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3,4 -Di-SUBSTITUTED CYCLOBUTENE-1,2-DIONES
AS CXC CHEMOKINE RECEPTOR ANTAGONISTS

BACKGROUND OF THE INVENTION

This invention relates to novel substituted cyclobutenedione compounds,
phammaceutical compasitions containing the compounds, and the use of the
compounds and compositions in treating CXC-chemokine-mediated diseases

Chemokines are chemotactic cytokines that are released by a wide vanety of
cells to attract macrophages T-cells, eosinophils, basophils, neutrophils and
endothelial cells fo sites of inflammation and tumor growth There are two main
classes of chemokines, the CXC-chemokines and the CC- chemokines The class
depends on whether the first two cysteines are separated by a single amino acid
(CXC-chemokines) or are adjacent (CC-chemokines) The CXC-chemokines include
interleukin-8 (IL.-8), neutrophil-activating protein-1 (NAP-1), neutrophil-activating
protein-2 (NAP-2) GROa, GROB GROy, ENA-78, IP-10, MIG and PF4 CC
chemokines include RANTES, MIP -1a, MIP-2B, monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1), MCP-2, MCP-3, GCP-2 and eotaxin Individual members of the chemokine
families are known to be bound by at least one chemokine receptor, with CXC-
chemokines generally bound by members of the CXCR class of receptors, and CC-
chemokines by members of the CCR class of receptors For example, IL-8 1s bound
by the CXCR-1 and CXCR-2 receptors

Since CXC-chemokines promote the accumulation and activation of
neutrophils, these chemokines have been implicated in a wide range of acute and
chronic inflammatory disorders including psoriasis and rheumatoid arthnitis, Baggiolin
et al , FEBS Lett 307, 97 (1992) Miller et al, Cnit Rev !mmunol 12, 17 (1992),
Oppenheim et al , Annu_Fev_Immunol 9,617 (1991), Seitzet al, J Ciin_invest. 87,
463 (1991), Milleret al , Am Rev Respir Dis 146, 427 (1992), Donnely et al , Lancet
341, 643 (1993)

ELRCXC chemokines including IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2, and ENA-
78 (Stneter et al 1995 JBC 270 p 27348-57) have also been implicated in the
induction of tumor angiogenesis (new blood vessel growth) All of these chemokines
are believed to exert their actions by binding to the 7 transmembrane G-protein
coupled receptor CXCR2 (also known as IL-BRB), while IL-8 also binds CXCR1 (also
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known as IL-BRA) Thus, their angiogenic actvity 1s due to their binding to and
activation of CXCR2, and possibly CXCR1 for IL-8, expressed on the surface of
vascular endothehal cells (ECs) in surrounding vessels

Many drfferent types of tumors have been shown to produce ELRCXC
chemokines and their production has been cormrelated with a more aggressive
phenotype (Inoue et al 2000 Ciin Cancer Res 6 p 2104-2119) and poor prognosis
(Yoneda et al 1998 J Nat Cancer Inst 90 p 447-454) Chemokines are potent
chemotactic factors and the ELRCXC chemokines have been shown to induce EC
chemotaxis Thus, these chemokines probably iInduce chemotaxis of endothelial cells
toward their site of production in the tumor This may be a cntical step in the induction
of angiogenesis by the tumor Inhibitors of CXCR2 or dual inhibitors of CXCR2 and
CXCR1 will inhibit the angiogenic activity of the ELRCXC cheraokines and therefore
block the growth of the tumor This anti-tumor activity has been demonstrated for
antibodies to IL-8 (Arenberg et al 1996 J Clin Invast 97 p 2792-2802), ENA-78
(Arenberg et al 1998 J Clin Invest 102 p 465-72), and GROa (Haghnegahdar et al
J Leukoc Biology 2000 67 p 53-62)

Many tumor cells have also been shown to express CXCR2 and thus tumor
cells may also stimulate their own growth when they secrete ELRCXC chemokines
Thus, along with decreasing angiogenesis, inhibitors of CXCR2 may directly inhibit the
growth of tumor cells

Hence, the CXC-chemokine receptors represent prormising targets for the
development of novel ant-inflammatory and anti-tumor agents

There remains a need for compounds that are capable of modulating activity at
CXC-chemokine receptors For example, conditions associated with an increase in
IL-8 production (which 1s responsible for chemotaxis of neutrophil and T-cell subsets
into the inflammatory site and growth of tumors) would benefit by compounds that are
inhibrtors of IL-8 receptor binding
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SUMMARY OF THE INVENTION
This invention provides novel compounds of Formula (l) represented by the

structure
o§ ﬁo
Bl ./
N N-A
H H

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or iIsomer of
said compound or of said prodrug
wherein
A 1s an unsubstituted or substituted aryl or unsubstituted or substituted
10  heteroaryl group,
Bis

1
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R® R
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R Y NH
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R?1s hydrogen, OH C(O)OH, SH, SO2NR’R®, NHC(O)R?, NHSO.NR'R®,
NHSOZR’, C(O)NR'R?, C(O)N ROR?, OR" or an unsubstituted or substituted
heterocyclic acidic functional group,

R® and R* are the same or different and are independently hydrogen, halogen,
alkoxy, OH, CF3, OCF3, NO,, C(O)R”, C(O)OR’, C(O)NR'R®, SO3NR'R®, SOuR’,

_OR’
N

C(ONR'OR®, R® | cyano, unsubsttuted or substruted alkyl, unsubstituted or
substituted aryl or unsubstrituted or substittted heteroaryl,

R® and R® are the same or different and are independently hydrogen, halogen,
alkyl, alkoxy, CF3, OCF3, NO2, C(O)R’, C(O)OR?, C(O)NR'R®, SOy)NR'R®,
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C(O)NR'OR®, cyano, or an unsubstituted or substituted aryl or an unsubstituted or
substituted heteroaryl group,

R’ and R® are the same or different and are independently hydrogen,
unsubstriuted or substrtuted alkyl, unsubstituted or substituted aryl, unsubstituted or
subshtuted alkylaryl, unsubstituted or substituted arylalkyl, unsubstituted or substituted
cycloalkyl, carboxyalkyi, aminoalkyl, unsubstituted or substituted heteroaryl,
unsubstrtuted or substituted heteroarylalkyl or unsubstituted or substituted
heteroalkylaryl, or

