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Re: Expediente No. 01.012.068
Solicitud de patente titulada: “INDOLINONAS SUSTITUIDAS CON PIRROLES,
INHIBIDORAS DE PROTEIN QUINASAS”
Solicitante: SUGEN INC. Y PHARMACIA & UPJOHN COMPANY.

RESPUESTA AL OFICIO No. 0499, NOTIFICADO POR FIJACION EN LISTA No. 06,
DE FECHA 22 DE ENERO DE 2009.

(TERCER EXAMEN DE FONDO)

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogota, identificado tal como aparece al pie
de mi firma, en mi caracter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo
siguiente ante el auto emanado por ese Despacho, dentro del plazo legal de prérroga previsto en

el articulo 45 de la Decision 486:

1. En primer lugar y con el 4nimo de brindar mayor claridad a la materia reivindicada, me

permito presentar un Capitulo Reivindicatorio Modificado, que reemplaza en su totalidad al

Capitulo Reivindicatorio presentado junto con mi memorial del 22 de enero de 2007.

Asi entonces, el Capitulo Reivindicatorio Modificado contiene las siguientes modificaciones:

Rew“?d.l cacion Modificaciones
original
Se limita el significado de los grupos arilo, heteroarilo o heterociclilo,
asi:
R2= fenil, -SO,-NH-fenil/piridina;
1 R3=fenilo o piridina;
, R’=fenilo;

R'2=pirrolidin(2-oria), piperazina, imidazol(2-ona), Pyridin(2-
ona), tetrahidropirimidin-2-ona.
Adicionalmente, se elimina OH dentro de la definicién de R'%.
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Valga anotar que las modificaciones efectuadas al Capitulo Reivindicatorio cumplen a cabalidad
con lo estipulado en el Articulo 34 de la Decision 486, ya que éstas de ninguna manera implican
una ampliacion de la proteccion correspondiente a la divulgacion contenida en la solicitud inicial.
Por el contrario, la materia contenida en el Capitulo Reivindicatorio Modificado es una franca

limitacién del alcance originalmente pretendido en la presente solicitud.

2. a- El Examinador insiste en que las Reivindicaciones 1-8 son muy amplias, no claras
e inconcisas. En particular, el Examinador menciona ciertos términos genéricos tales como arilo
y heteroarilo, lo cuales no se encuentran limitados. Adicionalmente, el Examinador anota que
atn cuando la Descripcion contiene 175 ejemplos, las Reivindicaciones comprenden compuestos
que se extienden mas alla de ésta divulgacion, y por lo tanto una persona medianamente versada
en la materia no encontraria ensefianzas suficientes que le permitiesen reproducir cada una de las

modalidades cobijadas por las Reivindicaciones.

Especificamente, el Examinador identifica como compuestos no soportados enteramente por la
descripcién aquellos en los que R® es aril, o heteroaril; R’ es aril; R® y R® son arilo, R" es
heteroarilo; R™ y R' son arilo o heteroarilo; R y R tomados juntos forman un hetericiclo; y en

los que R* es arilo.

Asimismo, el Examinador argumenta que dada la amplitud de las reivindicaciones pueden existir

modalidades que no se encuentren vinculadas por un inico concepto inventivo.

b- En respuesta a los argumentos del Examinador, me permito sefialar
respetuosamente que en el Capitulo Reivindicatorio Modificado, los sustituyentes R% R3, R y
R'? se han limitado drasticamente, hasta el punto que ahora se restringen a aquellos grupos

quimicos que encuentran ilustrados en los ejemplos de la Descripcion:

R?= fenil, -SO,-NH-fenil/piridina;

R=fenilo o piridina;

R’=fenilo;

R'2=pirrolidin(2-ona), piperazina, imidazol(2-ona), Pyridin(2-ona), tetrahidropirimidin-2-

ona.

Es mas, de manera preferente la presente solicitud se dirige a Compuestos de Formula:
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en los cuales el grupo amido en la posicién 3 (R®), a los que se limita completamente esta
invencién, proporciona una actividad mejorada frente a compuestos similares con diferentes
grupos sustituyentes R® del anillo de pirrol.

3. a- El Examinador establece que las patentes W098/07695 (D1) y W098/50356 (D2)

afectan el nivel inventivo de la presente invencién.

El Examinador argumenta que la tinica diferencia entre los compuestos de la presente invencion y
los compuestos de D1 y D2, es que en los compuestos de la presente invencién la amida del
grupo lateral se encuentra unida al anillo de pirrol a través del carbono carbonilico, mientras que
el estado del arte ensefia un unién directa entre un nitrégeno y el anillo de pirrol. De cualquier
manera, D2 revela la posibilidad de incluir grupos arilo 0 N-dialquilo como sustituyentes del
grupo carbamoilo en la posicién 3 del anillo de pirrol. Asi, el Examinador concluye que los
compuestos del arte previo son tanto estructural como funcionalmente similares a la presente

invencion.

Asimismo, el Examinador anota que D1 y D2 divulgaron previamente la actividad de este tipo de
compuestos como moduladores de las sefiales de proteina-quinasa. El Examinador también anota
que los resultados que demuestran la superioridad comparativa de los compuestos de la invencién
no fueron objeto de la divulgacitn inicial de la solicitud. Adicionalmente, los compuestos all
ilustrados, que tienen un grupo amida como sustituyente RS, fueron anticipados por D2, como se
entiende a partir de la ilustracion de derivados 2-indolinonas.

b- En relacién con el arte previo citado por el Examinador, me permito sefialar lo

siguiente:

i) D1 revela muchas estructuras genéricas, cada una de las cuales presenta
sustituyentes opcionales que pueden ser combinados en innumerables combinaciones. A manera
de ilustracién, adjunto al presente memorial (como ANEXO 1) un reporte de SciFinder, un
servicio de Chemical Abstracts Service (CAS), que extrae compuestos de la publicaciones y
proporciona su estructura quimica, en donde se evidencia que SciFinder encuentra 1325 ejemplos

especificos en D1, en donde la mayoria de indolinonas alli reveladas no se encuentran sustituidos

—-""—-_-_-_-__H_
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por pirrol, si no por fenilo u otro grupo. Asi las cosas, para una persona medianamente versada

1133

en fa materia es dificil, a partir de la simple lectura de D1, determinar cudles son los compuestos

et e e T

especificamente alli revelados.

Es evidente que solo una pequefia fraccion de los compuestos revelados en D1 estan sustituidos
por pirrol (ver anexo 1), y de estos, muchos presentan estructuras de anillos fusionados y/o
unidos a la posicién equivocada del anillo de pirrol. ¢ la pequefia cantidad de ejemplos que
indolinonas sustituidas por pirrol de D1, los tinicos sustituyentes en el anillo de pirrol son H,
alquilo, halégeno, éster o alquilester. De hecho, esto es consistente con la divulgacion general de
D1. En las estructuras genéricas de D1 en las que el grupo unido en la posicién 3 de la
indolinona es usualmente un anillo A (ver pagina 36), la amida se encuentra enunciada entre un
sinnimero de posibles sustituyentes (aunque no una alquilaminoamida como en la presente
invencion); sin embargo, cuando A se limita a pirrol, los tinicos sustituyente posibles, ain en la

estructura genérica, son hidrégeno, alquilo, halogeno, éster y alquilester.

Asi, una persona medianamente versada en la materia leyendo D1, seria conducida
inevitablemente a pensar que el sustituyente preferido para el anillo indolinona es el grupo fenilo,
Es mas, si por alguna razon no sugerida en D1 se seleccionara un grupo pirrol, las ensefianzas de
esta referencia indican que el sitio de unién del pirrol no importaria. Adicionalmente, D1 indica
que el anillo podra estar fusionado o no y los sustituyentes apropiados para el pirrol serian H,
alquilo, halégeno, éster o alquilester. No existe razén alguna para incluir un grupo amido en la
posicion 3 del anillo de pirrol.

Ahora bien, como se muestra en las tablas de resultados presentadas en respuesta al primer
examen de fondo', los compuestos de la invencién son inhibidores potentes tanto de PDGFR y
VEGEFR. Por el contrario, los compuestos de D1 correspondientes a indolinonas sustituidas por
pirrol, muestran ser activos sobre quinasas EGFR y Met, pero no muestran ningun tipo de
actividad sobre PDGFR.

Con respecto a la Tabla 13 de D1, los compuestos que presentan un sustituyente pirrol se
encuentran ilustrados especificamente en 10717/04, 10717/A04, 10717/A11, 10717/B4, etc. Sin

embargo, como s¢ menciond anteriormente, ninguno de dichos compuestos presenta una amida

! El Examinador parece sugerir en su concepto técnico que las tablas de resultados anexadas al expediente mediante
mi memorial en respuesta al primer examen de fondo no serfan tenidas en cuenta, por cuanto éstas no fueron
incluidas en el Capftulo Descriptivo inicial. Sin embargo, me permito recordar respetuosamente al Examinador, que
tal como lo ensefia ¢! Manual Andino de Patentes en su seccién 1.7, ante un objecién por falta de nivel inventivo, el
solicitante puede aportar pruebas en forma de argumentos o documentos, para demostrar la presencia de un efecto
técnico o ventajas de la invencién (ej. ensayos comparativos). Por lo tanto, los resuitados evidenciando la potente
inhibicién tanto de PDGFR y VEGFR deben ser tenidos en cuenta en la evaluacién de la patentabilidad de la
presente invencion.
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como sustituyente en el anillo de pirrol. Ahora, al evaluar la actividad de estos compuestos en la
Tabla 14, se encuentra que los mismos no presentan actividad o presentan una actividad
insipiente sobre FLK quinasa, y solo una actividad moderada sobre quinasa EGFR o Met.

Por lo tanto, una persona medianamente versada en la materia, con la tarea de desarrollar un
compuesto con actividad inhibitoria sobre VEGFR y PDGFR, no _habria encontrado motivacién

alguna para_seleccionar y modificar alguno de los compuestos de D1, que ensefian ser mds

activos sobre otro tipo de guinasas, y cuyo efecto sobre PDGFR es completamente desconocido.
Particularmente, en vista de los datos presentados previamente, las indolinonas sustituidas con

pirol, con grupos éster como sustituyentes del anillo de pirrol (segin D1), presentaron inhibicién
de PDGFR muy pobre.

De otra parte, atin cuando D2 revela compuestos que son estructuralmente similares a los de la
presente invencién, que corresponden a 3-((pirrol-2-il)metilideno)indolin-2-onas, D2 no

proporciona ensefianzas o sugerencias respecto al uso de un grupo alquil-carboxamida sustituido

-en la posicién 3 del anillo de pirrol.

Asi, la configuracion estructural especifica de los compuestos de la presente invencién, no ha
sido sugerida en el arte previo y por lo tanto no puede ser considerada obvia para una persona
medianamente versada en la materia. Es decir, los compuestos de la presente invencién no se

derivan evidentemente del arte previo.

i) Nuevamente, deseo sefialar que el concepto inventivo clave involucrado en

la presente invencién corresponde precisamente al grupo amida (R®) que sustituye el anillo pirrol

de los compuestos de la invencién. Como lo demuestra la siguiente tabla, ]a presencia del grupo
amida proporciona una mejor actividad, en comparacién con compuestos que tienen sustituyentes

diferentes en esa posicion:
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Compuesto PDGFRb VEGFR2

ICs (uM)’ ICso (uM)°
0.578+0.035
> 100 S
(0=2)
0.46540.068
> 100 .
(n:'zz) .
> 10
> 100 .
(n=2)
0.008+0.002 . . .
0.01 S
(n=5)
Presente invencion |
=amida

En gracia de discusién, aunque los compuestos de la presente invencién compartan un nicleo

comin con otros compuestos correspdndiente a indolinonas sustituidas con pirrol, la sustitucién

. de la posicion 3 del anillo de pirrol en la rése te invencién (R®) resulta completamente novedosa

e inventiva, pues compuestos similares del estado del arte, que a lo Sumo presentan un grupo
éster (-C(O)OR) como en los compuestos ilustrados en la anterior tabla, ensefian claramente que

el reemplazo de dicho éster o alquil en la posicién 3 por ami roporciona un

" incremento_significativo en la actividad, produciendo compuestos altamente utiles en la
. inhibicién de ambas kinasas (4 6rdenes de magnitud para PDGFR y 2 érdenes de magnitud para

VEGFR-Z), lo que significa una importante ventaja en la terapia gnﬁcagqérigéna._- P S

2 Actividad celular en células 3T3.
3 Actividad celular en células PAE-VEGFR2.
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La siguiente tabla, presentada también en réSpuesta al primer examen de fondo, ensefia dos
compuestos adicionales que incluyen sustituyentes dimetil y etoxicarbonil, que ademds, estan
sustituidos con un halo en el grupo fenil del sistema indolinona, siendo asi ain més cercanos a los
compuestos de la presente invencién. Pero incluso con esta mayor cercanfa, los resultados
obtenidos demuestran claramente que los compuestos de la presente invencién resultan mucho
mds potentes en los ensayos PDGFR y VEGFR2 en comparacién con el primer compuesto que
proporciona simplemente una leve inhibicién de ambas kinasas. El segundo compuesto no fue
medido contra PDGFR, sin embargo, no mostré efecto inhibitorio alguno contra VEGFR2, como
lo evidencia el % de inhibicién obtenido.

Compuesto PDGFRb (M) VEGFR2 (um)*
s FIk-1R ICsp:
4.2
Flk Kinasa % de
- inhibicién:
- 1.4%
| 0.008::0.002
0.01
(n=5)
Presente invencién

En conclusi6n, los ensayos comparativos realizados ensefian que:

- los compuestos de la presente invencién son inhibidores potentes de VEGFR2 y
PDGFR, mientras que compuestos similares del estado de la técnica proporcionan,
a lo sumo, solamente una inhibicién débil o la inhibicién de s6lo una, pero no
ambas kinasas; y

- la potencia multi-kinasa aumentada de los compuestos de la invencién de debe

principalmente a la presencia del grupo amida en la posicién 3 del anillo pirrol

®).

% Flk es ortélogo de ratén del VEGFR2 humano.
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Me permito recordar al Examinador que los resultados ilustrados en el articulo “Discovery of 5-
[5-fluoro-2-0x0-1,2-dihydroindol-(3z)-ylidenemethyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxylic

Acid (2-diethylaminoethyl)amide, a Novel Tyrosine Kinase Inhibitor Targeting Vascular
Endothelual and Platelet-Derived Growth Factor Receptor Tyrosine Kinase™, también son
concluyentes demostrando que la inclusién del grupo amida en la posicion 4 del anillo pirrol R9),

proporciona resultados ventajosos e inesperados (ver tabla 1).

4, Por lo anterior, considero superadas las objeciones del Examinador en cuanto a la unidad

de invencion de la materia reivindicada en la presente solicitud.

5. Para terminar, deseo subrayar que en relacién con la invencién de la presente solicitud,
que, ademas de Australia No. 2001239770, Canad4 No. 2399358, Eurasia No. 005996, Japén No.
3663382, Nueva Zelanda No. 520640, Perii No. 0400-2006, Sur Africa No. 2002/6469,
Singapur No. 90936, Ucrania No. 73976, Estados Unidos No. 6573293, Ecuador No. 7125905 y
la Oficina Europea de Patentes EP 1.255.752, han sido otorgados privilegios de patente en
Malaysia, China, México, India, Argentina, Chile, Noruega, Indonesia, Isracl, Islandia y Taiwén.

Aunque patentes otorgadas en otras jurisdicciones no son vinculantes para la oficina nacional, sf
corresponden a un fuerte indicio sobre el cumplimiento de los requisitos de patentabilidad de la
invencién reivindicada, puesto que los requisitos de novedad, nivel inventivo son requisitos

universales y objetivos que se evalian alrededor del mundo bajo estdndares similares.

6. Por todo lo anterior, considero que las objeciones presentadas por el Examinador han sido
resueltas y por consiguiente solicito respetuosamente que se proceda con la concesion de la

patente.

Atentamente,

C.C. No. 79.782.747 de Bogoté
T.P. 74295

% Li Sun et al., Discovery of 5-[5-fluore-2-oxe-1,2-dihydroindol-(3z)-ylidencmethyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-
carboxylic Acid (2-diethylaminoethyl)amide, a Novel Tyrosine Kinase Inhibitor Targeting Vascular Endothelual and
Platelet-Derived Growth Factor Receptor Tyrosine Kinase. J. Med. Chem. 2003. Vol 46. No. 7. (ANEXO 2)
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Anexos:

e Capitulo Reivindicatorio Modificado

e ANEXO 1: Resultados del reporte de SciFinder relacionado con en anélisis de
compuestos incluidos en D1, mostrando 1325 compuestos.

e ANEXO 2: Copia de Li Sun et al., Discovery of 5-[5-fluoro-2-o0x0-1,2-
dihydroindol-(3z)-ylidenemethyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-carboxylic Acid (2-
diethylaminoethyl)amide, a Novel Tyrosine Kinase Inhibitor Targeting Vascular
Endothelual and Platelet-Derived Growth Factor Receptor Tyrosine Kinase. J.
Med. Chem. 2003. Vol 46. No. 7.
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CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
TER R XAMEN DE FONDQ :

. - Un compuesto de férmula (T)

- ~.ﬁ o una sal féxf}haééuticamente aceptable del mismo, donde:
- - R* se selecciona de hidr6geno, alquilo(C1-Cs), -(CHz1R'® y -C(OINR'R’;
10 =R'2' se selecciona de hidr6geno, halo, fenilo, ~S(0)NHfenilo, y -S(0),NHpiridinil;
~R® se selecciona de hidrégeno, alquilo(C;-C,), alcoxl(Cl-C4), femlo, pmdllo y~
c«))m’s B
' es hidrégeno;
R sé selecciona de hldrdgeno y alquilo(C;-Cy);
15 R® es -C(OR™;
S R’ se selecciona de hidrégeno, alquilo(C)-Cs) y fenilo;
R8 y R9 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alqmlo(Cl—Ca) y femlo,
R"es -NR'")(CH).R", dondenes 1,20 3; |
" R -es hidr6geno;
20 RZ se selecciona de, alcoxi(Ci-Cs), -C(O)R", pirrolidina, pirrolidinin-2-ona,
Y plperazina', imidazol-2-ona, pmdm-z-ona, teu'ahldropmmdm-z-ona, 2-0x0-azepan y —

©NRMRM; |

- R™ y R™ se seleccionan independientemente del grupo formado por lndrégeno,
alquilo(C;-Cs); 0 .

25 " RPyRYse pueden combinar para formar un grupo -(CHz)s-, -(CH3)s-, -(CHz)z- !
O-(CHy)2- y <(CHz2)2N(CH3)(CH,),-

R" se selecciona del grupo formado por hidrégeno, hidroxi, alcoxi(C;-Cs) y

C(O)Rls

vy
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A

2. Elcompuesto de " Reivindicacién 1, donde n es 2 0 3 y R12 es NR""R14
g donde R®yR" son mdependlentcmante alquil(C;-Ca). w SR

S 3, El compuesto’ de la Reivindicacién 1, donde n es 2 0 3 y R es - NR”’Rl4
.5 '-donde RPy R se combinan para formar un grupo seleccionado de ~(CHy)s-, {(CHy)s-, -
(CH,)2-O-(CHa)- 0 —(CHZ)ZN(CHs)(CHz)z-W

4, El compuesto de la Reivindicacién 1, donde R!es C(O)NR"R9 donde R8
"es hidr6geno y R? es fenilo, o

e

5. El compuesto de la invencién que tiene la férmula / T

(

NNJ

s itintb

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
— T

15 " 6.  Elcompuesto de la Reivindicébiﬁn; 1 05 que es la sal L-malato del 4cido 5.
(5-fluoro-2-oxo-1, 2-d1h1dromdol—3-1hdenmetxl)-2 4-d1metll-ll-l-purol-3-carboxﬂ1c0 @ o
:dleulanunoenl)axmda. o e | | § {

: ‘ L 7. El compuesto de la invenci6n que tiene la férmula T P S ;

20 | H
: o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de las

Rewmdncacmnes 1,5 -7 6 una sal fa:macéuncamente aceptable del mismo, y un vehiculo
25 '

0 excxpxente farmacéuticamente aceptable.

sl ol el s e e e s e
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Abstract: To improve the antitumor properties and optirnize
the pharmaceutical properties including solubility and protein
binding of indolin-2-unes, a number of different basic and
weakly basic analogues were designed and synthesized. 5-15-
Fluoro-2-ox0-1,2-dihydroindol-(3.2)-ylidenemethyl]-2,4-dimethyl-
1 H-pyrrole-3-carboxylic acid (2-diethylaminoethyljamide (12b
or S1U11248) has been found to show the best overall profile
in terns of potency for the VEGF-R2 and PDGF-RS tyrosine
kinase at blochemical and cellular levels. solubility, protein
binding, and bicavailability. 12b Is currently in phase I clinical
trials for the treatment of cancers.

Introduction. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) and platelet-derived growth factor (PDGF)
receptors have been well validated as targets for the
treatment of cancers because of their critical roles in
tumor growth and suvival via autocrine and paracrine
loops.!™* In this regard, both receptor tyrosine kinases
{RTKs) have been found to be expressed on the tumor
cells and to directly affect turmor cell proliferation (e.g..
VEGF receptor in melanoma and PDGF receptor in
gliomas).! In addition, both RTKs have been found to
play prominent roles in tumor angiogenesis by partici-
pating in the transmission of proliferation, migratien,
differentiation, and survival signals between tumor cells
and endothelial cells.?~4 Thus, simultaneous inhibition
of both endothelial growth factor receptor-2 (VEGF-R2)
and platelet-derived growth factor receptor-# (PDGF-
Rf) might be expected to show better antitumor activity
than by inhibiting only one of these RTKs. In the past
several years, we have taken two indolin-2-ones, 5a
{SU5416) (VEGF-R selective inhibitor®) and 5b (SUG668)
{a potent and selective PDGF-Rg tyrosine kinase inhibi-
tor} (Table 1), to clinical trials for the treatment of
cancers.87 However, their low solubtlity and/os high
protein binding properties were considered to be poten-
tial liabilities. In this study, efforts have been focused
on finding an indolin-2-one analogue that shows potent
and broad inhibitory activily against both VEGF-R2 and
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PDGF-Rf} and has good pharmaceutical properties with
regard to solubility and protein binding. We report here
the design, synthesis, and structure—activity relation-
ship that led to the discovery of 12b (Table 1),% a potent
tyrosine kinase inhibitor targeting VEGF-RZ and PDGF-
RB. :

Chemistry. To broaden the kinase selectivity spec-
trum of indolin-2-one for both VEGF-R2 and PDGF-RfS
and to optimize the pharmaceutical properties including
solubility and protein binding, diversification at the C-4
position on the pyrrole ring of 5a has been explored.
We learned from the past structure—activity relation-
ship studies on indelin-2-ones that modifications at the
C-4" position could lead to compounds with different
kinase inhibition profiles for VEGF-R2 and PDGF-Rp.
In this regard, neutral 5a!? has been found to be a
potent and selective inhibitor for VEGF-R2 while acidic
5b% was found to be such for PDGF-RB. On the other
hand, the cocrystal structure of 5b in the catalytic
domain of the FGF-R1 kinase,’ a kinase that has high
amino acid sequence homology for the ATP-binding
pocket to VEGF-R2, revealed that the substitution at
the C-4’ position on the pytrole ring is positioned close
to the opening of the binding pocket and could be
exposed to solvent. Thus, substitution at this position
might serve as a handle for improving pharmaceutical
properties of the indolin-2-ones. In this study, various
basic side chains have been introduced: at the C-4
position of 5a to broaden the kinase inhibition spectrum
and to improve pharmaceutical properties (particularly
solubility) of indolin-2-ones. First, we introduced the
aminoalkyl functionality in 5a (5¢ in Scheme 1). Start-
ing from 1,7 5¢ was synthesized by amidation with
N-methylpiperazine, reduction of the amide functional-
ity, formylation, and condensation with the indolin-2-
one. Further diversification at the C-4’ position on the
pyrrole ring of 5a was also explored by introducing
soluble aminoalkylamide functionalities as depicted in
Scheme 2 (12a—j). The key intermediate 10 was pre-
pared from commercially available 3-oxobutyric acid
tert-butyl ester (6) by condensing with sodium nitrite
in acetic acid, reductive cyclization with 3-oxobutyrate
ethyl ester, hydrolytic decarboxylation and formylation,
and base hydrolysis of the ethy! ester of 9. Condensation
of 10 with different indolin-2-ones afforded 11, which
upon amidation with different amines was converted to
12a~j. Most of the amines used are commercially
available except the amines (Scheme 3) for synthesizing
12g and 12}.

