 Hz, 1H), 7.35 (m, 4H), 3.29
(m, 2H, CHy), 2.5 (m, 6H, N({CH9CH3)2 & CH53), 2.45 (8, 3H, CH3), 2.25 (s, 3H,
CHg), 0.98 (t, J = 7 Hz, 8H, N(CH2CH3)2). MS 528 [M*+1].

5.26. EJEMPLO 26
SINTESIS de  4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{3-METIL-4-
(4-METIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1 H-PIRROL-2-ILMETILENO]-5,7-DIMH!I
DRO-PIRROLO{2,3-DIPIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 29)

Una mezcla de 4-(3-cioro-4-fluoro-fenilamino)-5,7
~dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (70 mg, 0.25 mmol),
3-metil-4-(4-metil-piperazina-1-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (70.7 mg, 0.3
mmol) y piperidina (3 gotas) en etanol (2 mL.) se agitd a temperatura ambiente
durante 4 dias. El precipitado se recolacté por filtracién al vacio, se lavd con
etanol para proporcionar 63 mg (51%) del compuesto del titulo como un sélido
amarillo.
1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 13.29 (br 8, 1H, NH), 11.73 (br s, 1H, NH),
9.16 (br s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.72 (dd, J=2.7 & 6.5 Hz, 1H), 748 (d, J=2.7T Hz,
1H), 7.43 (m, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.34 (t, J = 9.05 Hz, 1H), 3.49 (m, 4H, 2xCHy),
2.29 (m, 4H, 2xCH3), 2.19 (s, 3H, CHg3), 2.18 (s, 3H, CHg). MS 486 [M*+1).

6.27. EJEMPLO 27
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SINTESIS de  44{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{3,6-DIMETIL
4-{3-MORFOLIN-4-L-3-OXO-PROPIL)-1 H-PIRROL-2-ILMETILENO]-6,7-DIHI

IRR PIRIMIDI FORMULA 30

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7- dihidro-pirrolo
R3dpirimidin8ona (86 mg 031 mmol),  35dimeti4
(3-morfolin-4-il-3-oxo-propil}-1H-pirrol-2-carbaldehido (83 mg, 0.31 mmol) y
piperidina (1 gota) en etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 3
dias. E| precipitado se recolectd por filtracion al vacio, se lavd con etanol y se
secH para proporcionar el compuesto del titulo. MS 525 [M*+1].

5.28. EJEMPLO 28
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{3-METIL-
4-{MORFOLINA-4-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-4ILMETILENO]}-5,7-DIHIDRO-PI
RROL.O][2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA {(FORMULA 31)

Una mezcia de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5, 7-dihidro-
pirrolof2, 3-dpirimidin-8-ona (70 mg, 025 mmol), 3-metil-4-(morfolina-
4-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (68.7 mg, 0.3 mmol) y piperidina ( 3 gotas)
en etanocl (2 mL) se agité a temperatura ambiente durante 4 dfas. El precipitado
se recolectd por filtracién al vacio, se lavd con etanol y se secd para
proporcionar 39 mg (32%) del compuesto del titulo. 1H NMR (380 MHz,
DMSO-dg) & 13.30 (br 8, 1H, NH), 11.69 (br 8, 1H, NH), 8.16 (br s, 1H), 8.31 (s,
1H), 7.72 (dd, J=2.8 & 8.7 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.43 (m, 1H),
7.41 (8, 1H), 7.35 (t, J = 8 Hz, 1H), 3.59 (m, 4H, 2xCHy), 3.51 (m, 4H, 2xCH5),
2.21 (8, 3H, CH 3). MS 483 [M*+1].

6.29. EJEMPLO 29
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SINTESIS de ACIDO 65-4-{3-CLORO-4-FLUORO-
FENILAMINO)-7-METIL-8-OX0O- 6,7-DIHIDRO '-PIIiROLO[Z.S-D]PIRIMIDIN
-6-ILIDENEMETIL]-4-METIL-1 H-PIRROL-2- CARBOXILICO

(2-MORFOLIN -4-IL-ETIL)-AMIDA (FORMULA 32)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-metil-
5,7-dihidro-pirrolo[2,3-dlpirimidin-8-ona (244 mg, 0.83 mmol), 4cido
5-formil-4-metil-1H-pirrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-etil}-amida (1.2 equiv.) y
piperidina (1 gota) e;n etanotl y DMF (2 mL) se agitd a 90°C durante 2 horas. La
reaccion se diluyd con agua y el precipitado se recolectd por filtracién al vacio,
88 lavd con agua, acetato de etilo y hexano y se secd para proporcionar 138.5
mg (31%) del compuesto del titulo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.39 (br
8, 1H, NH), 9.29 (br s, 1H), 8.38 (m, 2H), 7.72 (m 1H), 7.39 (8, 1H, H-vinil), 7.34
(m, 2H), 6.81 (8, 1H), 3.56 (m, 4H, 2xCH>), 3.35 (m, 2H, CH3), 3.31 (8, 3H,
CHa3), 2.45 (m, 2H, CHa), 2.41 (m, 4H, 2xCHp), 2.20 (s, 3H, CH3). MS 540
[M++1],

5.30. EJEMPLO 30
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-6{6- (MORFOLINA
«4-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-ILMETILENO]-5,7-DIHIDRO-PIRROLOJ2,3-D]P1
RIMIDIN-8-ONA (FORMULA 33)

Una mezcia de 4-{3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5, 7-dihidro
-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona (70 mg, 0.25 mmol), 5-(morfolina-4-carbonil)-
1H-pirrol-2-carbaldehido (82.5 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en etanol (2
mL) se agit6 a temperatura ambiente durante 4 dias. El precipitado se recolectd

por filtracién al vacio, se lavd con etanol y se secd para proporcionar 68 mg
(59%) del compuesto del titulo. 1H NMR (380 MHz, DMSO-dg) 5 13.41 (br s,
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1H, NH), 11.65 (br s, 1H, NH), 8.81 (br 8, 1H, NH), 8.28 (s, 1H), 7.76 (s, 1H),
7.75 (m, 1H), 7.53 (m, 1H), 7.38 {t, J = 9.05 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 3.8 Hz, 1H),
8.76 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 3.71 (m, 4H, 2xCH>), 3.65 (m, 4H, 2xCH5). MS 469
[M*+1].
6.31. EJEMPLO 31

SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-7- METIL-S-{3-METIL
-5-{MORFOLINA-4-CARBONIL}-1H-PIRROL-2-ILMETILENO]-5,7-DIHIDRO-PI
RROLO[2,3-DPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 34)

Una mezcia de 4-(3-cloro-4-fluoro-fanilamino)-7-metil-
§,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (116 mg, 0.4 mmol),
3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (130 mg) y piperidina
(1 gota) en etanol (2 mL) se agité a 909C durante 2 horas. La reaccién se
diluy6 con agua y el precipitado se recolectd por filtracién al vacio, se lavd con
agua, acetato de etilo y hexano y 8o sect para proporcionar 141 mg (74%) del
compuesto del titulo. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.42 (br 8, 1H, NH),

9.29 (br s, 1H), 8.38 (8, 1H), 7.72 (m, 1H), 7.34-7.41 (m, 3H), 6.8 (s, 1H), 3.87
(m, 4H, 2xCH3), 3.65 (m, 4H, 2xCH>), 3.29 (8, 3H, CH3), 2.20 (8, 3H, CH3). MS
497 [M*+1].
6.32. EJEMPLO 32

SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMIN )-
6-{4-METIL-5-{4-METIL- PIPERAZINA-1-CARBONIL)- 1H-PIRROL-2-
ILMETILEN] -5,7-DIHIDRO-PIRROLOJ2,3-DIPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA
35)

Se agregd Acido acético (380 mL) y agua (300 ml) a una solucién de
3,5-dimetil-2-pirroicarboxiato de etilo (5 g, 26.9 mmol) en THF (300 mL). La
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mezcla se enfrié to 10 to -5 °C durante 30 minutos. A continuacidn, se agregd
a la mezcia nitrato de amonio cérico (CAN, 67.21 g, 122.6 mmol) durante un
periodo de 30 minutos. La mezcla se agitdé de —10 a —5°C durante 1.5 horas. La
reaccién se diluyé con agua (800 mL) y se extrajo con diclorometano (3x). Los
extractos combinados se lavaron con solucién de bicarbonato de sodio hasta
que la capa acuosa se hizo bdsica, se secd y se concentrS. El residuo se
purific6 en una columna de gel de sllice (10% EtOAc en hexane) para
proporcionar 2.4 g (44%) de etiléster de &cido S5-formil-3-metil-1H- pirrol-2-
carboxlico como un sdlido blanco. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 12.81 (br
s, 1H, NH), 8.64 (s, 1H, CHO), 8.78 (s, 1H), 427 (q, J = 7.17 Hz, 2H,
OCH2CHa3), 2.26 (s, 3H, CH3). 1.30 (t, J = 7.17 Hz, 3H, OCH2CH3). MS 182
M*+1] |

Se agregd hidréxido de litio (8.73 g, 36.44 mmol) al etiléster de dcido
5-formil-3-metil-1 H-pirol-2- carboxilico (1.32 g, 7.27 mmol) en metanol (27 mL)
y.agua (SmL). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante el fin de
ssmana. La reaccién se diluyd con agua (10 mL), se evaporé la mayor parte del
metanol y se lavd con éter. La capa acuosa se acidificd con HCI 1N (37 mL) a
pH = 2, se exirajo con acetato de efilo. Se lavd con salmuera, se secd y se
concentrd. El residuo se lavd con dicilorometano y se filird para proporcionar

0.98 g (88%) de acido 5-formil-3-metil-1H- pirrol-2- carboxilico como un sdlido
tostado. TH NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 12.87 (br s, 1H, COOH), 12.41 (br s,

1H, NH), 9.63 (s, 1H, CHO), 6.74 (s, 1H), 2.26 (8, 3H, CHa).

A una solucion de acido S-formil-3-metil-1H-pirrol-2- carboxdlico (306.3
mg, 2 mmol) en DMF 5 mL se agregé HOBt (324.3 mg, 2.4 mmol), EDC (460.1
mg, 2.4 mmol) y a continuacién 1-metilpiperazina (0.27 mL, 2.4 mmol). La
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mezcla se agitd a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante toda ia noche.
La reaccion se diluyé con acetato de etilo y se lavé con bicarbonato de sodio.
La capa acuosa se exirajo varias veces con acetato de etilo. La capa orgdnica
combinada se lavd con salmuera, se secH, se concentrd y se sometié a
cromatografia de columna (MeQOH/DCM) para proporcionar 310 mg (68%) de
4-metil-5-(4-metil-piperazina-1-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido como un
amarillo claro espuma sélida.

THNMR (3680 MHz, DMSO-dg) 12.20 (br s, 1H, NH), 9.47 (s, 1H, CHO), 6.80
(s, 1H), 3.58 (m, 4H, 2xCHb), 3.44 (m, 4H, 2xCH5), 2.03 (s, 3H, CHa).

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-
5,7-dihidro-pirolo[2,3-d]pirimidin8-ona (70 mg, 025 mmol), 4-metil-5-
(4-metil-piperazina-1-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (70.6 mg, 0.3 mmol) y
piperidina (3 gotas) en etanol (2 mL) se agité a temperatura ambiente durante 4
dias. El precipitado se recolectd por filtracion al vacio, se lavd con etanol y se
sect para proporcionar 89.1 mg (72%) del compuesto del titulo. 1H NMR (360
MHz, DMSO-dg) 5 13.13 (br 8, 1H, NH), 11.74 (br s, 1H, NH), 8.77 (br s, 1H,
NH), 8.27 (s, 1H), 7.75 (dd, J = 2.7 & 8.5 Hz, 1H), 7.71 (8, 1H), 7.52 (m, 1H),
7.38 (t, J = 8.85 Hz, 1H), 6.74 (s, 1H), 3.52 (m, 4H, 2xCH>), 2.37 (m, 4H,
2xCH3), 2.21 (8, 3H, CH3), 2.14 (8, 3H, CHg). MS 496 [M*+1].

6.33. EJEMPLO 33
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-7-METIL-
§-{3-METIL-5-{4-METIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-ILMETILE
N}-5,7-DIHIDRO- PIRROLO [2,3-DIPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 38)

Una mezcia de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-
metil-5,7-dihidro-pirroio]2,3-djpirimidin-8-ona {80 mg, 0.27 mmol), 3-metil-5-
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(4-metil-piperazina-1-carbonil)-1 H-pimrol-2-carbaldehido (1.2 equiv.) y piperidina
(1 gota) en etanol (2 mL) se agitt a 90°C durante 2 horas. La reaccién se

diluy6 con agua y el precipitado se recolectd por filtracién al vaclo, se lavé con

agua, acetato de etilo y hexano y 88 secd para proporcionar 120.5 mg (72%)
del compuesto del titulo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 13.42 (br s, 1H,

NH), 9.32 (br s, 1H), 8.40 (8, 1H), 7.71 (m, 1H), 7.35-7.41 (m, 3H), 6.60 (s: 1H),
3.69 (m, 4H, 2xCH>o), 3.30 (s, 3H, CHa), 2.35 (m, 4H, 2xCHp), 2.21 (s, 3H,
CHg), 2.20 (8, 3H, CHg3). MS 510 [M*+1].

8.34. EJEMPLO 34
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-
[4-METIL-5-{MORFOLINA-4-CARBONIL)-1 H-PIRROL-2-ILMETILENO]-5,7-DI
HIDRO-PIRROLO[2,3-DIPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 37)

A una solucitn de acido 5-formil-3-metil-1H-pirrol-2- carboxilico (306.3
mg, 2 mmol) en DMF (5 mL) se agregé HOBt (324.3 mg, 2.4 mmol), EDC
(460.1 mg, 24 mmol) y a conﬂnuaddn- morfolina (0.21 mL, 2.4 mmol). La
mezcla se agitd a temperatura ambiente bajo nitrdgeno durante toda la noche.
La reaccién se diluyd con acetato de etilo y se lavd con bicarbonato de sodio.
La capa acuosa se oxirajo varias veces con acetato de etilo. La capa orgénica
combinada se lavd con salmuera, se secd, se concentré y se sometié a
cromatografia de columna (MeOH/DCM) para proporcionar 385 mg (89%) de

4-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-pirol-2-carbaldehido como una espuma
sdlida de color amarillo dlaro . 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) & 12.18 (br s,

1H, NH), 9.48 (s, 1H, CHO), 6.79 (8, 1H), 3.43 (m, 4H, 2xCH2), 2.29 (m, 4H,
2xCHo), 2.17 (s, 3H, CHg), 2.01 (s, 3H, CHa).
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Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7- dihidro-pirrolo
[2,3-d]pirimidin-8-ona (70 mg, 0.25 mmoli), 4-metil-5-(
morfolina-4-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehtdo (68.7 mg, 0.3 mmol) y piperidina
(3 gotas) en etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 4 dlas. El
precipitado se recolectd por filtracion al vacio, se lavd con etanol y se secd para
proporcionar 105 mg (87%) del compuesto del titulo. TH NMR (360 MHz,
DMSO-dg) 5 13.16 (br 8, 1H, NH), 11.74 (br 8, 1H, NH), 8.78 (br s, 1H), 8.27 (s,
1H), 7.74 (dd, J=2.2 & 6.5 Hz, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.52 (m, 1H), 7.38 (t, J = 9.1
Hz, 1H), 6.74 (s, 1H), 3.65 (m, 4H, 2xCH3), 3.54 (m, 4H, 2xCH>3), 2.15 (s, 3H,
CHg). MS 483 [M*+1]. N\

6.35. EJEMPLO 35
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{3,5-
DIMETIL-1H-PIRROL-2-{LMETILEN)-7-METIL-6,7-DIHIDRO-
PIRR PIRIMID E LA 38

Se condensd 4-(3-Cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-metil-5,7-
dihldro-pirmolo[2,3-d]pirimidin-6-ona (100 mg, 0.34 mmol) con
3,5-dimetil-1H-pirol-2-carbaldehido (50 mg, 0.41 mmol) y piperidina (2 gotas)
en etanol (3 mL) a 80°C durante 2 horas para proporcionar 50 mg (37%) del
compuesto dei titulo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.07 (br s, 1H, NH),
9.18 (8, 1H), 8.34 (8, 1H), 7.69 (m, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.30-7.40 (m, 2H), 6.05 (s,
1H), 3.32 (8, 3H, CH3 ), 2.34 (8, 3H, CHg), 2.16 (s, 3H, CH3). MS 398 [M* +1].