R’, R® and N n said NR’R® and NR'ORS can jointly form a 3 to 7 membered
nng, sad nng may further contain 1 to 3 additional heteroatoms on said nng as nng
atoms, and said nng may be unsubstituted or substituted with one or more moieties
which are the same or different, each moiety being independently selected from
hydroxy, cyano, carboxyl, hydroxyalkyl, alkoxy COR’R® or aminoalkyl,

R? and R are the same or different and are independently hydrogen, halogen,
CF3, OCF,, NR'R?, NR’C(O)NR’R®, OH, C(O)OR’, SH, SO,yNR'R8,SO.R’,
NHC(O)R’, NHSO,NR'R®, NHSO:R’, C(O)NR'R®, C(O)NR’OR®, OR™ or an
unsubstituted or substituted heterocyclic acidic functional group,

R™ s COR,

R' 1s hydrogen, OR"3, or an unsubstituted or substituted aryl group, an
unsubstituted or substrtuted heteroaryl group, an unsubstituted or substituted aryfalkyl
group, an unsubstituted or substituted cycloalkyl group or an unsubstiuted or
substituted alkyl group, and

tis1or2

Another aspect of the present invention 1s a pharmaceutical composition
compnsing the compound of formula (1) in combination or association with a
pharmaceutically acceptable carner or diluent

Another aspect of the present invention is a method of treating an a-chemokine
mediated disease in a mammal which compnses admirustenng to a patient in need
thereof of a therapeutically effective amount of the compound of formula (1), ora
phamaceutically acceptable salt or solvate thereof

Another aspect of the present invention is a method of treating cancer,
compnsing admimstenng to a patient in need thereof, concurrently or sequentially, a
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therapeutically effective amount of (2) a compound of formula (i), and (b) a
microtubule affecting agent or antineoplastic agent or ant-angiogenesis agent or
VEGF receptor kinase nhbitor or antibodies against the VEGF receptor or interferon,
and/or c) radiation

In preferred embodiments, a compound of formula () 1Is combined with one of
the following antineoplastic agents gemcitabine, paciitaxel (Taxol®), 5-Fluorouracil (5-
FU), cyclophosphamide (Cytoxan®), temozolomide, taxotere or Vincnshne

In another preferred embodiment, the present invention provides a method of
treating cancer, compnsing administenng, concurrently or sequentially, an effective
amount of (a) a compound of formula (1}, and (b) a microtubule affecting agent (e g,
paclitaxel)

DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS
Except where stated otherwise the following defimitions appty throughout the

present spectfication and claims Additionally, all technical and scientific terms used
herein have the same meaning as 1s commonly understood by one of skill in the art to
which this nvention belongs These definitions apply regardiess of whether a term s
used by itself or m combination with other terms Hence the definihon of “alkyl”
applies to “alkyl" as well as to the "alkyl" portions of “alkoxy™, etc

When any vanable (e g, aryl, R?) occurs more than one time in any
constituent, its definition on each occurrence 1s independent of its definition at every
other occurrence Also, combinations of substituents and/or vanables are permissible .
only if such combinations result in stable compounds

The term "substituted 1n the phrase “unsubstituted or substituted” refers to
optional substitution with one or more moieties which are the same or different, each
being independently selected from the group consisting of, halogen, hydroxy, cyano,
nitro, alkyl, alkoxy, aryl, cycloalkyl, COQalkyl, COOaryl, carboxamide, sulfhydryi,
arytalkyl, alkylaryl, amino, alkylamino, dialkylamino, alkylsulfonyl, aryisulfonyl,
aryisulfonamido, alkylsulfonamido, heteroaryl, carboxyl, carboxyalkyl, heteroarylalkyl,
heteroalkylaryl, and aryloxy The term "substituted” also refers to substituting with a
methylenedioxy group on two adjacent nng carbons on an aromatic ring, or by fusing
a carbocydlic or heterocyclic ring onto two adjacent carbons on an aromatic nng
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Alkyl represents a straight or branched saturated hydrocarbon chain having the
designated number of carbon atoms Where the number of carbon atoms is not
specified, 1 to 6 carbons are intended Representative examples of alkyl groups
include methyl, ethyl, n-propyl. 1Iso-propyl, n-butyl, sec-butyl, 1so-butyl, t-butyl and the
like

The term "cycloalkyl’ means a non-aromatic mono-~ or multicyclic nng system
compnsing 3 to 10 carbon atoms, preferably 5 to 10 carbon atoms The cycloalkyl can
be optionally substituted on the ning by replacing an available hydrogen on the nng by

ne or more substituents which may be the same or different Non-limiting examples
of monocyclic cycloalkyls include cyclopropyl, cyclopentyl, cycolhexy! and the like
Non-limiting examples of multicyclic cycloalkyl rings include 1-decalinyl norbornyl,
adamantyl and the hke

The term halogen or Halo is intended to include fluonne chlorine bromine or
iodine

Aryl refers to a mono- or bicyclic ring system having one or two aromatic rings
including, but not mited to, phenyl naphthyl, indenyl, tetrahydronaphthyl indanyl,
anthracenyl, fluorenyl and the hke

The term heterocycle or heterocychic nng i1s defined by all non-aromatic,
heterocyclic nngs of 3-7 atoms containing 1-3 heteroatoms selected from N, O and S,
such as oxirane, oxetane tetrahydrofuran, tetrahydropyran, pyrrolidine pipendine,
piperazine, tetrahydropyridine tetrahydropynmidine, tetrahydrothiophene,
tetrahydrothiopyran, morpholine hydantomn valerociactam, pymolidinone and the like

Heteroaryl refers to 5- or 10-membered single or benzofused aromatic nngs
consisting of 1 to 3 heteroatoms independently selected from the group consisting of -
O-, -S, and -N=, provided that the nngs do not possess adjacent oxygen and/or sulfur
atoms The heteroaryl group can be unsubstituted or substituted with one, two, or
three substituents independently selected from lower alkyl, hale, cyano, nitro,
haloalkyl, hydroxy, alkoxy, carboxy, carboxyalkyl, carboxamide, sulfhydryl, amino,
alkylamino and dialkylamino

The term heterocyclic acidic functional group 1s intended to include groups such
as, pymrole, imidazole, tnazole, tetrazole, and the lke Such groups can be
unsubstrtuted or substituted with one, two, or three substituents independently
selected from lower alkyl, alkyl, cycloalkyl, halo, cyano, nitro, haloalkyl, hydroxy,

\\
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alkoxy, carboxy, carboxyalkyl, carbamoylalkyl, COOH, COOalkyl, COOaryl,
carboxamide, sulfhydryl, amino, alkylamino, aminoalkyl, alkylaminoalkyl, aminoalkoxy,
dialkylamino, sulfonyl, sulfonamido, aryl, heterocyclylalkyl and heteroary!