Results and Discussion. The biological activities of
the synthesized compounds were first evaluated in
biochemical assays measuring tyrosine phosphorylation
of VEGF-R2, PDGF-Rg, fibroblast growth factor recep-
tor-1 (FGF-R1), and epidermal growth factor receptor.
(EGF-R) as described previously 57 Potent and selective
inhibitors 2gainst VEGF-R2 and PDGF-Rf were sub-
sequently tested for their kinase inhibitory activity in
3T3 cells, inhibitory activity against ligand-induced
cellular proliferation (as measured by BrdU incorpora-
tion in 3T3 cells), cellular cytotoxicity, and solubility at
pH 2 and 6 (Table 1).
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Ry i Ry N , \,Lb%
i i 5
§ 1” ! -
blochemical activity cellular kinase
agalnst kinases activity In 3T3 cell  ppGE.induced i solubility,®
ICso. uM ICs0.2 uM By . pg/mL
VEGF- PDGF- FGF- EGF incorporation cytotoxicity pH  pH

compd Rl R2 R2 Rp R1 -R VEGF PDGF 1Cs0.2 sM LDsp.2uM: 2 6

5a H H 1.23 229 =100 >100 1.04 20.3 4.05 >50 <1 <1

5b H (CH2.COOH 2.4 0.060 3.00 =>20 1-2 0.1-10 16 =50 <5 18

5¢ H (CH2sN (CHaCHz)zNCHa 0.3 0.060 420 =>20 d d 0.20 =50 | d d

12a H (CH):N(CzHs)2 0.050 0.017 0.88 =20 0.05-0.5 0.1-1.0 =0.07 >50 - 3022 511

126 F  (CHaN(CaHs)2 0.080 0.0020 290 =20 0.005-0.05 0.01 0.008 48.9 - © 2582 364

12¢  Cl (CH2).N(CzHs)2 0.027 0.0030 0.17 =20 0.005-0.05 0.01-0.1 <0.07 156 . 3259 186

12d  Br (CH2.N(CoHs)z 0.032 0.0050 0.73 10 0.005-0.05 0.01-0.1 <0.07 16.3 . 1299 101

12Ze F (CHpN(CHa): 0.080 0.0005 1.60 >20 0,005-0.05 0.01-0.1 0.015 485 . 3012 75

126 F  (CHys-pyrrolidin-1-yl 0.060 0.0010 390 =>20 0.005-0.05 0.01-0.1 <0.07 49 - 3319 9

12g F CHCH(CH.CH:N-CH; 0.025 0.0030 0.20 d 0.04 0.02 0.030 38 | =250 =250

12h - F  (CHgs-morpholin-4-yl 0.030 0.0020 260 =20 0.05 d 0.037 >50 , 2945 03 .

12i  F  CHapyridin-4-yl <0,16  0.0010 3.10 >20 0.005-0.05 0.01-0.1 0.080 >50 . 486 <LDr

12) F (CHy)ytriazol-1-yl 0.085 0.010 17.1 >20 0.05-05 D.1-1.0 0.19 »50 ; 2 [

a |Csp and LDsp values were determined by at least two separate tests and reported as mean values. ¢ Solubility of the compounds was
determined in 20 mM buffered solutions (pH 2, KCVHCL; pH 6, phosphate) after shaking for 24 h at 22 °C, Data presented are from a
single determination or an average of two determinations. ¢ LD = limit for detection. < Not tested.

Scheme 1. Synthesis of 5¢
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It is interesting to note that converting the carbox-
ylate group of 5b into an amino group (5¢) enhances
the inhibitory activity for VEGF-R2 (8-fold) while
retaining the potency against PDGF-Rf kinase (Table
1). The difference in potency observed between inhibi-
tion of PDGF-induced BrdU incorporation and inhibition
of cellular kinase activity for 5b might be related to its
poor solubility (Table 1). The SAR implied that a basic
analogue of 5a has shown broader kinase inhibitory

activity against both VEGF-R2 and PDGF-R8 than .
neutral (i.e. 5a-VEGF-R-selective inhibitor®) and an acid
analogue (i.e., 5b-PDGF-Rp-selective inhibitor), con-
firming that the kinase selectivity could be affected by

a substitent. at the C-4" position.

Being encouraged by the above results, we extensively
explored other possibilities for diversification at the C-4'
position and found that the readily accessible 12 showed
the most promise. 12a—d exhibited even more potent
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Scheme 3. Synthesis of Amines for 12g and 12j
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Table 2. Effects of Protein Binding on Cellular Potency®
PDGF-induced BrdU incorporation in 3T3 cells,

1Cso (M)
at0% ac0.1% a10.5% at at
compd BSA BSA BSA 1% BSA 5% BSA
5b 0.3 9.5 16 36 49

12b °  <0.007 <(.007 <0.007 0.008 0.083
a BSA = bovine serum albumin. '

inhibitory activity against VEGF-R2 and PDGF-Rf in
biochernical and cellular assays (Table 1). Specifically,
compared to 5b, 12b is about 30-fold more potent
against VEGF-R2 and PDGF-RS in biochemical assays,
over 10-fold more potent in cellular kinase assays, and
significantly more soluble under neutral (20-fold) and
acidic (>500-fold) conditions. Among 12a-d, 12a is
markedly less potent in inhibiting PDGF-RA phos-
phorylation in biochemical and cellular assays. Different
halogen substitutions had little effect on the biochemical
activities against VEGF-R2 and PDGF-Rg but affected
the cytotoxicity profiles. For example, the butkier Cl and
Br substitutions (12c and 12d) show some extent of
cytotoxicity when compared to the F analogue (12b)
(Table 1). Therefore, diversification on 12b has been
further explored.

Surprisingly, replacing the diethylamine in 12b by
either dimethylamine (12¢) or pyrrolidine (12f) mark-
edly reduced solubility at pH 6 (from 364 to 75 or 9 ug/
ml., respectively), while the in vitro activities were
similar (Table 1). The more basic N-methylpiperidine
group (which significantly increased solubility of the
quinazoline-based VEGF-R2/EGF-R inhibitor (4-bromo-
2-fluorophenyl)[6-methaxy-7-(1-methylpiperidin-4-yl-
methoxy)quinazolin-4-yllamine or ZD6474)'° also im-
proved the solubility of 12g. However, this substitution
increased cytotoxicity and decreased metabolic stability
because of N-demethylation (data not shown). The much
less basic morphoelino analogue 12h is also much less
soluble at pH 6, though it has good solubility at pH 2.
The basic heteroaromatic analogues 12i and 12j have
generally poor solubility and sometimes reduced cellular
potency (12 in Table 1).

To assess the protein binding properties for 5b and
12b, cellular ICsy values were measured in the presence
or absence of serums. Compared to 5b, the cellular
potency of 12b against PDGF-induced proliferation is
less likely to be affected by the presence of serum
protein (Table 2). In this regard, 12b was still a very
potent inhibitor of PDGF-Rf while 5b became inactive
in the presence of a high level of serum.

In conclusion, 12b possesses the best overall profile
in terms of inhibitory potency against the VEGF-R2 and

PDGF-Rf targets in blochemical and cellular assays,
solubility under both neutral and acidic conditions, and
protein binding properties. Additional kinase selectivity
study revealed that 12b is also a good inhibitor of KIT
and FLT-3." Furthermore, 12b also had very good oral
bicavailability, was highly efficacious in a number of
preclinical tumor models,.-and was well tolerated at
efficacious dnses.? It is currently in clinical phase I trials
for the treatment of cancers. i

Supporting Information Available: Synthesis of 12b.
This material is available free of charge via the Internet at
http/ipubs.acs.org.
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unsubstitutedf,lbwér alkyl and carbonyl sustituted with -
hydrogen. “ : B _

" Examples of specific campound$ ofﬁ%his'invention are

shown in Tables 1, 2, 3 and 4, below. The compouhds in

5 Tables 1, 2, 3, and 4 -are - -shown by way of. example and are
not to be construed as. llmiting the scope of this invention

_in any manner whatsoeve:::fui;;_ |

’ o "I'able 1
R 3-[3—(2—carboxyethyl»4mmethylpyrxol—z-methylidenly]-2~ |
10 indolinone

3

Linopne : :

3~[{4- (2~msthoxycarbonylethyl— -methylpyrrol-z-methy11~1;3

"ithylpy_rro-_l.f*5-methy11denyl'xm2.~3:ndd- rA

_ denyl]-z-indolinone . :
15 3-(2, 4-dimethyl—3-ethoxycarbonylpyrrol-5-methylidenyl)~.4
2-indolinone : : -
3-[2—ethexycarbonyl-3~(Z-ethoxycarboﬁylethyl)~4~ethoxy~"S
carbonylmethyl)pyrrol-s-methylidenyl)-z—lndolinone G
3-(2~caxboxy-4-ethy1—3—msthylpyrrol 5-methylidenly)*2-"f 6

.20 'lndolinone : _f' )
’ ) wchloro-—é-methoxycarbenyl—3—methoxycarbonylmethyl— ' .).
' y!tol~ ~mgthylideny)—2-indel;none :

denyl)-Z»indolinone

25 B 3~(4~ethoxycarbonyl 3~methy1pyrrol-2-methylidenyl)-2-
-;iindolxnone

30 5*(4-methoxycarbonylbenzamido)-2 indolinone
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TABLE 3

MASTER

| BARCODE NAME
10717/H02_| 3-(2-ethoxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-~4-methy!-2-indolinone

| _10717/H03 | 3-{(thien-2-y)methylidenyll-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone

{T10717/04 | 3](T-methyipyrrol-2-yhmethylidenyi|-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10717/H05 3—44L-ﬂuorobenlelden¥l)-5,7—dlbmmo-4-methyl—2-gtﬁdolinone '
10717/H08 )} _3-[(indol-3-yi)methylidenyl]-5 7-dibromo-4-msethyl-2-indolinone
10717/H07 3-{(2-methyithien-5-yl)methylidenyll-5,7-dibro methyl-2-indolinone
10717/H08 3-(4-bromobenzylidenyl)-5, 7-tibromo-4-methyl-2-indolinone
10717/H09 | 3-{(pyrrol-2-yl)methylidenyl]-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone ,
10747/H10 | 3-(2-hydroxy-6-methoxybenzylidenyl)-5, 7-dibromo-4-mathyl-2-indolinone
10717/H11 3—[(‘::':4famnie‘6m! mo-i-me%ﬁylpyrromyI!meﬁylﬁenyl]-E.7E|'Ero: mo-4-methyl-2-

A-dimethyl- oxycarbonylpyrrol-5-yl)methylidenyl]-5, 7-dibromo-4-

10718/H02 | othL.2-indolinone
10718/H03 WIﬂmmm'Zﬁyam' Xy-5-methoxybenzylidenyl)-5, 7-diBromo-4-methy-2-

‘ indolinone
10718/H04 -[(1-hydroxynapth-2-yl)methylidenyll-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10718/H05 5-ylimsthylidenyl]-5,7-dibromo-4-methyl-2-Indolinone ‘
10718/H06 -(Z2-methy] oXycaroonyifuran-5-ylymethylidenyl]-5, romo-4-methyl-2-

indolinone
10718/HO7 B (R = oo o o A L ) T

methyl-2-indolinone

10718/d08 3~{4-chloro-3-nitrobenzylidenyl)-5, 7-tibromo-4-methyl-2-indolinone

10718/H0D 3- Z.Mihydmxy-a—memylben_z!lidenyi)-SJ-dLeromM-memyl-z-lndonnone

10718/H10 3{(furan-2-yl)methylidenyl]-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone :
3

%

10718/H11 _(gﬂitrofuran-s-xl)memylidanyh-ﬁ 7-dibromo-4-methyl-2-indolinane
10718/H02 Mhog-?;—methogbenzyﬂdenxlts,7-dlbrommethyl-2-indolinone
10719/H03 3-(3,4-dihydoxybenzyliden 1)-5, 7-dibrome-4-methyl-2-indolinone

10719/H04 2 4-timethoxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone

10719/HO5 ;ik?fo igueﬁyi—%—e?ﬁzy'Ipyrroi-_S:yISmeﬂiyIiBe'nyﬂ%,%%lﬁmmﬂmaﬁyl—?—
10719/H08 __"3n-gr_q_L_2,4.6-trimeﬂ1Loxybanleidanxlt&j‘.?-dibmmM-mEtEyl—Z—inddinone

10719/H07_| _3-(4-hydroxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10719/HO8_| _3-{4-dimethylaminobenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyi-2-indolinone

10719/H09_|_ 3-(2-chloro-4-fluorobenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-Indolinone
10719/H10 | 3-(3-nitrobenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone

10719/H11 3-[4-flugra-2-{trifluoromethyl)benzyiidenyl]-5, 7-dibromo-4-msthyl-2-indolinone
10720/H02 3-(2.4,G-h‘iﬂuomben_leidenﬂ)—5.;-dibromo-4~methﬂ- 2-indalinone

10720/H03 | _3-(4-hydroxy-2-methoxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10720/H04 | 3-(3 4-dimethoxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyi-2-indolinone
10720/H05 | 3-(2-hydroxybenzylidenyl)-5,7-dibromo~4-methyl-2-indolinone
10720/H06 benzylidenyl-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone

10720/H07 3-[(2-methylmemptothlen-s-yl)mmhylidienyI]-S,z-dibromo-tl-methyl-z-

_indolinone . i —
10720/H08 | 3-(2,4-dihydroxy-6-methylbenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinane
10720/H09_| _3-(3-ethoxy-4-hydroxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10720/H10_| 3-(2-hydroxy-5-methoxybenzylidenyl)-,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10720/H411 3-{(imidazo!-2-y)methylidenyl}-5.7-dibromo-4-methyl-2-indolinone

10721/H02 3-“1-megxlbenzimtdezol-z-zI)meth!Iiden!l]-s,7-dibmmo-4-memzl-§~indolinone

|

|

|

J
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10721/H03 3{(@-chioro-1-methylpyrazol-3-y))methylidenyl]-5, /-dibromo-a-methyl-2-
dolinone
10721/H04 3-[‘2,3-dlmethyIthien-S—xI)methzlxdenxl]:5 7-d|bromo-4-ma_tl_1_¥|-2-indollnone
10721/H05 3.[(4,5,6, 7-tetrahydroindol-2-yl)methylidenyl}-5, 7-dibromo-4-methyt-2-
10724/H06 indolinone
10721/H07 3-(2-chlorothien-6-yNmethylidenyl]-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10721/H08 | 3-(2,4-dimethylpyrrol-5-y)methylidenyi]-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10721/H09 | _3-(3-t-butyl-4-hydroxybenzylidenyi)-5, 7-dIbmmo—4—methyl-2-lndolinone
10721/H10 3-(3-bromo-5-t-butyl-4-hydroxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-
10721/H11 3-(3,5-di-t-butyl-4-hydroxybenzylidenyl)-5, 7-dibromo-4-meth thyl-2-indolinone
10722/H02 3«(3-t-butyl~4-hydroxy-5-nitrobenzylidenyl)-5, 7-dibroma-~4-methyl-2-indolinone
10722/H03 | 3-(2,4,6-mhydroxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyi-2-indolinone
10722/H04 3:[gz-nitrothien-s-yllmethyliden!!]—s 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10722/H05 3:54-carbogbeﬂllden!ll-5,7-d|bromo-4-meth¥|-2- ndolinone
10722/H06_| 3-(2 4-difluorobenzylideny!)-5,7-dibromo-4-mothyi-2-indolinone
10722/H07 | 3-(3,5-dimethyl-4-hydroxybenzylidenyi)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone ‘
10722/H08 | 3-{3-+-b \-8-chioro-4-hydroxybenzylidenyl)-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10722/H09 3-[(2-nitrothien-4-y)methylidenyl]-5,7-dibromo-4-methyl-2-indofinone
10722/H10 3+ 4-dI-n-butylamlnobenzylidenyltS 7-di bromo-4-methy -2-indolinone
10722/H11 3 tnﬂuorometl'lyl)benzyiﬁleny!]:s 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10723/H02 3-12.34-trihydroxybe lidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10723/H03 3 droxy-3-methoxybenzylidenyl)-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10723/H04 ___3-1'3-bromo-4 5-dihydroxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyi-2-indolinone
10723/H05 | 3+(3,4-diacetoxybenzylidenyl)-5 7-dibromo-4-methyl-2-indolinong
10723/H06 3-{4-hydroxy-3-methylbenzylidenyl)-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indofinone
10723/H07 2-bromobenzylidenyl)-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10723/H08 JL4-dmydroxyber_ighdenxlz-&?-dibromo-4-methyl-ﬂlgolinone
10723/H09 3-(2-hydroxy-4-methoxybenzylidenyl)-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10723/H10 aja-hmnmben_leldenzlz-S 7-dlbromn-4-methzl—2—mdo1inone
10723/H11 3,5-di-t-butyl-2-hydro: lidenyl)-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10724/H02 :_3-(1-d|methylaminonapth-4~yl)meth lidenyll-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone|
10724/H03 3-{4-hydroxy-3-nitrobenzylidenyl)-5,7-dibromo-d-methyl-2-indolinone
10724/H04 3-hydroxy-4-nitrobenzylidenyl)-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
g:aIFI')nya'mxy-Z.E.B.ﬂe%ﬁyam-’lFI BH-Benzolij]qulnoinz! m-9-ylymethylidenyl]-
1072405 | ¢ 5 dibromn-4-methyl-2-indolinone ) .
10724/H06 3-(3,5-diisopropyl-4-hydroxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10724/H07 3-{(benzolblfuran-2-yl)methylidenyil-5, 7-dibromo~4-methyl-2-indolinone
10724/H08 | 3-{2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzylidenyl)-5,7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10724/H09 3__-[1iA—chloroghenxl)ﬂrrol-z-g_l]memxlldenxl]-5,7-dibromo-4-methyl-2-
10724/H10 2-ethylfuran-5-yl)methylidenyl]-5,7-dibromg-4-meth I-2-lndollnone
10724/H11 A-dime ienalZ, jen-Z-yymethyli eny -5,
indolinone _
10725/H02 3-[(3-bromothien-2-yl)methyliden 57-dibromo-4~meth \-2-indolinone
10725/H03 : R o
indolinane
10725/H04 3-{(2-methyifuran-5-yl)methylidenyl]-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10726/H0S | 3-f(3-m ol-5-yl)methylidenyl}-5, 7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10725/H06 3?1!& ngxy%meﬁoxy&ﬁeyﬁyl%nzyl"uﬂenyl}-&ﬁI'Bromo-4-meiﬁyl-2-
Indornone _ i
10726/H07 | 3-[4-(4 i-formylpiperazin-1-yl)benzylidenyi}-6.7-dibromo-4-methyl-2-indolinone
10725/H08 3 4— morpholin-1-yl)benzylIdenyl]-5.7-dlbromo-4-methyl-2-indo|inone
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Table 13
[“MASTER | PLATE | PLATE NAME
BARCODE | ROW | COLUMN
40717 A 2 3-(2-cthoxybenzylidenyl)-5.7-dibromo-2-indolinone
10717 A 3 F{(thien-2-yl)methylidenyl}-5, 7-dibromo-2-
indolinone
: \,;0717 A 4 3-[(1-methylpyrrol-z-yl)methylldenylFS7 -dibromo-2-
R dolinone
10717 A 5 3-{a-fuorobenzylidenyl)-5,7-dibromo-2-indolinone.
10717 A (] 3-[(indol-3-yl)methylidenyi]-5, 7-dibromo-2-
indolinone
077 A 7 (2-mmyr“_')_"'_“""‘“'m:en-s-yn methyldanyi]-5,7-dIbromo-2-
0717 | A ) 3-(4-bromobenzynaenyl)-5 7-gibromo-2-ingolinone
10717 A 9. ~3{{pyrror-2-yl)methyidenyl}-5,7-Gibromo-2-
' indetinone
10717 A 10 3-(2-hydroxy-6-methoxybenzylidenyl)-5, -dibromo- |
: 2-indolinone
16717 A 11 3-{(3,4-dibromo-2-methyipyrrol-5-yl)methyiidenyl}- |
G §,7-dibromo-2-indolinone
10717 B 2 3-(2-ethoxybenzylidenyi)-5-i0do-2-ndolinone
10717 B 3| Fthien-2-yhmethylidenyl-5-odo-2-indolinona
~10717 B 4 3-[(1-memylpymﬁ-ynmemyndenyl—‘__)-s-muo-z-
e indolinone
10717 8 5 —3{@uor Muorobﬁmylldg%_l)—ﬂodo-ﬁndoﬁﬁna
077 | B 6 T F{(ndo-3y)methyligenyl|-640d0-2-ndolinone
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Table 13
{(continued)
) L‘;@
10717 7 3-[(2-meéthyithien-5-yl)methylidenyl]-5-iodo-2-
indolinone
10717 8 3-(4-bromobenzylidenyl)-5-iade-2-indolinone
10717 9 3-[(pyrrol-2-ylymethylidenyl]-5-iodo-2-indolinone
10717 10 3-(2-hydroxy-6-methoxybenzylidenyl)-5-iado-2-
indolinone
30747 7 33 A-dlbrome 2melyIpyTar -y ety ideny5-]
jodo-2-indolinone
10717 2 3-(2-ethoxybenzylidenyi)-6-broma-4-methyl-2-
indalinone
0717 3 3-{{thien-Z-yi)methylidenyl}-5-bromo-4-methyi-2-
indolinone
10717 r ~ 3-[(1-methyipyrrol-2-ylimethylidenyi]-5-bromo-4-
mathyl-2-Indelinone
10717 5 " a-(4-fluorobenzylidenyl)-5-bromo-4-methyl-2-
indolinone
10717 B 3-[(indol-3-yl)methylidenyl]-5-bromo-4-methyl-2-
indolinone
10717 7 3-[(2-methylthien-5-yl))methyiidenyl)-5-bromo-4-
mathyl-2-indofinone
10717 [ "~ 3-(4-bromobenzylidenyl)-5-bromo-4-methyi-2-
indolinone
0717 ) Fi{pyrol2-ylmeitiyiaenyl-5-Dromo-4-rretyi-2-
-indalinone
10717 10 3-(2-hydroxy-6-methoxybenzylidenyl)-5-bromo-4-
methyl-2-indolinone
10717 1 3-{(3,4-dibromo-2.methyipyrrol-5-y)methylidenyl}-5-
bromo-4-methyt-2-indolinong
0717 2| 3-(2-ethoxyoenzylidenyl)-5-methylaminosulionyl-2- |
indolinone
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Table 14
Barcode/ Fik Kinase Biochem EGFR PDGF Met Kinase
Plate Row- Kinase
Piate Column
%einhibition %lnhibition- | %lInhibition | % Inhibition