6.386 EJEMPLO 38
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-6-[3-METIL-
5-{4-METIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1 H-PIRROL-2-LMETILEN]-5,7-DiHi
DRO-PIRROLO{2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 39)
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A una suspension de écido 5-formil-4-metil-1H-pirrol-2- carboxilico (1.53
g, 10 mmoi) en DMF (20 mL) se agregé 1-metilpiperazina (1.2 g, 12 mmol),
seguido por dorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carboiimida (EDAC,
2.3 g, 12 mmol), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt, 1.8g, 12 mmol) y trietilamina (3.2
mL, 24 mmol). La mezcla de la reaccién se agitd a temperatura ambiente
durante 2 dias. La reaccion se concentr, se diluydé con agua y se exirajo con
acetato de etilo (5x). El acetato de etilo combinado se concentrd a un volumen
de 20 mL y se triturd con hexano (10 mL). El sélido resultante se recolectd por
filtracion al wvaclo pam proporcionar 16 g (68%) de

3-metil-5-(4-metil-piperazina-1-carbonil}-1H-pirol-2-carbaldehido como un
sélido amarillo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 12.21 (s, 1H, NH), 9.7 (s,

1H, CHO), 6.35 (s, 1H), 3.58 (m, 4H 2xCH2), 2.30 (m, 7H, 2xCH2 & CH3), 2.18
(8. 3H, CHa). MS 238 [M*+1).

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5, 7-dihidro-
pirrolo[2,3-dJpirimidin-6-ona (70 mg, 025 mmol) y 3-metil-5(4-metil
-piperazina-1-carbonil}-1H-pirrol-2-carbaldehido (706 mg, 030 mmol) y
piperidina (3 gotas) en etanol se agitd a temperatura ambiente durante 4 dias.
El precipitado se recolecté por filtracién al vacio, se lavd con etanol y se secd
para proporcionar 124 mg (100%) del compuesto del titulo. TH NMR (360 MHz,
DMSO-dg) & 13.41 (8, 1H, NH), 11.77 (br 8, 1H, NH), 9.22 (br 8, 1H), 8.32 (s,
1H), 7.72 (dd, J = 2.7 & 8.8 Hz, 1H), 7.42 (m, 1H), 7.32-7.37 (m, 2H), 6.58 (d, J
= 1.8 Hz, 1H), 3.68 (m, 4H, 2xCH3), 2.36 (m, 4H, 2xCH5), 2.22 (s, 3H, CHa),
2.20 (s, 3H, CH 3). MS 496 [M*+1].

5.37. EJEMPLO 37
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SINTESIS de ACIDO 3-{5-{4{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-7-
METIL-$-0X0-8,7-DIHIDRO-PIRROLOf2,3-DJPIRIMIDIN-S-ILIDENEMETIL)-2,
4-DIMETIL-1 H-PIRROL-3-L}- PROPIONICO (FORMULA 40)

Se condensd  4-(3-Cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-metil-5, 7-dihidro
-pirmolo[2,3-dlpirimidin-8-ona (100 mg, 0.34 mmol) con éacido 3-(5-formil-2,4-
dimetil-1 H-pirrol-3-il)- propionico (80 mg, 0.41 mmol) y piperidina (2 gotas) en
etanol (3 mL) a 809C durante 2 horas para proporcionar 38 mg (23%) del
compuesto del titulo. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.15 (br s, 1H, NH),
12.07 (br 8, 1H, COOH), 9.18 (s, 1H), 8.33 (8, 1H), 7.71 (m, 1H), 7.40 (s, 1H),
7.30-7.39 (m, 2H), 3.32 (8, 3H, CHa), 2.63 {m, 2H, CH3), 2.35 (m, 2H, CH»),
2.33 (8, 3H, CHg3), 2.13 (s, 3H, CHg).

6.38. EJEMPLO 38
SINTESIS de 4(3-CLORO-4FLUORO-FENILAMINO)-5{3,5-DIMETIL-4
<4-METIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)}-1 H-PIRROL-2-ILMETILENO}-5,7-DiHI
MIDIN-8-O LA 4

Una mezcla de 43-cloro-4-flucro-fenilamino)-5,7-dihidro-pirrolo
[2,3-d]pirimidin-6-ona (70 mg, 0.25 mmol), 3,5-dimetil-4-(4-metil-piperazina-1-
carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (74.8 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en
etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 4 dias. El precipitado se
recolecto por filtracién al vacio, se lavd con etanol y se secd para proporcionar
102 mg (80%) del compuesto del titulo. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) § 13.27
(br s, 1H, NH), 11.68 (br 8, 1H, NH), 8.12 (br 8, 1H), 8.29 (s, 1H), 7.71 (m, 1H),
7.40 (m, 1H), 7.31-7.38 (m, 2H), 3.43 (m, 4H, 2xCH>), 2.30 (s, 3H, CH3), 2.27
(m, 4H, 2xCHg), 2.18 (8, 3H, CHa), 2.12 (8, 3H, CHg3). MS 510 [M*+1].

5.39. EJEMPLO 39
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SINTESIS de ACIDO 3-{5{4{3-CLORO-4FLUORO- FENILAMINO)
-7-METIL-6-OXO- 6,7-DIHIDRO- .  PIRROLO [2,3-D]PIRIMIDIN
-5-HLIDENEMETIL] -4-METIL-1H-PIRROL-24L)- PROPIONICO (FORMULA
42)

Se condensd 4-(3-Cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-metil-5,7-
dihidro-pirrolo[2,3-dlpirimidin-6-ona (100 mg, 0.34 mmol) con acido
3-(5-formil-4- metil-1 H-pimol-2-il}- propidnico (62 mg, 0.41 mmol) y piperidina (2
potas) en etanol (3 mL) se agitd 80°C durante 2 horas para proporcionar 31 mg
(20%) del compuesto del titulo. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 13.14 (br s,
1H, NH), 9.14 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 7.89 (m, 1H), 7.30-7.40 (m, 3H), 6.08 (s,
1H), 3.32 (s, 3H, CH3), 2.88 (m, 2H, CH3), 2.53 (m, 2H, CH5), 2.18 (s, 3H,
CHa).

5.40. EJEMPLO 40
SINTESIS de 4(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{3,6-DIMETIL-4-
(MORFOLINA-4-CARBONIL)-1 H-PIRROL-2-LMETILENO}-5,7-DIHIDRO-PIR
ROLO{2,3-DJPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 43)

Una mexcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilaming)-5,7-dihidro-pirrolo
[2,3-d]pirimidin-8-ona (70 mg, 0.25 mmol), 3,5-dimetil-4-(morfolina-4-carbonll)-
1H-pimol-2-carbaldehido (70.8 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en etanol (2
mL) ge agité a temperatura ambiente durante 4 dias. El precipitado se recolectd
por filtracién al vacio, se lavé con etanol y se secd para proporcionar 8.5 mg
(79%) del compuesto del titulo. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) § 13.28 (br s,
1H, NH), 11.68 (br s, 1H, NH), 9.12 (br s, 1H), 8.29 (s, 1H), 7.71 (m, 1H), 7.40
(m, 1H), 7.31-7.38 (m, 2H), 3.58 (m, 4H, 2xCH>5), 3.45 (m, 4H, 2xCH>5), 2.31 (s,
3H, CH3), 2.14 (8, 3H, CH3). MS 497 [M*+1].



6.41. EJEMPLO 41
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{3,6-DIMETIL-4-(3-
MORFOLIN-4-IL-PROPIL)-1 H-PIRROL-2-ILMETILENO}-7-METIL-5,7-DIHIDR
O-PIRROLO|2,3-DJPIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 44)

Una mezda de 4-(3-Cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-metil-5,7-dihidro-
pirrolo[2,3-dJpirimidin-8-ona (100 mg, 0.34 mmol), 3,5-dimetil-4-(3-morfolin-
4-il-propil)-1H-pimol-2-carbaldehido (85 mg, 0.34 mmol) y piperidina (2 gotas)
en etanol (3 mL) se agitd a 809C durante 1 hora. La reaccion se concentrd y se
someti6 a cromatografia de columna para proporcionar 46 mg (26%) del

compuesto del titulo como un sdlido amarillo claro . 1H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 5 13.14 (br 8, 1H, NH), 9.17 (s, 1H), 8.33 (8, 1H), 7.68 (m, 1H), 7.35

(8. 1H, H-vinil), 7.32 (m, 2H), 3.55 (m, 4H, 2xCH3), 3.30 (s, 3H, CHa), 2.40 (m,
2H, CH3), 2.31 (s, 3H, CH3), 2.30 (m, 4H, 2xCH>), 2.20 (m, 2H, CH2), 2.10 (s,
3H, CH3), 1.55 (m, 2H, CHo).

6.42. EJEMPLO 42
SINTESIS de  4{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{5-(4-METIL-
PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1 H-PIRROL-24LMETILENO}-5,7-DIHIDRO-PIRR
OLOJ2,3-DIPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 45)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihidro-pirrolo
[2,3-dlpirimidin8-ona (70 mg, 025 mmol), 5{(4-metil-piperazina-1-
carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (86.4 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en
etanol (2 mL) se agité a temperatura ambiente durante 4 dias. El precipitado se
recolactd por filtracién al vacio, se lavé con etanol y se secd para proporcionar
101.5 mg (84%) del compuesto del titulo. 1H NMR (380 MHz, DMSO-dg) &

13.39 (br s, 1H, NH), 11.74 (br s, 1H, NH), 8.81 (br s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.76 (s,
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1H), 7.75 (m, 1H), 7.53 (m, 1H), 7.39 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 6.91 (m, 1H), 6.74 (m,
1H), 3.70 (m, 4H, 2xCHj3), 2.37 (m, 4H, 2xCH), 2.21 (s, 3H, CH3). MS 482
[M*+1].

5.43. EJEMPLO 43
SINTESIS de  6{3-METIL-5-{MORFOLINA-4-CARBONIL)-1H-PIRROL-
2L METILENO}H~{1-FENIL-ETILAMINO)-5,7-DIHIDRO-PIRROLO{2,3-D]PIRI
MIDIN-8-ONA {(FORMULA 48)
_ Una mezcla de 4-cloro-5-[3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-pirrol-

2-iimetileno}-5,7-dihidro-pirrol[2,3-d]pirimidin-6-ona (37 mg, 0.1 mmol) y

(R)-(+)-1-fanilelilamin-a (121 mg, 1 mmol) en 2-met¢'»¢ietanol (0.5 mL) se calentd
. a 110-120°C durante 1.5 horas. La reaccion se diluyd con agua y sa filirs. El
precipitado se lavé con agua, algo de etanol, acetato de etilo, hexano y se sectd
para proporcionar 38.1 mg (81%) del compuesio del titulo como un adlido
amarillo. MS 459 [M*+1].

5.44. EJEMPLO 44
SINTESIS de ACIDO 5{4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-0X0-8,7-
DIHIDRO-PIRROL0{2,3-DJPIRIMIDIN-6-ILIDENEMETIL]-4-METIL-1 H-PIRRO
L-2- CARBOXILICO (FORMULA 47)

Se agité una mezcia de acido 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihidro-
pirroio[z.a-dlplrimidin-e-ona (70 mg, 0.25 mmol), 5-formil-4-metil- 1H-pirrol-2-
carboxilico (45.9 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en etanol (2 mL) a
temperatura ambiente durante 4 dias. El precipitado se recolectd por filtracién
al vacio, se lavd con etanol y se secd, luego se lavd con HCI 1N (3x), agua (5x)

y se secd para proporcionar 88.8 mg (86%) del compuesto del tftulo. 1H NMR
(380 MHz, DMSO-dg) 5 13.55 (br 8, 1H, NH), 11.84 (br 8, 1H, NH), 9.28 (s, 1H),



8.34 (s, 1H), 7.74 (m, 1H), 7.43 (m, 1H), 7.41 (8, 1H), 7.38 (t, J = 9.1 Hz, 1H),
6.74 (d, J = 2.15 Hz, 1H), 2.22 (s, 3H, CH3). MS 414 M¥+1].

' 5485. EJEMPLO 45
SINTESIS de  &-[3-METIL-6{MORFOLINA-4-CARBONIL)}-1H-PIRROL-
2-{LMETILENO]-4-PIPERIDIN-1-L-5,7-DIHIDRO-PIRROL Of2,3-D]PIRIMIDIN-
6-ONA (FORMULA 48)

Una mezcia de 4-cloro-5,7-dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-6-ona (189 mg,
1 mmol), 3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (222 mg, 1
mmol) y piperidina (2 gotas) en stanol (3 mL) se calentd a reflyjo durante toda
la nache. El precipitado se recolectd por filtracion al vacio, se lavd con acetato
de stilo/ hexano y se secd para proporcionar 332.2 mg (79%) del compuesto
del titulo como un sélido amarillo. MS 423 [M*+1].