N-oxides can form on a tertiary nitrogen present in an R substrtuent, or on =N-
in @ heteroaryl nng substituent and are included 1n the compounds of formula |

As used herein, the term "composition” 1s intended o encompass a product
compnsing the specified ingredients in the specified amounts, as well as any product
which results, directly or indirectly, from combination of the specified ingredients in the
speacified amounts

The term "prodrug,” as used herein, represents compounds which are rapidly
transformed i vivo to the parent compound of the above formula, for example, by
hydrolysis in blood A thorough chscussion 1s provided n T Higuchi and V Stella, Pro-
drugs as Novel Delivery Systems Vol 14 of the AC S Symposium Senes, and in
Edward B Roche, ed , Bioreversible Camers in Drug Design, Amencan
Pharmaceutical Association and Pergamon Press, 1987, both of which are
incorporated herein by reference

For compounds of the invention having at least one asymmetncal carbon atom,
all isomers, including diastereomers, enantiomers and rotational isomers are
contemplated as being part of this invention The invention includes d and / iIsomers
in both pure form and in admixture, including racemic mixtures Isomers can be
prepared using conventional techniques, or by separating isomers of a compound of
formula |

Compounds of formula | can exist in unsolvated and solvated forms, including
hydrated forms In general, the solvated forms, with pharmaceutically acceptable
solvents such as water, ethanol and the like, are equivalent to the unsolvated forms
for purposes of this invention

A compound of formula | may form pharmaceutically acceptable salts with
organic and inorganic acids or bases Exampies of suitable acids for sait formation
are hydrochlonc, sulfunc, phosphonc, acetic, citne, malonic, salicylic, matic, fumanc,
succinic, ascorbic, maleic, methanesulfonic and other mineral and carboxylic acids
well known to those skilled in the art The salts are prepared by contacting the free
base forms with a sufficient amount of the desired acid to produce a salt i the
conventional manner The free base forms may be regenerated by treating the salt




\V

WO 121076926 PCT/USHZA2KER

with a sutable dilute aqueous base solution, such as dilute aqueous sodium
hydroxide, Iithium hydroxide, potassium hydroxide, caicium hydroxide, potassium
carbonate, ammonia or sodium bicarbonate The neutral forms differ from their
respective salt forms somewhat in certain physical properties, such as solubility in
5 polar solvents, but the salts are otherwise equivalent to their respective neutral forms
for purposes of the invention
in a preferred group of compounds of formula |, A s selected from the group

consisting of
S o
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wheretn .

R' and R are the same or different and are independentty H, OH, halogen,
5 cyano, CF3 CF30, NR'R®, NR'C(O)NR'R®, C(O)NR'R® COR’, OR?, SOyNR'R?,
NR’SOyR®, COR’, and substituted or unsubstituted aryl, substituted or unsubstituted
alkyl, substituted or unsubstituted alkoxy, substituted or unsubstituted arylalkyl,
substituted or unsubstituted heteroaryl, aryloxy heteroarylalkyl, heteroarylalkoxy,
heterocyclylalkyl, hydroxyalkyl, alkylaminoCQOalkyl, aminoalkoxy, atkoxyamnoalkyl
10 and aminoalkyl, and
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R? R®
R3

wherein

R? 1s selected from the group consisting of OH, NHC(O)R? and NHSQ,R’,

R3s selected from the group consisting of SO2NR’R®, NO,, CN, C(0) NR'R®
5 and SO.R’,

R* 1s selected from the group consisting of H, NO2, CN and CF3,

RS 1s selectad from the group consisting of H, CFa, halogen and CN and

R® s selected from the group consisting of H and CF

Compounds of formula {I) may be produced by processes known to those
10 skilled in the art in the following reaction schemes and in the preparations and
examples below
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A general procedure for the preparation of compounds of formula | ts as
follows

Scheme 1

An amine 1s condensed (Step A) with a nitrosalicylic actd under standard
coupling conditions and the resulting nitrobenzamide i1s reduced (Step B) under
hydrogen atmosphere in the presence of a suitable catalyst The remaiming partner
required for the synthesis of the final target i1s prepared by condensing an aryl amine
with the commercially available diethylsquarate to give the anilinoethoxysquarate
product Subsequent condensation of this intermediate with the aminobenzamide
prepared earier provides the desired chemokine antagonist (Scheme 1)

Scheme 2

Altematively, the aminobenzamide of Scheme 1 is first condensed with
commercially avallable diethylsquarate to give an altemate monoethoxy intermediate
Condensation of this intermediate with an aryl or heteroaryl amine gives the desired
chemokine antagonist

5 ~]
5 R
Re R L 8
NOe . R NQ2 > NHz
N

Scheme 3

o 2]
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Scheme 4
Rs R
Rg 5
T Re Re Rl
Re o, N NO NH,
N NO N
H2N NHz Rg H R); H

Scheme 3

Benztnazole compounds of Formula (I) are prepared by stirnng
nitrophenylenediamines with sodium nitnte in acetic acid at 60°C to afford the
nitrobenzotnazole intermediate (Scheme 3) Reduction of the nitro group in the
presence of palladium catalyst and hydrogen atmosphere provided the amine
compound Subsequent condensation of this intermediate with the
aniinoethoxysquarate prepared eariier (Scheme 1) provides the desired chemokine
antagonist.