10717/A02 0.1 24.3 46.1
10717/A03 2.9 1.0 54.6
10717/A04 -4.5 29.0 37.4
10717/A05 2.6 16.6 35.6
10717/A086 -10.8 -7.8 31.7
10717/A07 5.4 20.2 29.2
10717/A08 5.2 39.1 21.7
110717/A09 3.9 ar.7 9.4
10717/A10 -3.3 B.1 716
10717/A11 -5.8 59.9 64.8
10717/802 6.0 31.7 875
10717/B03 -8.8 7.3 80.5
10717/804 -18.3 10.3 70.0
10717/8Q5 1.0 31.7 874
10717/B06 5.4 -30.8 805 .
10717/807 -18.3 58.3 80.0
10717/808 0.9 60.5 88.8
10717/809 -40.7 78.3 88.8
10717/810 «2.3 16.1 £6.1
10717/B11 11.4 82.7 91.0
10717/C02 41 0.4 29.7
10717/C03 1.7 18.0 25,3
10717/C04 0.8 144 25.0
10717/C05 =23 131 44.6
10717/C06 76 -49.7 44 1
10717/C07 1.6 28.7 16.5
10717/C08 7.0 24,3 27.3
10717/C09 771 8.1 47.7
10717/C10 8.0 175 — 228
107147/C11 4.6 67.3 718
10717/D02 5.1 10.1 28.6
10717/003 ) 1.1 -1.4 11.1
10717/004 2.1 49 210
10717/005 -3.8 -2.8 23.8
10717/DG6 1.0 -23.4 33.8
_!_9_2'1 7/D07 -8.4 -4.5 16.8
10717/D08 6.9 -7.8 16.0
10717/D09 -55.0 6.8 29.1
10717/D10 5.0 a5 15.6
10797ID11 1.6 59.1 55.3
10717/E02 17.9 17.2 24.(
10717/E03 18.0 1.7 52.2
10717/E04 6.1 -28.3 29.4
10717/EQ05 13.2 224 39.1
[10717/E06 75 —-26.1 24.8
10717/EQ07 15.3 -7.8 41.0
[10717/E08 132 —28.2 51.7
10717/E09 -1.1 -5.8 19.2
10717/E10 4.7 6.1 35.6
10717/E11 i 8.9 44.9 75.1
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Hypervascularity, focal necrosis, persistent cerebral edema, and rapid cellular proliferation
are key histopathologic features of glioblastoma multiforme (GBM), the most common and
malignant of human brain tumors. By immunoperoxidase and immunofluorescence, we
definitively have demonstrated the presence of vascular endothelial growth factor (VEGF)
and epidermal growth factor receptor (EGFr) in five out of five human glioma cell lines
(U-251MG, U-105MG, D-65MG, D-54MG, and CH-235MG) and in eight human GBEM
tumor surgical specimens, In vitro experiments with glioma cell lines revealed a consistent
and reliable relation between EGFr activation and VEGF production; namely, EGF (1-20
ng/ml) stimulation of glioma cells resulted in a 25-125% increase in secretion of bioactive
VEGF. Conditioned media (CM) prepared frorn EGF-stimulated glioma cell lines produced
significant increases in cytosolic free intracellular concentrations of Ca?* ([Ca?*})) in human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs), Neither EGF alone or CM from glioma cultures
prepared in the absence of EGF induced [Ca®*}), increases in HUVECs. Preincubation of
glioma CM with A4.6.1, a monoclonal antibody to VEGF, completely abolished VEGF-
mediated [Ca®*); transients in HUVECs. Likewise, induction by glioma-derived CM of von
Willebrand factor release from HUVECs was completely blocked by A4.6.1 pretreatment.
These observations provide a key link in understanding the basic cellular pathophysiology
of GBM tumor angiogenesis, increased vascular permeability, and cellular proliferation.
Specifically, EGF activation of EGFr expressed on glioma cells leads to enhanced secretion
of VEGF by glioma cells. VEGF released by glioma cells in situ most likely accounts for
pathognomonic histopathologic and clinical features of GBM tumors in patients, including
striking tumor angiogenesis, increased cerebral edema and hypercoagulability manifesting

as focal tumor necrosis, deep vein thrombosis, or pulmonary embolism.

INTRODUCTION

It is an intriguing fact that glioblastoma multiforme
(GBM), the most anaplastic of malignant brain tumors,
is also the most common (>>65%) of primary intracranial
malignant tumars in adults. In almost every biochemical,
immunological, morphological, and biological category
examined, GBM tumors exhibit striking heterogeneity

© 1993 by The American Society for Cell Biolagy

(Bigner et al., 1981; Wikstrand et al., 1985). The degree
of heterogeneity associated with these tumors has made
it difficult to unravel the molecular and cellular mech-
anisms underlying GBM pathogenesis.
Histopathologically, GBM are characterized by strik-
ing pleomorphism in cellular and nuclear detail with
pathognomonic features of focal necrosis and neovas-
cularization. It is the appearance of necrotic foci that
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shifts the diagnosis from anaplastic astrocytoma (grade‘

IH) to GBM (grade IV) (Fulling and Nelson, 1984; Burger
and Kleihues, 1989), which has a documented poorer
prognosis (Burger and Green, 1987). Other characteristic
histopathological features of this uniformly fatal brain
tumor relevant to this report include marked endothelial
cell proliferation and increased vascular permeability.
Biochemical analyses of tissue culture media conditioned
either by GBM tumor explants or U-251MG, an estab-
lished glioma cell line, indicated the presence of vascular
permeability factor (VPF)-like activity (Criscuolo et al.,
1989). :

VPF, also known as vascular endothelial cell growth
factor (VEGF), is a potent and specific endothelial cell
mitogen in vitro (Leung et al., 1989) and induces an-
giogenesis in vivo (Conn et al., 1990). VEGF is 1000-
fold more potent than histamine in inducing capillary
permeability (Connolly, 1991). Furthermore, VEGF in-
creases von Willebrand Factor (vWF) release (Brock et
al., 1991) and thromboplastin activity (Clauss et al.,
1990) in human endothelial cells, two physiological
changes that could enhance coagulation. Taken to-
gether, these important biological activities indicate that
VEGF may play major roles in the angiogenesis and
increased edema characteristic of malignant gliomas and
may contribute to hypercoagulability in these patients
(Bosivom et al., 1986). :

Recent studies indicate that almost all malignant
glioma cells and cell lines express the receptor for epi-
dermal growth factor (EGFr), and the majority of GBM
tumors show amplification or rearrangement of the
EGFr gene (Sang et al., 1989; Blumenstock et al., 1991;
Maruno et al., 1991). Furthermore, Maruno et al. (1991)
have shown an increased proliferative index for EGFr-
positive malignant glioma cells as compared with glioma
cells that do not express this receptor. The implication
is that activation of EGFr may play a role in the persis-
tent proliferation of GBM. EGF is a low molecular
weight (6 kDa) growth factor that is a normal constituent
of human plasma (Tuomela, 1990) and is mitogenic for
cells expressing EGFr. Several groups also have dem-
onstrated that some gliomas show increased mRNA
levels and express transforming growth factor-a (TGF-
), which can activate EGFr in vitro (Maxwell et al.,
1991) in an equimolar fashion equivalent to EGF.
Therefore, the ligand(s) responsible for activating EGFr,
i.e., EGF and TGF-a, are either constitutively present
in plasma and plasma ultrafiltrates or can be produced
by glioma cells themselves.

Until now, there has been no demonstrated relation
between EGFr expression in gliomas and associated
vascularity of these tumors. In this study we demon-
strate the simultaneous expression of VEGF and EGFr
in five out of five brain tumor cell lines examined. In
eight postoperative surgical specimens, both VEGF and
EGFr were determined by immunohistochemical means
to be variably expressed. More importantly, we dem-
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onstrate for the first time that activation of EGFr by
EGF leads to increased secretion of bioactive VEGF by
malignant glioma cells. This physiological relation pro-
vides a useful paradigm to explain the paradoxical ex-
istence of intense neovascularity and necrotic foci in
GBM tumors.

MATERIALS AND METHODS

Biochemical and Biological Reagents
Dulbecco’s modified Eagle’s medium mixed 1:1 with Ham's F-12
(DMEM/F12; Sigaa Chemical, St. Louis, MO) and MCDB 105 (Sigma)

. supplemented to 2 mM with L-glutamine were used for culture of all
' glioma cells. Medium 199 (M199; GIBCO, Grand Island, NY) was

used as the culture medium for human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC). Fetal bovine serum (FBS) and calf serum (Hyclone,
Logan, UT) were heat inactivated (56°C, 45 min). EGF (human, re-
ceptor grade; Collaborative Research, Bedford, MA), dexamethasone
(Sigma), f-phorbol (Sigma), and phorbol myristate acetate (PMA;
Sigma) were all diluted at specified concentrations in Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2). Transforming growth factor-
1 (TGF-81) (R&D Systems, Minneapolis, MN) was prepared as 1
ug/m} stock solution by dilution in exipient (25% isopropyl alcohol
+ 0.1% trifluoracetic acid). Further dilution was carried out in PBS
containing 3 mM CHAPS (Bochringer Mannheim, Mannheim, Ger-
many). Recombinant VEGF (thVEGF; 165 amino acid isoform) was
purified at Genentech (South San Francisco, CA). Purified guinea pig
VPF was used as a positive control for vWF assay and was obtained
as a generous gift from Dr. Donald Senger (Beth Israel Hospital, Boston,
MA). Fura-2/AM was purchased from Molecular Probes (Junction
City, OR). Culture media and sera were determined to have <100
pg/ml of endotoxin by the Limulus amoebocyte lysate assay.

Cell Lines

GBM cell lines U-251MG, U105MG, D-65MG, and D-54MG were
obtained as a gift from Dr. Darell D, Bigner (Duke University, Durham,
NC) and have been described in detail (Ponten and MacIntyre, 1968;
Ponten and Westermark, 1978; Bigner et al., 1981). CH-235MG was
cultured from a portion of a GBM tumor removed in 1979 from a 60-
year-old female and recently has been characterized (Bethea et al.,
1992a). Karyotypic analyses of these cell lines have revealed that each
is karyotypically unique with complex numerical and structural de-
viations, Karyotypes for U-251MG, U105MG, D-65MG, and D-54MG
were similar to those previously reported (Bigner and Mark, 1984;
Bigner et al., 1985). Moreover, restriction fragment length polymor-
phism mapping profiles produced by restricting cell line DNA with
Hae 11 and probing Southern blots with YNH24 (locus D2544, 0.96
polymorphic discrimination) and pH30 (locus D45139, 0.99 poly-
morphic discrimination) were nonidentical, corroborating that these
tumor cell lines originated from different patients. All of the glioma
cell lines have been passaged >40 times, and, for experiments, the
cell lines were maintained in 150-cm? plastic tissue culture flasks (Fal-
con Plastics, Lincoln Park, NJ) in complete culture media (DMEM/
F12 + 2 mM L-glutamine + 8% FBS) at 37°C and 7.5% CO,. Anti-
biotice were not used routinely, and all cell lines were found by routine
testing to be negative for mycoplasma by Hoechst 33258 stain (Chen,
1977). Cells were grown to postconfluence with medium changes
every third day and were harvested using brief incubation (10 min,
room tem: e [RT] in 7 ol 0.05% Trypsin/0.53 mM EDTA solution
[GIBCO). FBS (2 ml) was added to the flask to inactivate the trypsin,
and adherent cells were released by trituration, pelleted by centrifu-
gation (200 X g, 8 min, 22°C), and resuspended in 10 ml of DMEM/
F12. Viable cell counts were determined by trypan blue exclusion.

Human Endothelial Cell Cultures

cultures of human endothelial cells (HUVECSs) were estab-
lished from pooled umbilical cords and were propagated (passages
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Abstract

i ifSubstituted indolin-2-ones have been designed and synthesized as a novel class of tyrosine

ase inhibitors which exhibit selectivity toward different receptor tyrosine kinases (RTKs).
These compounds have been evaluated for their retative inhibitory properties against a panel
of RTKs in intact cells. By modifying the 3-substituted indolin-2-ones, we have identified
compounds which showed selective inhibition of the ligand-dependent autophosphorylation of
various RTKs at submicramotar levels in cells. Structure-activity analysis for these compounds

and their relative potency and selectivity to inhibit particular RTKs has determined that (1) 3-

[(five-membered heteroaryl ring)methylidenyljindotin-2-ones are highly specific against the
VEGF (Flk-1) RTK activity, (2) 3-(substituted benzylidenyl)indolin-2-ones containing bulky.

A Tools

group(s) in the phenyl ring at the C-3 position of indolin-2-ones showed high selectivity toward

the EGF and Her-2 RTKs, and (3) the compound containing an extended side chain at the C-3
position of the indolin-2-one (16) exhibited high potency and selectivity when tested against
the PDGF and VEGF (Flk-1) RTKs. Recent published crystallographic data for two of these 3-
substituted indolin-2-ones provides a rationale to suggest that these compounds may bind in
the ATP binding pocket of RTKs. The structure-activity analysis supports the use of subsets of

hitp://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/m980123i
v
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ABSTRACT. The inhibition of tyrosine kinases involved in growth factor signal transduction pathways
represents an aftractive strategy for controlling aberrant cellular growth. Over the last 4-5 years, there have
been numerous reports on the discovery of small molecule inhibitors for potential therapeutic applications to
a number of proliferative diseases, principally cancer and restenosis, where the over-expression of certain
tyrosine kinases has been demonstrated. These include, amongst athers, the platelet-derived growth factor
receptor, the fibroblast growth factor receptor, and the nonreceptor c-Src tyrosine kinase. This review
compiles published reports and patent filings from 1995 to mid-1997 that include data directly related to
inhibition of the platelet-derived growth factor receptor, fibroblast growth factor receptor, and Src family
tyrosine kinases. Potential clinical applications for selected classes of tyrasine kinase inhibitors reviewed
herein will likely depend on the demonstration of meaningful activity in a variety of therapeutic targets in
animal models. PuarRMAcoL. THER. 76(1-3):55-71, 1997. © 1997 Elsever Science Inc.

KEY WORDS, Small molecule inhibitors, platelet-derived growth factor receptor (PDGFr) tyrosine kinase,
fibroblast growth factor receptor (FGF) tyrosine kinase, Src family tyrosine kinases, phosphorylation.
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ABBREVIATIONS. aFGF, acidic FGF; bFGF, basic FGF; CHO, Chinese hamster ovary; COX, cyclooxygen-
ase; EGF, epidermal growth factor; EGFr, EGF receptor; FGF, fibroblast growth factor; FGFr, FGF receptor; Hek,
haematopoietic cell kinase; IL, interleukin; Ins, insulin; LPS, lipopolysaccharide; MAP, mitogen-activated pro-
tein; PDGF, platelet-derived growth factor; PDGFr, PDGF receptor; Pl, phosphotidylinositol; FKA, protein
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1. INTRODUCTION Occasionally, these regulatory networks cease to function
properly, due to overactivation or mutation of these ki-
nases, resulting in the over-expression of growth factors or
their cognate receptors. This state of dysregulation of sig-
naling pathways has been shown to lead to various diseases
including proliferative disorders, such as cancer (Kelloff et
al., 1996), atherosclerosis (Reidy and Bendeck, 1997), im-
munadeficiency (Ochs, 1996), and restenosis (Bornfeldt,
tCorresponding author. 1996). Thus, the inhibition of tyrosine kinases involved in

The response of cells to secreted growth factors and other
mitogens is mediated by complex intracellular networks that
regulate metabolism, differentiation, and proliferation. These
networks are made up of specific receptor and nonreceptor
proteins, including protein tyrosine kinases (Saltiel, 1995).




growth factor signal transduction pathways represents an
attractive strategy for controlling abertant cellular growth.

The proliferation of vascular smooth muscle cells of the
arterial wall has been associated with the formation and
progression of lesions in restenosis following angioplasty
(Jackson and Schwartz, 1992). Numerous in vivo studies re-
veal that this is mediated in part by the platelet-derived
growth factor (PDGF) (Lindner et al, 1995) and the fibro-
blast growth factor (FGF) (Lindner and Reidy, 1993). Ad-
ditionally, ¢-Src, a nonreceptor membrane-associated ty-
rosine kinase that binds via its Src homology-2 domain and
becomes phosphorylated by the PDGF receptor (PDGFr)
(Alonso et al., 1995), is thought to be important for the mi-
togenic effects of PDGF. It has been suggested that resteno-
sis may in part result from a cascade of early events thar
trigger the early expression of cytokines and growth factors,
which, in turn, could stimulate multiple cell types via para-
crine and autocrine mechanisms to regulate their own ex-
pression. Thus, redundant signaling pathways could be in-
volved that could circumvent any therapeutic agent aimed
at blocking a specific growth factor or cytokine. Within this
context, we have embarked on a program for the potential
treatment of restenosis by attempting to uncover broadly
acting, nonselective small molecule inhibitors of the PDGFr,
FGFr, and c-Src tyrosine kinases that might serve to over-
come these redundancies in growth signaling and prevent
the accelerated proliferation and migration of cells that
contribute to the formation of the restenotic lesion.

A second component of our program has been to initiate
studies toward evaluating these same inhibitors in a number
of wmor models that over-express these three tyrosine ki-
nases. The PDGFr has been implicated in the mitogenesis
and progression of a variety of tumor cell lines and types
(Ross et al., 1986; Heldin and Westermark, 1991; Claesson-
Welsh, 1994). Ligand binding to this receptor has been
shown to cause receptor dimerization, activation of the re-
ceptor tyrosine kinase, and the generation of subsequent
phosphorylation-dependent mitogenic and proliferative sig-
nals. Inhibition of the kinase activity, therefore, may lead
to suppression of signals that support proliferation in trans-
formed cells. c-Src kinase and other members of this family
participate in a number of signal transduction pathways
that are important in proliferation and activation of cellu-
lar processes (Bolen et al., 1997). Although evidence for the
participation of c-Src alone in transforming events leading
to uncontrolled proliferation in tumors is not strong, in-
creased expression or activity of ¢-Src (or another member
of this family) has been associated with transformed pheno-
types in connection with other transforming genes (Tala-
monti et al., 1993; Twamley-Stein et al., 1993). Since c-Src
is likely involved in cellular signaling and attenuation, or
amplification, of mitogenic signals initiated by other
branches of signal transduction pathways, the inhibition of
c-Src and other Src kinase family members may provide op-
portunities for therapeutic intervention in cancer, as well as
a variety of other proliferative diseases. Finally, since angio-
genesis is an obligatory step in the growth and survival of
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solid tumors, this process has been tasgeted for therapeutic
intervention. One approach taken has been the inhibition
or neutralization of angiogenic factors elaborated by many
tumors. One such factor excreted by some tumor types is
FGF. Consequently, inhibition of FGFr kinase may be an
effective mechanism to control inappropriate vasculariza-
tion associated with mamor growth (Gastl et al., 1997).

A third component of our program has been to find se-
lective inhibitors of these kinases for use as tools in an at-
tempt to dissect various components of these multiple path-
ways. There is a burgeoning impetus toward this approach
as a'result of the recent disclosures of the crystal structures
of the FGFr tyrosine kinase in complex with two inhibitors
(Mohammadi et al., 1997), and the structures of the Src
family tyrosine kinases c-Src (Xu et al., 1997), and the hae-
matopoietic cell kinase (Hek) (Sicheri et al., 1997).

This review broadly covers the literature on studies of
small molecule inhibitors of the PDGFr, FGFr, and Src
family tyrosine kinases from 1995 through mid-1997. In.
cluded are several new studies with older, well-known in-
hibitors, along with studies of a number of novel small mol-
ecule templates, The patent literature during this period is
also extensively covered. This review expands significantly
on recently published arficles that cover small molecule in-
hibitors of a range of tyrosine kinase classes (Fry, 1994; Fry
and Bridges, 1995; Shugar, 1995; Spada and Myers, 1995;
Kelloff et al., 1996; Parrick and Heimbrook, 1996), and
more specialized coverage such as inhibitors in restenosis
(Golomb and Fishbein, 1997), inhibitors of the PDGFr
(Bilder and Rojas, 1996), and inhibitors of Stc kinase (Lev-
itzki, 1996). A much larger body of literature during this
same period covers multiple effects of ligand binding and its
antagonism and downstream signal transduction effects.
However, these studies were deemed to be outside of the
scope of this review. Sample reports of these studies include
antagonism with peptides (Edison et al., 1995; Nishi et al.,
1996; Lou et al, 1996, 1997), antisense oligonucleotides
{Liu et al., 1995; Wang et al., 1996), and immunoconjugates
(Chen et al., 1996; Mattar et al., 1996; Uckun, 1996).

2. INHIBITORS OF
PLATELET-DERIVED GROWTH
FACTOR RECEPTOR TYROSINE KINASE
2.1, Natural Products

Natural product inhibitors of PDGFr tyrosine kinase are
shown in Fig. 1. The natural product glucopiericidin A iso-
lated from a Streptomyces species has been shown to be a
somewhat selective inhibitor of the PDGFr autophosphory-
lation relative to epidermal growth factor receptor (EGFr)
kinase and to affect the PDGF-stimulated tumover of phos-
photidylinositol (PI) pools in NIH 3T3 mouse fibroblasts
transfected with phospholipase C (PLC)-yl (Ahn et al.,
1995). In this system, Pl turnover can be mediated through
the activation of PDGFr by its ligand. The IC;; for Pl turn-
over of this compound in cells was approximately 5 pM.
PLC-y1 activity itsell was not directly inhibited by this

| 279



Inhibitors of PDGFr, FGFr, and Src Family Tyrosine Kinases

compound. Inhibition of PDGF-stimulated whole cell phos-
photyrosine levels in the PLC-y1 transfected NIH 3T3 cells
was also apparent after a 5-min pretreatment with 5 pM
compound prior to addition of PDGF and lysis. In contrast,
no effect on cellular phosphotyrosine was apparent in A431
carcinoma cells stimulated with EGF after treatment with
glucopiericidin A, leading to the conclusion that this com-
pound is PDGF-selective.