5.48. EJEMPLO 48
SINTESIS de ACIDO 3-{6-[4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OXO-
6,7-DIHIDRO-PIRROLOf2,3-D] PIRIMIDIN-5-ILIDENEMETIL]-4-METIL-1H-
PIRROL-2-IL}- PROPIONICO (FORMULA 49)

Se agregd fert-bultxido de sodio (1.37 g, 14.3 mmol) se agregé al
bromurc de fert-butoxicarbonilmetil)trifenilfosfono seco (6.56 g, 14.3 mmol) en
THF (anhidro, 30 mL) bajo nitrdgenc. Se agregé a la mezcia se agitd
temperatura amblente durante 30 minutos. A la mezcla se agregd etiléster de
écido 5-formil-3-metil-1H-pimol-2- carboxdlico (2.36 g, 13 mmol) en THF (35
mL). La mezcia se agitd a continuacién a temperatura ambiente bajo nitrdgeno
_durante toda la noche. El sélido se filtr6 y el filtrado se concentrd seguido por
cromatografia de columna (10% EtQAc en hexano) para proporcionar 2.95 g
(81 %) de S5-(2-fert-butoxicarbonil-vinil)-3-metil-1H- pimol-2-dcido carboxdlico




‘e H5

etiléster. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 11.85 {br s, 1H, NH), 7.35 (d, J =
15.7 Hz, 1H), 6.73 (s, 1H), 6.41 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 4.23 (q, J = 7.1 Hz, 2H,
OCHg), 2.22 (s, 3H, CH3), 1.44 (s, 9H, 3xCH3), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
OCH32CHg). MS 279 [M*].

Una solucion de etiléster de écido
5-(2-tert-butoxicarbonil-vinil}-3-metil-1H-pirrol-2-carboxilico (2.48 g) en acetato
de etilo (60 mL) y etancl (30 mL) se hidrogené usando paladio sobre carbon 1%
a temperatura ambiente durante toda la noche para proporcionar 2.48 g (100%)
etiléster de acido 5-(2-fert-butoxicarbonil-etil)-3-metil-1H-pirrol-2-carboxlico
como un sdlido blanco. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 11.12 (br s, 1H, NH),
5.74 (d, J= 2.3 Hz, 1H), 4.17 (q, /= 7.1 Hz, 2H, OCH2), 2.71 (t, J=7.5 Hz, 2H,
CHg), 247 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CHp), 2.18 (s, 3H, CH3), 1.38 (s, 8H, 3xCH3),
1.28 (t, J=7.1 Hz, 3H, OCH2CH3). MS 282 [M*+1].

Se agreg6 hidroxido de litio (1.02 g, 42.65 mmol) a una suspension de
etiléstor de acido 5-(2-teri-butoxicarbonil-etil)-3-metil-1H-pirrol-2- carboxdlico
(2.4 g, 6.53 mmol) en metanol (50 mL) y agua. (12 mL). Se agregd etanol (4
mL) a la mezcla (para la solvatacién del material inicial) y se agité a
temperatura ambiente durante toda la noche. La reaccién se diluyd con agua
(20 mL), se concentrd (para separar la mayor parte del alcohol) y se extrajo con
éter. A continuacion, la capa acuosa se acidificd a pH = 2 usando HCI 1N (43
mL) y se exirajo con acetato de etilo (2x). A continuacién se lavd el extracto
combinado con salmuera, se sec)d y s concentrd para proporcionar 1.80 g de
etiléster de acido 5-(2-carboxi-etil}-3-metil-1H-pirol-2- carboxlico como un
solido blanco.



Una mezcla de oﬁlésﬁe; de dcido 5-(2-carboxi-etil)}-3-metil-1+-pirrol-2-
carboxdlico (1.8 g, 8 mmol) e hidréxido de litio (1.94 g, 8 mmol) en THF (40 mL)
y agua (48 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 2 dias, luego en un
baflo de aceite de 809C durante 4 horas. La reaccién se enfrié a temperatura
ambiente, 8e acidificd a pH = 2 usando HCI concentrado, se exirajo con acetato
de etiio. La capa orgénica a continuacién se secd y se concentrd para
proporcionar 1.32 g de éacido 5-(2-carboxi-etil}-3-metil-1H-pimrol-2- carboxdlico.

Una solucion de acido 5-(2-carboxi-etil)-3-metil-1H-pirrol-2- carboxlico
(1.3 g, 6.59 mmol) en triftuorodcido acélico (8 mlL) se agitd6 a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A continuacién se enfri6 a 0°C y se agregd
ortoformato de trietilo (6 mL). La mezcla se agitdé a 0°C durante 10 minutos y a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La reaccién se virti6 en agua (50
mL) y se exirajo con acetato de etilo. El extracto se secd y se concentrd para

proporcionar 1.2 g de 3-(5-formil-4-metil-1H-pirrol-2-il)-&cido propiénico como
un sélido mamon. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 12.17 (br s, 1H), 11.50 (br

s, 1H), 9.4 (s, 1H, CHO), 5.85 (s, 1H), 2.74 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2), 2.54 (t, J
= 7.4 Hz, 2H, CHy), 2.23 (8, 3H, CHa). MS 182 [M*+1].

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihidro-
pirolo[2,3-d]pirimidin8-ona (70 mg, 025 mmol), 3-(5-formil-4-metil-
1H-pirrol-2-il}-dcido propibnico (54.4 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en
etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 4 dias. La reaccién se
concentrd, el residuo se digolvié en agua y se acidificd con HCI 1N a pH=2. El
sélido resultante, a continuacién, se lavd con agua, etanol y se secd para

proporcionar 93.9 mg (85%) del compuesto del titulo. 1H NMR (360 MHz,
DMSO-dg) 5 13.18 (br 8, 1H, NH), 12.19 (br s, 1H, COOH), 11.61 (br s, 1H,

G 446
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NH), 9.09 (s, 1H), 8.27 (s.' 1H), 7.70 (m, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.30-7.35 (m, 2H),
6.07 (s, 1H), 2.90 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CHj3), 2.80 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CHp), 2.16

(s, 3H, CHa3). MS 442 [M*+1].

5.47. EJEMPLO 47
SINTESIS de 4-{INDAN-4-ILAMINO)-6-[3-METIL-6-(MORFOLINA-
4-0ARBONIL)-1H-PIRROL-!-ILMEI1LEN6]-G.7-DIHIDRO—PIRROLO[2,3—D]PI
RIMIDIN-6-ONA {(FORMULA 80)

Una mezcla de 4-cloro-5{3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-pirrol-
2-imetilenc]-5,7-dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-6-ona (50 mg, 0.13 mmol),
S5-amincindan (178.12 mg, 1.3 mmol) en 2-metoxietanol (0.6 mL) se calent6 a
110-120°0C durants 8 horas y se exirajo con acetato de etilo/ agua. La capa
orgdnica se concentrd, el residuo se triturd6 con acetona y se filtr para
proporcionar 29 mg de a sdlido amarillo. El licor madre se concentrd y se
sometié a cromatografla de columna para proporcionar 10.1 mg del producto.
El rendimiento total fue de 39.1 mg (64%) del compuesto del titulo como un
sélido amarillo. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.42 (br s, 1H, NH), 11.74
(br s, 1H, NH), 9.11 (br s, 1H), 8.27 (s, 1H, H-vinil}, 7.25 (br s, 1H, NH),
7.04-7.15 (m, 3H), 8.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 3.63 (m, 8H, 4xCH3), 2.79 (m, 4H,
2xCHo), 2.08 (s, 3H, CHg), 1.99 (m, 2H, CH). MS 471 [M*++1).

6.48. EJEMPLO 48
SINTESIS de ACIDO ({6{4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OXO-
6,7-DIHIDRO-PIRROLO{2,3-D]PIRIMIDIN-5-ILIDENEMETIL}-2 4-DIMETIL-1 H-
PIRROL-3-IL}- ACETICO (FORMULA 51)

Se agité una mezdia de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihidro-pirrolo
[2.3-dlpirimidin-8-ona (70 mg, 0.25 mmol), dcido (5-formil-2,4-dimetil-1H-

G2
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pirrol-3-il)- acético (54.3 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en etanol (2 mL)
a temperatura ambiente durante 1 dia. La reaccién se concentrd, ol residuo se
suspendié en HCl 1N. E! precipitado se filtrd, se lavd con agua, suspendi6 en
acetato de etilo caliente, se filtré y se secd para proporcionar 42 mg (38%) del
compuesto del titulo. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 13.21 (br 8, 1H, NH),

12.17 (br 8, 1H, COOH), 11.65 (8, 1H, NH), 8.13 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.71 (m,
1H), 7.3-7.4 (m, 3H), 3.37 (8, 2H, CH>3), 2.3 (8, 3H, CH3), 2.10 (8, 3H, CH3). MS
442 [M*+1]. '

5.49 EJEMPLO 49
SINTESIS de 4{(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{5-(3,65-
DIMETIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL )-3-METIL-1 H-PIRROL-2-LMETILENO}-
§,7-DIHIDRO-PIRROL Of2,3-D]PIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 52)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihidro-pimolo
[2,3-dlpirimidin8-ona (70 mg, 025 mmol), 5-(3,5-dimetil-piperazina-
1-carbonil)-3-metil-1/-pirrol-2-carbaldehido (74.8 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3
gotas) en etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambiente durante durante toda
la noche. El precipitado se recolectt por filtracion al vacio, se lavé con etanol y
8@ secH para proporcionar 93.1 mg (73%) del compuesto del titulo como un
sdlido amariflo. TH NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 13.39 (br 8, 1H, NH), 11.75
(br 8, 1H, NH), .23 (br 8, 1H), 8.32 (s, 1H), 7.73 (dd, J = 2.6 & 8.7 Hz, 1H),
7.41 (m, 1H), 7.33-7.38 {m, 2H), 6.57 (d, J= 2 Hz, 1H), 4.22 (m, 2H, CHy), 2.68
(m, 2H, CH2), 2.52 (m, 2H, 2xCH), 2.22 (s, 3H, CH3), 0.99 (d, J = 6 Hz, 6H,
2xCHg), 0.98 (s, 3H, CHa). MS 510 [M*++1).

5.50. EJEMPLO 50
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SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)- 6{3-
METIL-5-(3,4,6-TRIMETIL-PIPERAZINA -1-CARBONIL}-1H- PIRROL-2-
ILMETILENO]-6,7-DIHIDRO-PIRROLO{2,3-DJPIRIMIDIN-6-ONA  (FORMULA
63)

Se condensd 4-(3-Cloro-4 -fluoro-fenilamino)-5,7-
dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona con 3-metil- 5-(3,4,5-trimetil-
piperazina-1-carbonil)-1H-pimol-2- carbaldehido para proporcionar el
compuesto del titulo. TH NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 13.41 (br s, 1H, NH),
11.78 (br 8, 1H, NH), 9.23 (br s, 1H), 8.33 (s, 1H), 7.72 (dd, J‘= 25&6.5Hz,
1H), 7.43 (m, 1H), 7.33-7.38 (m, 2H), 6.58 (m, 1H), 4.18 (m, 2H, CH3), 2.78 (m,
2H), 2.23 (s, 3H, CH3), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.11 (m, 2H), 1.06 (d, J= 6.8 Hz, 6H,
2xCH3). MS 524 [M*+1].

§.61. EJEMPLO 61
SINTESIS de  4{3-CLORO-4FLUORO-FENILAMINO)}  5{6-{4-
ETIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-3-METIL-1 H-PIRROL-2-ILMETILENO]-5,7-
DIHIDRO- PIRROLO[Z,S-D]PIRIMIDIN-.'-ONA (FORMULA 54)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino) 5,7-dihidro-pirrolo
[2,3-dpifmidin6-ona (70 mg, 025 mmol), 5-(4-etilpiperazina
-1-carbonil)-3-metil-1 H-pirrol-2-carbaldehido (74.8 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3
gotas) en etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambiente durante durante toda
la noche. El precipitado se recolectd por filtracion al vaclo, se lavd con etanol y
86 secd para proporcionar 93 mg (73%) del compuesto del titulo.

TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 3.40 (br 8, 1H, NH), 11.81 (br s, 1H, NH),

9.26 (br s, 1H), 8.33 (8, 1H), 7.72 (m, 1H), 7.33-7.45 (m, 3H), 6.58 (m, 1H), 3.68

447
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(m, 4H, 2xCH»), 2.31-2.42 (m, 8H), 2.22 (s, 3H, CHa), 1.01 {t, J= 7.2 Hz, 3H,
CHaCHa). MS 510 [M*+1]. -

5.62. EJEMPLO 52

SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO) -5,7-DIHIDRO
-PIRROLO{2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 55)

A una solucién de 4-cloro-7H-pirrolof2,3-d]pirimidina (767.9 mg, 5 mmol)
Y 3-cloro-4-flucro-fenilamina (873.4 mg, 6 mmol) en 25 mL de DMF seco bajo
nitrbgeno se agregd frifluorometansulfonato de plata (1.54 g, 6 mmol). La
mezcla se agitd a 95°C durante 15 horas. La reaccién enfriada se diluyé con
acetato de etilo (70 mL) y se filtré a través de cellte, se lavd a fondo con acetato
de etilo. El filtrado se lavé con }almuera (5x%). La salmuera se extrajo con
acetato de etilo, el cual a continuacién se lavd con saimuera. El acetato de etilo
combinado se secd (sulfato de magnesio), se concentrd y se purificé para
proporcionar 1.22 g (93%) de (3-cloro-4-fluoro-fenil)-(7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-
4-il)}-amina como un sdlido blancuzco. m.p. 274-275 °C. 1H NMR (360 MHz,
DMSO-dg) 5 11.78 (br 8, 1H, NH), 8.41 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.28 (m, 1H), 7.79
(m, 1H), 7.37 (t, 1H), 7.25 (m, 1H), 6.76 {m, 1H). MS 263.4 [M*+1].

A una solucion agitada de (3-cloro-4-fluoro-fenil}-(7H-pirrolof[2,3-
djpirimidin-4-il)}-amina (26.3 mg, 0.1 mmol) en 1 mL de t-butanol se agregd por
porciones 84 mg (0.2 mmol) de perbromuro de bromuro de piridinio (PBPB). La
mezcia de la reaccién se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. La
reaccion se diluyd con acetato de etilo, se lavd con agua, sulfato de sodio
acuoso, salmuera, se secd y se concentrd para proporcionar 5,5-dibromo-4-(3-
cloro-4-fluoro-fenilamino)-5, 7-dihidro-pirmolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (usando en el

paso siguients sin ninguna purificacién).
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Una mezcla de 5.5-diIiromo-d—(3-cloro—4—ﬂuom-fenilanino)—5,7—dihidro-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona (del parrafo anterior), polvo de ziné en 2 mL de
acido acético se agité a temperatura ambiente durante una hora. La reaccién
gse diluyé con acetato de etilo y se filtrd. El filtrado aallavﬂ con agua,
bicarbonato de sodio y salmuera, se secd, se concentré y se purificd para
proporcionar 11.2 mg (rendimiento combinado de 40% para los dos pasos) de

4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihidro-pimrolo[2,3-djpirimidin-8-ona como un
solido blancuzeo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 11.08 (br s, 1H, NH), 8.02

(s, 1H), 8.33 (s, 1H), 8.02 (m, 1H), 7.58 (m, 1H), 7.35 (t, 1H), 3.45 (s, 2H, CH>2).
MS 279.3 [M++1].