Scheme 4

Condensation of nitrophenylenediamines with anhydndes or achvated acids at
reflux (Scheme 4) affords benzimidazole intermediates which after reduction with
hydrogen gas and palladium catalyst and condensation with the anilinoethoxysquarate
previously prepared (Scheme 1) affords benzimidazole chemokine antagonists
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Scheme 5

Indazole structures of Formula (1) can be prepared according to Scheme 5 by
reduction of nitroindazole A (J/ Am Chem Soc 1943, 65, 1804-1805) to give
aminoindazole B and subsequent condensation with the anilinoethoxysquarate
prepared earlier (Scheme 1)

Scheme 6

Indole structures of Formula (1) can be prepared according to Scheme 6 by
reducton of nitroindole A (J Med Chem 1995, 38, 1842-1954) to give aminoindole B
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and subsequent condensation with the anilinoethoxysquarate prepared earlier
(Scheme 1)

BIOLOGICAL EXAMPLES

The compounds of the present invention are useful in the treatment of CXC-
chemokine medsated conditions and diseases This utility is manifested in their ability
to inhibit IL-8 and GRO-a chemokine as demonstrated by the following in vitro assays

Receptor Binding Assays

CXCR1 SPA Assay
For each well of a 96 well plate, a reaction mixture of 10 pg hCXCR1-CHO

overexpressing membranes (Biosignal) and 200 ug/well WGA-SPA beads
{Amersham) in 100 pl was prepared in CXCR1 assay buffer (25 mM HEPES, pH 7 8,
2 mM CaClz, 1mM MgCly, 125 mM NaCl, 0 1% BSA) (Sigma) A 0 4 nM stock of
ligand, [1251]-IL-8 (NEN) was prepared in the CXCR1 assay buffer 20X stock
solutions of tast compounds were preparad in DMSO (Sigma) A 6 X stock solution of
IL-8 (R&D) was prepared in CXCR2 assay buffer The above solutions were added to
a 96-well assay plate (PerkinEimer) as follows 10 ul test compound or DMSO, 40 ul
CXCR1 assay buffer or IL-8 stock, 100 ul of reaction mixture, 50 p! of igand stock
(Final [Lygand] =0 1 nM) The assay plates were shaken for 5 minutes on plate
shaker, then incubated for 8 hours before cpm/well were determined in Microbeta
Trilux counter (PerkinElmer) % Inhibition of Total binding-NSB (250 nM IL-8) was ‘

determined for IC50 vaiues

CXCR2 SPA Assay
For each well of a 96 well plate, a reaction mixture of 4 pg hCXCR2-CHO

overexpressing membranes (Biosignal) and 200 pg/well WGA-SPA beads
(Amersham) in 100 u! was prepared n CXCR2 assay buffer (25 mM HEPES, pH 7 4,
2 mM CaClz, 1mM MgClz) A 04 nM stock of ligand, [125I]-IL-8 (NEN), was prepared
in the CXCR2 assay buffer 20X stock solutions of test compounds were prepared m
DMSO (Sigma) A 6 X stock solution of GRO-a (R&D) was prepared in CXCR2 assay
buffer The above solutions were added to a 96-well assay plate (PerkinElmer or
Corning) as follows 10 pi test compound or DMSO, 40 ul CXCR2 assay buffer or
GRO- a stock, 100 ul of reaction modure, 50 ul of hgand stock (Final [Ligand] =
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01 nM) When 40 X stock solutions of test compounds in DMSO were prepared, then
the above protocol was used except instead 5 pl test compound or DMSO and 45 pl
CXCR2 assay buffer were used The assay plates were shaken for 5 minutes on a
plate shaker, then incubated for 2-8 hours before cpm/well were determined Iin
Microbeta Tnlux counter (PerkinEimer) % Inhibition of total binding minus
non-specific binding (250 nM Gro-a or 50 uM antagonist) was determined and 1CS0
values calculated

Calcium Fluorescence Assay (FLIPR)
HEK 293 cells stably transfected with hCXCR2 and Ga/q were plated at

10,000 cells per well in a Poly-D-Lysine Black/Clear plate (Becton Dickinson) and
incubated 48 hours at 5% CO; 37°C The cultures were then incubated with 4 mM
fiuo-4, AM (Molecular Probes) in Dye Loading Buffer (1% FBS, HBSS w Ca & Mg,
20 mM HEPES (Celigro), Probenicid (Sigma)) for 1 hour The cultures were washed
with wash buffer (HBSS w Ca & Mg, 20 mM HEPES, Probenicid (2 5 mM)) three
times, then 100 pl/well wash buffer was added

Dunng incubation, compounds were prepared as 4X stocks in 0 4% DMSO
(Sigma) and wash buffer and added to their respective wells 1n the first addition plate
IL-8 or GRO-a (R&D Systems) concentrations were prepared 4X in wash buffer +
0 1% BSA and added to their respective wells in second addition plate

Culture plate and both addition plates were then placed in the FLIPR imaging
system to determine change in calcium fluorescence upon addition of compound and
then igand Brnefly, 50 pl of compound solutions or DMSO solution was added to
respective wells and change in calcium flugrescence measured by the FLIPR for
1 minute After a 3 minute incubation within the instrument, 50 pl of hgand was then
added and the change In calcium fluorescence measured by the FLIPR mstrument for
| minute The area under each stimulation curve was determined and values used to
determine % Stimuiation by compound (agonist) and % Inhibition of Total Calcium
response to ligand (0 3 nM IL-8 or GRO-u) for IC50 values of the test compounds
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Chemotaxis assays for 293-CXCR2
A chemotaxis assay Is setup using Fluorblok inserts (Falcon) for 283-CXCR2 cells

(HEK-293 cells overexpressing human CXCR2) The standard protocol used at
present is as follows

1 Inserts are coated wath collagen IV (2ug/mi) for 2 hrs at 37°C

2 The collagen is removed and Inserts are atlowed to air dry overnight

3 Cells are labeled with 10uM calcein AM (Molecular Probes) for 2 hrs
Labeling is done in complete media with 2% FBS

4 Dilutions of compound are made in minimal media (0 1% BSA) and
placed inside the insert which is positioned inside the well of a 24 well plate Within
the well 1s IL-8 at a concentration of 0 25nM in minmal media Cells are washed and

resuspended In minmal media and placed inside the insert at a concentration of
50,000 cells per insert.