Herbimycin A, another Sweptomyces-derived natural
product previously described in the literature as a tyrosine
kinase inhibitor, has been examined recently for its effects
on vascular smooth muscle proliferation and PDGFr phos-
phorylation (Shimokado et al., 1995). PDGF-stimulated
PHlthymidine incorporation into rat aorta smooth muscle
cells was inhibited with an ICs; of 170 nM after a 10-min
incubation with compound. However, when examined for
inhibition of PDGFr autophosphorylation, herbimycin A
was ineffective at concentrations up to 1.7 pM (highest
concentration tested). In addition, PDGF-stimulated ex-
pression of c-Fos, a downstream effector of mitogenic signal
transduction, was also not inhibited. These data show that
herbimycin A is not an inhibitor of PDGF-stimulated ty-
rosine phosphorylation in cells, and that its effects on DNA
synthesis likely arise from other mechanisms.

A third natural product with PDGFr kinase inhibitory

Glucoplericidin A
(Ahn et al., 1985)
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activity has been disclosed in a patent application from the
group at Cor Therapeutics (South San Francisco, CA,
USA) (Giese and Lokker, 1996). This macrocyclic lactone,
designated as C292, was derived from fermentation of a
Curvularia species. The human PDGF-B receptor trans-
fected into a HR5 Chinese hamster ovary (CHO) cell line
was used to assess irthibition of PDGFr autaphosphoryla-
tion. Using immunopurified receptor from cells treated
with compound for 15 min prior to stimulation and lysis, an
ICq of 6.2 nM was determined for C292. The nonreceptor
tyrasine kinase ¢-Src was inhibited with an 1C5; of 1 M in
a purified enzyme assay. EGFr or FGFr autophosphorylation
was not affected by concentrations of C292 as high as 30
M. Protein kinases A (PKA)} and C (PKC) were also not
inhibited in isolared enzyme assays by this compound up to
40 pM. A thymidine incorporation assay was used to deter-
mine if C292 was an inhibitor of PDGF.stimulated mitoge-
nesis in a human primary fibroblast cell line (HS68). A
30-min pretreatment of cells with C292, followed by
PDGF-BB and 18 hr of incubation with [*H]-labeled thymi-
dine in the presence of the inhibitor, resulted in an IC;, of
16 nM. The effect of the inhibitor on proliferation of cells
over 96 hr was also investigated. In the same HS68 cells, as
well as in 3 other human cell lines (CCD18, HS27, WS1),
the IC;y was =30 uM. These data suggest that this com-

C292
(Giese and Lokker, 1996)

Herbimycin A
(Shimokado ef al., 1995)
FIGURE1. Natural product inhibitors of PDGFr tyrosine kinase,
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pound should be able to inhibit PDGFr phosphorylation
events atr concentrations well below those that might cause
general cytotoxic effects. This would make C292 a candi-
date for therapeutic use in a situation dependent upon
PDGEF stimulation, such as restenosis, as opposed to a purely
antiproliferative utility, as might be envisioned for an anti-
tumor agent.

2.2. Synthetic Agents

Synthetic inhibitors of PDGFr tyrosine kinase are shown in
Fig. 2. Small molecule synthetic inhibitors of PDGFr kinase
have been the focus of effort from a number of groups. Direct
comparisons among different compounds are made difficult by
the diversity of enzyme assays and cell lines used in the various
reports, Most compounds have been characterized at the least
by using PDGFr kinase partially purified from a variety of cell
lines. Additionally, many reports (but not all) have included
sore indication of cellular activity of the inhibitors. The po-
tency of the inhibitors against PDGFr kinase autophosphoryla-
tion in partially purified enzyme ranges from an IC;, of <20
nM (Myers et al., 1995) to 65 mM (Hirth et al, 1995).

2.2.1. Quinoxalines and guinolines. A series of pyrazolo-
[3,4-glquinoxalines has been described in a patent applica-
tion from Rhone-Poulenc Rorer (Collegeville, PA, USA)
to be potent inhibitors of the PDGFr tyrosine kinase (My-
ers et al., 1995). One of the exemplified compounds (Com-
pound 1, Fig. 2) was reported to have an ICsp of <20 nM in
an assay with partially purified PDGFr from NIH 3T3 cells.
No additional information regarding selectivity or mode of
inhibition was given.

Another compound described by a group at Sugen (Red-
wood City, CA, USA) (Hirth et al., 1995) is a quinoxaline
labeled as G25. It showed an ICs; of ~1 pM for inhibition
of PDGFr autophosphorylation and an ICs, of ~50 pM for
inhibition of proliferation of C6 rat glioma cells in culture.
The IC5, for inhibition of kinase activity from EGFr, Her-2,
or Flk-1 was >50 uM, suggesting that this compound may
have some selectivity toward PDGFr kinase inhibition.

Another closely related quinoxaline (Compound 2, Fig.
2) of a large series structurally related to G25 has been
briefly characterized for its PDGFr inhibition in whole
Swiss 3T cells treated for 15 min with inhibitor prior to
PDGF stimulation and lysis of the cells (Gazit et al., 1996).
Compound 2 had an ICs; of 400 nM. These workers also re-
ported that the quinoline congener, Compound 3, displayed
an ICy of 1.5 pM against PDGFr from membrane frag-
ments (as opposed to the whole cell assay of Compound 3),
and it showed ~30-fold greater potency toward inhibition
of PDGFr than EGFr kinase.

Still another related quinoxaline compound, AG1296,
has been thoroughly characterized for its inhibitory activity
voward the partially purified PDGF-B receptor from canine
kidney epithelial cells (Kovalenko et al., 1997). This com-
pound was shown not to inhibit the binding of PDGF to its
veceptor or the dimetization of PDGFr monomers. A ki-
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netic analysis of inhibition of PDGFr kinase of purified
enzyme suggested that in unactivated kinase (no PDGF
stimulation), AG1296 inhibits by an ATP-competitive
mechanism. Activated kinase appeared to be inhibited via
a mixed competitive mode with tespect to ATP. In both
cases, the mechanism was mixed-competitive with respect
to an exogenous peptide substrate. P1-3 kinase activity was
inhibited in an immunoprecipitate assay from cells treated
with AG1296, but this downstream effector of PDGFr ki-
nase appeared to be inhibited by virtue of PDGFr inhibi-
tion, based on the relative concentrations of AG1296 re-
quired for direct inhibition of recombinant purified PI-3
kinase activity in a parallel assay.

2.2.2, Tyrphostins. Recent kinase inhibitory activity in
two human cell lines for two compounds, RG 50875 and
RG 13022 drawn from a large tyrphostin class, has been
published (Weernink et al., 1996). The human glioblas-
toma A172 and the human glioma Hs683 cell lines were
used to evaluate growth and mitogenic effects of these
agents. PDGF.-stimulated receptor phosphorylation was in-
hibited by the reference compound genistein at 185 uM in
both cell lines. Genistein also completely inhibited growth
factor- or serum-stimulated thymidine incorporation in these
cell lines. Due to the apparent nonspecific kinase inhibi-
tion and toxicity of genistein in both cell lines, the authors
examined the inhibition by the two tyrphostins of thymi-
dine incorporation stimulated by PDGF, EGF, or serum. The
glioma line Hs683 was preincubated with inhibitor for 1 hr
prior to stimulation with mitogen and the subsequent DNA
synthesis assessed. RG 13022 inhibited the process with an
ICs; of ~20.uM for both PDGF and EGF; the serum effect
was less potently‘lnhibited. RG 50875 inhibited PDGF- or
EGF-stimulated DNA synthesis only at ICsy >50 pM. Be-
cause of the inhibition of DNA synthesis in Hs683, cell
growth in serum was evaluated as well. RG 13022 inhibited
growth with an ICy of 17 M, and RG 50875 with an IC;,
of 35 uM. Since RG 50875 exerts its growth-delaying ef-
fects at concentrations lower than that seen for inhibition
of PDGF-stimulated thymidine incorporation, the question
arises as to whether the primary mechanism of acrion of
this compound is via PDGFr inhibition. RG 13022 inhib-
ited cellular growth at a concentration similar to that seen
for inhibition of mitogenesis. These data are consistent for
this compound’s mode of action being the inhibition of
PDGFr in this cell line, although data for the direct inhibition
of the receptor kinase activity were not presented, RG 13022
was evaluated by another group for in vivo efficacy in the hu-
man head and neck carcinoma cell line HN5 (Mcleod et al.,
1996). Examination of the pharmacokinetics showed a rapid
elimination of the compound from plasta; no antitumor effi-
cacy was found upon chronic administration. Whether or not
RG 13022 directly inhibits PDGFr kinase, whole animal
pharmacokinetic results appear to lead to the conclusion that
the compound does not remain in plasma with a sufficient
half-life or concet;mnon necessary for in vivo activity.

An indolic-type tywphostin (Compound 4, Fig. 2) has been
characterized for its cellular inhibition of PDGF in the



.
4

e w® 2l

Ry =Ma, Ry = CO:H; G25 Compound 3
Compound 1 (Hinth et al., 1985) (Gazh of al, 1996)
(Myers et al., 1885) Ry = Mo, Ry~ H; Compound 2 i\
HO O @ OH (Gazit et al., 1996) HNONT SN
O ' ; Ry = OMe, Ry = H; AG1208 Mu@\ P
HO o (Kovalenko et al, 1997) t
Qenistein o oh
(Weermink e al., 1896) HN"S : X
N o
RO P ' = X = H; CGP 53716
(Buchdunger et al, 1985
R&m : Zhen ot al, 1997) )
R Compound 5 X - Me; CGP 57148
(Glese et al,, 1996)
R g B

(Weemink et al., 1886) M N
. NH;
=Me, R, =H, A= ]
Ry = Mo, Rz H. Ro = 3 pyridyt A~ NI I

P
(McLeod et al., 1996! N
ek ot 8. 1908 e © \;N
0 N HN
H N
o - () |
U &0 ;
HO' ” Mo
pound 4 WIN 61651 WIN 41662
(Gazit et /., 1956) ;
(Faltynek ot al, 19650) (Sawutz et al,, 1996)
CFj ’ )
N =N
o (NH f; W\(\r\&:")
Mo NEL2
~d
A10 (Leflunomide) Trepidd
i ot o, 1965) (Bando of al, 1995)
(Xu etal, '1395)

FIGURE2. Synthetic inhibitars of PDGFr tyrosine kinase.



60

same fashion described in Section 2.2.1 for Compound 3
(Gazit et al., 1996). Compound 4 displayed an IC;q of 1 pM
and was ~30-fold more potent as an inhibitor of PDGFr
than EGFr kinase.

2.2.3. 2-Anilinopyrimidines. Of all the reported bona
fide PDGFr tyrosine kinase inhibitors, perhaps the best
characterized for antiproliferative activity is the series of
2-anilinopyrimidines from a group at Ciba-Geigy (Basel,
Switzerland). In one study with CGP 53716 (Buchdunger et
al., 1995), this compound was shown to inhibit PDGFr ki-
nase autophosphorylation of the isolated enzyme with an
ICsy of ~100 nM, and did so selectively relative to a large
number of other tyrosine and serine/threonine kinases. Of
the 21 other kinases evaluated, only v-Abl, c-Fgr, and the
cell cycle kinase CDC2/cyclin B were inhibited at concen-
trations below 30 uM. The compound also inhibited cellu-
lar PDGFr autophosphorylation with an ICsy of 30~100
nM. Reduction of PDGF-stimulated c-Fos message and pro-
liferation in BALB/c 3T3 cells with an IC5; of 100-300 nM
and 600 nM, respectively, suggested that CGP 53716 is a
PDGFr kinase inhibitor with activity in some cell lines. It
was a much less potent inhibitor of proliferation in an
H-Ras transformed bladder carcinoma (T24) with an I1Csy
of 19.1 pM. The inhibitor also was reported to possess in
vivo activity against Sis-transformed BALB/c 3T3 cells in
xenograft testing. In another study with CGP 53716 (Zhen
et al., 1997), preincubation of MC3T3-El osteoblast-like
cells with 5 uM of inhibitor for 90 min completely blunted
the change in protein tyrosine phosphorylation and the
binding of p85 to tyrosine-phosphorylated protein induced
by PDGF. Associated with these effects of GCP 53716 on
activation of signaling molecules, inorganic phosphate
transport-stimulation induced by PDGF was dose-depen-
dent and maximally inhibited by 5 pM of this agent. These
results strongly suggest that tyrosine phosphorylation in-
duced by the PDGFr, including its autophosphorylation, is
the initial event responsible for inorganic phosphate trans-
port stimulation induced by PDGF.

A closely related compound in this series, CGP 57148,
was also extensively studied relative to its inhibition of the
v-Abl! kinase (Buchdunger et al., 1996; Zimmermann et al.,
1996, 1997). CGP 57148 inhibited PDGFi kinase with po-
tencies similar to those of CGP 53716. In addition, most of
the other cellular parameters examined did not differ appre-
ciably from CGP 53716. Since the activities of the two
compounds are very similar, functional selectivity between
the two, relative to PDGFr kinase vs. v-Abl kinase, is diffi-
cult to characterize. One possible approach to address these
issues may be to examine the PDGFr status and its phos-
phorylation state in cells that are sensitive to these com-
pounds (for example, inhibition of proliferation) compared
with cell lines that are not as sensitively inhibited. If the (as
yet unproved) assumption is correct that a cell that ex-
presses PDGFr is dependent upon it for proliferation or sur-
vival, inhibition of proliferation in such a cell line by one of
these inhibitors should comelate with PDGFr inhibition.

42~
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2.2.4. Other agents. A synthetic small molecule inhibitor
of PDGFr has been reported in a patent application (Giese
et al,, 1996). A substituted pyrazole (Compound 5, Fig. 2)
has been described as having an ICs; of 220 nM in an assay
of PDGFr-B autophosphorylation (PDGF-BB-stimulated)
in a transfected CHO cell line. PDGFr-o autophosphoryla-
tion stimulated by PDGF-AA was inhibited by Compound
5 with an ICsj of 170 nM. In other cell culture lines over-
expressing EGFr or FGFr-1, receptor autophosphorylation
was not markedly inhibited at inhibitor concentrations of
up to 30 pM. The ICs; against isolated c-Src inhibition was
8 pM. Therefore, this compound is about 3- to >>200-fold
selective for PDGFr kinase inhibition vs. other tyrosine ki-
nases when assessed by the described assays. One consider-
ation with these numbers that make meaningful compari-
sons difficult is that the assays vary considerably from one
another within this report (isolated enzyme catalytic inhi-
bition data in some instances to immunoprecipitated recep-
tor phosphotyrosine determinations by ELISA in other
cases). PKA and PKC (serine/threonine kinases) were not
inhibited by Compound 5 at concentrations as high as 40
pM in isolated enzyme assays. To assess the effect of Com-
pound 5 on mitogenesis, the mouse haemaropoietic cell
line 32D-oR was used in a PDGF-stimulated labeled thymi-
dine incorporation assay. The 1Csq in this assay was 700
nM. In other human cell lines (CCD18, HS27, WS,
HS68), the IC;;, for proliferation in the presence of serum
was >>30 pM; in the HR5-BR CHO cell line, the ICs; was
28 uM. Direct contparisons of inhibition between serum- or
PDGF-stimulated growth were not made. Neither were
such comparisons made for inhibition of serum- or PDGF-
stimulated mitogenesis. Therefore, the 40-fold apparent
therapeutic index of mitogenesis vs. proliferation is difficult
to interpret.

Although directed toward discovery of T-cell-selective ty-
rosine kinase inhibitors, a program at Sterling-Winthrop
{Collegeville, PA, USA) led to the discovery of the quino-
line carboxamide WIN 61651, which inhibited PDGFr au-
tophosphorylation with an ICg of 10 uM (Faltynek et al.,
1995b). It also inhibited p56'*, a Src-family kinase impor-
tant in T-cell signaling, with an IC;; of 18 M. In the Lck
kinase assay, WIN 61651 was characterized as an ATP-com-
petitive inhibitor and was noncompetitive with respect to
peptide substrate. Selectivity studies in vitro against other ki-
nases showed no meaningful inhibition against PKC or PKA,
nor against EGFr, insulin (Ins) receptor, or ErbB-2 kinases
at concentrations exceeding 500 uM when measuring auto-
phosphorylation. WIN 61651 did inhibit tyrosine phaspho-
rylation in a T-cell line assessed by whole cell lysate West-
emn blotting of phosphotyrosine beginning at ~50 pM of
inhibitor and at higher concentrations. Interleukin (IL)-2
production was inhibited by the compound in the 10-30 pM
range in activated CD4+ lymphocytes. Since most of the
cellular effects of WIN 61651 were described in T-cell sys-
tems, the relevance of the in virro PDGFr inhibition data
with respect to the mechanism of action of WIN 61651, as
it has been characterized, is not clear. From comparisons
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with other tyrosine kinase inhibitors, WIN 61651 is neither
a potent nor a selective compound.

In a series of biarylhydrazone tyrosine kinase inhibitors,
also from the Sterling-Winthrop group, WIN 41662 has
been the best characterized of this class (Sawurz et dl.,
1996). In contrast to WIN 61651, WIN 41662 is a potent
and much more selective inhibitor of PDGFr kinase. The
partially purified enzyme autophosphorylation ICs was 60
nM and the cellular PDGFr autophosphorylation ICs; value
was estimated to be 30~100 nM. Since the IG5 value in-
creased linearly with the ATP concentration in the enzyme
assay, the authors concluded that the inhibition is competi-
tive with ATP, giving a K of 15 nM (=5 nM; n = 4). WIN
41662 was examined for inhibitoty activity toward other ki-
nases in in vitro assays and was found to be inactive. Of the
kinases examined (p56'%, EGFr, ErbB-2, PKA, and PKC),
only p56!s was modestly inhibited (ICsy = 30 pM). In two
other PDGF-stimulated cellular processes, WIN 41662 was
also found to be active. Mobilization of intracellular Ca?* is
an early step in mitogen-stimulated signaling. In a human
vascular smooth muscle cell line, a 5-min pretrearment of
cells with inhibitor prior to PDGF stimulation resulted in
inhibition of Ca?* release with an Cs; of 430 nM. PDGF
stimulation of thymidine incorporation in another human
vascular smooth muscle line was inhibited with an 1C;; of
2.0 pM after a 2-hr preincubation step with WIN 41662,
followed by a 24-hr period of compound plus PDGF, and an
additional 24 hr of label incorporation. This result appears
not to be a nonspecific toxicity effect, since only at a much
greater concentration of compound was a general cytotoxic
effect noted, Although WIN 41662 was a reasonably potent
inhibitor of thymidine incorporation stimulated by PDGF,
no data were presented demonstrating an effect against ei-
ther serum-stimulated mitogenesis or against PDGF-stimu-
lated growth (as opposed to only thymidine incorporation),
so the effect of the compound in more tigorous cell growth
conditions, where multiple signals for mitogenesis and
growth are likely to be present, is unknown. Based on a lim-
ited set of data for structural analogues of WIN 41662, the
authors speculate that the activity of this particular com-
pound may lie in part in the orientation of the phenyl sub-
stituent relative to the pyridyl-pyrimidine nucleus.

The effects of trapidil, a triazolo]1,5-alpyrimidine, on the
in vitro human glioma cell line T98G stimulated with PDGF
or EGF have been described (Bando et al, 1995). Two pa-
rameters were characterized: effect on mitogen-stimulated
Ca?* flux and effect on whole cell lysate phosphotyrosine
levels. Cells pretreated for 5 min with 48 pM crapidil and
then stimulated with PDGF were examined for increased
Ca?* flux by means of intracellular fluorescence of a Ca?*-
sensitive dye. Trapidil completely inhibited this flux, as
well as that resulting from stimulation of cells with EGF.
The effect of the compound on PDGFr autophosphoryla-
tion was examined in whole cell lysates of the T98G cell
lines. After a 16-hr preincubation, 240 pM trapidil com-
pletely blocked the PDGF-stimulated phosphorylation of a
185 kDa protein band in an antiphosphotyrosine Western
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blot that the investigators believed to be the PDGFr. The
same concentration of trapidil only partially inhibited the
phosphotyrosine level of a 170 kDa band (likely the EGFr)
in cells stimulated by EGF. Based on this differential effect
on receptor phosphorylation, some selectivity of trapidil for
PDGF inhibition was proposed. In this study, no cellular
growth or mitogenic effects were described for rapidil, nor
was any description of a direct inhibition of the tyrosine ki-
nase activity of putified PDGFr provided. Therefore, the in-
vestigators’ speculation regarding direct effects of trapidil
on PDGF-stimulated proliferation can be considered only
provisional.

The inhibition of PDGFr kinase by leflunomide (desig-
nated as A10) has heen described by a group from Sugen
(Hirth et al., 1995). PDGFr autophosphorylation was inhib-
ited with an IC;p of 65 mM in U1242 cells assessed by an
ELISA immunoprecipitation assay. In these same cells, pro-
liferation (growth on plastic) was inhibited with an 1Csg of
700 mM. As stated elsewhere (see Section 4.2.3), since the
primary leflunomide metabolite inhibits the biosynthesis of py-
rimidines with an ICy; of 220 nM, the tyrosine kinase inhibi-
tory activity of this compound and its metabolites does not
likely contribute to its cellular or i vivo mechanism of action.

Further interest in the overall class of PDGFr tyrosine ki-
nase inhibitors reviewed herein will likely depend on the
demonstration of meaningful activity in a variety of thera-
peutic targets in animal models. To date, only the Z-anili-
nopyrimidines have been reported 1o have in vivo activity
linked to inhibition of the PDGFr kinase.