6.63. EJEMPLO 63

SINTESIS de ACIDO 544-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)
-7-MORFOLIN-4-ILMETIL-8-OX0-8,7-DIHIDRO-PIRROL O] 2,3-DJPIRIMIDIN-5-
ILIDENEMETIL]4-METIL-1H-PIRROL-2- CARBOXILICO . (2-MORFOLIN
_“HL-ETIL}-AMIDA (FORMULA &8)

A la suspension de 4cido 5-[4(3-Cloro-4-fluoro-fenilamino)
-8-0x0-8, 7-dihidro-pirrolof2,3-djpirimidin-5-ilidenmetil}-4-metil-1H-pirrol-2-carbox
flico (2-morfolin-4-il-etil}-amida (170 mg, 0.32 mmol) en EtOH-Dioxano-DMF
(2:2:1) {10 mL) se agregd N,N'-dimorfolinometano (0.5 mL). La mezcia se agité
a 100 °C durante 18 horas y a continuacién se enfrié a temperatura ambiente.
El producto se cristalizé, se filtrd, se lavd con metanol, y se secd bajo alto vacio
para proporcionar écido
5-{4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-morfolin-4-ilmetil-8-o0xo-8, 7-dihidro-pirrolof2,
3-djpirimidinilidenemetil}4-metil-1  H-pirrol-2-carboxlico  (2-morfolin  -4-il-
etil}-amida en forma pura (130 mg, 85%). MS 625 [M*+1].
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6.54. EJEMPLO 54 _ _

SINTESIS de 4{3CLORO4FLUGRO-  FENILAMIN )
-5-{1-[5-{MORFOLINA-4-CARBONIL)-TIOFEN-2-IL]-METILIDEN}-6,7-DIHIDR
O-PIRROLO{2,3-DJPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 57)

La mezcia de ~ 4-(3-0Idro—4 -fluoro-fenilamino)
-5, 7-dihidro-pirolo[2,3-dJpirimidin-6ona (80 mg, 032  mmol),
5-(morfolina-4-carbonil)-tiofen-2-carbaldehido (82 mg, 0.36 mmol), y trietilamina _
(2 gotas) en etanol (3 mL) se calentd a 809C en bafio de aceite durants 2
horas, y se enfrié a temperatura ambients. El solvente se evaporé y el residuo
8@ purificd en una columna de gel de silice eluyendo con doruro de
metileno-metanol (88:2 y 95.5) para proporcionar
4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5-{1-[5-(morfolina-4-carbonil}-tiofen-2-li} metiliden
)-5,7-dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-8-ona (41 mg, 28%) pura. MS 486 [M*+1].
5.66. EJEMPLO &6
SINTESIS de 4{3-CLORO-4 -FLUORO-FENILAMIN )
-5-{1-{2-CLORO-4-HIDROXI-FENIL)-METILIDEN]-5,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3
-DJPIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 68)

La mezcia de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)
-5,7-dihidro-pirrolof2,3-dpirimidin-8-ona (100 mg, 0.38 mmol),
2-cloro4-hidroxi-benzaldehido (84.5 mg, 0.54 mmol), y piperidina (3 gotas) en
etanol (3 mL) se calentd a 60°C en bafio de aceite durante 4 horas, y se enfrié
a temperatura ambiente. El producto se cristalizd, se filtrd, se lavé con etanol, y
se sechd bajo alto vaclo para proporcionar

4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5-[1(2-cloro-4-hidroxi-fenil)}-metiliden}-5,7-dihidro
-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona pura. 1H NMR (400 MHz, DMSO-dg) d 11.52 (br s,
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1H), 10.45 (br s, 1H), 8.42 (s..1H). 8.35 (br s, 1H), 7.65 (8, 1H), 7.11 (t, 1H),
6.96 (m, 1H), 6.78 (m, 1H), 6.72 (d, 1H), 6.68 (m, 1H), 6.56 (dd, 1H). MS 418
[M¥+1].
5.56. EJEMPLO §8: ENSAYO PARA LA MODULACION DE LA ACTIVIDAD
DE PDGFR

Se puede determinar facilmente la capacidad de los compuestos de la
invencién para modular la actividad in vitro de la PDGFR en un ensayo con
inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) utilizando los siguientes madivgs.
suminjsiros, y métodos.

Reactivos y Suministros

Todas las reacciones ELISA se realizan en placas Coming 96-well
ELISA (Coming, Catdlogo # 25805-98). El anticuerpo monocional anti-PDGFR
(28D4C10) se almacena a -20°C en tubos de 50 mL antes de usar. Los
métodos de aislacidon de anticuerpos empleados en la presente son
cominmente conocidos en la técnica, tales como los descritos en Harlow y
Lane (Harlow, E. y Lane, D., 1988, "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York).

El buffer de dilucién es solucion salina buffer de fosfato Dulbeccoys
((PBS); Gibco, Catilogo # 450-1300EB). Como altemativa, la PBS se puede
hacer incluyendo magnesio, usando los siguientes reactivos en el siguiente

protocolo. Para realizar un litro de solucién madre de PBS, agregar primero
aproximadamente 800 mL dH20 a un dilindro graduado de un litro al cual se

agregan 2.013 gramos de KCI, 1.916 gramos de KH2PO4 (monobésico), 80.65
gramos de NaCl, y 11.50 gramos de NagHPOj4 (dibésico). Agitar la mezda, y

cuando esté disueita, llevar la solucion a un pH de 7.2 con HCI. Finalmente,
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agregar 1.017 gramos de MgClou8H20 (anhidro), y llevar el volumen a 1 litro de
dH2 O. Notese que la PBS puede dejarse a temperatura ambients, pero como

temperatura de aimacenamiento se prefiere 4°C.

El buffer TBST (TBS + 0.1% Triton X-100) se usa a una concentracion
final de trabajo de 1x El buffer se prap;ra agregando aproximadamente
800mL. dH20 a un cilindro graduado de 1 litro, y agregando 6.057 gramos de
Tris y 8.766 gramos de NaCl y agitando. Cuando los reactivos estén disueltos,
la mezcia se lieva a un pH de 7.2 con HCI. Luego se agrega 1 mL de Triton X-
100 y el volumen se lieva a 1 litro con dH20. Como altemativa se puede usar
una solucién madre de TBS que se ha preparado previamente y aimacenado a
4°C, y a la cual se agrega Triton X-100 hasta alcanzar una concentracién final
de 0.1%, mediante agitacién hasta que se disuelva el detergente. Notese que
el/la TBST puede dejarse a temperatura ambiente, pero como temperatura de
almacenamiento se prefiere 4°C.

El buffer de bloguec ELISA se prepara pesando y separando 5 gramos
de leche instantdnea descremada (Camation) y voicando 100 mL de PBS (ver
més arriba) en un vaso de precipitados limpio. Luego se debe agregar la leche
instantdnea a la PBS y agitar a temperatura ambisnte hasta que la leche se
haya disuelto. Cien mL de buffer de bloqueo ELISA (también denominado
"buffer de bloqueo”) es suficients pnr;n aproximadaments 8 placas de ensayo.
Cuando estd aimacenada a 4°C, esta solucién es estable durante 1 a 2
semanas.

Se obtienen los lisados de PDGFR-8 que expresan células NIH3T3 y se
almacenan a -80°C en allcuotas de 1 ml.. La expresion de PDGFR- B en

células eucariontes @8 muy conocida en |a técnica. Los lisados se preparan
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mediante el siguiente método. Colocar los platos de vehiculos en bandejas de
hielo y luego de enfriar, eliminar el medio y reemplazar con PBS enfriada con
hielo. Eliminar la PBS y repetir. Aspirar la PBS restante si fuera necesario y
agregar 4 mL buffer de lisis de HNTG enfriado con hielo (descrito a
continuacion en el Ejemplo 58) con una minipipeta para cada plato. Dejar
asentar en hielo durante 5-10 minutos y luego rascar las células con un
protector de goma.

Absorber el lisado con una minipipsta y agregar a un tubo centrifugo de
30 mL sobre hielo. Someter los tubos a virtex durante 30-60 segundos y luego
centrifugar durante 10 minutos a 7000 rpm en un rotor J-20 que ha sido
previamente enfriado hasta por debajo de los 0 ©°C. Recuperar los
sobrenadantes y combinarios en un tubo de 250 mL y colocar sobre hielo.
Realizar la determinacién de las proteinas para medir la cantidad total de
proteina por per mL de solucién. Dividir el lisado en alicuotas de 1 mL y
almacenar a -80°C.

Se prepara una solucion de trabajo 1x de TBS buffer agregando QO mL
de dH>0 a un cilindro graduado de 1 litro, y agregando 6.057 gramos de Tris y
8.766 gramos de NaCl y agitando. Cuando todos los reactivos se han disuelto,
la solucién se ajusta a un pH de 7.2 con HCI y el volumen se lleva a 1 iitro
dH20. Se puede hacer una solucion madre 10x multiplicando los montos por

10 (pero manteniendo el volumen final de 1 litro). Esta soluciéon madre luego se
diluye 10 veces con dH20 y su pH ajustado a 7.2. Nétese que la TBS puede
mantenerse a temperatura ambiente, pero se aimacena mejor a 4°C.

Para hacer 1 litro de una solucién de trabajo ix de TBS + 10% DMSO,
agregar aproXmadamente 850 mL dH20 un cilindro graduado de 1 litro y luego
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agregar 8.057 gramos de Tris y 8.768 gramos de NaCl y agitar, Cuando todos
los reactivos se han disuelto, pH la solucién a pH 7.2 con HCl. Luego agregar
100 mL. de DMSO y llevar dl volumen a 1 liro con dH0. Como alternativa
agregar 25 mL DMSO a 225mL de TBS (ver més amriba). Nétese que la TBS
sera ahora solamente de 0.9x, pero esto no deberd afectar el ansayo.

Para hacer 1 mM de solucion madre de | mM Adencsina-Sy-trifosfato
(ATP, de musculo equino) agregar 2.75 mg ATP (Sigma, Catdlogo # A-5394) a
5 mL de dH20, y someter a vortex Nétese que los mayores volimenes de

solucibn madre pueden prepararse a condicién que se use la misma relacién
de ATP a dH20. Notese también que este reactivo deberd prepararse

inmediatamente antes de su uso y conservarse sobre hielo.
Se prepara una solucion madre de 1 M MnCl> agregando 19.79 gramos

de MnCli2 a 100 ml dH50 y agitando hasta que esté disuelta. La solucion luego

se filtra, se esteriliza y se almacena en allcuotas de 1 ml a -80°C.
El Buffer de cinasa 10x estd compuesto por las siguientes partes:

Eeacﬁvo ISOIucit‘bn madre [Cantidad por 10 mL tracién deI
bajo
Tris 1 M 290 L 5 mM
NaCl U5 M IZOO pl 100 mM
nCi2 | M 100 pL 10 mM
TX-100 100% 10 L 0.1%
DT1T 100 mM 50 pL 0.5 MM

Una mezcla de buffer de cinasa de diez mililitros es suficiente para

aproximadamente 12.5 placas de ensayo. Para hacer Buffer de cinasa, diluir
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1.0 mL 10x de buffer de cinasa hasta alcanzar un volumen final de 8.0 mL con
agua.

Las placas de polipropileno NUNC de 96 recipientes con fondo en forma
de V (Applied Scientific, Catdlogo # AS-72092) se usan para mezclar las
drogas de prueba y los lisados.

Se prepara de la siguiente manera una solucién madre de 500 mM de
&cido efilenodiamina-tetraacético (EDTA): 1) Agregar aproximadamente 70 mL
dH20 en un vaso de precipitados de 250 mL; 2) Agregar 14.12 g de EDTA, 3)
Con una sonda de pH en el vaso de precipitados, agregar 10 N NaOH en gotas
(el EDTA no se disolverd hasta que el pH sea de aproximadamente 7.0), y
nétese que a medida que el EDTA so disuelve, el pH caerd, por ende es
probable que se necasite agre;gar més NaOH; 4) Cuando todo el EDTA esté

disuelto, ajustar el pH a 8.0; 5) Transferir a un cilindro graduado de 100 mL,
llevar el volumen a 100 mL con dH2O. Para hacer una solucién de trabajo de

200 mM agregar 30 mL dH20 a 20 mL 500 mM EDTA (anterior).

El suero anti-fosfotirosina policlonal de consjo se genera de acuerdo a lo
descrito en Methods of Enzymology, 201:65-79 (1991), y se aimacena a -80°C
en alicuotas de 0.1 mL. El antisuero es estable durante varias semanas
cuando se descongela y se almacena a 4°C. El conjugado de peroxidasa IgG
anticonejo de cabra es un producto comercial (Biosource, Catidlogo #AL10404).

El reactivo de revelado, que incluye 2,2uy-azino-bis (dcido 3-
efilbenztiazolin-6- sulfénico) (ABTS) (Sigma, Catalogo # A-1888) se prepara de
la siguiente manera: Agregar aproximadamente 900 mL de dH2O a un cilindro

graduado de 1 litro. Agregar 18.21 gramos de Acido Cltrico y 35.49 gramos de
NazHPQ4 y llevar el pH a 4.0 con &cido fosfbrico. Agregar ABTS y cubrir con
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una lamina. Dejar disolver durante aproximadamente 0.5 hora$ y filtrar la
solucion. Notese que la solucion debe mantenerse en la oscuridad a 4°C hasta
que esté lista para usar. .

La solucién de perdxido de hidrégeno al 30% es un producto comercial
de facil obtencion (Fisher, Catalog::n # H325). Esta deberd aimacenarse en la

oscuridad a 4°C hasta que esté lista para usar.
Una formulacién ABTS/H202 consiste en una solucidn de 15 mL ABTS

(mencionada precedentements) y 2 ylL. H2O2. Preparar 5 minutos antes de

usar y dejar a temperatura ambiente. Tomar ABTS aproximadaments 60
minutos antes de usar y calentar hasta alcanzar la temperatura ambiente, o

calentar rdpidamente colocando el tubo en un bafio de agua a 37°C. Agregar 3
uL H2O2 antes de usar.

Se preparan 0.2 M HCI mezciando 98.3 mL de dH20 con 1.7 mL de HCI.

Esta solucion se aimacena a temperatura ambiente.

Procedimiento

Recubrir placas ELISA de 88 recipientes Coming con 0.5 ug por
recipiente de anticuerpo 2804C10 en un volumen de 100 pl PBS durante toda
la noche, a 4°C y eliminar el anticuerpe no ligado, 28D4C10, de los recipientes
mediante la inversion de la placa para sliminar el liquido. Lavar el Ix con agua
destilada llenando los recipientes. Secar suavements la placa con toallas de
papel Secar suavemente la placa con toallas de papel para eliminar el liquido
sobrante.

Agregar 150 uL de buffer de bloqueo a cada recipients. Incubar durante
30 minutos a temperatura ambiente, agitando y lavar la placa 3x con agua
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desionizada, luego una vez con TBST. Secar suavemente la placa con una
toalla de papel para eliminar el liquido sobrante y ias burbujas.

Diluir o lisado en PBS (10 mg lisada/100 pL. PBS). Agregar 100 puL de
lisado diluido en cada recipiente. Agitar a temperatura ambiente durante 60
minutos. Lavar la placa 3x con agua desionizada, luego una vez con TBST.
Secar suavemente la placa con una toalla de papel para eliminar el liquido
sobrante y ias burbujas.