5 Plate 1s incubated for 2hrs and inserts are removed and placed in a new
24 well Fluorescence Is detected at excitation=485 nM and emission=530 nM

Cytotoxicity Assays
A cytotoxicity assay for CXCR2 compounds 1s conducted on 293-CXCR2 cells

Concentrations of compounds are tested for toxicity at high concentrations to
determine If they may be used for further evaluation in binding and cell based assays
The protocol is as follows

1 293-CXCR2 celis are plated ovemight at a concentration of 5000 cells .
per well iIn complete media

2 Dilutions of compound are made in minimal media w/0 1% BSA
Complete meadia 1s poured off and the dilutions of coampound are added Plates are
incubated for 4, 24 and 48hrs Cells are labeled with 10uM caicein AM for 15 minutes
to determine cell viability Detection method 1s the same as above

Soft Agar Assay

10,000 SKMEL-5 cells/well are placed in a mixture of 1 2% agar and complete
media with vanous dilutions of compound Final concentration of agar 1s 0 6% After
21 days viable cell colonies are staned with a solution of MTT (1mg/ml in PBS)
Plates are then scanned to determine colony number and size 1Csp 1s determined by
companng total area vs compound concentration
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For the compounds of this invention, a range of CXCR2 receptor binding
activihes from about 1 nM to about 10,000 nM was observed Compounds of this
invention preferably have a binding activity in the range of about 1 nM to 1,000 nM,
more preferably about 1 to 500 nM, and most preferably about 1 nM to 100 nM

The pharmacsutical compositions containing the active ingredient may be in a
form suitable for oral use, for example, as tablets, troches, lozenges aqueous or olly
suspensions, dispersible powders or granules, emulsions, hard or soft capsules, or
syrups or elixirs Composttions intended for oral use may be prepared according to
any method known to the art for the manufacture of pharmaceutical compositions and
such compositions may contain one or more agents selected from the group
consisting of sweetening agents, flavonng agents, colonng agents and preserving
agents in order to provide pharmaceutically elegant and palatable preparations
Tablets contain the active ingredient in admixture with non-toxic pharmacautically
acceptable excipients which are suitable for the manufacture of tablets These
excipients may be for example, inert diluents, such as calcium carbonate, sodium
carbonate, lactose, calcium phosphate or sodium phosphate granulating and
disintegrating agents, for example, com starch, or alginic acid, binding agents for
example starch, gelatin or acacia, and lubncating agents, for example magnesium
stearate, steanc acid or talc The tablets may be uncoated or they may be coated by
known techniques to delay disintegration and absorption in the gastrointestinal tract
and thereby provide a sustained action over a longer penod For example, a time
delay matenal such as glyceryl monostearate or glyceryl distearate may be employed
They may also be coated by the technique descnbed in the U S Pat Nos 4,256,108,
4,166,452, and 4,265,874 to form osmotic therapeutic tablets for controlled release

Formulations for oral use may also be presented as hard gelatin capsules
wherein the active ingredients 1s mixed with an nert solid diluent, for example, calcium
carbonate, calcium phosphate or kaolin, or a soft gelatin capsules where n the active
ingredient is mixed with water or an oit medium, for example peanut oil, hquid paraffin
or olive oll

Aqueous suspensions contain the active matenal in admixture with excipients
suitable for the manufacture of aqueous suspensions Such excipients are
suspending agents, for example, sodum carboxymethyicellulose, methyiceilulose,
hydroxypropylmathyl-cellulose, sodium aiginate, polyvinyi-pyrrolidone, gum tragacanth
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and gum acacia, dispersing or wetting agents may be a naturally-occumng
phosphatide, for example, lecithin, or condensation products of an alkylene oxide with
fatty acids, for axample polyoxyethylene stearate, or condensation products of
ethylene oxide with long chamn aliphatic alcohols, for example, heptadecaethylene-
oxycetanol, or condensation products of ethylene oxide with partial esters derved
from fatty acids and a hexrtol such as polyoxyethylene sorbitol monooleate, or
condensation products of ethylene oxide with parhal esters denved from fatty acids
and haxitol anhydndes, for example, polyethylene sorbtan monooleate The aqueous
suspensions may also contain one or more preservatives, for example, ethyl or n-
propyt, p-hydroxybenzoate, one or more colonng agents, one or more flavoring
agents, and one or more sweetening agents, such as sucrose, sacchann or
aspartame

Oily suspensions may be formulated by suspending the active ingredient in a
vegetable oil, for example, arachis all, olive oll sesame oil or coconut oll, or in mineral
oil such as liquid paraffin The oily suspensions may contain a thickening agent, for
example, beeswax, hard paraffin or cetyl alcohol Sweetening agents such as those
set forth above, and flavonng agents may be added o provide a palatable oral
preparation These compositions may be preserved by the addition of an ant-oxidant
such as ascorbic acid

Dispersible powders and granules suitable for preparation of an aqueous
suspension by the addition of water provide the active ingredient in admixture wath a

dispersing or wethng agent suspending agent and one or more preservatives .
Surtable dispersing or wetling agents and suspending agents are exemplified by those
already mentioned above Additional excipients, e g , sweetening flavonng and
colonng agents, may also be present

The pharmaceutical compositions of the invention may also be in the form of an
oil-in-water emulsions The oily phase may be a vegetable oll, e g , olive ol or arachis
oil, or a mineral oll, e g , hquid paraffin or mixtures of these Surtable emulsifying
agents may be naturally-occumng phosphatides, e g , soy beans, lecithin, and esters
or parhal esters denved from fatty acids and hexitol anhydndes, for example, sorbitan
monooleate, and condensation products of the said partial esters with ethylene oxide,
e g ,polyoxyethylene sorbitan monooleate The emuisions may also contain
sweetening and flavounng agents
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Syrups and elixirs may be formulated with sweetening agents, for example,
glycerol, propylene glycol, sorbitol or sucrose Such formulations may aiso contain a
demulcent, a preservative and flavoring and coloring agents

The pharmaceutical compositions may be in the form of a stenle injectable
aqueous or oleagenous suspension This suspension may be formulated according to
the known art using those surtable dispersing or wetting agents and suspending
agents which have been mentioned above The stenle injectable preparation may
also be a stenle injectable solution or suspension In a non-toxic parenterally-
acceptable diluent or solvent, e g ,as a solution 1n 1,3-butane diol Among the
acceptable vehicles and solvents that may be employed are water, Ringer s solution
and isotonic sodium chlonde solution In addition, sterile fixed oils are conventionally
employed as a solvent or suspending medium For this purpose any bland fixed oil
may be employed including synthetic mono- or diglycendes |In addition fatty acids
such as oleic acid find use in the preparation of injectables