3. INHIBITORS OF FIBROBLAST GROWTH
FACTOR RECEPTOR TYROSINE KINASE
3.1. Natural Products

Inhibitors of FGFr tyrosine kinase are shown in Fig. 3.
Abundant FGFr-1 expression and low levels of FGFr-2 are
detected in human malignant glioma. Additionally, malig-
nant gliomas express an alternatively spliced form of FGFr-1
{FGFr-1-8) containing two immunoglobulin-like disulfide
groups. A study was carried out to examine the effects of
the methyltransferase inhibitor 5'-methylthioadenasine on
cell growth and FGFr tyrosine kinase activity in human
glioma cells (Miyaji et al., 1995). Against these lines, this
agent inhibited in a specific and dose-dependent fashion
both bFGF-stimulated cell growth and protein tyrosine phos-
phorylation by blocking both receptor autophosphorylation
and substrate phosphorylation. Complete inhibition of cell
growth was observed only at 2 mM and of tyrosine phos-
phorylation at 3 mM. The inhibition was both rapid and
readily reversible. 5'-Methylthicadenosine had no effect on
either EGF- or PDGF-stimulated protein tyrosine phospho-
rylation in glioma cells. These investigators concluded rhat
because 5'-methylthioadencsine had no effect on the num-
ber and dissociation constants of high- and low-affinity
bFGF receptors, the inhibition of bFGF-stimulated bFGFr
tyrosine kinase activity was likely not due to a reduction in
both bFGF ligand and receptor binding capacity.
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{Dahring et al., 1997), PD 089828 was found to inhibit hu-
man full-length FGFr (FGFr-1), PDGFr-B, EGFr, and c-Src
nonreceptor tyrosine kinases with ICs, values of 0.15, 1.76,
5.47, and 0.18 pM, respectively. Against FGFr-1, PD 089828
was characterized as a reversible ATP-competitive inhibi-
tor, PD 089828 inhibited PDGF- and EGF-stimulated re-
ceptor autophosphorylation in vascular smooth muscle
cells, and basic FGF (bFGF)-mediated tyrosine phasphory-
lation in A121 cells with IC;y values similar to those ob-
served against the isolated kinases. Additionally, in func-
tional assays, this agent inhibited PDGF-stimulated DNA
synthesis, PDGF-directed migration, and serum-stimulated
growth of vascular smooth muscle cells, all to the same ex-
tent as PDGFr autophosphorylation (ICs, = 0.8, 4.5, and
1.8 M, respectively). Similarly, increases in DNA synthe-
sis stimulated by bFGF-induced mitogenesis were inhibited
by PD 089828 with an IC;, of 0.48 pM. Because of its
broad activity as a protein kinase inhibitor, the effects of
PD 089828 on growth factor-induced functional responses
may be due to inhibition of other protein kinases associated
with growth factor receptor signaling, including mitogen-
activated protein (MAP) kinase.

In a second study on this novel class of compounds
(Hamby et al., 1997), structure-activity relationship (SAR)
studies were conducted around the C-2 amino and C-6 aryl
positions in an attempt to uncaver analogues that would
display improved potency, solubility, and biocavailability
relative to the initial lead. From this study, the 3’, 5'-
dimethoxyphenyl compound {Compound 6, Fig. 3) was
found to be a selective inhibitor of the FGFr tyrosine kinase
relative to a panel of five tyrosine kinases screened. The
ICs for FGFr tyrosine kinase inhibition was 0.08 uM for
Compound 6 and >50 pM for each of PDGF, FGF, EGF,
Ins receptor, and c-Src tyrosine kinases. Based on this selec-
tivity pattern, it was not surprising that Compound 6 did
not inhibit PDGF-stimulated cellular autophosphorylation
{ICs5o >>50 uM) in rat aortic vascular smooth muscle cells.

A third study on this class of compounds profiled PD
166285, a more potent and soluble analogue of an early screen-
ing lead, in which the urea function of PD 089828 was re-
placed by a carbonyl (Panek et al., 1997). PD 166285 was
found to inhibit ¢-Src, FGFr-1, EGFr, and PDGFr-B tyrosine
kinases in an ATP-competitive fashion with IC; values of
8.4 nM, 39.3 nM, 87.5 nM, and 98.3 nM, respectively. PD
166285 also demonstrated inhibitory activity against MAP
kinase (1Csp = 5 wM) and PKC (ICsp = 22.7 pM). In addi-
tion, PD 166285 inhibited PDGF- and EGF-stimulated re-
ceptor autaphasphorylation in vascular smooth muscle cells
and in A431 cells, respectively, and bFGF-mediated tyrosine
phosphorylation in $f9 cells with ICs values of 6.5 nM,
1.9 pM and 97.3 nM, respectively. The inhibition of
PDGFr autophosphorylation in vascular smooth muscle
cells was long-lasting and persisted for 4 days after a single
1-hr exposure followed by extensive washing. The PDGF-
induced tyrosine phosphorylation of the 44 and 42 kDa
MAP kinase isoforms was also blocked as a result of the in-
hibition of PDGF-stimulated receptor autophosphoryla-
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tion by PD 166285 in vascular smooth muscle cells. Inhibi-
tory effects of PD 166185 were demonstrated in a number
of functional assays of cell attachment, migration, and pro-
liferation.

The results from the above three studies highlight the bi-
ological characteristics of many members of the 6-arylpyr-
idof2,3-d}pyrimidines as broadly active protein tyrosine ki-
nase inhibitors capable of potently suppressing a number of
kinase-mediated cellular functions, including cell attach-
ment, movement, and replication. The therapeutic utility
of these inhibitors as antiproliferative and antimigratory
agents could extend to such diseases as cancer, atheroscle-
rosis, and restenosis, where redundancies in protein kinase
signaling pathways are known to exist. Initial SAR studies
also demonstrate ‘that it is possible co design selectivity
within this series, especially toward inhibition of the FGFr
tyrosine kinase,

3.2.2. 3-Alkylidene oxindoles. Recently, two members of
a new class of tyrosine kinase inhibitors based on an oxin-
dole core template have been described (Mohammadi et al.,
1997). Both SU4984 and SU5402 inhibited the purified ki-
nase activity of FGFr-1 with an [Cyp of 10-20 uM in the
presence of 1 mM ATP, In NIH 3T3 cells stimulated with
acidic FGF (aFGF), autophosphorylation of FGFr-1 was in-
hibited by the two compounds with an ICy of 2040 pM
for SU4984 and 10-20 pM for SU5402. These two com-
pounds also inhibited, with similar ICy) values, aFGF-induced
tyrosine phosphorylation of a 90 kDa phosphoprotein (pp90)
and the MAP kinases, ERK1 and ERK2, two intracellular
events that are dependent on the kinase activity of FGFr-1.
Additionally, both compounds also inhibited [*H]thymi-
dine incorporation in response to aFGF stimulation. The
effects of the inhibitors on downstream signaling events
were also examined. In NIH 3T3 cells, NIH IR cells, and
HER 14 cells, the phosphorylation of downstream proteins
in response to stimulation by either PDGF, Ins, or EGF, re-
spectively, was inhibited by SU4984 and SU5402 in direct
correlation with inhibition of receptor autophosphoryla-
tion. The crystal structures of the tyrosine kinase domain of
FGFr-1 in complex with each inhibitor were determined.
For each complex, the oxindole template accupies the site
in which the adenine of ATP binds, whereas the moiety ex-
tending out from the alkylidene function contacts residues
in the hinge region between the two kinase lobes. The more
specific inhibitor of FGFrl, SU5402, induces a conforma-
tional change in the nucleotide-binding loop.

3.2.3. Other agents. The effect of PD 145709, one mem-
ber of the chioindole class of tyrosine kinase inhibitors (see
also Section 4.2.4), on bFGF-mediated tyrosine phosphory-
lation in Swiss 3T3 murine fibroblasts and in a human
breast carcinoma line has been evaluated (Fry and Nelson,
1995). Against Swiss 3T3 cells, half-maximal suppression
was attained at 4.5 pM of inhibitor. Little or no inhibition
of EGF- or PDGF-mediated tyrosine phosphorylation was
observed at concentrations as high as 50 pM. The inhibi-
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tion of bFGF-mediated phosphorylation occurred rapidly,
and once established, was irreversible and remained so for
at least 2 hr after PD 145709 had been removed from the
extracellular medium. PD 145709 also inhibited bFGF-
mediated phosphorylation, as well as FGFr autophosphory-
lation, in a human breast carcinoma, MDA-MB-134, which
over-expresses the FGFr-1. PD 145709 caused an increase
of c-Jun mRNA in response to EGF, PDGF, bFGF, and se-
rum, and was a potent inhibitor of protein synthesis in fi-
broblasts with an ICs; of 0.5 pM. The data are compatible
with a mechanism by which PD 145709 interferes with sig-
nals or protein factors that are involved in the initiation of
protein synthesis.

4. INHIBITORS OF SRC
FAMILY TYROSINE KINASES
4.1. Natural Products

Natural product inhibitors of SRC family tyrosine kinases
are shown in Fig. 4. Radicicol, a fungal antibiotic previously
shown to be a potent inhibitor of p60vs= tyrosine kinase
(Kown et al., 1992), is reported to potently suppress tyrosine
phosphorylation of other Stc family tyrosine kinases in li-
popolysaccharide (LPS)-stimulated macrophages (Chan-
mugam et al, 1995). Pretreatment of macrophages with
radicicol resulted in the suppression of levels of tyrosine-phos-
phorylated proteins in a time- and dose-dependent fashion.
Antiphosphotyrosine immunoblot analysis of LPS-stimulated
macrophages showed that the major tyrosine phosphory-
lated proteins were in the 55-90 kDa ranges. When anti-
bodies in antiphosphotyrasine immunoblot membranes were
stripped off and the membranes reprobed with anti-Src fam-
ily kinase antibodies, p60--, p58/64', and p594 were de-
tected in the cell lysates. Doublet bands for p53/56%=, de-
tected by immunoblot with anti-p53/56% antibodies, were
superimposed with the two major tyrasine-phosphorylated
bands in an antiphosphotyrosine immunoblot of cell ly-
sates. Antiphosphotyrosine immunoblot of immunoprecipi-
tates of cell lysates indicated that p53/56% and p59-/r were
the major tyrosine-phosphorylated Src family tyrosine ki-
nases. The mechanism by which radicicol inhibits protein
tyrosine kinases is not known, but it is thought that an irre-
versible binding to a sulfhydryl group(s) of the enzyme oc-
curs, much in the same fashion as for herbimycin A. Radici-
col also inhibited the expression of cyclooxygenase (COX)-2
without affecting COX-1 expression in LPS-stimulated
macrophages with an ICyp value of 27 nM. These results
suggest that the activation of tyrosine-specific protein ki-
nases is the proximal obligatory step in the LPS-induced
signal transduction pathway, leading to the induction of
COX-2 expression in macrophages. Radicicol represents
one of the few agents other than glucocorticoids thar can
selectively suppress the expression of COX-2 without af-
fecting COX-1.

In a second study, the effects of radicicol upon both the
phosphorylation of Stc associated in mitosis (Sam)68, a pro-
tein that associares with and is tyrosine phosphorylated by
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Src in a mitosis-specific manner, and upon mitotic progres-
sion in Src-transformed mouse fibroblasts, have been exam-
ined (Pillay et al., 1996). Radicicol reversibly inhibited the
mitosis-specific tyrosine phosphorylation of Sam68 in a Sec-
transformed mouse fibroblast NIH 3T3 line, which ex-
presses an activated Src mutant (sx¢¥527F), as determined by
antiphosphotyrosine immunoblotting. Radicicol inhibited
the tyrosine phosphorylation of both free and Src-associated
Sam68, suggesting the presence of two intracellular pools of
tyrosine-phosphorylated Sam68 in mitotic cells. In addi-
tion, radicicol reatment had no effect on the ability of cells
to enter mitosis, indicating that tyrasine phosphorylation of
Samé68 is probably not important for this event. However,
radicicol reversibly retarded the exit of cells from mitosis, as
determined by flow cytometric analyses. Radicicol-mediared
inhibirion of Sam68 tyrosine phosphorylation, and its con-
current ability to block mitotic exit, suggests the possibility
of a significant tole for Src kinase and the unique mitatic
substrate, Sam68, in cell cycle regulation.

The evaluation of anthraquinone natural products as ty-
rosine kinase inhibitors continues to be reported in the lit-
erature. In one study (Fredenhagen et al., 1995), the protein
tyrosine kinase activities for a range of inhibitors related o
emadin were examined more closely. Of the 12 compounds
evaluated, paeciloquinone A demonstrated the best potency
against c-Src with an 1Csp of 2 pM. It also demonstrated
modest potency against v-Abl tyrosine kinase with an ICsy
of 0.59 pM. Most of the compounds of this series showed a
low degree of selectivity among the kinases investigated and
were unable to inhibit autophosphorylation of the EGFr ty-
rosine kinase and v-Abl substrates within intact cells.

In another study (Faltynek et al., 1995a), damnacanthal,
a plant-detived anthraquinone, was found to be a potent
and selective inhibitor of p56* tyrosine kinase activity. It
exhibited an 1C;, of 17 nM for the inhibition of p56+* auto-
phospharylation and 620 nM for phosphorylation of an ex-
ogenous peptide by p56¢*. Damnacanthal displayed >100-
fold selectivity for p56kk over the serine/threonine kinases,
PKA, and PKC, and >-40-fold selectivity over four receptor
tyrosine kinases (EGF, PDGF, ErbB2, Ins). It also demon-
strated modest (7- to 20-fold) selecrivity for p56<* over the
homologous enzymes p60™ and p596m. Mechanistic studies
demonstrated that damnacanthal was competitive with the
peptide binding site, but mixed noncompetitive with the
ATP site. Damnacanthal appeared to bind nonspecifically
to membrane lipids and was not active in whole cell ty-
rosine kinase assays.

In continuing studies with geldanamycin (Yawmaki et al.,
1995), this ansamycin antibiotic was shown to selectively
inhibit recombinant c-Src tyrosine kinase (1Cyp = 0.62 pM)
without significantly inhibiting PKA. This agent was also
shown to preferentially inhibit the G1/S transition and
caused G2/M arrest in human leukemia HL-60 cells. This
perturbation of cell cycling was accompanied by marked
suppression of c-myc expression and an enhancement in
pRb expression. These workers speculated that the inhibi-
tion of ¢-Src signals the coordinative down-regulation of the
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early responsive gene ¢-myc and up-regulation of pRb, al-
though no such direct relationship was demonstrated.

In a study with the napthodianthrone hypericin (Kil et al,
1996), it was found to inhibit the T-cell Src family kinase
p56% in a dose-dependent fashion with an IC;; of 5 pM.
This natural product inhibited EGFr-catalyzed cyrosine
phosphorylation of the exogenous peptide subsmrate RR-SRC
with an 1Cs, of 3 pM, and also suppressed EGFr-induced
autophasphorylation, either in vitro or in A431 serum-starved
cells, with each process inhibited at an ICsy of 2 pM.

The structure of angelmicin B, previously isolated from
a rare actinomycete, Microbispora, and shown to inhibit
p60vec (Uechara et al., 1993), has been fully elucidated
(Hori et al., 1996). A study was carried out with this com-
pound and related analogues (Al, A2, C, and D) for their
effects on the differentiation of HL-60 cells relative to their
inhibition of Src tyrosine kinase (Yokoyama et al., 1996).
All analogues had almost equivalent effects on the differen-
tiation of HL-60 cells, although angelmicins C and D in-
hibited Src tyrosine kinase activity less than the other ana-
logues. Based on its molecular weight, angelmicin B is a
relatively weak inhibitor of p60»== with an [Csp of ~30 pM.
The effective concentration of angelmicin B for Src kinase
inactivation was about 100-fold higher than that required
for growth inhibition and differentiation induction, sug-
gesting that these effects are not directly associated with
suppression of Src tyrosine kinase.

4.2. Synchetic Agents

4.2.1. Ring-fused pyrimidines. Synthetic inhibitors of
SRC family tyrosine kinases are shown in Fig. 5. A number
of reports have appeared in the literature describing excep-
tionally potent quinazoline-based EGFr inhibitors. How-
ever, selective inhibition against a Sye family kinase has not
been reported for this class of compounds. The Rhone-Pou-
lenc Rorer group have described preliminary results of an
SAR study of quinazoline-based tyrosine kinase inhibition
against the EGFr and of p56% tyrosine kinases (Myers et al.,
1997). The most potent inhibitor of p564* was identified as
RPR-108518A with an ICsy of 0.50 pM. This compound
displayed identical potent inhibition of EGFr autophospho-
rylation. Preliminary results using RPR-108518A in intact
cell studics revealed that inhibition of p56%* tyrosine kinase
activity diminished the levels of substrate tyrosine phos-
phorylation upon stimulation. IL-2 secretion was also inhib-
ited in Jurkat cells with an ICq, that corresponded to the in-
hibition of in situ p56'* autophosphorylation.

As part of a screening effort directed toward identification
of tyrosine-specific kinase activity associated with p60-+~, a
member of the 5,10-dihydropyrimidof4,5-blquinolin-4{ 1H)-
one chemical class was discovered to potently inhibit this
enzyme. From follow-up SAR studies (Dow, 1996; Dow et
al., 1993), Compound 7 was found to possess optimal po-
tency toward ¢-Src with an IC5; of 0.50 pM. The com-
pound showed remarkable selectivity (6000-fold) for inhi-
bition of ¢-Src over PKA and 150-fold selectivity toward
EGFr tyrosine kinase. Mode of inhibition studies revealed
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that this agent inhibits in a pure-mixed-noncompetitive
mode with respect to ATP,

In conjunction with a program to find agents that selec.
tively inhibit certain Src kinase family members, workers at
Pfizer (Groton, CT, USA) synthesized a seties of 4-aminopy-
razolof3,4-d]pyrimidines designed for inhibition of p56'*
and p60e+= eyrosine kinases (Dow et al,, 1997). One mem-
ber of this series, PP1, was evaluated in depth (Hanke et al,,
1996). Against a panel of kinases, PP1 showed selective in-
hibition toward p56&k (ICso = 5 nM) and p59WT (IC5, = 6
nM). In further selectivity tests against other Src family ty-
rosine kinases, PP1 also inhibited Src (IC5o = 170 nM) and
Hck (IC5p = 20 nM). In contrast, it was 50-fold less active in
the inhibition of A-431 EGFr autophosphorylation (ICs, =
250 nM), and it was essentially inactive against ZAP-70
(ICs = >100 pM), JAK-2 (IC5; = >50 pM), and PKA
(data not given). In an assay to test its ability to inhibit
anti-CD3-stimulated tyrosine phosphorylation in purified
human T-cells, PP1 suppressed whole cell phosphorylation
following rearment with anti-CD3 with an 1Cy of ~0.5
M. It was less effective at inhibiting the non-T-cell recep-
tor~dependent phorbol 12-myristate 13-acetate/IL-2-in-
duced T-cell proliferation. Additionally, PP1 selectively in-
hibited the induction of the IL-2 gene, but not the
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor or IL-2
receptor genes. Preliminary studies with PP1 showed com-
plex kinetics for inhibition of Lck. However, at certain
concentrations of ATP, the compound appeared to be com-
petitive with ATP.

c-Src tyrosine kinase has been shown to be essential in
the process of osteoclastic bond resorption in mutant mice
that do not express c-Src (Soriano et dl., 1991). A series of
compounds closely related to PP1, the 4-aminapyrrolof2,3-
dlpyrimidines, were synthesized by the Ciba-Geigy group
(Missbach, 1996; Missbach et al., 1996) in a program 1o de-
sign c-Src inhibitors with greater specificity than herbimy-
cin A for suppression of bone resorption by isolated rat os-
teoclasts on bovine bone slices. Within this series, one
compound, CGP 62464, selectively inhibited c-Src tyrosine
kinase (ICsp = 50 nM) over other protein kinases examined,
including EGFr (IC5y = 3 pM), PKC-a (IC;, = 42 pM),
and the cell cycle kinase CDC2 (1C;p = 54 uM). Inhibi-
tion of ésteoclastic bond resorption occurred with an ICs
of 0.5 uM, and for the series as a whole, this suppression
correlared with ¢-Src inhibition in an artificial (cell-free)
liquid phase assay. However, these data do not rule out that
another kinase present in the osteoclast is inhibited by this
chemical class, and inhibition of ¢-Src activity in intact os-
teoclasts has yet to be demonstrated. Preliminary kinetic
dara suggested that CGP 62464 is competitive with respect
to ATP.

4.2.2. Benzopyrans. Sterling-Winthrop investigators have
reported on a mechanism-based approach to the discovery
of novel immunosuppressants by screening for selective in-
hibitors of p56k tyrosine kinase activity (Miller et al., 1995).
Using this approach, three simple nonhydroxylated chromones
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 wete found to inhibit p564 autophosphorylation with low

micromolar potencies and to exhibit some selectivity for -
. p56% over the serinefthreonine (PKC, PKA) and other ty- ~ ©

" rosine kinases (PDGFs, ExbB2) tested. Against p56'%, KAN

104141 gave an ICy of 17 pM for inhibition of peptide
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- phosphorylation and 3.6 kM for inhibition'of receptor au-
‘tophosphorylation. It was also the most selective of these

examined.

e o Me
HN" S oMe g N,
e N Y '}L\ N
Moo PP N NN
@ RPR-108518A commv —
| (Myers atal., 1997) (Dow e{fé!-. 1985) (Hanke et al, 1996)

o o - -

07 SNH
KAN 104141 9TA
(Miller o af., 1995) (Huang et al., 1995)
| - Oy—NHMe
_NH(CH)oNH, X
N x4
(v | Me
MeHN—Y,
Compound 8 _x=83;compomds
(Frew ot al,, 1995) « . (Showalter et al., 1997)
X=s,cmnpoundm -
(Palmer at al., 1995)
FIGURES. Synthetic inhibitors of Src family tyrosine kinases.

" toward pS6kk-over the serine/threanine or tyrosine kindises



68

A related class of compounds, the polybydroxylated
3-(N-phenyl)casbamoyl-2-iminochromenes, have been
synthesized (Huang, 1996; Huang et al., 1995). The pattem
of hydroxylation on both the iminochromene ting and the

N-phenylcarbamoyl side chain appears to play an impor-
tant role in the determination of potency within this class.
Against a number of Src family kinases, compound 9TA
showed the best overall potency with an 1C55 of 0.12 pM
vs., p60s, 2.1 uM vs. p36, and >30 pM vs. p564 and
p535hm. Replacement of the hydroxyl group of the imi-
nochromene ring with methoxyl resulted in a 35-fold loss of
potency vs. c-Src. Several compounds of this seties were
tested for inhibition of growth in a number of human can-
cer cell lines, including HL-60, A-1, and HT-29. Com-
pounds that showed the strongest inhibitory effect against
p60=* were not as potent against these cell lines. The best
compounds of this series inhibited these lines in the range of
an IC;p of 3-7.5 pM.