Agregar 80 uL de buffer de cinasa a una placa de ELISA que contenga
PDGFR capturado.

Diluir drogas/extractos 1:10 (salvo especificacion en contrario) en TBS +
10% DMSO en 86-well placas de polipropiieno. (i.e., 10 L compuesto +90 UL
(TBS + 10% DMSO)). Agregar 10 pL drogas/extractos diluidos a'una placa de
ELISA. A los recipientes de confrol (recipientes que no recibieron ninguna
droga) agregar 10 uL de TBS +10% DMSO. Incubar durante 30 minutos
mientiras se agita a temperatura ambiente.

Agregar 10 uL 25 uM ATP directamente a todos ios recipientes excepto
el control negativo que no recibe ATP. {100 uL volumen final en el recipients
con 2.5 UM de ATP concentracion final en el recipients.) Incubar 30 minutos
mientras se agita.

Luego de 30 minutos detener la reaccién mediante el agregado de 10 L
de 200 mM EDTA pH 8.0 para 20 mM final en el recipiente. Lavar 4x con agua
desionizada, dos veces con TBST.

Agregar 100 pL por recipiente de mab de anti-fosfotirosina (dilucion
1:10,000 en TBST). Incubar 30-45 minutos a temperatura ambiente, mientras

80 agita. Lavar Ia placa 3x con agua desionizada, luego una vez con TBST.



104 ‘ stlﬁ

Secar suavemente la placa con una toalla de papel para eliminar el liquido
sobrante y las burbujas.

Agregar 100 pL por recipiente de conjugado de peroxidasa IgG
anticonejo de cabra de origen bioldgico (dilucidn 1:6,000 en TBST). Incubar 30
minutos a temperatura ambiente mientras se agita. Lavar la placa 3x con agua
desionizada, luego una vez con TBST. Secar suavemente la placa con una
toalla de papel para eliminar el liquido sobral‘te y las burbujas.

Agregar 100 pL de solucion ABTS/H202 a cada recipiente. Incubar 10 &
30 minutos mientras se agita. Eliminar todas las burbujas. Si es necesario
detener la reaccién con el agregado de 100 pl de 0.2M HCI por recipiente

Leer ol ensayo con un lector Dynatech MR7000 ELISA. Filtro de
Prueba: 410 nM; Fiitro de Referencia: 630 nM.

A continuacién se ofrece una plantilla preferida para la ubicacion de los
controles en este experimento:

T E b b b b b ho bl
bos hea
bos hec
bos hec
L’OS hEG
hec bos
L‘IEG L’OS
e _ bos
" heo bos

6.57. EJEMPLO 57: ENSAYO PARA LA MODULACION DE LA ACTIVIDAD
DE GST-FLK1

® Mmm|Oo |0 |w |>»
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Usando los siguientes reactivos, suministros, y meétodo, se puede
asignar la capacidad de compuestos de la invv‘ancit&n para afectar la aclividad in
vitro de Gst-Fik1 en el dcido poliglutdmico, péptido de tirosina (pEY) en un
ensayo de rastreo de alto rendimiento.

Reactivos y Suministros

Los ensayos se realizan en placas ELISA Coming de 96 recipientes
(Coming, Catédlogo # 25805-86), usando & pEY 4:1, licfilizado (Sigma,
Catélogo # P0275) como un subsirato para FLK1. Preparar 1 mg/mL pEY en
PBS estéril y almacenar en alicuotas de | mL a -20°C .

Recubrir un recipiente con 2 ug/ de pEY en 100 uL PBS a temperatura
ambiente durante 2 horas a 4°C durante toda la noche. Cubrir bien las placas
para evitar la evaporacion. Almacenar a 4°C durants 7 a 10 dlas.

El buffer de PBS se prepara agregando a un cilindro graduado de 1 litro,
aproximadamente 900mL dH20 y 0.2g de KH2PO4, 1.15g de NapHPO4, 0.2g

de KCl, y 8.0g de NaCl. Cuando todos los reactivos se han disueito, llevar el
pH a 7.2 con HC1, vy llevar el volumen a 1 litro dH20. Se puede hacer una
solucién madre 10x muitiplicando las cantidades por 10 (pero manteniendo el
volumen final de 1 litro). Esta solucién madre luego se diluye 10 veces con
dH20 y su pH se ajusta a 7.2. Noétese que [a PBS puede mantenerse a
temperatura ambiente, pero se aimacena mejor a 4°C.

El buffer PBS-Tw se prepara como se indicé mde arriba, excepto que
antes de llevar el volumen a 1 litro, 8e agrega 1 mL de tween-20. Nétese que
TBS-Tw puede dejarse a temperatura ambiente, pero se prefiere 4°C como

temperatura de aimacenamiento.

-
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El buffer de bloqueo TBB se prepara agregando a un vaso de
precipitados graduado de 1 [itro, aproximadamente 800 mL dH20 1.21g de
Tris, 8.77g de NaCl, y 1 mL de Tween-20. Cuando todos los reactivos se han
disuelto, llevar el pH a 7.2 con HCI. Luego, agregar 10g de BSA, y agitar hasta
que se disuelva. Lievar el volumen a 1 litro con dH20 Yy filtrar la solucién para
eliminar cualquier materia particulada, antes de almacenar a 4°C. Se puede
hacer una solucién madre de 10x ;nultiplicando las cantidades por 10 (pero
manteniendo el volumen final de 1 litro). Esta solucién madre luego se diluye
10 veces con dH20. Filirar la solucion para eliminar toda materia particulada, y
almacenar a 4°C. Noétese que cuando estd aimacenada a 4°C, esta solucién es
estable durante aproximadamente 4 a 8 semanas.

Se prepara una solucién PBS + 1% BSA agregando a un vaso de
precipitados graduado de 1 litro aproximadamente 880 mL PBS. Luego, se
agregan 10 gramos de BSA y se agita hasta que se disuelva. Llevar el
volumen a 1 litro con PBS y filtrar la solucidn para eliminar toda materia
particulada, antes de almacenar a 4°C. Nétese que cuando estd aimacenada a
4°C, esta solucion es estable durante aproximadaments 4 a 8 samanas.

El buffer HEPES es un producto comercial (GIBCO, Catélogo #15630-
080).

El GST-Flkicd se purifica a partir de la transformacion del baculovirus
recombinante sf9 y se aimacena a -80°C en allcuotas de 100 pL (usar 5 ng
(0.005 ug) por recipiente en buffer de dilucion de cinasa, KDB). La
transformacion se prepara de acuerdo a io siguients. La proteina de fusién con
GST de Flk-1(cd) se produce en el sistema de expresién del baculovirus
usando pFBG2T como vector de transferencia. Este pldsmido contiene la
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secuencia de codificacion GST, arripliﬁcada por PCR como un fragmento de
Bam H1/Bgl Il y clonada en el sitioc Bam HI de ;;FastBao-1 (GIBCO-BRL). La
porcién de ADNc Flk-1 que codifica los aminodcidos 812-1346 se amplifica
mediante PCR como un fragmento Not I/Sph | y se liga hacia abajo de y dentro
del marco con la secuencia de codificaciéon GST en pFBG2T. Los virus
recombinantes se producen siguiendo los protocolos normales (GIBCO-BRL,
FastBac manual). Para la produccién de proteinas las células Sf9 se infectan
siguiendo los procedimientos normales (King, L. A. y Possee, R. D. "The
Baculovirus Expression System. A Laboratory Guide," Chapman y Hall, London
(1992)) y las proteinas de fusibn se purifican mediante cromatografia por
afinidad en sefarosa glutationa (Sigma).

Se prepara una solucion de dH20 + 4% DMSO mezclando 10 mL de
DMSO con 240 mL dH20 y agitando.

Se prepara adenosina-5'-trifosfato (de mdsculo equino) 10 mM ATP
(Sigma, Catdlogo # A-5394) agregando 5 mL de dH7O a 27.5 mg ATP

mediante vortex. Noitese que se puede usar cualquier cantidad de ATP a
condicién de que se mantenga en la misma relacion de ATP a dH2O. Nétese
también que este reactivo puede almacenarse a -20°C en pequefias allcuotas
que deben tomarse inmediataments antes de usar y mantenerse sobre hielo.

No congelar/ni descongelar las allcuotas; descartar toda porcion no utilizada.
Se prepara una solucién madre de 1 M MnClp agregando 19.79 gramos

de MnCl2 a 10 mL de dH20 y agitando. Una vez que se ha disueito el MnCl2,

filtrar, esterilizar y almacenar a -200C. Se prepara una solucion de trabajo de
40 mM MnC12 mezclando 98 mL de dH20 y 4 mL de MnC12 de la solucion

madre de 1 M inmediatamente antes de usar.



Cien mlL de mezcla de buffer de cinasa son suficientes para
aproximadamente 40 placas de ensayo. El buffer de dilucion de cinasa (KDB)
se prepara mezclando 88.56 mL de dH20 con 10 mL de ™ Hepes pH 7.5, 1
mL de 5M NaCl, 40mi de vanadato sédico 100 mM y 0.4 mL de BSA 5% (en
dH20).

Cien mL de mezcla de buffer de cinasa son suficientes para
aproximadamente 40 placas de ensayo. Los ensayos de cinasa se realizan en
placas de polipropileno NUNC de 96 recipientes con fondo en forma de V
(Applied Scientific, Catdlogo # AS-72092).

El acido etilendiamina tetraacético (EDTA) se prepara como en el
Ejemplo 56.

El buffer de diluci6n del I1° y 2° anticuerpo se prepara mezclando 89.5 mL
de PBSTw con 0.5 mL de leche en PBS, 1 mL de vanadato sédico 10 mMy 10
mL de BSA 5% en PBS.

Los antisueros policlonales de conejo anti-fosfotirosina y el conjugado
HRP anticonejo de cabra son productos comerciales (Biosource, Catélogo
#A110404).

La solucién ABTS se prepara como en &l Ejemplo 58.

Solucién de perdxido de hidrégeno 30% (Fisher, Catdlogo # H325).
Almacenar en lugar oscuro a 4°C hasta que esté lista para usar.

La ABTS/Hy0O2 se prepara como en el Ejemplo 56. Tomar ABTS
aproximadamente 60 minutos antes de usar y calentar a temperatura ambiente,

o calentar rdpidamente colocando el tubo en un bafio de agua a 37°C. Agregar
3 UL H202 antes de usar.
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02 M HClI como se describi6 precedentements y almacenar a
temperatura ambiente.
Procedimiento

Recubrir placas ELISA de 98 recipientes Coming con 2 ug de polyEY
péptido en PBS estéril. Eliminar el liquido no unido de los recipientes
invirtiendo la placa. Lavar la Ix TBSTw. Secar suavemente la placa con toailas
de papsl para eliminar el liquido sobrante.

Agregar 100 uL. de 1% BSA en PBS a cada recipients. Incubar durante
1 hora a temperatura ambiente, mientras se agita. Repita el paso de
eliminacién del'llquido no unido de los recipientes invirtiendo la placa. Lavar la
Ix TBSTw. Secar suavemente la placa con toallas de papel para eliminar el
lfquido sobrante.

Remojar los recipientes con 50 mM Hepes pH 7.5 usando 150 pL por
recipients.

Diluir las drogas con los extractos a 4x de la concentracién final deseada
del ensayo en dH70 + 4% DMSO (salvo especificacion en contrario) en placas
de polipropileno NUNC de 98 recipientes. Agregar siempre el mayor volumen
de agua al menor volumen de compuesto para asegurar una rapida mezcia.
Agregar 25 pl drogas/extracios diluidos a la placa ELISA. A los recipientes de
control {recipientes que no raciben ninguna droga) agregar 25 pL de dH20
+4% DMSO.

Diluir GST-Flki 0.005 pg (5 ng) por recipiente en KDB. Para 50 mL KDB
agregar 100 pL de enzima GST-Flki 0.050 mg/mL. Esto es suficients para una
placa de ensayo 10. Agregar 50 yL de enzima diluida a cada recipiente.
Agregar 25 pl. 0.5 M EDTA a los recipientes de control negativos.
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Agraegar 25 pL de 40 mM MnClig cgn 4x ATP (2 pM) directamente a

todos los recipientes (100 uL volumen final en recipiente con 0.5 uM ATP de
concentracion final en recipiente.) Incubar durante 15 minutoe mientras se
agita a temperatura ambiente. Luego de 15 minutos detener la reaccién con el
agregado de 25 pL de 500 mM EDTA pH 8.0 para 50 mM final en el reciplente.
Lavar el 3x con TBSTw y secar suavemente con toalla de pape! para eliminar el
liquido sobrante.

Agregar 100 uL por recipiente de antisueros anti-fosfotirosina (dilucién
110,000 en buffer de dilucibn de anticuerpo). Incubar 90 minuto; a
temperatura ambiente, mientras se agita. Lavar el 1x con TBSTw y secar
suavements con toalla de papel para eliminar el liquido sobrante.

Agregar 100 uL por recipiente de conjugado HRP de anticonejo de cabra
(dilucién 1:6,000 en buffer de dilucién de anticuerpo). incubar 80 minutos a
temperatura ambiente mientras se agita. Lavar el 3x TBSTw. Secar
suavements la placa con toallas de papel para eliminar el lfquido sobrante.

Agregar 100 uL a temperatura ambiente. ABTS/H209 solucién a cada
recipiente. Incubar 15 a 30 minutos mientras se agita. Eliminar todas las
burbujas. Si es necesario detener la reaccién con el agregado de 100 uL de
0.2M HCI por recipiente.

Leer el ensayo con un lector Dynatech MR7000 ELISA : Filtro de
Prusba: 410 nM; Filtro de Referencia: 630 nM. En el ejemplo 58 precedente se
proporciona una plantilla preferida para la ubicacion de los controles en este
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Usando los siguientes reaclivos, suministros, y método, se puede_
asignar la capacidad de los compuestos de la invencién para afectar la
actividad de HER-2 en células completas en un formato ELISA.

Materiales y Reaclivos
Cultivo de tejidos

Los medios de cultivo liquidos, DMEM, (GIBCO, Catdlogo #11965-092),
y el Suero Bovino Fetal inactivado (FBS), (GIBCO, Catélogo #16000-044) son
productos comerciales. Trypsin, (GIBCO, Catdlogo #25200-056), L-Glutamina
almacenados en alicuotas de 6 mL a -20°C (GIBCO, Catdlogo #25030-081), y
HEPES, (GIBCO, Catélogo #15830-080) también son productos comerciales.

Los medios de crecimiento se preparan agregando a una botella de 500
mL de DMEM, FBS inactivado por calor al 10% FBS (55 mL), 10 mL HEPES y
5.5 mL L-Glutamina. Los medios de agotamiento se preparan agregando a una
botella de 500 mL de DMEM, FBS inactivado por calor al 0.5% (2.5mL), 10mL
HEPES y 5.5 mL L-Glutamina.