Compounds of the invention may also be administered in the form of
suppositones for rectal administration of the drug  The compositions can be prepared
by mixing the drug with a suitable non-imtating excipient which 1s solid at ordinary
temperatures but hquid at the rectal temperature and will therefore melt in the rectum
to release the drug Such matenals are cocoa butter and polyethylene glycols

For topical use, creams ointments, jellies solutions or suspensions etc,
containing the compound of The invention are employed (For purposes of this
application, topical application shall include mouthwashes and gargles )

The compounds for the present invention can be administered in the intranasal
form wvia topical use of suitable intranasal vehicles, or via transdermal routes, using
those forms of transdermal skin patches well known to those of ordinary skill in the art
To be administered in the form of a transdermal delivery system, the dosage
administration will, of course, be continuous rather than intermittent throughout the
dosage regimen Compounds of the present tnvention may also be delivered as a
suppository employing bases such as cocoa butter, glycennated gelatin,
hydrogenated vegetable oils, mixtures of polyethyleme glycols of vanous molecular
weights and fatty acid esters of polysthylene glycol

The dosage regimen utilizing the compounds of the present invention 1s
selected in accordance with a vanety of factors including type, species, weight, sex
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and medical condition of the patient, the seventy of the condition to be treated, the
route of administration, the renal and hepatic function of the patient, and the particular
compound thereof employed A physician or vetennanan of ordinary skill can readily
determine and prescribe the effective amount of the drug required to prevent, counter,
arrest or reverse the progress of the condition Optimal precision in achieving
concentration of drug within the range that yields efficacy without toxicty requires a
regimen based on the kinetics of the drug's availability to target sites This involves a
consideration of the disinbution, equitbrium, and ehmmnation of a drug Preferably,
doses of the compound of structural The invention useful in the method of the present
invention range from 0 01 to 1000 mg per adult human per day Most preferably,
dosages range from 0 1 to 500 mg/day For oral admirustration, the composttions are
preferably provided in the form of tablets containing 0 01 to 1C00 miligrams of the
active ingredient, particularly 0 01,005,01,05,10,25 50,100,150 250, 50 0,
100 and 500 mithgrams of the actve ingredient for the symptomatic adjustment of the
dosage to the patient to be treated An effective amount of the drug i1s ordinanly
supplied at a dosage level of from about 0 0002 mg/kg to about 50 mg/kg of body
weight perday The range I1s more particularly from about 0 001 mg/kg 1o 1 mg/kg of
body weight per day

Advantageously, the active agent of the present invention may be administared

in a single daily dose, or the total daily dosage may be administered in dividend doses
of two, three or four time daily
The amount of active ingredient that may be combined with the camer .
matenals to produce single dosage form will vary depending upon the host treated
and the particular mode of administration
it will be understood, however, that the specific dose level for any parucular
patient will depend upon a vanety of factors including the age, body weight, general
health, sex, diet, tme of administration, route or administration, rate of excretion, drug
combimaton and the seventy of the particular disease undergoing therapy

Ancther aspect of the invention is a method for treating cancer, compnsing
administenng to a patient in need thereof, concurrently or sequentially, a
therapeutically effective amount of (a) a compound of formula (1) and (b) an ant~
cancer agent such as an antineoplastic agent, a microtubule affecting agent or an



10

15

20

25

30

WO 024076926 PCT/USO2/02888 \q
23

anti-angiogenesis agent Additionally, the compounds of the invention can be co-
administered with radiation therapy

Classes of compounds that can be used as the anti-cancer chemotherapeutic
agent (antineoplastic agent) include alkylating agents, antimetabolites, natural
products and their denvatives, hormones, ant-hormones, anti-angiogenic agents and
steroids (including synthetic analogs) and synthetics Examples of compounds within
these classes are given below

Alkylating agents (including nitrogen mustards, ethylenimine denvatives, aikyl
sulfonates, nitrosoureas and tnazenes) Uracil mustard, Chlormethine,
Cyclophosphamide (Cytoxan®), fosfamide, Melphalan, Chlorambucil, Pipobroman,
Tnethylene-melamine, Tnethylenethiophosphoramine, Busulfan Carmustine,
{omustine, Streptozocin, Dacarbazine and Temozolomide

Antimetabolites (including folic acid antagonists, pynmidine analogs, punne
analogs and adenosine deaminase inhibitors) Methotrexate, 5-Fluorouracil,
Floxundine, Cytarabine, 6-Mercaptopurine 6-Thioguanine Fludarabine phosphate,
Pentostatine, and Gemcitabine

Natural products and their denivatives (including vinca alkaloids, anttumor
antibiotics, enzymes, lymphokines and epipodophyliotoxins) Vinblastine, Vincnstine,
Vindesine, Bleomycin, Dactnomycin, Daunorubicin, Doxorubicin  Epirubicin,
Idarubicin, pacittaxe! (paclitaxel 1s commercially available as Taxol® and 1s descnbed
in more detail below in the subsection entitled “Microtubule Affecting Agents”™),
Mithramycin Deoxyco-formycin Mitomycin-C, L-Asparaginase, Interferons (especially
IFN-a) Etoposide, and Teniposide

Hormones and steroids (including synthetic analogs) 17a-Ethinylestradiol,
Diethylstilbestrol, Testosterone Prednisone, Fluoxymesterone, Dromostanolone
propionate, Testolactone, Megestrolacetate, Tamoxifen, Methylprednisolone, Methyl-
testosterone, Prednisolone, Tnamcinolone, Chlorotnanisene, Hydroxyprogesterone,
Aminoglutetnimide, Estramustine, Medroxyprogesteroneacetate, Leuprolide,
Flutamide, Toremifene, Zoladex

Synthetics (including inorganic complexes such as platinum coordination
compiexes) Cisplatin, Carboplatin, Hydroxyurea, Amsacnne, Procarbazine, Mitotane,
Mitoxantrone, Levamisole, and Hexamethylmelammne
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Ant-angiogenic agents include Manmastat, AG3340, Col-3, Neovastat, BMS-
275291, Thaldomide, Squalamine, Endostatin, SU-5416, SU-6668, Interferon-aipha,
Ant-VEGF antibody, EMD121974, CA|, Interleukin-12, IM862, Platelet Factor-4,
Vitaxin, Angiostatin, Suramin, TNP-470, PTK-787, ZD-6474, ZD-101, Bay 129566,
CGS27023A, taxotere and Taxol