4.2.3. Leflunomide and metabolites. Leflunomide (see Sec-
tion 2.2.4 and Fig. 2) is an immunosuppressant that is able
to prevent autoimmune diseases and sejection of transplant
allografts and xenografis. Earlier studies showed that it in-
hibited the tyrosine kinase activity of the EGFr (Mattar et
al., 1993). A study was carried out to characterize the inhib-
itory effects of leflunomide on Src family (p56+* and p595m)-
mediated protein tyrosine phosphorylation (Xu et dl.,
1995). Leflunomide was able to inhibit p595™ and p56%* ac-
tivity in vitro. The ICso values for p59m autophosphoryla-
tion and phosphorylation of an exogenous substrate were
125-175 pM and 22-40 pM, respectively, while the corre-
sponding I1C;q values for p56* were 160 pM and 65 pM, re-
spectively. Leflunomide also demonstrated an ability to in-
hibit protein tyrosine phosphorylation induced by anti-
CD3 monoclonal antibody in Jurkat cells. The ICyg values
for total intracellular tyrosine phosphorylation ranged from
5 to 45 uM, with the ICs; values for the { chain and PLC
isoform 1 being 35 and 44 pM, respectively. Leflunomide
also inhibited Ca?* mobilization in Jurkat cells stimulated
with anti-CD3 antibody, Distal events of anti-CD3 mono-
clonal antibody stimulation, namely, 1L.-2 production and
IL-2 recepror expression on human T lymphocytes, were
also inhibited by leflunomide. Additionally, leflunomide
was able to inhibit IL-2 stimulated tyrosine phosphoryla-
tion in CTLL-4 cells. These data collectively demonstrate
the ability of leflunomide to inhibit tyrasine kinase activity
in vitro, and suggest that inhibition of tyrosine phosphoryla-
tion events may be the mechanism by which leflunomide
functions as an immunosuppressive agent,

A follow-up study was carried out by the same group on
the active metabolite of leflunomide, A77 1726, to define
its relative contribution roward the inhibition of tyrosine
kinases and dihydroorotate dehydrogenase (Xu et al., 1996).
Studies were carried out in the murine leukemia cell line
LSTRA, a leukemia T-cell line that over-expresses the Src
family kinase p56* and has elevated levels of tyrosine-
phosphorylated intracellular proteins. A77 1726 reduced
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the intracellular levels of tyrosine-phosphorylated proteins
with relatively high IC;y values ranging from 50 to 100 uM.

It also inhibited p56% activity in LSTRA membrane prepa-
rations and immunoprecipitates, The 1Csq values for inhibi-
tion of immunoprecipitated p56** autophosphorylation and
exogenous substrate histone 2B were 80 and 40 uM, respec-
tively. The antityrosine phosphorylation activity of A77 1726
was not affected by uridine. A77 1726 inhibited LSTRA
cell growth and proliferation (1Csp = ca. 10-30 pM), and
the inhibition could be reversed by the addition of exoge-
nous uridine, suggesting that the antiproliferative activity of
A77 1726 may be due to inhibition of de novo pyrimidine
nucleotide synthesis. In vitro enzyme assays confirmed that
A7 1726 directly inhibited the activity of dihydroorotate
dehydrogenase.

4.2.4. Thiol-reactive agents. A series of halogenated naph-
thoquinones based on the jugalone structural lead were syn-
thesized as inhibitors of PI-3 kinase (Frew et dl., 1995).
Within a series of 28 synthesized analogues, most compounds
were weak inhibitors of this enzyme. Inhibition was time
dependent and could be prevented by endogenous thiol.
PKC and ¢-Src tyrosine kinase were also'only weakly inhib-
ited. The best inhibitor against c-Src was Compound 8
with an lC;o of 4.1 |I.M.

The Parke-Davis group reported recently on a small series
of 2,2/ »dlselenohs(lH-mdoles) that were evaluated against
a range of tyrosine kinases (Showalter et al., 1997). Com-
pounds of this class displayed broad inhibitory activity with
an 1Csg of 0.9->>100 uM vs. EGFr, 3.4~>50 uM vs. PDGFr,
and 0.4-6.7 pM vs. v-Src. The most active compound
against v-Src was Compound 9 with an ICsg of 0.4 uM. In-
terestingly, the corresponding disulfur congener, Com-
pound 10 (Palmer et al., 1995), was considerably less potent
against v-Src with an ICsp of 6.7 pM. However, in whole-
cell studies, both compounds displayed equal potency for
growth inhibition of Swiss 3T3 mouse fibroblasts with an
ICs of 5.5 pM. Enzyme kinetic studies showed that both
classes of compounds displayed primarily noncompetitive
inhibition with respect to either ATP or peptide substrate.
Dithiothreitol caused a general decrease in inhibition of the
EGFr and v-Src tyrosine kinases by both the diselenium
and disulfur series, with reversal of enzyme inhibition oc-
curring less readily within the diselenium series.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO -
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Radicacién No. 01 12068

" Clasificacién Internacional (IPC): A 61 K /54

Concepto Técnico No. 3529

Patente de Invencion [X] Patente de Modelo de Utilidad [ ]
Via Nacional [X]
Via PCT (fase nacional) [ ] Cap.l [ ] Cap.l [ ]

Como resuitado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 48 de
la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados
1.1.  Descripcion: Folios: 8 a 106

1.2. Reivindicaciones: Folios: 239 a 256
Folios: 989 a 993 Memorial de 11/04/2005
Folios: 1014 a 1016 Memorial de 22/01/2007
Folios: 1032 a 1034 Memorial de 29/05/2007
Folios: 1106 y 1107 Memorial de 01/06/2009

1.3.  Prioridad: US60/182.710 de 15/02/2000
US60/216.422 de 06/07/2000
US60/243.532 de 27/10/2000

14. Respuesta del solicitante: Folios: 987 a 993 Memorial de 11/04/2005
Folios: 1007 a 1012 Memorial de 22/01/2007
Folios: 1025 a 1034 Memorial de 29/05/2007
Folios: 1046 a 1062 Memorial de 29/10/2007

T 5 Folios: 1097 a 1231 Memorial de 01/06/2009

2. Objeto de la invencién
Titulo de la solicitud:
Indolinonas sustituidas con pirroles inhibidores de proteinquinasas
: ' e

Reivindicaciones

Reivindicaciones 1 a 7: Se reivindica un compuesto de férmula (l).

Ro

H

0

p:

‘s



1190

1262
En particular se reivindican los compuestos:

/\
f /

b) " y

¢) La sal L-malato de la (2-dietilaminoetiljamida del acido 5-(ﬂuor—2-oxo-1 2-
dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico

Reivindicacion 8: Se reivindica una composicion farmacéutica caracterizada porque
comprende un compuesto de la reivindicacion 1, 5 6 7 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Sustento Descriptivo

La presente solicitud tiene como objeto compuestos derivados de 2-indolinona
sustituidos con 3-pirroles que se identifican por su capacidad de modulacion de la
protein-quinasas (PK) y porque presentan la siguiente formula estructural: /) ;7 7

El interesado sefiala como parte del problema técnico que respecto del céncer dos
de las hipbtesis mas importantes para explicar la proliferacion celular excesiva que
conduce al desarrollo de tumores se relacionan con funciones reguladas por la PK.
Se sugiere que el crecimiento de células malignas resuita de una ruptura en los
mecanismos que controlan la division y/o diferenciacion celular. Se ha demostrado
que los productos proteicos de una cantidad de proto-oncogenes estan involucrados
en las vias de transduccion de sefiales que regulan el crecimiento y la diferenciacion
celular. Estos productos proteicos de proto-oncogenes incluyen los factores de
crecimiento extracelulares, los receptores de factores de crecimiento transmembrana
PTK (RTK), las PTK citoplasmaticas (CTK) y las STK citosolicas.

La presente solicitud hace un esfuerzo por identificar moléculas con actividad
inhibidora de las protein-quinasas para el tratamiento del cancer mediante el disefio
de compuestos con estructura derivada de las 2-indolinonas sustituidas con pirroles.

«  Una vez catalogada la invencion ésta se clasifico en la seccion: A 61 K *'/s4
" de la Clasificacién Internacional de Patentes.

3. Determinacion del Estado de la Técnica

Considerando que la fecha de presentacion de la primera solicitud de patente de la
cual se reivindica prioridad es: 15/02/2000, se procedi6 a efectuar la bisqueda de
documentos relacionados en el estado de la técnica con fecha de publicacion
anterior a ésta.

Fecha de

Documento Titulo Publicacién

“Indolinone combinatorial libraries
and related products and methods 26/02/1998

WO09807695
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for the treatment of disease”
“2-Indolinone derivatives as

wW09850356 modulators of protein kinase 12/11/1998
activity”

Anterioridades D1 y D2 en los Folios 1063 a 1081

4. Respuesta a los argumentos del solicitante:
Mediante memorial de 01/06/2009 el sefior solicitante argumenta lo siguiente:

e “D1 revela muchas estructuras genéricas, cada una de las cuales presenta sustituyentes
opcionales que pueden ser combinados en innumerables combinaciones (sic). A manera de
ilustracién, adjunto al presente memorial (como ANEXO 1) un reporte de SciFinder, un servicio
de Chemical Abstracts Service (CAS), que extrae compuestos de las publicaciones y
proporciona su estructura quimica, en donde se evidencia que SciFinder encuentra 1325
ejemplos especfficos en D1, en donde la mayoria de indolinonas-alll reveladas no se
encuentran sustituidos por pirrol sino por fenilo u otro grupo. Asf las cosas, para un persona
medianamente versada en la materia es dificil, a partir de la simple lectura de D1, determinar
cuéles son los compuestos alll revelados”.

“Es evidente que s6lo una pequefia fraccion de los compuestos revelados en D1 estan
sustituidos por pirrol (ver anexo 1), y de estos, muchos presentan estructuras de anillos
fusionados y/o unidos a la posicién equivocada del anillo de pirrol. De la pequefia cantidad de
ejemplos que indolinonas (sic) sustituidas por pirrol de D1, los dnicos sustituyentes en el anillo
de pirrol son H, alquilo, halégeno, éster o alquiléster.

En las estructuras genéricas de D1 en las que el grupo unido en la posicién 3 de la indolinona
es usualmente un anillo A (ver pégina 36), la amida se encuentra enunciada entre un
sinnamero de posibles sustituyentes (aunque no una alquilaminoamida como en la presente
invencién); sin embargo, cuando a se limita a pirrol, los tnicos sustituyentes posibles, aun en la
estructura genérica, son hidrégeno, alquilo, halégeno, éster y alquiléster”.

De acuerdo con los argumentos del sefior solicitante, las ensefianzas del documento
D1 no son suficientes para desvirtuar el nivel inventivo de la materia reivindicada se
por el hecho de que en su divulgacion no se encuentran algunas especies quimicas
ejemplificadas que de manera general han sido contempladas dentro de las
modalidades de la formula Markush. Esta situacion no es consecuente con la
practica recurrente en materia de patentes de acudir a la simbologia Markush para
definir el contenido y alcance de un grupo inventivo, asociado a una serie de
compuestos quimicos que comparten una estructura anular.

Al respecto es preciso sefalar que no porque sea necesario realizar los
correspondientes reemplazos sobre la estructura anular que agrupa un concepto
inventivo se deja de ser acreedor a un posible derecho de exclusividad sobre la
materia alli definida, tanto en su contenido como en su alcance estructural y
funcional, obviamente partiendo del presupuesto de que dicho concepto inventivo y
unificador cumple con los requisitos de patentabilidad.

Al parecer el sefor solicitante se encuentra de acuerdo con la utilizaciéon de la
practica Markush solo para el evento de la definicion de la materia en un pliego
reivindicatorio, situacion que permite entrever la forma en que ha definido su
invencién, ya que ha recurrido a la practica Markush para definir la materia

pretendida. Sin embargo, no considera divulgacion suficiente del estado del arte la
materia que revelan los documentos de patente.
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Para esta Superintendencia, es claro que el argumento esbozado por el sefior
solicitante resulta a todas luces contradictorio e inconsecuente con la forma como ha
reivindicado su invencién desde el momento en que presentd el primer pliego
reivindicatorio ante esta administraciény con la forma como divulga la invencién en
la memoria descriptiva de la solicitud.

Como se ha sefialado en repetidas oportunidades, una persona versada en la
materia técnica se encontraba en capacidad de derivar los elementos caracteristicos
de los compuestos reivindicados a partir de las ensefianzas del estado del arte, toda
vez que los compuestos revelados por cada uno de los antecedentes D1 o D2
conservan los elementos funcionales de la estructura 2-indolinona sustituida en
posicion 3 por metilen-pirrol sustituido, asi como. su actividad farmacoldgica. Y
contrario a las afirmaciones del sefior recurrente el anexo SciFinder emitido por el
Chemical Abstracts Service (CAS) lo gue permite concluir es el profundo contenido y
alcance de la invencién revelada por el documento de patente WO9807695, sin
embargo, su extension no resulta oponible para que sea descartada como
documento y arte proximo a la materia reivindicada.

Por otra parte, atin cuando los compuestos que presentan sustitucion tipo pirrol
constituyan una fraccién de la divulgacion que presenta el documento WO9807695 —
D1-, esta situaciéon no es argumento para que deje de ser considerado arte proximoy
cercano a los compuestos reivindicados.

Aungue el sefior solicitante desestime que el radical Ra que sustituye el grupo amino
sobre la posicion del anillo de pirrol sélo corresponda a CO(CH2).,COOH, arilo,
alquilo, COOH, OH o NH,, para esta Superintendencia es clara la semejanza
estructural de estos sustituyentes con el grupo carboxamido que sustituye la misma
posicion en los compuestos reivindicados. Asi, aln cuando las ensefanzas del
documento D1 sélo sean una fraccién es evidente que a partir de la divuigacion de
los elementos estructurales que realiza este documento, una persona versada en la
materia técnica se encontraba en capacidad de derivar los elementos caracteristicos
de los compuestos reivindicados, por lo que no se puede considerar que la materia
cumple en estricto sentido con el requnsntb de altura inventiva.

e “Con respecto a la Tabla 13 de D1, los compuestos que presentan un sustituyente pirrol se
encuentran ilustrados especificamente en 10717/04, 10717/A04, 10717/A11, 10717/B4, efc.
Sin embargo, como se menciond anteriormente, ninguno de dichos compuestos presenta una
amida como sustituyente en el anillo de pirrol. Ahora, al evaluar la actividad de estos
compuestos en la Tabla 14, se encuentra que los mismos no presentan aclividad o presentan
una actividad insipiente sobre FLK quinasa, y s6lo una actividad moderada sobre quinasa
EGFR o Met".

“Por lo tanto, una persona medianamente versada en la materia, con la tarea de desarrollar un
compuesto con actividad inhibitoria sobre VEGFR y PDGFR, no habria encontrado motivacion
alguna para seleccionar y modificar alguno de los compuestos de D1, que ensefian ser mas
activos sobre otro tipo de quinasas, y cuyo efecto sobre PDGFR es completamente
desconocido. Particularmente, en vista de los datos presentados previamente, las indolinonas
sustituidas con pirrol, con grupos éster como sustituyentes del anillo de pirrol (segan D1),
presentaron inhibicion de PDGFR muy pobre”.

Respecto de las afirmaciones del sefior solicitante es preciso sefialar que no sélo se
encuentran tres ejemplos con sustituciones tipo pirrol sobre el anillo de 2-indolinona,
existe otro grupo de compuestos frente a los cuales el sefior solicitante ha omitido
pronunciarse, toda vez que los.datos de porcentaje dednhibicion frente a Flk quinasa,
EGFR y Met quinasa son significativos. Para ilustrar este hecho se remite al sefior
solicitante al contenido de la tabla que a continuacion se presenta ya que los
ejemplos 10717/B09, 10717/C09 y 10717/C11, es decir, el segundo grupo de
compuestos con sustituyente de metilen-pirrol presentan porcentaje de inhibicion
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incluso del 77,1% sobre Flk quinasa en el caso de la estructura 10717/C09 o del
78,3% sobre EGFR y del 88,8% sobre Met quinasa en el caso de 10717/B09. Es
decir, resuitados considerables sobre los cuales el sefior solicitante no se pronuncia,
autin cuando de manera general desestima los resultados de las pruebas con base
exclusivamente en los datos reportados para 10717/B09, 10717/C09 y 10717/C11.

Tablas 13 y 14. Estructura - actividad antecedente D1 (folios 1235 a 1237 de la solicitud)
’ L

Flkquinasa | EGFR Met quinasa

CODIGO NOMBRE % Inhibicion % Inhibicién % Inhiblcién

10717IA04 3-[{1-mefilpimol-2-i)metilidenit)-
5,7-dibromo-2-indolinona

\ N
H N 45 29,0 374
Br, J;
0
B p

&

10717/A11 3-[(3.4-dibromo-2-metilpirrol-5-
il)metilidenil}-5,7-dibromo-2-
indolinona
B, Br )
H A\ 5,8 59,9 64,8
N C'HS -
Br, H
{s] .
Br ‘ u :
10717804 3-{(1-metilpirol-2-if)metilidenil]-

5-yodo-2-indolinona

(7 83 | 103 700
[} y \CHS -+
N
H

10717/B09 3{(pirrol-2-il)metilidenif]-5-
yodo-2-indolinona ,
s o F
: N 40,7 783 88,8
H ..
Q
b
10717/C09 3-[(pirral-2-il)metilidenil}-5-

bromo-4-metil-2-indolinona

H - -
T"a Kf/;) 771 / 81 47,7
14 H
N
H

A,

10747IC11 3-[(3,4-dibromo-2-metilpirrol-5-
ifmetilidenil}-5-bromo-4-metil-
2-indolinona

46 67,3 7.8

El receptor del factor de crecimiento epidermal EGFR es una proteinquinasa que
posee un dominio intracelular y esta sobre expuesto en una gran variedad de
tumores sélidos, por lo que su inhibicion es una medida de la actividad de los
compuestos como agentes anticancerigenos. Y dado que el EGFR es indispensable
en la proliferacion celular e interviene en los procesos relacionados con la progresion
del tumor como son adhesion celular, invasion y angiogénesis no entiende esta

A4
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Superintendencia cual es el fundamento técnico sobre el cual basa el sefior |
solicitante su argumentacion, para afirmar que ésta no es una motivacion suficiente
para un experto en la materia para disefiar compuestos con caracteristicas
estructurales similares y con la expectativa de actividad anticancerigena, cuando la
actividad del factor de crecimiento endotelilal vascular VEGF depende de la actividad
del receptor del factor de crecimiento epidermal y por ende, de una estructura con
actividad inhibidora del EGFR necesariamente se espera una incidencia y efecto
sobre el VEGF'.

Por su parte, el documento D2 hace referencia a los resuitados de las pruebas de .
inhibicién-sobre_la-proteinquinasa FlLkPDGER EGFR-y-si-bien.es cierto_dichos
resultados de ICsp no resultan tan alentadores debido a que en la mayoria de los
casos son mayores a 100uM, existe evidencia de su actividad y esta evidencia fue
confirmada en una gran variedad de estudios realizados durante la década del 90,
los que aseguran la actividad de 3-[(3 o 4-carboxietilpirrol-2-il)metilidenillindol-2-ones
como inhibidores de los receptores de tirosin quinasas VEGF, FGF y PDGF.

Esta Superintendencia se refiere en particular a las publicaciones “Design, synthesis
and evaluations of substituted 3-[(3- or 4-carboxyethyipyrrol-2-yl)methylidenylfindolin-
2-ones as lhibitors of VEGF, FGF, and PDGF Receptor Tyrosine Kinases*” de fecha
19/11/1999y “Synthesis and bjological evaluations of 3-substituted indolin-2-ones: A
Novel Class of Tyrosine Kinase Inhibitors. That Exhibit Selectivity toward Particular
Receptor Tyrosine Kinases3” de fecha 09/06/1998. En el resumen de la primera
publicacién se indica que en caso de los compuestos indolin-2-ona sustituidas en
posicion 3 se han encontrado valores dé ICsoen el orden nanomoldy, en particular
frente a la inhibicién de las tirosin quinasas PDGF-RLEQ‘E;B.;LEJK;LEQLeggegiQ_l_ se
hace referencia al compuesto 1 que presenta valoresde 1C50 de 20 )Qwrente a
VEGF-R2 (Flk-1/KDR)-y-FGF-R1 respectivamente. Y en del compuesto 16f se
publica un valor d@enw al receptor de tirosin quinasa PDGF-R. Tanto
el compuesto 1 como el compuesto 16f se derivan de la formula Markush que a

continuacion se presenta:
OH

En consecuencia, una persona medianamente versada en la materia, con la tarea de
desarrollar un compuesto con actividad inhibitoria sobre VEGFR y PDGFR, contaba
con amplia informacién sobre las caracteristicas estructurales de los nlcleos de 2-
indolinonas sustituidas en posicion 3 con actividad anticancerigena ya que el
documento D1 presenta una biblioteca amplia de compuestos con potente actividad

1 Corey K. Goldman, et al. “Epidermal Growth Factor Stimulates Vascular Endothelial Growth Factor
Production by Human Malignant Glioma Cells: A model of Glioblastoma Multiforme Pathophysiology”.
Molecular Biology of the Cell. Vol. 4, 121-133, January 1993.

2 i Sun, et al. “Design, synthesis and evaluations of substituted 3-[(3- or 4-carboxyethylpyrrol-2-
yl)methylidenyl]indolin-2-ones as lhibitors of VEGF, FGF, and PDGF Receptor Tyrosine Kinases”.
Journal of Medicinal Chemistry, 1999, 42 (25), pp 5120-5130. November 19, 1999.

3 Li Sun, et al. “Synthesis and biological evaluations of 3-substituted indolin-2-ones: A Novel! Class of

Tyrosine Kinase Inhibitors That Exhibit Selectivity toward Particular Receptor Tyrosine Kinases”.
Journal of Medicinal Chemistry, 1998, 41 (14), pp 2588 — 2603. June 9, 1298.
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sobre protein-quinasas y ademas de dicha publicacion existia amplia bibliografia
técnica que corroboraba los hallazgos de SUN y colaboradores (inventor relacionado
en D1 e investigador que publico sus hallazgos en el articulo: “Design, synthesis and
evaluations of substituted 3-[(3- or 4-carboxyethylpyrrol-2-yl)methylidenyljindolin-2-
ones as lhibitors of VEGF, FGF, and PDGF Receptor Tyrosine Kinases”).

De esta manera, los argumentos del sefior solicitante sobre la motivacion que
encontraba una persona versada en ciencias farmacéuticas para disefiar
compuestos como los reivindicados es clara y evidente a partir de los documentos
del estado del arte D1 y D2, dado que los mismos inventores reiteraron sus
resultados iniciales en articulos publicados en la revista Journal of Medicinal
Chemistry, por lo que el resultado en términos de actividad que se atribuye el
solicitante constituye un resultado obvio y no completamente desconocido como
equnvocadamevme lo ha argumentado sino por el contrario, ha sido ampliamente
estudiado.

o “De otra parte, atin cuando D2 revela compuestos que son estructuralmente similares a los de
la presente invencién, que corresponden a 3-((pirrol-2-i))metilideno)indolin-2-onas, D2 no
proporciona ensefanzas o sugerencias respecto al uso de un grupo alquil-carboxamida

. sustituido en la posicién 3 del anillo de pirrol”.

Con relacion a los argumentos del sefor solicitante esta Superintendencia se permite
sefalar que en la divulgacion del documento D2 existen varios ejemplos que
permiten evidenciar la obviedad de las modificaciones que presenta el sefior
solicitante para el compuesto reivindicado (ver esquema comparativo), por lo que es
contrario a la verdad que el anillo revelado en esta anterioridad no presente un
sustituyente alquil-carboxilo sobre la posicion 3 del anillo de pirrol.