Las placas de fondo plano de 88 recipientes para microtitulo de cultivo,
(Coming, Catdlogo #25860), platos de cultivo de tejido de 15 cm, (Coming,
Catélogo #08757 148), placas Coming de 98 recipientes para ELISA, (Coming,
Catédlogo # 25805-96), placas de polipropileno NUNC de 98 recipientes con
fondo en forma de V (Applied Scientific, Catdlogo #AS-72092), y cartuchos
Costar Transfer para el Transtar 86, Catdlogo #76 10 son todos productos
comerciales.

SUMO1 es un anticuerpo monocional anti-EGFR. Méas especificamente,
SUMO1 es anticuerpo monocional anti-EGFR derivado de ascitis producido por
el clon hibridoma mADb108 (PNAS 86: 925-829 (1889)). El anticuerpo se
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purifica por medios convencionales usando proteina A-agarosa de acuerdo a lo
descrito (Harlow, E. y Lane, D., 1988, "Antibodies: A Laboratory Manual", Coid
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York).

La PBS (GIBCO, Catdlogo # 450-1300EB), se compra a un proveedor o
8o prepara de acuerdo a lo descrito en el Ejempio 58.

El buffer de TEST se prepara en una solucién madre agregando 6.057
gramos de Tris, y 8.766 gramos de NaCl a 800 mL de dH2O ypH a 7.2. Luego

se agrega 1 mL de Triton X-100 al dH20O y la mezcia se lleva a 1L con dH0.

El buffer de bloqueo al 5% se prepara pesando 5 gramos de leche
descremada instantfinea y voicando 100 mL de TEST (ver méds arriba) en un
vaso de precipitados limpio. Luego agregar la leche instantdnea a TEST, agitar
a temperatura ambiente hasta que la leche se haya disuelto. Nétese que
cuando estd aimacenada a 4°C, esta solucion es estable durante 1 a 2
semanas.

El ligando EGF: EG.-201, (Shinko American, Japan) es un producto
comercial. Aimacenar los frascos de polvo a (100 pg/frasco) a 4°C.

El ligando EGF en una concentracién de solucion madre 16.5 uM se
prepara volviendo a suspender todo el polvo en el frasco con 100 pL de 10mM
HC1 y agregando 100 uL de 10 mM NaOH. Luego agregar 800 pulL de PBS al
frasco y transferir a un tubo Eppendorf para su almacenamiento a -20°C.
Nétese que para obtener éptimos resultados, completar un frasco EGF
inmediatamente antes de usar. El EGF resuspendido por lo general es estable
a -20°C durante varias semanas.

Se prepara una solucién madre de buffer de lisis 5x HNTG mezclando
23.83 gramos de HEPES y 43.83 gramos de NaCl en 350 mL de dH20. La
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mezcia se lleva a pH 7.2 y se agregan 500 mL de glicerol y 100 mL de Triton
X-100. El volumen se lleva a 1L con dH20, y se agita con los reactivos.

Se prepara buffer de 1x HNTG* mezclando 2 mL de HNTG con 100 pL
de 1 mM Na3VOy4, 240 uL de 25 mM NagP207 y 100 u L de 5 mM EDTA. La
mezcia sa lleva a 10 mL con dH20.

Preparar EDTA de acuerdo a lo descrito en el Ejemplo 56.

Se prepara 0.1 M de una solucibn madre de Na3VO4 agregando
aproximadamente 80 mL de dH 20 a un vaso de precipitados de 250 mL y
agregando [uego Na3VO4 Con el pH colocar sonda en el vaso de
precipitados, pH a 10 (se vuelve naranja) y luego hacer hervir mediante
microondas durante aproximadamente 1 minuto (la solucién se aclara). Enfriar
hasta alcanzar la temperatura ambiente y colocar en un bafioc de agua.
Verificar el pH y llevar a un pH de 10 antes de hervir y enfriar hasta que el pH
permanezca en 10. Usar HCl o NaOH para ajustar pH y hacer alicuotas de |

mL para mantener a -80°C.
Se preparan 0.2 M de una solucién madre NagP>O7 (Fisher, Catalogue

# 5380) agregando 8.92 gramos a 100 mL de dH20O. Filtrar la solucién antes

de usar.

Se genera antisuero policional de conejo especifico para fosfotirosina
(anticuerpo anti-Ptyr) de acuerdo a lo descrito por Methods of Enzymology,
201:65-79 (1991).

El antisuero purificado por afinidad, el anticuerpo igG anti-conejo de
cabra, e conjugado de peroxidasa es un producto comercial (Biosource
antibody Cat # ALI0404).

La solucion ABTS se prapan: como en el Ejemplo 56.
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Solucién de peréxido de hidrégeno 30% (Fisher, Catdlogo # H325).
Almacenar en lugar oscuro a 4°C hasta que esté lista para usar.

Se prepara ABTS/H202 como en el Ejemplx 56. Tomar ABTS
aproximadamente 60 minutos aﬁm de usar y calentar a temperatura ambiente
o calentar rapidamente colocando el tubo en un bafio de agua a 37°C. Agregar
3 pl H209 antes de usar.

Almacenar a temperatura ambiente 0.2 M HC| como se describié
precedentemente.

Procedimiento
A Pre-recubrimiento de la placa ELISA

Recubrir las placas ELISA de 98 reciplentes Coming con SUMOI en 1.0
Hg por recipiente en PBS, 100 yL volumen final por recipiente, durante toda la
noche a 4 “C. Las placas revestidas se mantienen en buen estado hasta 10
dias cuando estdn almacenadas a 4°C. Si es necesario, las placas pueden
recubrirse a temperatura ambiente durante dos horas mientras se agitan.

El dia que se han de utilizar, eliminar el buffer de cubierta y lavar la
placa 3 veces con agua desionizada y una vez con buffer TEST. Notese que
todos los lavados deben hacerse de esta forma, salvo especificacién en
contrario. Agregar 100 uL de buffer’de bloqueo a cada recipiente. Incubar la
placa, agitar a temperatura ambients durante 30 minutos. Inmediatamente
antes de usar, lavar la placa como se describié precedentemente.

B. Sembrado de células

Para este ensayo se usan las Ilneas de células EGFR/HER-
2chimera/#fT3-C7. Elegir platos que tengan 80-80 % de confluencia para este

W,
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experimento. Recoger las células mediante tripsinizacién y centrifugar a 1000
rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Volver a suspender las células en medio de agotamiento.y contar con
frypan azul. Sélo se acepta una viabilidad del 90 %. Sembrar las células en
medio de agotamiento a una densidad de 2,500 células por recipiente, 80 puL

por recipiente, en una placa microtituto de 98 recipientes. Incubar las células
sembradas en 5 % CO2 a 37°C durante toda la noche. Iniciar el ensayo dos

dias después de sembrar.
C. Procedimientos de ensayo
Rastreo Primario

Las muestras se diluyen directamente en una placa de polipropileno que
contiene DMEM de agotamiento (no-estéril es comacto). Esta dilucion serd de
1:10 o mayor, dependiendo de las muesiras que se han rastreado. En los
recipientes de control se coloca la misma cantidad de DMSO. Todas las
células se transfieren entonces a la placa de células a una dilucién de 1:10 (10
KL de la muestra y los medios en 80 uL. de medios de agotamiento). La
concentracién final de DMSO serd de 1% o inferior.

Rastreo Secundario

Se colocan diez muestras en los recipientes 2-11 de la fila A de ia laca
de polipropileno NUNC de 98 recipientes. Estos recipientes contienen DMEM d
agotamiento directo. Para una dilucién de 1:10, se pondrian 10 pL de droga en
90 UL de medio. El resto de los recipientes (incluyendo los de control) tendrén
una mezcla de DMSO/medio. El porcentaje de DMSO en esta mezcia se
determina por el primer factor de dilucién, en este caso 1:10. La concentracion
de DMSO es por lo tanto de 10%. Una cantidad igual de droga y medio de la
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fila A se coloca en la fila B, con DMSO y medio. La misma cantidad luego se
axirae y se coloca en la fila C. Esto se repite para todas las hileras. Se trata
de diluciones 1:2. Como los recipientes luego son transferidos a la placa de
células a una dilucién de 1:10 (10 pL de muestra y medio en 90 uL de DMEM
de agotamiento. La concentraciéh final de DMSO sera de 1% o inferior.
Incubar en 5 % COp a 37°C durante 2 horas y en el periodo de inaibacion.
preparar ligando diluyendo solucién madre EGF (16.5 yM) en DMEM caliente
(no estéril es comecto) hasta 150 nM y preparar HNTG* fresco suficiente para
100 ylL por recipients y colocar sobre hieio.

Luego de 2 horas de incubacién con la droga, agregar ligando EGF
preparado a las células a 50 L por recipients, para obtener una concentracion
final de 50 nM. Los recipientes de control positivo (8) reciben la misma
cantidad de EGF. Los controles negativos no reciben. Incubar a 37°C durants
10 minutos.

Eliminar la droga, EGF, y DMEM wvoilcando en una pileta. Lavar las
células una vez con PBS.

Transferir HNTG" a las células, 100 pL por recipiente. Colocar en hielo
durante 5 minutos. Mientras tanto, eliminar el buffer de bloqueo de la placa
para ELISA y lavar como se describié precedentemente. Con una punta de
una pipeta colocada en forma segura en una micropipeta, rascar ias células de
la placa y homogeneizar el material celular aspirando y emitiendo repetidas
veces ol buffer de lisis HTNG*. Transferir el lisado a una placa para ELISA
revestida, bloqueada y lavada. Alternativamente, se puede usar un cartucho de
fransferencia Costar para fransferir lisado a la placa de ELISA. Incubar, agitar,

a temperatura ambiente durante una hora.
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N
Eliminar el lisado en la pileta, luego lavar como se describi6
precedentements. Transferir el anticuerpo (anti-Ptyr) anti-fosfotirosina diluido
en forma fresca (1:3000 en TEST) a una placa para ELISA, 100 pL por
recipiente. Incubar, agitar, a temperatura ambients, durante 30 minutos.

Eliminar anticuerpo anti-Ptyr voicando en una pileta, luego lavar como se
describié precedentements. Transferir anticuerpo BIOSOURCE diluido fresco a
una placa para ELISA, (1:8000 en TEST), 100 puL por recipients. Incubar,
agitar, a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Eliminar el anticuerpo BIOSOURCE voicando en ia pileta, luego lavar
como 86 describié precedentemente. Transferir la solucién preparada fresca
ABTS/MH209 a una placa para ELISA, 100 ulL por recipiente. Incubar 5-10
minutos mientras se agita. Eliminar todas las burbujas y si fuera necesario,
detener la reaccién con el agregado de 100 plL de 0.2 M HCI por recipiente.

Leer el ensayo con un lector Dynatech MR7000 ELISA . Filtro de
Prueba: 410 nM; Filtro de Referencia: 630 nM. A continuacién se ofrece una
plantilla preferida para la ubicacién de los controles en este experimento:
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6.59. EJEMPLO §9: ENSAYO PARA LA INHIBICION DE CDK2
Usando los siguientes reactivos, suminisiros, y método, se puede

asignar la capacidad de los compuestos de la invencién para gnsayar para la
modulacién de la actividad de la cinasa in vitro de la cdk2/cyclin A humana en
una Ensayo de Proximidad de Centelleo (SPA).

Reactives vy Suministros

Se realizan ensayos en placas (fiexi) de polietilén tereftalato de Wallac
con 96 recipientes (Wallac, Catdlogo # 1450-401). Amersham Redivue [u33P]
ATP (Amersham, Catalogo #AH 9988).

Las perias para el ensayo son perias SPA de poliviniltolueno recubiertas

con estreptavidina Amersham (Amersham, Catdlogo #RPNQO007).
Reconstituir las perlas en PBS sin magnesio o calcio, en 20 mg/ mL.
Almacenar {as perias reconstituidas a 4°C.
El complejo de enzima A cdk2/cidlina activada se purifica a partir de células Sf9
y se almacena a -80°C en alfcuotas de 200 uL. La protelna cdk2/ciclina A
humana se expresa, activa y purifica a partir de células sf9 infectadas con
baculovirus como se describié precedentements. (J. Mol. Biol, 230:1317-1319
(1993)).

El substrato es un substrato de péptido biotinilado (Debtide), que es un
péptido biotin-X-PKTPKKKAKKL disueito en dH20 a una concentracion de 5 mg/

mL y aimacenado a -80°C en alicuotas de 100 pL.
La mezcla de Péptido/ATP se prepara mezclando 9.979 mL dH20 con

0.00125 mL de 10 mM ATP frio, 0.010 mL de 5mg/mL de Debtide, y 0.010 mL
de 10 uCi/mL p33p ATP.
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Se prepara un buffer de cinasa 2.5x mezciando 8.85 mL ‘de dH20 con

0.625 mL de 1M Tris pH 7.4, 0.25 mL de 1M MgCi2, 0.25 mL de 10% NP40, y
0.025 mL de 1M DTT. Una mezcla de diez mililitros de buffer de .cinasa es
suficiente para aproximadamente 4.5 placas de ensayo.

La adenosina-5'-trifosfato 10 mM (de mkisculo equino) ATP (Sigma,

Catdlogo #A-5394) se prepara como en el Ejemplo 57. Notese que este
reactivo puede ser almacenado a -20°C ar}1 pequefias alicuotas para ser
tomadas inmediatamente antes de usar y mantenidas sobre hielo. No
congelar/descongelar las alicuotas; descartar toda porcion no utilizada.
La PBS (solucién salina de buffer de fo‘sfato Dulbeccoys) sin magnesio o calcio
{Gibco, Catdlogo # 14 190-144) se compra en un proveador comercial o0 se
prepara como en el Ejemplo 57 y se prepara una solucion madre de 500 mM
EDTA como en el Ejemplo 56.

Antes del experimento, preparer la siguiente solucibn madre:

reactivo t«onto por tncenincidn dJ
[Solucion Madref10 mL bajo

BS ES mL .
TP 100 mM D.005 mL |50 uM
EDTA D.5 M 0. mL |5 mM
TritonX-100 10% 0.1 mL L).1 %
Perlas SPA  [20 mg/mL 1.25 mL t.s mg/recipiente (200
L)

Procedimiento
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Preparar soluciones de inhibidores a 5x la concaniracién. final deseada
en 5% DMSO. Agregar 10 pL a cada recipiente. Para los-controles negativos,
agregar 10 puL 5% DMSO. ,

Diluir una solucién de 5 uL de cdk2/cidina A en 2.1 mL 2x de buffer de
cinasa (por placa) y agregar 20 yL de enzima por recipients. Esta puede
agregarse usando una pipeta manual o usando el Titertek Multidrop. Noétese
que la enzima puede ser congelada/descongelada, pero esto da como
resultado la pérdida de cierta actividad. Para cada ciclo de
congelamiento/descongelamiento, duplicar la cantidad de enzima usada en el
ensayo. Ademads, la enzima deberia ser descongelada rapidamente (e.g., en la
paima de ia propia mano) y ser mantenida sobre hielo antes de usar en &l
ensayo. Agregar 10 pL de 0.5 M EDTA a los recipientes de control negativos.