Methods for the safe and effective administration of most of these
chemotherapsutic agents are known to those skilled in the art In addition, their
administration s descnbed in the standard literature For example, the admimstration
of many of the chemotherapeutic agents is described in the “Physicians’ Desk
Reference” (PDR), e g , 1996 edition (Medical Economics Company, Montvale,

NJ 07645-1742, USA), the disclosure of which 1s incorporated herein by reference .
thereto

As used herein, a microtubule affecting agent 1s a compound that interferes
with cellular mitosis, /1 @ , having an anti-mitotic effect by affecting microtubule
formation and/or action Such agents can be, for instance, microtubule stabilizing
agents or agents which disrupt microtubule formation

Microtubule affecting agents useful in the invention are well known to those of
skill in the art and include, but are not imited to aliocolchicine (NSC 406042),
Halichondnn B (NSC 608385), colchicine (NSC 757), colchicine derivatives (e g . NSC
33410), dolastatin 10 (NSC 376128), maytansine (NSC 153858) rhizoxin (NSC
332598), paclitaxe! (T axol®, NSC 125973), Taxol® denvatives (e g, denvatives (e g,
NSC 608832), thiocolchicine (NSC 361792), tntyl cysteine (NSC 83265), vinblastine .
sulfate (NSC 49842), vincnshine sulfate (NSC 67574) epothilone A, epothilone, and
discodermolide (see Service, (1996) Science, 274 2009) estramustine, nocodazole,
MAP4, and the like Examples of such agents are also descnbed in the scientfic and
patent iterature, see, e g, Buhnski (1997) J Cell Scr 110 3055-3064, Panda (1997)
Proc Natl Acad Sct USA 94 10560-10564, Muhiradt (1997) Cancer Res 57 3344-
3346, Nicolaou (1997) Nature 387 268-272, Vasquez (1997) Mol Biol Cell 8 973-
985, Panda (1996) J Brol Chem 271 29807-29812

Particularly preferred agents are compounds with paclitaxel-ike activity These
include, but are not imited to paclitaxel and pacitaxel denvatives (pachtaxel-iske
compounds) and analogues Paclitaxe! and its denvatives are available commercially
In addition, methods of making paciitaxel and paclitaxel denvatives and analogues are
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well known to those of skill In the art (see, e g, US Patent Nos 5,569,729,
5,565,478, 5,530,020, 5,527,924, 5,508,447, 5,489,589, 5,488,116, 5,484,809,
5,478,854, 5,478,736, 5,475,120, 5,468,769, 5,461,169, 5,440,057, 5,422,364,
5,411,984, 5,405,972, and 5,296,506)

More specificaily, the term “paciitaxel” as used herein refers to the drug
commercially available as Taxol® (NSC number 125973) Taxol® inhibits eukaryotic
cell replication by enhancing polymenzation of tubulin moieties into stabilized
microtubule bundles that are unable to reorganize into the proper structures for
mitosis Of the many available chemotherapeutic drugs, pachtaxel has generated
interest because of tts efficacy in clinical tnals against drug-refractory tumors,
including ovanan and mammary gland tumors (Hawkms (1992) Oncology, 6 17-23,
Horwitz (1992) Trends Pharmacol Sct 13 134-146, Rowinsky (1990) J Nat! Canc
Inst 82 1247-1259)

Additional microtubule affecting agents can be assessed using one of many
such assays known In the art, @ g, a semiautomated assay which measures the
tubulin-polymenzing activity of pachtaxel analogs in combination with a cellular assay
to measure the potential of these compounds to block cells in mitosis (see Lopes
(1997) Cancer Chemother Pharmacol 41 37-47)

Generally, activity of a test compound s determined by contacting a cell with
that compound and determining whether or not the cell cycle i1s disrupted, in particular,
through the inhibition of a mitotic event  Such inhibition may be mediated by
disruption of the mitotic apparatus, e g, disruption of normal spindle formation Cells
in which mitosis I1s interrupted may be charactenzed by altered morphology (e g,
microtubule compaction, increased chromosome number etc )

In a preferred embodiment compounds with possibie tubulin polymenzaton
achvity are screened in vitro In a preferred embodiment, the compounds are
screened aganst cultured WR21 cells (denved from line 69-2 wap-ras mice) for
inhibition of proliferation and/or for altered cellular morphology, 1n particular for
microtubule compaction /n vivo screening of positive-testng compounds can then be
performed using nude mice beanng the WR21 tumor celis Detailed protocols for this
screening method are described by Porter (1995) Lab Arvm Sci, 45(2) 145-150

Other methods of screening compounds for desired activity are well known to
those of skill in the at Typically such assays involve assays for inhibition of

W
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microtubule assembly and/or disassembly Assays for microtubule assembly are
descnbed, for example, by Gaskin et a/ (1974) J Molec Brol, 89 737-758 U S
Patent No 5,569,720 also provides in vitro and in vivo assays for compounds with
paclitaxel-like activity

Methods for the safe and effective administration of the above-mentioned
microtubule affecting agents are known to those skilied in the art in addition, thewr
administration s described in the standard Iiterature For example, the administration
of many of the chemotherapeutic agents is descnbed in the “Physicians’ Desk
Reference” (PDR), e g , 1996 edition (Medical Economics Company, Montvale,
NJ 07645-1742, USA), the disclosure of which 1s incorporated herein by reference
thereto .

The amount and frequency of administration of the compounds of formula (i)
and the chemotherapsutic agents and/or radiation therapy will be regulated according
to the judgment of the attending clinician {physician) considening such factors as age,
condition and size of the patient as well as severity of the disease being treated A
dosage regimen of the compound of formula () can be oral admmnistration of from 10
mg to 2000 mg/day, preferably 10 to 1000 mg/day, more preferably 50 to 600 mg/day,
In two to four (preferably two) divided doses, 10 block tumor growth Intermsttent
therapy (e g , one week out of three weeks or three out of four weeks) may aiso be
used

The chemotherapeutic agent and/or radiation therapy can be administered
according to therapeutic protocols well known in the art it will be apparent fo those .
skilled in the art that the administration of the chemotherapeutic agent and/or radiation
therapy can be vaned depending on the disease being treated and the known effects
of the chemotherapautic agent and/or radiation therapy on that disease Also, In
accordance with the knowledge of the skilled clinician, the therapeutic protocols (e g ,

dosage amounts and tmes of administration) can be varied in view of the observed
effects of the administered therapeutic agents (1 e , antineoplastic agent or radiation)
on the patient, and in view of the observed responses of the disease to the
administered therapeutic agents