®

H (I H ’ H
Especie quimica reivindicada Ejemplo Tabla 10 de D1 (fofio 1072) Ejemplo 7 de D2 (folio 1232)

Por otra parte, ain cuando se presentan solo un par de ejemplos en D2 para ilustrar
la sustitucion de la posicion 3 del anillo de pirrol, el sefior solicitante olvida que en la
definicion que acompaiia el pliego reivindicatorio de dicho antecedente se propone la
.opcién-de-tener grupos C-amido en esa posicion, por lo que sus argumentaciones

130\

tampoco se ajustan a la realidad del contenido divuigado en D2 (ver folio 1080, linea—

28, en donde se establecenlasgonhotacmes_qmm_cas s y funcionales de| radical R8"
presente sobre el anillo de pirrol.—.

o “Nuevamente, deseo seflalar que el concepto mventlvo clave involucrado en la presente
invenci6n corresponde precisamente al grupo amida (R®) que sustituye el anillo de pirrol de los
compuestos de la invencién. Como lo demuestra la siguiente tabla, la presencia del grupo
amida proporciona una mejor actividad, en comparacion con compuestos que tienen
sustituyentes diferentes en esa posicion”.

“En gracia de discusion, aunque los compuestos de la presente invencién compartan un
niicleo comin con otros compuestos correspondiente a indolinonas sustituidas con pirrol, la
sustitucién de la posicion 3 del anillo de pirrol en la presente invencién (R®) resulta
completamente novedosa e inventiva, pues compuestos similares del estado del arte, que a lo
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sumo presentan un grupo éster (-C(O)OR) como en los compuestos ilustrados en la anterior
tabla, ensefian claramente que el reemplazo de dicho éster o alquil en la posicién 3 por un
grupo amida, proporciona un incremento significativo en la actividad, produciendo compuestos
altamente utiles en la inhibicion de ambas kinasas (4 6rdenes de magnitud para PDGFR y 2
6rdenes de magnitud para VEGFR2), lo que significa una importante ventaja en la terapia
anticancerigena”. 7

Esta Superintendencia no comprende por qué en repetidas oportunidades el sefior
solicitante ha argumentado que precisamente el sustituyente carboxamida de la
posicion 3 sobre el anillo de pirrol es la causa y origen fundamental de la actividad
anticancerigena de las estructuras de indolil-2-ona sustituidas en posicion 3 por
metililidenil-pirrol, cuando se ha comprobado en repetidas oportunidades que incluso
estructuras que presentan como sustituyentes grupos metilo en dicha posicién
conservan la actividad anticancerigena, producto de la inhibicion de la actividad de
los receptores de tirosin-quinasas.

Tanto la publicacién D1 como los articulos que sobre actividad han publicado los
inventores de los compuestos alli revelados coinciden en afirmar que aun con
sustituyentes éster se presenta la actividad inhibidora sobre los receptores de tirosin-
quinasa PDGFR con concentraciones minimas inhibitorias de orden nanomolar
(10nM), como es el caso del compuesto 16f que responde a la estructura Markush
de la publicacion “Design, synthesis and evaluations of substituted 3-[(3- or 4-
carboxyethylpyrroI—Z-yI)methyl:denyl]mdolln-2-ones as lhibitors of VEGF, FGF, and
PDGF Receptor Tyrosine Kinases™. Y -dado que el compuesto de referencia
reivindicado por el solicitante, sobre el cual sustenta todo su argumento de nivel
inventivo, presenta una concentracion minima inhibitoria (ICs0) de orden micromolar
de 0,008 +0,002, que traducida a nanomoles evidencia un resultado equivalente al
revelado por las investigaciones de SUN y colaboradores, es decir, 8,0nM+2 ya que
1uM=1000nM, es claro que el argumento sobre la reduccién en los érdenes de
magnitud requeridos para alcanzar la actividad farmacologica no constituye un indicio
de altura inventiva, toda vez que no es un efecto inesperado sino anticipado.

Ver la tabla que acomparia los memoriales de resﬁuesta aportados por el sefor
solicitante en las fechas 29/10/2007 (folios 1049 y 1050) y 01/06/2009 (folio1102)
que a continuacion se transcribe en su totalidad:

PDGFRb
Compuesto ICso |§G(:;§,
(uMp ;
HiC OCH,CH3
NG 0,578 + 0,035
CHy >100 T
N (n=2)
0
N
H
100 0,46(5n:=tz(;.068

R X=3r 2



>10
1001 (n=2)
0,008£0,002
001 !

Otras publicaciones que forman parte de la bibliografia técnica relacionada con el
tema, sefialan que atin con estructuras como las que a continuacién se presentan,
se conserva la actividad inhibidora de las proteln-qumasas Especificamente, en los
estudios realizados por Mohammgde_colabmadores_en_eLaﬁg_‘IL7 se indica que
las estructuras SU4984 y SU5402 inhiben las quinasas FGFr-1 con IC5 de 10 a
20uM, por lo gue es evidente que fla actividad permanece incélume ain con
modificaciones complejas sobre la estructura de la mietiliden-indolil-2-ona. )

‘R=
TaYe™

$U4984

0 CO,H
(CHy),

/ \

R= N
H

§U5402

Asi las cosas, existe un gran nimero de publicaciones en revistas, derivadas de los
estudios inicialmente revelados por los documentos D1 y D2, las que durante la
década del 90 se dedicaron a constatar los resultados de actividad asociada al
nucleo de las metiliden-indolil-2-onas sustituidas por pirrol reveladas inicialmente por
SUN y colaboradores en D1 y por TANG y colaboradores en D2.

Iz

5. Analisis de patentabilidad (articulo 14 D 486)
5.1 Nivel inventivo (articulo18 D. 486) '

El requisito de altura inventiva se evalu6é por comparacién entre los elementos
caracteristicos de los compuestos reivindicados y aquellos revelados por el estado
del arte, empleando la aproximacion problema-solucién y a partir de las ensefianzas
técnicas reveladas por los documentos D1y D2.

4 Showalter, Hollis, et al. “Small Molecule Inhibitors of the Platelet-Derived Growth Factor Receptor,
the Fibroblasté Growth Factor Receptor, and Src Family Tyrosin Kinases®". Pharmacol. Ther. Vol.
76, Nos. 1-3 pp. §5.71, 1997. Elsevier.

PN
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« Se reivindican compuestos de fémiulge (I):
Ry
LY A
Ry %'.IN’" Zj\%
. H
(v}

Ry
Para los cuales:

R‘ es -H, alquilo Cy4, {(CH2)R" y ~C(O)NR°R®
R? es -H, halo, fenilo, —S(0).NHfenilo y -SOzNHpmdlmlo
R’ -H, alquilo C4, alcoxi C1, fenilo, piridilo y ~ C(O)R'®
R*es -H
R5 es -H y alquilo C1.4
R es ~C(O)R"
R es -H alquilo C14 y fenilo
R® y R® se selecciona independientemente entre -H, alqwlo Cis y fenilo
R“’ es -N(R'")(CH,)«R*, donde nes 1,263
R"es-H
R"? es alcoxi C14, -C(O)R", pirrolidina, pirrolidin-2-ona, piperazina, imidazol-2-ona,
pmdln-z-ona tetrahidropirimidin-2-ona, 2-oxo-azepan y | ~NR¥R"™
R"y R se seleccionan del grupo formado por -H, alquilo C14, 0 R*y R" se pueden
combinar para formar un grupo ~(CHz)s~, <(CHz2)s-, <(CH32)2-O-(CHgz)2- y
-gCHz)zN(CHa)(CHz)z-
se selecciona del grupo formado por -H, hidroxi, alcoxn Ci4 y fenoxi
R se selecciona del grupo formado por -OH, -C(O)R™
res2063

En especial, se pretende proteccion para las especies quimicas:

{s

¢) La sal L-malato de (Z-dletllammoetll)amtda de acido 5-(flior-2-ox0-1,2-dihidroindol-
3-|lldenmeul)-2 4-dimetil-1 H-plrro|-3-carboxi lico.

o El estado del arte previo a la invencion presenta los siguientes
~ documentos:

Anterioridad D1: _
La publicacibvn D1 n—;fvela'estructuras que presentan el nticleo de formula (1il):



@

/ 1271
R Ry
I R,
Rg S‘II\‘;’ N\

Ry R,
Para el que:
R4 es H o alquilo
R2 es oxigeno o aztfre
Rs;es H

R4, Rs, Rs Y Ry se eligen de manera independiente entre H, alquilo, alcoxi, aril, ariloxi,
alcaril, alcariloxi, halégeno, trihalometil, entre otros.
A4, Az, A3y A4 se eligen de manera independiente entre C o N

D—E
I\
A representa un anillo: - 6" donde D, E, F y G son atomos de nitrogeno,
carbono o azufre
A es un anillo de cinco miembros de tipo heteroarilo seleccionado del grupo que

consiste en: tiofeno, pirrol, pirazol, isoxazol, imidazol, 1,2,3-triazol, oxazol, tiazol,
entre otros.

El anillo A se sustituye ademas en las posiciones 4, 5 y 6 por una amina que

presenta la siguiente estructura:
CHj;

N—-.

/

Ra
Para la cual:
Ra es CO(CH,)2COOH, arilo, alquilo o contiene un grupo COOH, OH o NH:

De esta manera, al sustituir dentro de la estructura los grupos mas representativos
se tienen compuestos que presentan los siguientes elementos caracteristicos:

CHy
\N/CO(CH,)zcoou

Anterioridad D2:
La publicacion D2 revela estructuras que presentan el siguiente nucleo:
2
R
? °
4 1
RUA A
kLo
-~
R5 ~ ?4 N\
R6 R1 /

Para la cual:

1228
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. 8

R \J\3'R
P 2

/J"--
%,AJ <
. I,

Qes R

Z es oxigeno

R es -H

R%es -H

R"' R‘ Rs y R° es -H, alquilo, alcoxi, ariloxi, halo, entre otros.
A A A Y A* es carbono o nitrégeno y en el caso que es nitrégeno no existen R?,
R* R® YR

B1 y BZ son elegidos entre Ny O

J es O,N0oS

J2, J* y J% son elegidos de manera independiente del grupo que consiste entre
carbono mtrbgeno oxlgeno ) azufre . .

R, R®, RY, 0 R, R", R", R R" son elegidos de manera
mdependlente entre H alquulo, tnhalometllo N-sulfonamldo C-amido, N-carbamoil
O-carbamoil, NR"R"’ (para el que R®y R" pueden ser elegidos de manera
independiente entre H, alquilo, C-carboxi, carbonilo, acetilo, sulfonilo y puede estar
combinado con un anillo heteroaliciclico de 5 6 6 miembros), -W(CH,),C(=Y)T (para
el que W es elegido entre N, O y S; m es un nimero elegido entre 0, 1 " 2 é 3;Yes
elegido entre O y S; T es un grupo ~OH, alcoxi, ariloxi, O-carboxi, -NR R,

De esta manera al reemplazar los radicales por las connotaciones mas
representativas reveladas en el antecedente D2 se tienen compuestos con las
siguientes caracteristicas quimicas y funcionales:

. o}

NH—(CHo)ma0,1,26 3'“\

anlo;g 19
H / \ NRR

N CH, Donde R' y R* pueden ser alquilo
Cl H

0]
N
L

Analisis de diferencias técnicas:

Al comparar los elementos técnicos caracteristicos de la férmula 1y de las especies
quimicas reivindicadas junto a las ensefianzas del estado del arte reveladasen D1y
D2 fue posible establecer las siguientes diferencias técnicas:

Tabla 1. Comparacion de elementos técnicos

Materla Relvindicada . D‘l (WOSBO7695) D2 (W09850356)

Clausula 1:




Rg H
Ry
Clausulas 5y 7: Folio 1072 Tabla 10. 3-(2-acetil-3 4-dimetilpirrol-5-
<‘ metilidenil)-2-indolinona
. o) O - .
./ cH, (Ejemplo 2 folio L 332)
HiC. N
H : \ CH,

3-(2-cloro-4-metoxicarbonil-3-
metoxicarhonilmetil-pirrol-5-
metilidenil)-2-indolinona
(Ejemplo 7 folio 123:;2)

Ha

0

Ny,~Cl

3(3,4-dibromo-2-mefilpirrol-5-

il)metilidenil}-5,7-dibromo-4-metil-

2-indolinona

(Ejemplo 10717/H11 folio 1233)
r

Con respecto a D1 la diferencia estriba en que A corresponde a un grupo —NCH;R,
donde R, es -CO(CH,),COOH, arilo, alquilo o contiene un grupo -COOH, -OH o -
NH,. Es decir, el grupo amido de la cadena lateral que se enlaza al anillo de pirrol lo
hace por el atomo de nitrégeno y no por el carbono carbonilico.

Con respecto al documento D2 la diferencia estriba en que el sustituyente R puede
ser un grupo C-amido sin que incluya una sustitucién adicional alquil-amino o alquil-
heterociclo como en el caso de las especles rewmdlcadas enlas clausulas 5y 7. O
eventualmente puede ser NR'®R"? donde R*® y R" puede ser carbonilo y alquilo o un
anillo heteroaliciclico de 5 6 6 miembros, pero en este caso, el enlace al anillo de
pirrol se efecttia por medio del tomo de —N y no por el atomo de carbono del grupo
carbonilo como en el caso del sustituyente Rg de la formula Markush. R% en D2
también puede ser -W(CH2)mC(=Y)T donde W es -N, mes un numero elegldo entre
0,1,263,Yes OyT es un grupo alcoxi, ariloxi, O-carboxi o -NR"R". Es decir, en
este caso también el enlace al anillo de pifrol se efectiia medlante elatomode-Ny
no por el atomo de carbono carbonilico.
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Del problema técnico objetivo y el efecto técnico:

El problema técnico objetivo tiene como fundamento el diseiio y desarrollo de
estructuras quimicas aiternativas que presenten actividad como inhibidores de las
quinasas PDGFRb y VEGFR2.

No obstante, el problema técnico parece haber sido resuelto por los compuestos
revelados en los antecedentes en especial por los que enseiia el documento D2 que
presentan el sustituyente carbamoilo en la posicion 3 del anillo de pirrol y de otros
que se publican las Tablas 7 y 8 del folio 1075 que hacen referencia a la actividad de
2-indolinonas sustituidas en posicién 3 por metilidenil-pirrol y cuyo sustituyente es de
tipo carboxilo, como inhibidores de la actividad del grupo de quinasas relacionadas
con el factor de crecimiento endotelial EGFR, y con el receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas PDGFR.

De igual manera, las ensefianzas reveladas por el antecedente D1 dejan entrever
que estructuras que conservan el nacleo de indolinona sustituida por metiliden-pirrol
y con radicales tipo carboxamido en la posicién 3 del anillo de pirrol presentan

raf.

Asi las cosas, al estudiar en conjunto o de manera independiente las ensefianzas de
los antecedentes técnicos D1 y D2 es posible anticipar tanto los elementos
estructurales y funcionales de los compuestos reivindicados como el efecto técnico
atribuido a las estructuras, debido a que su actividad como anticancerigenos y
moduladores de procesos inflamatorios en enfermedades como artritis, ha sido
estudiada desde la década del 90.

Para ilustrar este hecho se remite al sefior solicitante al contenido de la tabla 10 del
antecedente D1 (folios 1072 y 1073) y de las tablas 7 y 8 del antecedente D2 (folio
1075) en las que se incorporan datos de concentracion minima inhibitoria 1Csp como
medida de la actividad de los derivados de pirrol-metilen-indolinona sobre un grupo
de enzimas pertenecientes a las protein quinasas. Asi, en virtud de los
conocimientos que revela el estado del arte mas cercano a la invencién era posible
derivar las caracteristicas de la materia reivindicada y en consecuencia una persona
versada en ciencias farmacéuticas se encontraba en capacidad de disefar
moléculas como las reivindicadas, tomando como punto de partida las ensefianzas
de los antecedentes D1 y/o D2, por lo que la materia reivindicada carece de altura
inventiva y no constituye un salto cualitativo en la regla técnica.

Ahora bien, un experto en la materia sobre la base de la totalidad de los
conocimientos recogidos en los documentos D1 y D2 habria reconocido la posibilidad
de modificar el sitio de unién al radical carbamoilo sin que ello generara alteracion
alguna en la actividad farmacologica de las moléculas, ya que D2 presenta la opcion
de sustituir la posicion 3 del anillo de pirrol exclusivamente por un grupo carboxamido
enlazado a través del carbono carbonilico sin que se modifique la actividad, o
eventuaimente por un grupo carboxamido sustituido por alguilo o ariloxi, por lo que la
diferencia técnica hallada no es evidencia de un efecto técnico inesperado.

Por las razones expuestas anteriormente esta dependencia reitera que el arte previo
afecta la altura inventiva de la materia reclamada y por consiguiente existe
incumplimiento de las disposiciones contempladas en el articulo 18 del ordenamiento
juridico andino.

"o

actividad sobre el grupo de protein quinasas conformado por: Flk, FGFR, PDGFRy

13
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6. Conclusion:

En consecuencia y por todo lo expuesto anteriormente, se recomienda Negar las
reivindicaciones: 1 a 8 (folios: 1106 a 1107)

Bogota, D.C., 06/10/2009

EXAMINADOR TECNICO
| CONCEPTO TECNICO No. 3522 Cédigo No. 202044
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resoLucion £5373.8
Por la cual se resuelve un recurso de reposicion

fatn N “
Rad. PCT 01 012068 t--75104

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO
en ejercicio de sus facultades legales, especiaimente de las conferidas en el
numeral 54 del articulo 3° del Decreto 1687 de 2010, y

CONSIDERANDO

PRIMERO: PRIMERO: Que, mediante Resolucion N° 68274 del 29 de diciembre de
2009, la Superintendencia de Industria y Comercio deneg6 la solicitud de patente
de invencion a la creacion denominada “INDOLINONAS SUSTITUIDAS CON
PIRROLES INHIBIDORAS DE PROTEINQUINASAS®, con fundamento en los
articulos 14 y 18 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, al
estimar que la misma no cumple con el requisito de nivel inventivo, por tratarse de
moléculas con actividad inhibidor sugeridas por el arte previo.

SEGUNDO: Que, mediante escrito radicado en esta Entidad el 29 de enero de
2010, con el nimero 01 012068 00020 - 0000, el doctor Carlos Olarte, en su
calidad de apoderado de la sociedad Sugen Inc. y Pharmacia & Upjohn Company,
interpuso recurso de reposicion contra la citada Resolucion, con fundamento en fos
argumentos que a continuacion se sintetizan:

El recurrente sostiene que el documento WO9807695 (en adelante llamado D1), no
revela o sugiere compuestos correspondientes a un sistema de indolin-2-ona-3-
pirrol, que a su vez esté sustituido en la posicién 3 por un grupo amida sustituida,
ademas afirma que en ninguna de las posibilidades sugeridas por D1 se considera
incluir un grupo amida en la posicion 3 de dicho anilio de pirfol. Adicionalmente,
sefiala que la persona medianamente versada en la materia al incluir un grupo
altamente electronegativo como sustituyente del anillo de pirrol y los electrones
resonantes de la estructura se deslocalizan disminuyendo la densidad electronica
global del anillo. Por lo tanto, la diferencia estructural entre los compuestos de D1y
la presente invencién, especificamente relacionada con la inclusidn de una
sustitucion de un grupo electronegativo sobre su estructura, claramente conlleva a
cambios en las propiedades moleculares.

En relacién con la anterioridad WOQ9850356 (en adelante llamado D2), el
apoderado afirma que, como lo reconoce el examinador, dicha anterioridad, si bien
ella menciona como posible sustituyente del anillo de pirrol la inclusion de un grupo
dicho C-amido, éste no puede estar sustituido adicionalmente por alquil amino o
alquil-heterociclico, como en el caso de las especies reclamadas. iguaimente,
resalta que ninguno de los ejemplos ilustrados en D2 ensefia el uso de un grupo C-
amido (obviamente no sustituido) sobre la posicién 3 del anillo de pirrol que se
encuentre en la posicion 3 del grupo indolin-2-ona.

Por otra parte, el apoderado argumenta que ‘es incomparable la sustitucion
amidica sustituida, a su vez por una dialquil-alquil-amina de la presente invencion,
con grupos alquil-carboxllicos o alquil-ester del arle previo”. Y afirma que “los

Sede Centro: Carvera 13 No. 27-00 Pises 2,5, 7y 10
Seds CAN: Avenida Carrera S0 No. 27-95 Interior 2
Pagina 1 de 10 Conmutador: 5880234
Fax: 382 26 95. Linea 9800-910 165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sicaov.co QD

Bogota 0.C. - Colombia ,}\’b
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efecios electr6nicos de un grupo amida- sobre un anillo de pirrol disminuyen
significativamente la densidad de electrones sobre dicho anillo, con consecuencias
en las propiedades fisicoquimicas y atn bioldgicas de la molécula. Adicionalmente,
no es lo mismo incluir en la molécula un extremo de caracter écido (-COOH o -
COOR), que un extremo de caraclter basico (dietilamina —Reivindicacion 5, 0
pirrolidina —Reivindicacién 7), pues esto definitivamente modifica las interacciones
ligando-receptor en el sitio de unién de la protelna. En conclusién, la configuracion
estructural especifica de los compuestos de la presente invencién asi como sus
efectos, no han sido sugeridas en el arte previo y por lo tanfo no puede ser
considerada obvia para una persona medijanamente versada en la materia”.

De otro lado, el recurrente hace referencia a la declaracion juramentada de la Dra.
Jean Cui (la cual adjunta como anexo 3); experta en la quimica medicinal de
compuestos basados en un nicleo de indolinona-3-pirrol como los de la solicitud
denegada y alega que “a invencidn reivindicada ha permitido determinar que la
sustitucién amida sobre la posicién R® en los compuestos desarrollados, aumenta
los efectos de inhibicion de la quinasa en general, y de manera mas importante
mejoré la solubilidad y estabilidad metabélica, de manera dramaética”. lgualmente,
afirma que ‘“aunque el arte previo citado por el examinador haya revelado
moléculas que comparten un nucleo estructural con las moléculas de la presente
invencion y se haya determinado su aclividad general sobre enzimas de tipo
quinasa, a partir de dichas enserianzas no es posible deducir la utilidad final de
dichas moléculas y menos ain la venftajas que proporcionarian variaciones
novedosas e inventivas, no sugeridas en dicho arte previo”.