Para comenzar con la reaccion de cinasa, agregar 20 uL de mezcia de
péptidc/ATP usando una pipeta manual o bien el Titertek Multidrop. Dejar
reposar en una mesada tras de una proteccion durante una hora. No es
necesario agitar y no se |o recomienda al usar Flexiplates (placas que no son
féciles de agregar/retirar del agitador).

Agregar 200 uL de solucién stop por recipiente usando el Titertek
Multidrop o bien una pipeta manual. Dejar reposar durante por io menos 10
minutos. Hacer girar la placa a veloddad, aproximadamente a 2300 rpm
durante 3-5 minutos. Contar ias placas en un lector Trilux

En el Ejemplo 58 precedents se mostraba una plantilla preferida para la
ubicacion de los controles en este experimento.

6.60 EJEMPLO 60: ENSAYO PARA MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE-
EGFR
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Usando los siguientes reactivos, suministros, y meétodo, capacidad de los
compuestos de la invenciéon para modular la actividad in vitro de EGFR puede
ser facilmente determinada en un ELISA.

Reactivos y Suministros

Las reacciones se realizan en placas Coming de 96 recipientes para
ELISA (Coming, Catélogo # 25805-98).

El SUMO1 es un anticuerpo monocional anti-EGFR almacenado a -
20°C, en allcuotas de 1 mL y esta descrito en el Ejemplo 58.

La PBS (Gibco, Catédlogo # 450-1300EB) se compra en un proveedor
comercial o se hace de acuerdo a lo descrito en el Ejemplo 56.

El buffer TBS se prepara como en el Ejemplo 56, y se agrega Triton
X-100 hasta un 0.1% '

El buffer de bloqueo se prepara como en el Ejemplo 57.

El lisado de células de ratén A431 se aimacena a -80°C (ATCC, Catalogo
#HB-96829).
TBS +10% DMSO se prepara como en ¢l Ejemplo 56.

Se preparan una solucién madre 1.0 mM ATP y una solucién madre 1M
MnCl2 como se describié precedentements.

Se prepara una mezcla de fosforilacion de ATPMnClo agregando 300
HL de 1.0 mM ATP y 500 puL de 1M MnCi2 a 9.2 mL de dH>0 y mezciando.

Diez mL de mezcla de fosforilacion es suficiente para aproximadamente 6
placas de ensayo. Noétese que la mezcla debera estar fresca y mantenerse
sobre hielo inmediatamente antes de usar, y que si bien el ATP preferido es
fresco a partir de solucion madre en polvo, toda solucibn madre de ATP
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restante puede ser congelada a -20°C en pequefias alicuotas para ser usadas
en un momento posterior.

Las placas de polipropileno NUNC de 968 recipientes con fondo en forma
de V se usan para las reacciones,(Applied Scientific, Catélogo #AS-720Q2).

EDTA se prepara de acuerdo a lo descrito en el Ejemplo 58.

El suero anii-fosfotirosina policional de conejo se prepara como 86
describié precedentemente y se almacena a -80°C, en alicuotas de 1 mL.
Descongelar un frasco de 1 mL y dividir en alicuotas en volimenes mas
pequefios para aimacenar a -80°C. EIl antisuero es estable durante varias
semanas cuando se descongela y se aimacena a 4°C. El conjugado de
peroxidasa de IgG de anticonejo (Biosource, Catélogo # ALIO404) es un
producto comercial.

La solucion ABTS se prepara de acuerdo a lo descrito en el Ejemplo 56.

La solucién de perdxido de hidrégeno 30% es un producto comercial
(Fisher, Catélogo # H325). Almacenar en lugar oscuro a 4°C hasta que esté
listo para usar.

ABTS/H2>07 se prepara como en el Ejemplo 58.

Tomar ABTS aproximadamente 60 minutos antes de usar y calentar a
temperatura ambiente o calentar rdpidamente colocando el tubo en un bafio de
agua a 37°C. Agregar 3 pl. HoO» antes de usar.

02 M HCl como se describi6 precedentemente y almacenar a
temperatura ambients.

P simient

Recubrir placas ELISA de 96 recipientes Coming con 0.5 ug por
recipiente con SUMOI! en un volumen de 100 uL PBS durante toda la noche, a
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4°C. Eliminar el SUMOI no ligado de los recipientes invirtiendo las placas para
sacar el liquido. Lavar la Ix con agua destilada llenando los recipientes. Secar
suavemente la placa con toallas de papel para eliminar el liquido sobrante.

Agregar 150 uL de buffer de bloquec a cada recipients. incubar durante
30 minutos a temperatura ambients, mientras se agita. Lavar la placa 3x con
agua desionizada, luego una vez con TBST. Secar suavements la placa con
una toalla de papel para eliminar el liquido sobrante y las burbujas.

Diluir el lisado en PBS (7 ug lisado/100 pl.l PBS) y agregar 100 pL de
lisado diluido a cada recipients. Agitar a temperatura ambiente durante 60
minutos. Lavar la Ix con agua destilada llenando los recipientes. Secar
suavemente la placa con toallas de papel para eliminar el liquido sobrante.

Agregar 120 uL TBST a una placa para ELISA que contsnga EGFR
capturado.

Diluir drogas/extractos 1:10 (sallvo especificacién en contrario) en TBST
en placas de polipropileno de 86 recipientes. (ie., 10 uL compuesto + 90 ulL
TBST). Agregar 13.5 pL'de drogas/extractos diluidos a una placa para ELISA.
A los recipientes de confrol (recipientes que no recibieron ninguna droga)
agregar 13.5 pL de TBST + 10% DMSO. Incubar durante 30 minutos mientras
se agita a temperatura ambiente.

Agregar 15 uL de mezcla de fosforilacion directamente a todos los
recipientes excepto el recipiente de control negativo que no recibe ATP/MnCls.

Aproximadamente 150 uL volumen final en recipiente con una concentracion
final de 3 uM ATP/5S mM MnClz en recipients. Incubar 5 minutos mientras se

agita. Notese que este es un evento con tiempo medido. Es esencial que
ATP/MnCl3 fosforile al receptor durante apenas 5 minutos. Es mejor agregar el
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ATP/MnCl2 con una estacién de trabajo automatizada de 96 lugares de

minipipeta, luego 5 minutos méas tarde detener la reaccién con EDTA usando la
misma estacion de trabajo. Altemativamente, se puede ‘raalizar la adicién
usando un a minipipeta de 12 canales, una fila por vez, dejando 20 segundos
entre cada fila de manera que la reaccion pueda detenerse con EDTA
exactamente 5 minutos més tarde (esto depende de la cantidad de placas que
8o estén fosforilando en un lote). Agitar entre cada agregado.

Luego de 5§ minutos, para detener la reaccion, agregar 16.5 uL de 200
mM EDTA pH 8.0 para 20 mM final en recipiénte, agitaﬁdo continuamente entre
cada agregado. Esto se hace usando la misma estacién de trabajo precedents
o bien el mismo método de medicién del tiempo empleado con la minipipeta de
12 canales. Luego de que se ha agregado el EDTA, agitar durante 1 minuto.
Lavar la 4x con agua desionizada, dos veces con TBST.

Agregar 100 uL por recipiente de anti-fosfotirosina (dilucién 1:3000 en
TBST). Incubar 30-45 minutos a temperatura ambiente, mientras se agita.
Lavar la Ix con agua destilada llenando los recipientes. Secar suavementse la
placa con toallas de papel para eliminar el liquido sobrante.

Agregar 100 pL por recipiente de conjugado de peroxidasa IgG
anticonejo de cabra de origen biolégico. (dilucién 1:2000 en TBST). Incubar 30
minutos a temperatura ambiente, mientras se agita. Lavar la ix con agua
destilada llenando los recipientes. Secar suavemente la placa con toallas de
papel para eliminar el liquido sobrante..

Agregar 100 uL de ABTS/H209 solucion a cada recipients. Incubar 5 a
10 minutos mientras se agita. Eliminar todas las burbujas. Si s necesario
detener la reaccion con el agregado de 100 pL de 0.2M HCI por recipiente
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Leer el ensayo con un lector Dynatech MR7000 ELISA . Fiitro de
Prueba: 410 nM; Filtro de Referencia: 830 nM. En el Ejemplo 58 precedente
se ofrece una plantilla preferida para la ubicacién de los controles en este
experimento,

5.61. EMP 61: INHIB DE
SELECCIONADOS

Usando métodos como los descritos precedentementse, la capacidad de
los compuestos seleccionados de la Invencién para inhibir la adi\.ridad de las
cinasas FIkGST, EGFR, PDGFR, cdk2SPA, y {-IER-Z 86 consigna

continuacién:

tqonnula do?t:io FIkGST tﬁo EGFR Eio PDGFR t:lkZSPA tiER-z cinasa
mpuesto JCs50 (um) [IC50 (UM) Cso (uM)  §Cs0 (uM) [Csp (LM)

3 .06 b5t " b100 >10 p.272
o 0.33 Booe . _p100 >10 0.16
ls >20 >20 >100 B1.16
3.31 0.001 >100 D.13
7 3.24 0.16 l85.96 D.04
b 15.93 D.06 16.39 2.62 1
ls 16.49 0.04 >100 D.01
10 20 D20 >100 >100
11 >20 >20 126.14 0.01 >100
12 .78 0004  b100 0.28
13 520 19.07 >100 >100
14 >20 >20 >100 0.04 >100
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15 20 b2 >100 0.13
16 28 0.1 520 1.02
7 16.22 ]n.oz 520 D.1
8 18 |o.1a 15.29 0.03
o 1.05 b.17 12.75

b4 b.73 0.89 _b20

5 k.12 0.058 1 11.92
26 15.16 10.16 >20

pr 5.3 |o.15 >20 D.64
8 L.o7 |o.21 >20 D.16
20 14.88 10.45 >20

30 13.87 |o.77 20

31 19.42 21 * b20 D.37
2 13.5 7.14 >20 18.74
R3 18.68 0.9 >20

B4 14.73 520 b20 520
35 520 0.4 >20 0.59
he 520 17.39 520 520
B7 1189 lo.2a ' b20 1.07
he .98 6

39 520 0.004 >20

ko >20 4.2

|41 >20 10.54 >20

k2 13.17 10.43

|43 13.00 0.86 >20
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|44 13.76 >20
U5 B.61 10.05 520
7.41 |o.oo12
7 10.18 I).oae >20
48 20 p20
4o 17.25 [0.005 >20 1.8
lso 3.46 |0.377
lS1 I7.15 b.ose 0.86
Isz 1.62 |o.oo11 \
|ss l4.88 <0.156
k-l 20 <0.156

A partir de estos datos, es obvié que los compuestos preferidos de la
invencion son capaces de inhibir las aclividades de una variedad de distintas
cinasas. También es evidente que los _i:ompuastos particulares pueden exhibir
una inhibicién altamente selectiva. Por ejemplo, el compuesto de sal de
clorhidrato 8 (i.e., acido 5-[4-{1-bencil-1H-indol-5-llamino)-8-0x0-8,7-dihidro-
pimol(2,3-d]pirimidin-5-ilidenmetil}-4-metil-1 H-pirrol-2-carboxilico clorhidrato (2-
morpholin-4-il-etil}-amida) inhibe EGFR en concentraciones muy bajas, incluso
exhibe un efecto relativamente bajo sobre la aclividad de PDGFR.

5.62 EJEMPLO 62: FORMULACION ORAL

Las formas de dosificacion en cdpsulas de gelatina que contienen
inhibidores de cinasa de la invencion pueden prepararse usando los siguientes
ingredientes:

Componente Cépsula de 5 mg Capsula de 10 mg [Cépsula de 20 mg_l
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thibidor de Cinasa |5.0 10.0 IZ0.0
Felulosa FO.D [p0.0 L0.0
microcristalina
Almidon 100.3 p7.8 p2.8
pregelatinizado

roscarmelosa 7.0 7.0 7.0
Esteersto de Magnesia.2 " b2 p.2

El inhibidor de cinasa se tamiza y se mezcla con los axcipientes
enumerados. La mezcla se usa para llenar cipsulas de gelatina dura de dos
piezas de tamafio conveniente usando la maquinaria adecuada y métodos bien
conocidos en la técnica. Ver , e.g., Remington's Pharmaceutical Sciences,
Ediciones 16 o 18, cada una de ellas incorporada a la presente en su totalidad
como referencia. Se pueden preparar otras dosis altenado el peso del relleno
y si fuera necesario, cambiando el tamafio de la capsula para que la misma se
adecue. Se puede formar cualquiera de las formulaciones estables
precedentes para cépsulas de gelatina dura que no sean de Iactosa.

Las formas de dosificacion de tabletas comprimidos de inhibidores de

cinasa se pueden preparar usando los siguientes ingredientes:

Eomponenta Cépsula de 5 mg [Cépsula de 10 mg [Cépsula de 20 mg |
lnhibidor deCinasa [5.0 10.0

S

= F F



Croscarmelosa 7.0 7.0 7.0

[Estearato de magnesio0.2 D.2 i 0.2

'
El inhibidor de cinasa se tamiza a través de un tamiz adecuado y se

mezcia con los exdpient-es no de lactosa hasta que se forma una mezcla
uniforme. La mezcla seca se rastrea y se mezcla con el estearato de
magnesio. La mezcla de polvo resultante luego se comprime en tabletas de la
foorma y el tamafio deseados. Se pueden preparar tabletas de ofras
intensidades alterando la relacion del ingrediente activo con el Aos excipiente(s)
0 modificando el peso de la tableta.

Las realizaciones de la invencion descritas precedentemente tienen
como finalidad ser meramente ejemplos y los expertos en la técnica
reconoceran o serdan capaces de obtener, con sdlo emplear la experimentacion
de rutina, gran cantidad de equivalentes de los materiales y procedimientos
especificos. Todos esos equivalentss se consideran dentro del alcance de la

invenci6n y estdn comprendidos por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto CARACTERIZADO PORQUE tiene la Férmula 1
Y.
N\ X ,
R; . )
N . '
i 0
R NZ N

Ry

o una sal aceptable para uso farmacéutico, solvato, clatrato, o prodroga del
miemo, donde:

R1 es H o metilo;

cada uno de R2 y Rz es independientements H, halégeno, (C4-
Ca)alquilo, o (C1-C3)alcord; 0 R2 y R3 tomados juntos de un metilindeno
opcionalmente sustituido o un anilio de 3 a 7 miembros que comprende
opcionalmente 0-3 heterodtomos;

R4 es H, metilo, trifluorometilo, (C1-Cg4)alquilo, alcoxi, amido, amino, o
ariio opcionalmente sustituido;

X es un enlace quimico, etinilo, -O-, -§-, -S(0)-, -5(02)-, -NR5C(O}-, o -
NRs-, donde Rs es H, metilo, o metileno sustituido;

Y es un anillo mono o bicidlico de 5 a 10 miembros, saturado, insaturado
o aromético que comprende 0-3 heterodatomos y opcionalmente sustituido; y

Z es N o CRg, donde Rg es H, hal6geno, nitro, clano, aicoxilo,
sulfonamida, amino, o amida.