El recurrente considera que no hay ensefianzas en la anterioridad D1 que guien a
una persona medianamente versada en la materia al desarrollo especifico de
moléculas con la estructura especifica (3-amido)-3-(pirrol)-3-indolin-2-ona. Es asi
como los ensayos de D1 comresponden a un screening farmacolégico inicial cuyos
resuitados proporcionan datos de porcentajes (%) de inhibicidn, lo que significa
que los ensayos fueron realizados con una concentracion fija que, tal como lo
manifiestan los mismos investigadores (ver Declaracion del Dr. J. Cui), en la época
de presentacién de dicha solicitud correspondian a 10uM; por el contrario, los
resultados comparativos que se proporcionan para la presente invencién ilustran
datos de ICso, que para los compuestos reivindicados se encuentran en niveles del
rango nanomolar, lo que significa por io menos 3 érdenes de magnitud de potencia
mejorada.

El apoderado alega que el cambio estructural en el sustituyente de la posicion 3
del anillo de pirrol, modifica significativamente la actividad de moléculas de tipo 3-
(pirrol)-3-indolin-2-ona; con lo anterior se demuestra que los compuestos
reivindicados (i) proporcionan una potente inhibicion sobre VEGFR2 y PDGFR y
(i) que la potencia multikinasa aumentada se debe principalmente a la presencia
de un grupo amido (-C(O)NR'(CH2),R, donde R es como se define en las
reivindicaciones) en la posicion R® del anillo de pirrol. igualmente, indica que ni lag

f—ﬁ
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modificaciones estructurales en esta posicion ni las ventajas del sustituyente amido
fueron siquiera sugeridas por el arte previo.

El recurrente insiste en que la Dra. J. Cui en su declaracion juramentada
proporciona ejemplos adicionales en este sentido, donde compuestos que
comparten el nicleo estructural, pero difieren en sus sustituyentes, proporcionan
resultados diferenciales sobre tres enzimas quinasas (FLK1, el ortdlogo en raton de
la VEGFR humana; Src; y CDK2, que es una serina-treonina quinasa).

Complementa lo anterior expresando que “me permito llamar la atencion de ese
despacho a los resultados ilustrados en el articulo de Li Sun et al., J. Med. Chem,
46, 2003 1116-1119, que también son concluyentes demostrando que la inclusion
del grupo amida en la posicién 4 del anillo pirrol (R®), proporciona resultados
ventajosos e inesperados (ver Tabla 1 del articulo en mencién, anexado en la
respuesta al tercer examen de fondo)”.

De otro lado, el recurrente afima que ‘fe)f compuesto SUS416 (incluido en la
divulgacion general de D1 y D2, y la publicacién Li Sun, J. Med. Chem, 1998),
no tiene sustituyentes polares sobre el anillo de pirrol. Este compuesto mostré una
polencia moderada contra VEGFR, una pobre solubilidad y pobre estabilidad
metabdlica, lo que resulté en una inadecuada farmacocinética in-vivo. £l anillo de
pirrol rico en electrones proporciona un compuesto que es facimente
metabolizable, para que el (sic) la vida media resulta excesivamente reducida y
por lo tanto con un potencial anticancerigeno limitado”.

Ademas, hace énfasis en que “fe]l compuesto SU6668 (cubierto en general por D1
y la publicacion Li Sun, et al. J. Med. Chem, 1999-pie de pagina 5), que tiene un
sustituyente alquil en la posicion R® (4cido propibnico), mostré una potencia
prometedora contra VEGFR y PDGFR, sin embargo, éste compuesto sufre un
alto ‘clearance’ (es removido rapidamente de la sangre) y tiene un perfil de unién
a protefnas muy alto, por lo tanto, no proporcioné efectividad alguna en humanos.
Lo anterior ilustra que una actividad in-vitro dada, no garantiza que un principio
activo proporcione también una actividad dtil in-vivo y ain menos que dicha
molécula pueda formularse en un medicamento”.

Finaimente, el recurrente sefala que muchos paises han concedido patente a
solicitudes equivalentes a esta, entre ellos Pert y Ecuador que, como Colombia,
son miembros de la CAN y se rigen por la misma legislacion de propiedad
industrial. Asimismo, afirma que se entiende que bajo lo establecido por el articulo
18 de la Decision 486 Pert y Ecuador consideran que la invencidn aqui reclamada
es inventiva.

TERCERO: Que, dentro del contexto antes descrito, esta Entidad procede a
resolver el recurso de reposicion interpuesto en los siguientes términos:
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En relacion con los argumentos del recurrente sobre el nivel inventivo de la solicitud
denegada frente a la anterioridad D1, este Despacho reitera que, tal y como se
expuso en la Resolucion de denegacion, la persona medianamente versada en la
materia se encontraba en capacidad de derivar los elementos caracteristicos de
los compuestos reivindicados a partir de las enseianzas del estado del arte, toda
vez que los compuestos revelados por cada uno de los documentos D1 o D2
conservan los elementos funcionales de la estructura 2-indolinona sustituida en la
posicion 3 por metfilen-pirrol sustituido, asi como su actividad farmacoldgica.
Adicionalmente, la extension del documento de patente WO9807695 no es un
argumento relevante para que sea descartado como documento y arte proximo a
la materia reivindicada. Si bien los compuestos que presentan sustitucion tipo
pirrol representan una proporcion de la divulgacion total contenida en D1, esto no
se constituye en un argumento valedero para no seguir considerandolo como arte
proximo a los compuestos reclamados.

Ahora bien, la anterioridad D1 ensefia que el radical Ra sustituye el grupo amino
sobre la posicion del anillo de pirrol, el cual corresponde a CO(CH,),COOH, arilo,
alquilo, COOH, OH o NH,. Para este Despacho es evidente la similitud estructural
de estos sustituyentes con el grupo carboxamido que sustituye la misma posicion
en los compuestos reivindicados, con lo cual se evidencia que, a partir de la
divulgacion de los elementos estructurales que realiza D1, una persona
medianamente versada en la materia se encontraba en capacidad de derivar los
elementos caracteristicos de los compuestos reivindicados, por lo que no se puede
considerar que la materia reivindicada cumple con el requisito de altura inventiva.

En relacion con la afirmacién del recurrente sobre la presencia de un grupo
altamente electronegativo en el anillo pirrol que da lugar a una deslocalizaciéon que
disminuye la densidad electrénica del anillo conllevando a cambios en las
propiedades moleculares, cabe anotar que es un fenomeno que no sblo puede
presentarse en los compuestos reclamados en la presente invencion, sino que
también puede tener lugar en los compuestos 1y 2 de la tabla presentada por el
recurrente (F1.1307) que corresponden al estado de la técnica, fos cuéles contienen
el grupo altamente electronegativo en el anillo pirrol. Sin embargo, dicha posible
deslocalizacion electrénica no garantiza la actividad superior sobre PDGFR y
VEGFR2 en los compuestos 1 y 2 de las tablas referidas, segun lo demostrado por
el mismo solicitante:

Compuestos 1y 2 tabta folio 1307

Sede Centro; Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5,7y 10
. Sede CAN: Avenida Carrera 50 No. 27-55 Interior 2
Pagina 4 dg 10 Conmutador: 5880234
Fax: 382 26 95. Linea 9800-910 165

Web: www sic gov.eo e-mail nfo@sip.qov.co
Bogota D.C. - Colombia



1%\
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

REsoLuCION £5 37 3,8

Por la cual se resueive un recurso de repos:cldn

Rad. PCT 01 012068 ==-29

Dichos compuestos, a pesar de presentar un grupo altamente negativo en el pirrol
(el cudl se encuentra encerrado en el recuadro), no logran la marcada inhibicién
sobre los dos receptores ni una potencia multiquinasa aumentada segun lo expresa
el recurrente (F1.1308). En consecuencia, dicha deslocalizacion en los derivados
de indolinonas no sustenta la afirmacion del apoderado, en cuanto a que la misma
da lugar a cambios moleculares con efectos como: (i) la potencia inhibitoria; (i) el
perfil de selectividad sobre quinasas y (jii) sus propiedades farmacéuticas; por el
contrario, la presencia de dicha estructura en las anterioridades desvirtha lo
afirmado por el recurrente. Es por ello que no es posible extrapolar la actividad
farmacoldgica de un compuesto especifico como el de la reivindicacion 5§ a todos
los contenidos en la formula general Markush de la reivindicacion 1, puesto que
como se demostrd, la presencia de un grupo altamente electronegativo sobre el
anillo pirrol no necesariamente puede dar lugar a compuestos inhibidores potentes
de VEGFR2 y PDGFR.

Por ofra parte, contrario a lo afirmado por el recurrente, en la divulgacion del
documento D2 existen varios ejemplos que permiten evidenciar la obviedad de las
modificaciones que reclama la presente invencién para el compuesto solicitado:

( "o
Q N 7 HyC E-l, ° ° Q
H H 4 \ H,
H :‘1 [ N
H B "

Especle quimica reivindicada Ejemplo Tabla 10 de D1 (folio 1072) Ejemplo 7 de D2 (folio 1232)

En consecuencia, el compuesto revelado en la anterioridad D2 si presenta un
sustituyente alquilcarboxilo sobre la posicién 3 del anillo pirrol. Si bien es cierto que
D2 presenta solo dos ejemplos para ilustrar la sustitucion de la posicion 3 del anillo
de pirrol, el recurrente olvida que en la definicibn que acompafia el pliego
reivindicatorio de dicho antecedente se propone la opcion de tener grupos C-amido
en esa posicion (FI.1080, linea 28, en donde se establecen las connotaciones
quimicas y funcionales del radical R8’ presente sobre el anillo de pirrol).

Respecto al argumento segun el cual “"es incomparable la sustitucién amidica
sustituida, a su vez por una dialquil-alquil-amina de la presente invencién, con
grupos alquil-carboxilicos o alquil-ester del arte previo”, esta Entidad estima que
los efectos que pedrian presentarse por una posible deslocalizacion electronica en
el anillo de pirrol, también pueden tener lugar en compuestos de las anterioridades
D1 y D2 como los de la tabla relacionada en el folio 1307 (compuestos 1y 2
correspondientes a las anterioridades), y que ello no garantiza como consecuencia
afinidad y elevada potencia sobre los receptores PDGFR y VEGFR2, por lo tanto
no es posible atribuir en forma general la actividad del compuesto a una eventual
deslocalizacion electronica desde el nitrégeno del anillo pirrol. Cabe aclarar que las
modificaciones en la estructura y componentes de una molécula tienen efecto
Q)
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sobre las interacciones ligando receptor como bien lo afirma el apoderado, es por
ello que no es aceptable afirmar que por el hecho de que un compuesto posea una
actividad especifica, todos los demas compuestos que se encuentren
comprendidos en una estructura Markush, como la presentada en la reivindicacion
1, sean igualmente una solucién al problema técnico.

Ahora bien, a la luz de la informaci6n proporcionada por el recurrente, es claro que
solamente los compuestos especificos contenidos en las reivindicaciones 5 y 7,
para los cuales el apoderado ha aportado informacion en la descripcion, evidencian
actividad sobre los receptores PDGFRb y VEGFR2. Sin embargo, como ya se ha
sefalado, la actividad demostrada para los compuestos especificos no puede
extrapolarse a las demés variaciones reclamadas que no contienen los grupos
dietilamina o pirrolidina, 0 que no son basicos como cuando R12 es alcoxi (C1-Cs)
o C(O)R:s (donde Rss puede ser OH, dando lugar a un grupo carboxilo de caracter
acido), ya que esto conllevaria una modificacion de la interaccion ligando receptor
en el sitio de union a la proteina, como lo expone el recurrente.

De otro lado, en cuanto a las mejoras que presentan las estructuras reivindicadas,
este Despacho encuentra que no existe dentro de la presente invencion
informacion o datos que sustenten una mejora en la solubilidad y estabilidad
metabolica como lo argumenta el recurrente, razén por la cual estos aspectos no
pueden considerarse como una eventual ventaja de los compuestos reclamados
por parte del examinador.

Con respecto a los IG5 presentados para el compuesto de la reivindicacion 5, se
reitera que tanto la anterioridad D1 como los articulos que sobre actividad han
publicado los inventores de los compuestos alli revelados coinciden en afirmar que
aun con sustituyentes ester se presenta la actividad inhibidora sobre los receptores
de tirosinaquinasa PDGFR con concentraciones minimas inhibitorias de orden
nanomolar (10 nM), como es el caso del compuesto 16f que responde a la
estructura Markush de la publicacién “Desing, synthesis and evaluations of
substitued 3-[(3- or 4-carboxyethylpyrrol-2-yl)mathylidenyljindolin-2-ones  as
inhibitors of VEGF, FGF, and PDGF Receptor Tyrosine Kinases” (Fl. 1240), y dado
que el compuesto reivindicado, sobre el cuél el apoderado sustenta su argumento
sobre nivel inventivo, presenta una concentracién minima inhibitoria (ICso) de orden
micromolar de 0,008 + 0,002, que traducida a nanomolares evidencia un resultado
equivalente al revelado por las investigaciones de Li Sun y colaboradores, es
decir, 8,0 oM + 2, queda claro que el argumento sobre la reduccién en los érdenes
de magnitud requeridos para alcanzar la actividad farmacologica no constituyen un
indicio de afltura inventiva, toda vez que no es un efecto inesperado sino
anticipado.

Ahora bien, este Despacho encuentra que los argumentos expuestos en la
declaracion rendida por la Dra. Jean Cui, si bien ratifican la actividad del compuesto
de la actual reivindicacion 5 dentro del rango que se habia divulgado en el estado

»
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de la técnica, no desvirtian que la formula general de la reivindicacion 1 haya sido
evidente a partir de las ensefianzas contenidas en los documentos D1 y D2, que
junto con los resultados divulgados por SUN y sus colaboradores en el Journal of
Medicinal Chemistry entre 1998 y 1999, claramente indicaban la utilidad de fas
indolin-2-onas como inhibidores de la tirosina quinas al actuar sobre VEGF2 y
PDGFR, siendo en consecuencia obvio para la persona medianamente versada en
la materia en el momento de fa invencibn buscar compuestos alternativos que
compartan el nucleo indolin-2 ona sustituido en la posicién 3 con un anillo pirrol.

En el caso particular, el hecho de que tiempo después de presentarse la solicitud
denegada se determinaran desventajas de los compuestos divulgados por Li Sun
en 1998, no le restituye el nivel inventivo a la presente invencion, ya que al
momento de invocarse la prioridad, la informacion existente en el estado de la
técnica y con la cual contaba el solicitante antes de la invencion direccionaba a la
persona medianamente versada en la materia en forma inequivoca a los
compuestos aqul reclamados.

En relaciobn con que el cambio estructural en el sustituyente de la posicion 3 del
anillo de pirrol modifica significativamente la actividad de moléculas de tipo 3-
(pirrol)-3-indolin-2-ona, esta Oficina aclara que es ampliamente reconocido que la
inhibicion de la proteinquinasa es una medida de la actividad de los compuestos
como agentes anticancerigenos. Y dado que el EGFR es indispensable en |a
proliferacion celular e interviene en los procesos relacionados con la progresién del
tumor como son adhesion celular, invasion y angiogénesis, para esta Entidad
esto es razon suficiente para que un la persona medianamente versada en la
materia disefie compuestos con caracteristicas estructurales similares a los
divulgados el estado de la técnica, con la expectativa de que pudiesen tener
actividad anticancerigena, puesto que una estructura con actividad inhibidora del
EGFR necesariamente da lugar a un efecto sobre el VEGF.

Por su parte, el documento D2 hace referencia a los resultados de las pruebas de
inhibicion sobre la proteinaquinasa FLk, PDGFR, EGFR por parte de los derivados
de indolin-2-onas 3-substituidos; si bien es cierto que dichos resuitados de ICso no
son muy ventajosos, existe evidencia de su actividad que fue confirmada en una
gran variedad de estudios realizados durante la década de los 90'S, que aseguran
la actividad de  3-{(3-0 4-carboxietilpirrol-2-il) metilidenillindol-2-onas como
inhibidores de los receptores de tirosin quinasas VEGF, FGF y PDGF.

Respecto a que “fe]l compuesto SU5416 (incluido en la divuigacién general de D1
y D2, y la publicacion Li Sun, J. Med. Chem, 1998), no tiene sustituyentes polares
sobre el anillo de pirrol...", esta Entidad indica que no existe dentro de la solicitud
denegada informacion o datos que sustenten una mejora en la solubilidad y
estabilidad metabdlica como lo argumenta el recurrente; por tal motivo, estos
aspectos no pueden considerarse como una eventyal ventaja de los compuestos
reclamados por parte del examinador, ya que no fueron sustentados en el proceso.
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Asimismo, frente a los compuestos SU5416 y SU668, este Despacho reitera que
la informacién contenida en el estado de la técnica en el momento de la solicitud
era suficiente para que la persona medianamente versada en la materia
desarrollara los compuestos aqui reclamados, conservando la estructura 3-[(3-0 4-
carboxietilpirrol-2-il) metilideniflindol-2-onas, cuya actividad como inhibidores de los
receptores de tirosin quinasas VEGF, FGF y PDGF ya se habia corroborado para la
época. lgualmente, como lo refiere la Doctora Cui en su declaracion, el ejemplo
80 de la reivindicacion 5 ha demostrado ser un agente anticancerigeno seguro y
efectivo (FI. 1376). Pero, dicha afirmacién no se extrapola a los demas
compuestos de la solicitud, ya que no existe informacion técnica que lo sustente.
lgualmente, como lo afima la Doctora Cui “la simple identificacion de un
compuesto con una estructura no tiene significado a menos que se demuestre
ser biolégicamente aclivo y se demuestre no tener efectos adversos” (Fl. 1373).
Bajo los anteriores argumentos, este Despacho no encuentra nivel inventivo en
los compuestos enmarcados en la estructura general Markush de la reivindicacion
1y sus dependientes.

Es asi como, esta Oficina hace énfasis en que los compuestos reclamados en la
formula general Markush de la reivindicacion 1 son obvios para la persona
medianamente versada en la materia a la luz de la informacioén contenida en el
estado de la técnica. Sin embargo, y teniendo en cuenta los argumentos y
resultados presentados por el solicitante, este Despacho encuentra que los
compuestos especificos de las reivindicaciones 6§ y 7 poseen ventajas
farmacolégicas segun la informacién divulgada por Li Sun et al., J. Med. Chem,
46, 2003 1116-1119 (Fis. 1228 a 1231) allegada por el recurrente.

A pesar que dichos resuftados no se encuentran contenidos en la solicitud original,
se ha revisado el documento y se encontrd que los sustituyentes especificos para
la formula (1) n =2, y Ry>= diefilamina o pirrolidina, poseen una actividad ventajosa
sobre VEGF-R2 y PDGF-R. Esta especificidad sobre los receptores para dos
compuestos que mantuviera un ICs en el rango nM con 8nM para el compuesto de
la reivindicacion 5 y de 6 nM para el compuesto de la reivindicacion 7, es algo
que la persona medianamente versada en la materia no hubiese podido derivar de
la informacion contenida en el estado del arte. Por lo anterior, los compuestos de
las reivindicaciones 5y 7 se consideran inventivos.

En cuanto a que muchos paises han concedido patente a solicitudes equivalentes
a ésta, este Despacho aclara que en el analisis de patentabilidad se encontraron
documentos relevantes que afectan parciaimente el nivel inventivo del objeto
estudiado, tal como se demostré durante la actuacion administrativa. Asimismo,
sobre el examen de patentabilidad realizado por distintas oficinas extranjeras, es
importante manifestar que en esta materia rige el principio de la independencia de
las patentes, respecto a lo cual el Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina ha
sostenido: “El sistema de oforgamiento de patentes que se adopté en la
Comunidad Andina se encuentra soportado en la actividad auténoma e
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independiente de las Oficinas Competentes en cada Pals Miembro. Dicha
actividad, que aunque de manera general se encuentra regulada por la normativa
comunitaria, deja a salvo la mencionada independencia...” (Proceso 51-1P-2008).

Finalmente, si bien es cierto que los requisitos de patentabilidad pueden ser
similares de un pais a otro, también lo es que la normatividad que regula la materia
puede variar entre ellos. Se reitera, cada oficina es autbnoma para decidir sobre la
patentabilidad de una creacion, teniendo en cuenta el examen de patentabilidad por
ella realizado, sin olvidar la normatividad vigente aplicable al caso.

En ese orden de ideas, se sostiene que el objeto de la solicitud en estudio no
cumple con los requisitos de patentabilidad respecto a las reivindicaciones 1 a 4, 6
y 8 (Fls. 1106 y 1107) y se revoca en cuanto a la denegacidn del privilegio
solicitado para las reivindicaciones 5y 7 (Fl. 1107).

Con fundamento en las anteriores consideraciones, el Superintendente de Industria
y Comercio,

RESUELVE

ARTICULO PRIMERO: REVOCAR PARCIALMENTE el Articulo Primero de la
Resolucién No. 68274 del 29 de diciembre de 2009 en el sentido de conceder la
patente a las reivindicaciones 5 y 7, por lo expuesto en la parte motiva de esta
providencia. En consecuencia, el Articulo Primero de la Resolucion No. 68274 del
29 de diciembre de 2009 quedara asi:

“ARTICULO PRIMERO: Otorgar el privilegio de patente de invencion a la solicitud
que eniré en fase nacional en virtud del Tratado de Cooperacion en Materia de
Patentes (PCT), para la creacion denominada:

“INDOLINONAS SUSTITUIDAS CON PIRROLES INHIBIDORAS DE
PROTEINQUINASAS”

Clasificacién IPC: A 61 K 31/404.

Reivindicaciones: 5y 7 Folio: 1107.

Titular: SUGEN INC. Y PHARMACIA & UPJOHN COMPANY.
Domicilio: California, Estados Unidos.

Inventores: Peng Cho Tang, Todd Miller, Xiaoyuan Li, Li Sun, Chung Wei
Chen, Shahzad Shirazian, Congxin Liang, Tomas Vojkovsky, Asaad S.

Nematalla. ¢
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Prioridad No.: US 60/182.710 Fecha: 15 de febrero del 2000 Pais: US
Prioridad No.: US 60/216.422 Fecha: 6 de Julio de 2000 Pais: US
Prioridad No.: US 60/243.532 Fecha: 27 de Qctubre de 2000 Pais: US

Vigente desde: 15 de febrero del 2001 Hasta: 15 de febrero del 2021.”

ARTICULO SEGUNDO: CONFIRMAR en lo demas el Asticulo Primero de la
Resolucion N°. 68274 del 29 de diciembre de 2009 esto es, denegar el privilegio de
patente a las reivindicaciones 1 a 4, 6 y 8 de la presente solicitud.

ARTICULO TERCERO: Notificar personaimente el contenido de la presente
Resolucién al doctor Carlos Olarte, en su calidad de apoderado de la sociedad
Sugen Inc. y Pharmacia & Upjohn Company, o a quien haga sus veces,
entregandole copia de la misma y advirtiéndole que contra ella no procede recurso
alguno, por lo cual queda agotada la via gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
Dada en Bogota, D. C., alos J 0 SEf m

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIAYY ERCIO,

A

JOSEMIGUEL D CALLE RESTREPO

Doctor

CARLOS OLARTE
Calle 100 N° 8A-37
Torre A, Piso 10
World Trade Center
Bogota D. C.

752066
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