2. El compuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
X es un enlace quimico, -O-, -S-, 0 -NRs5-.
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3 El compuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
Y se selecciona entre el grupo que consiste en fenilo, indolilo, indolinilo, 1H-
indazolilo, 2,3-dihidro-1H-indazolilo, 1H-bencimidazolilo, 2,3-dihidro-1H-
bencimidazolilo, benzotriazolilo, piridilo, pirimidilo, 4-substituted piperazin-1-ilo,
morfolino, piperidinilo, pirrolidin-1-ilo, furanilo, tiofenilo, pirrolilo, pirazolilo,
imidazolilo, piridopimrolilo, piridazopirrolilo, pirimidopirrolilo, pirazopirrolilo,
piridofurantlo, y derivados del mismo.

4. El compuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
ZesNo CH. )

5.  El compuesto de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE
R2 y R3 son ambos H, halégeno, o metilo. '

6. El compuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
R2 y Ra se toman juntos para formar un anillo seleccionado entre el grupo que
consiste en 1,3-dioxolano, 1,3-dioxano, ciclopropilo, cicobutilo, ciclopentilo, y
ciciohexilo. '

7. El compuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
R2 y R3 se toman juntos para formar un metilindeno opcionalmente sustituido

seleccionado entre aquellos de las férmulas 1a-1n:
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P s

o &
3

n es un entero de 0-3;

cada Ry es independientements H, alquilo, dcido carboxilico, amina,
halégeno, nitro, ciano, Xq, X2{(C-C4)alquil-Rg, X3-(C1-C4)alquenil-Rg, o X2-
(C1-C4)alquinil-Rg;

donde:
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X1 e8 -C{O)NRg-, -NRgC(O)-, -C(0)O-, C(O)R'11.,-OC(0)-. -O-, -NRg-, -
S-, -5(02), 0 -S(O2)NRg-~;

X2 es un enlace quimito, -C(O)NRg-, -NRgC(Q)-, -C(O)O-, C(O)R11, -
OC(O)-, -O-, -NRg-, -S-, -S(02) 0 -S(02)NRg-;

Rg se selecciona entre 6l grupo que consiste en hidrdgeno,
dialquilamino, carboxilo, hidroxilo, alcoxi, sulfonamida, urea, carbamato, diol,
alquilsulfonilo, y R4p;

Rg es H o (C1-C3)alquilo;

R1g s un heterociclo saturado, insaturado, o aromdtico de 5 0 6
miembros opcionalmente sustituido que comprende de 1 a 4 heteroatomos; y

Rq1 e8 un anlllo heterociclico saturado de 5 a 6 miembros
opcionalmente sustituido.

8.  El compuesto de la reivindicacion 7 CARACTERIZADO PORQUE
R7 es X3-{(C1-Cgqlalquil-Rg, X2-(C1-C4)alquenil-Rg, 0 X2-(C1-C4)alquinil-Rg, ¥
Rg se selecciona entre el grupo que consiste en alquilsulfoniio, alcox,
carboxilo, morfolino, 1-a|quil-pipera:_zin—4-ilo. pirrolidinilo, piperidinilo, piridilo,
imidazol, triazol, tetrazol, y tiazol.

8. El compuesto de la reivindicacion 1 donde R4 es H, metilo, o
trifluorometilo. .

10. El compuesto de la reivindicacién 1 donde si Z es CH, R4 es8 CH3
0 R 3 y R2 no forma un metilindeno opcionalmente sustituido.

11. Un compuesto CARACTERIZADO PORQUE se selecciona del
grupo que consiste en: '
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y sales aceptables para uso farmacéutico, solvatos, clatratos, y prodrogas del
mismeo.

12. Un método para preparar un compuesto de la Formula 2:

N
x
A=
R NZ N

R
0 una sal aceptable para uso farmacéutico, solvato, clatrato, o prodroga del

mismo, donde:
R4 es H o metilo;

R4 es H, metilo, triflucrometilo, (C4-C4)alquilo, alcoxi, amido, amino, o
arilo opcionalmente sustituido;

X @8 un enlace quimico, etinilo, -O-, -S-, -5(0)-, -5(02)-, -NR5C(O)-, 0 -
NRs-, donde Rs5 es H, metilo, o metileno sustituido;

Y es un anillo de 5 a 10 miembroe mono o biclclico, saturado,
insaturado, o aromdtico que comprende 0-3 heterodtomos y opcionalmente
sustituido; y

Z 8 N o CRg, donde Rg es H, halogeno, nitro, ciano, alcoxilo,
sulfonamida, amino, o amida;

n en un entero de 0-3;
cada R7 es independientemente H, alquilo, 4cido carboxlico, amina,

halégeno, nitro, ciano, X1, X2-(C-C4)alquil-Rg, X2-(C1-C4)alquenil-Rg, 0 X>-
(C1-C4)alquinil-Rg;

X1 @8 -C(O)NRg-, -NRgC(0)-, -C(0)O-, C{O)R41, -OC(O})-, -O-, -NRg-, -
S-, -5(02), 0 -S(O2)NRg-~;



141 £ L|-62_. 467—

X2 @8 un enlace quimico, -C(O)NRg-, -NRgC(0Q)-, -C(0)O-, C(O)R144, -
OC(O)-. -O-, -NRg-, -5, -5(02), 0 -5(02)NRg-~;

Rg se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno,
dialquilamino, carboxilo, hydoxilo, alcoxi, sulfonamida, urea, carbamato, diol,
alquilsulfonilo, y R1p;

Rg @8 H o (C4-Cs)alquilo;

R10 e8 un heterocido saturado,insaturado, o aromadtico de 5 a 6
miembros opcionaimente sustituido que comprande de 1 a 4 heterodtomos; y

R11 es un anillo heterociclico saturado de 5 o 6 miembros
opcionalmente sustituido; CARACTERIZADO PORdUE comprende hacer

reaccionar un compuesto de la férmula:

(R7)n
/
N
=N
A L=
Ll
Ry
donde L es dejar un grupo con un compuesto de la Formula YXH bajo
condiciones suficientes para formar un compuesto de la Férmula 2. '
13.  El método de la reivindicacién 12 CARACTERIZADO PORQUE L
se selecciona entre el grupo que consiste en Br, Cl, SCH3, y S(O)CH3.
14. El método de la reivindicacion 12 CARACTERIZADO PORQUE
la reaccién se lleva a cabo en un solvents polar.
15. El método de la reivindicacion 14 CARACTERIZADO PORQUE

el solvente polar se selecciona entre &l grupo que consiste en alcoholes, DMF,
y DMSO.
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18. El método de la reivindicacién 12 CARACTERIZADO PORQUE
la reaccién es catalizada por un catalizador seleccionado entre el grupo que
consiste en AgOTT, Pd(Phg)g, y p-T8OH. -

17.  Un meétodo para preparar un compuesic de la Férmula 2
CARACTERIZADO PORQUE que comprende hacer reaccionar un compuesto

de la formula:

Y\
X -
N
ALy
RN N
R
con un compuesto de la formula;
| Ra
/4 N

O
bajo condiciones suficientes para formar un compuesto de la Férmula 2.

18. El método de ia reivindicacion 17 CARACTERIZADO PORQUE
la reaccién se lleva a cabo en un solvents polar.

19. El método de la reivindicacion 18 CARACTERIZADO PORQUE
el solvente polar se selecciona entre el grupo que consiste en ailcoholes, DMF,
y DMSO.

20. El método de la relvindicacién 17 CARACTERIZADO PORQUE
se cataliza con una base.

21. El método de la reivindicacion 20 CARACTERIZADO PORQUE
la base se selecciona entre el grupo que consiste en piridina y piperidina.
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22. Una composicion famacéutica CARACTERIZADA PORQUE
comprende un compuesto de la Férmula 1, o una.sal acaptable'para uso
farmacéutico, solvato, clatrato, o prodroga del mismo, y un vehiculo aceptable
para uso farmacéutico.

23. Una composicion farmacéutica CARACTERIZADA PORQUE
comprende un compuesto de la reivindicacién 11 y un excipiente o vehiculo
aceptable para el uso farmacéutico.

24, La composiciétn farmacéutica de la reivindicacion 22
CARACTERIZADA PORQUE es adecuada para administracién oral,
fransdérmica, topica, parenteral © mucosal.

25, Un método para regular, modular o inhibir la actividad de ia
proteina quinasa CARACTERIZADO PORQUE comprende poner en contacio
un compuesto de la Férmula 1, o una sal aceptable para uso farmacéutico o
solvato del mismo, con una proteina quinasa

© 26, El método de la relvindicacion 25 GARACTERIZADO PORQUE
la proteina quinasa es una proteina tirosina quinasa.

| _27. El método de la reivindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE
la proteina quinasa se selecciona entre el grupo que consiste en ab1, ATK, ber-
ab1, Bik, Brk, Btk, c—fms, ckit, c-met, c-src, CDK1, CDK2, CDK4, CDKB,
cRafl, CSF1R, CSK, EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4, ERK, Fak, fes, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, FGFR4, FGFRS5, Fgr, FLK-4, fit-1, Fps, Frk, Fyn, GSK, Gst-
Flk1, Hck, Her-2, Her4, IGF-1R, INS-R, Jak, JNK, KDR, Lck, Lyn, MEK, p38,
PANHER, PDGFR, PLK, PKC, PYK2, Raf, Rho, ros, SRC, tie1, fiep, TRK,

UL97, VEGFR, Yes, y Zap70.
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~ 28. El método de la reivindicacion 27 CARACTE,RIZADO PORQUE
la proteina quinasa se selecciona entre el grupo que consiste en PANHER,
EGFR, Her-2, Her-4, PDGFR, SRC, Lck, cdk2, p38, Raf, y Rho.

... 29. El método de la reivindicacién 28 CARACTERIZADO PORQUE
la protama quinasa se selecciona entre & grupo que consiste en PANHER
CDK2, PDGFR, p38, y Raf. .

+30. El método de la reivindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE
la proteina quinasa estd en un cultivo celular,

31. El método de la reivindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE
la prolnma quinasa estéd en un mamifero. _

" 32. ° Un método de tratar o prevenir una enfermedad de mamiferos
caracterizada por una actividead de la proteina quinasa no regulada
CARACTERIZADO PORQUE comprende administrar & un mamifero que
necesite dicho tratamiento o prevencién una c'antidad efectiva para uso
terapéutico o profilictico de un compuesto de la Férmula 1, o una sal aceptable
para uso farmacéutico, solvato, clatrato, o prodroga del mismo.

33.  El método de la reivindicacion 30 CARACTERIZADO PORQUE
la enfermedad caracterizada por actividad no regulada de la proteina quinasa
88 selecciona entre el grupo que consiste en: trastornos proliferativos e los
vasos sanguineos; frastomos fibréticos; trastomnos proliverativos de las células
mesangiales; trastomos metabdlicos; alergias; asma; trombosis; enfermedédas
del sistema nervioso; y cancer.

. 34. E! método de la reivindicacion 31 CABACTERIZADO PORQUE
{a enfermedad caracterizada por actividad no ragul-ada de la proteina quinasa

@8 CANCer.
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35. El método de la reivindicacion 32 CARACTERIZADO PORQUE
el cédncer se selecciona entre el grupo que consiste en cancer de mamas, de
estdmago, de ovarios, de colon, de pulmén, de cerebro, de laringe, del sistéma
linfético, del tracto genitourinario (incluyendo vejiga y prostata), de ovarios
géastrico, 6880, y pancredtico. -
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7-AZA—INDOLIN-2-ONAS SUSTITUIDAS EN 4 Y SU USO COMO
INHIBIDORES DE PROTEINA QUINASA

RESUMEN

7-aza-indolin-2-onas sustituidas en 4 y su uso como inhibidores de la
proteina quinasa. Las 7-gza-indolin-2-onas sustituidas en 4 espbcificas de la
presente tienen la Formula 1
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y sus sales aceptables para uso farmacéutico, solvatos, clatratos, y prodrogas
del mismo, donde R1, R2 , R3, R4, X, Y, y Z se definen en la memoria
descriptiva. La invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas y
formas de dosificacidon que comprenden los compuestos de Formula 1 y con
métodos para su uso en el fratamiento y/o prevencién de enfermedades tales
como, por ajemplo, el cancer.
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2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENGION s
Epllo#73~
Radicacién no 00-97184
Conoepto Técnico no 1245  Clasificacién Intemacional de Patentes AS1K 31/407

»
Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en al Art. 38 de la Declsién 486 se determind que
esta solicitud de Patente de Invenci6n: :

™ si[/] NO[] Contiene un resumen dela invencion (Art.26-e).

SI[#/1 NO[] - Contiens el thulo 0 nombre de la invencion (Art27-d).

SI[#/] NOT] Contiens la deacripcion de la invencion (Art26-b).

SiY] NO[] APIJcABLE[ ] Contiane los dibujos necesarios para comprender la Invencion

SI[/] NO[ ] Contiene una o més reivindicaciones. (Art.26-c).

SI[] NO[] NOESAPLCABLE [v] Han sido desamollados los productos y/o procedimientos a partir
de recursos genéticos o de sus productos derivados de los que cualquiera de los Palses
Miembros s pals de origen. (Art. 26- h).

SI[]1 NO[]1 NO ES APUCABLE [v]los producios y/o procedimionios han sido obtenidos o
desarrollados a partir de los conocimientos {radiclonales de las comuniiades Indigenas,
afroamericanas, o locales de los palses miembiros, de acuerdo a lo establecido en la

17 Decisién 391 y sus modificaciones y reglamentaciones vigentes.(Art26-).

SI[ 1 NO] Lahvancidnureﬁereaunpmd:ctomlaﬁvoammahﬁalbidﬂubo.(mzs-.l).'
SIlv 1 NO[] Laprioridad coincide con la materia reivindicada.
Si[v] NO[ ] CUMPLELOSREQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: S| ] NO [ ] ver hoja(s) anexa(s)

e Se anexa nueva solicitud que contiene capfiulo relvindicatorio y descriptivo corregido, tal como se
habla solicitado en el primer examen de forma. Folios 327-472.
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Bogoté D. C., Septiembre 16 de 2002

Carera 13 No. 2700 Plso5y 10
Conmutador: 334 12 21-2-34
Feoz 281 31 28 e-mall: InfoRsic.gov.co
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REFERENCIA: Radicacion No. 0007184

Trémite 002
Evento 001
Actuacién 416
Oficio No. 2176
Folios 001

Tenlendo en cuenta que la solicitud de privileglo de palente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referancla, redne lus requisitos da forma establecidos en los
articulos 28 y 27 de la Declsidn 488 de: 1a Comisidn de la Comunidad Andina, y en las
demds disposiciones vigentss sobre la materia, se envia el extracto de la solicitud a la
Oficina de Comunicaciones para efectu de su publicacién en la Gaceta de Propledad
Industrial, conforme lo establece el artic.ulo 40 de la miama Declsién.