In the methods of this invention, a compound of formula (1) 1s administered
concurrently or sequentially with a chemotherapeutic agent and/or radiation Thus, it
is not necessary that, for example, the chemotherapeutic agent and the compound of
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formuta (1), or the radiation and the compound of formula (1), should be administered
simultaneously or essentially simultaneously The advantage of a simultaneous or
essentally simultaneous administration is well within the determination of the skilled
clinician

Also, in general, the compound of formula (I) and the chemotherapeutic agent
do not have to be administered in the sama pharmaceutical composition, and may,
because of different physical and chemical charactenstics, have to be administered by
different routes For example, the compound of formula (1) may be administered orally
to generate and maintain good blood levels thereof, while the chemotherapeutic agent
may be administered intravenously The determination of the mode of administration
and the advisability of administration, where possible, in the same pharmaceutical
composition, 1s well within the knowledge of the skilled chinician The initial
adrministration can be made according to established protocols known in the art, and
then, based upon the observed effacts the dosage modes of administration and
times of administration can be modified by the skilled chnician

The particular choice of a compound of formula (1) and chemo-therapeutic
agent and/or radiation wili depend upon the diagnosis of the attending physicians and
their judgement of the condition of the patient and the appropniate treatment protocol

The compound of formula (f), and chemotherapeutic agent and/or radiation
may be administered concurrently (e g , simultaneously essentially simultaneously or
within the same treatment protocol) or sequentially depending upon the nature of the
proliferative disease, the condition of the patient, and the actual choice of
chemotherapeutic agent and/or radiation to be administered in conjunction (1 e , within
a single treatment protocol) with the compound of formuila ()

if the compound of formula (1), and the chemotherapeutic agent and/or
radiation are not administered simultaneously or essentially simultaneously, then the
inthal order of administration of the compound of formula (f), and the
chemotherapeutic agent and/or radiation, may not be important Thus, the compound
of formula (]) may be administered first followed by the administration of the
chemotherapeutic agent and/or radiation, or the chemo-therapeutic agent and/or
radiation may be administered first followed by the administration of the compound of
formula (I) This alternate administration may be repeated dunng a single treatment
protocol The determination of the order of administration, and the number of
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repetitions of administration of each therapeutic agent dunng a treatment protocol 1s
well within the knowledge of the skilled physician after evaluation of the disease being
treated and the condition of the patient For example, the chemotherapeutic agent
and/or radiation may be administered first, especially if it 1s a cytotoxic agent, and then
the treatment continued with the administration of the compound of formula (1)
followed, where determined advantageous, by the administration of the
chemotherapeuvtic agent and/or radiation, and so on unti the treatment protocol i1s
complete

Thus, in accordance with expenence and knowledge, the practicing physician
can modify each protocol for the administration of a component (therapeutic agent—
1 e , the compound of formula (1), chemotherapeutic agent or radiation) of the .
treatment according to the individual patient's needs, as the treatment proceeds

The attending chimcian, in judging whether treatment i1s effective at the dosage
admiristered, will consider the general weli-being of the patient as well as more
definite signs such as relief of disease-related symptoms, inhibition of tumor growth,
actual shnnkage of the tumor, or inhibition of metastasis Size of the tumor can be
measured by standard methods such as radio-logical studies, e g, CAT or MR scan,
and successive measurements can be used to judge whether or not growth of the
tumor has been retarded or even reversed Relief of disease-related symptoms such
as pam, and improvement in overall condition can also be used to help judge
effectiveness of treatment

The following examples illustrate the preparation of some of the compounds of .

the invention and are not to be construed as limiting the invention disclosed herein
Alternate mechanistic pathways and analogous structures will be apparent to those
skilled in the art

PREPARATIVE EXAMPLE 1

NH3
NO, + -~H stEE A.
HOQ‘ StepB
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Step A
3-Nitrosalicylic acid (500 mg, 2 7 mmol), 1.3-dicyclohexyicarbodimide (DCC)

(563 mg) and ethyl acetate (10 mL) were combined and stirred for 10 min (R)-{-)}-2-
pymolidinemethanol (0 27 mL) was added and the resulting suspension was stired at
room temperature overnight The solid was fiitered off and the filtrate was either
concentrated down and directly punfied or washed with 1N NaOH The aqueous
phase was acidified and extracted with EtOAc The resulting organic phase was dned
over anhydrous MgSQ, filtered and concentrated /n vacuo Punfication of the residue
by preparative plate chromatography (silica gel, 5% MeOH/CHCl; saturated with
AcOH) gave the desired compound (338 mg 46% MH' = 267)

StepB

The product from Step A above was stired with 10% Pd/C under a hydrogen
gas atmosphere overmight The reaction mixture was filtered through celite, the filtrate
concentrated /n vacuo, and the resulting residue punfied by column chromatography
(silica gel, 4% MeOH/CH,Clz saturated with NH;OH) to give the product (129mg 43%,
MH+=237)

PREPARATIVE EXAMPLE 2

o™
HO O/‘H
NO,  PyBroP/DIEA NO,
OH

OH CHLCh

Step A

Cyclohexylmethanamine (0 7 mL, 5 35 mmol, 2 0 eq ) was added m one portion
fo a stirred solution of 3-hydroxy-4-nitrobenzoic acid (500 mg, 268 mmol 10 eq),
dusopropylethylamine (DIEA) (1 4 mL, 8 03 mmol, 3 0 eq ), and
bromotnpymrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBroP), {1 30 g, 2 68 mmol,
1 0 eq ) In anhydrous dichloromethane (25 mL) at room temperature under a ntrogen
atmosphere The mixture was stired at room temperature for 12h and diluted with 1 0
M aquecus NaOH solution (50 mL) The mixture was extracted with dichloromethane
(4 x 25 mL) and the organic extracts were discarded The aqueous phase was
acidified with 6 0 M aqueous HCI solution to = pH 2 and extracted with ethyl acetate
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(4 x 25 mL) The combined organic extracts were washed with bnne (50 mL) dned
over Na;SO,, filtered, and concentrated under house-vacuum at 30°C The resulting
solid (588 mg, 2 11 mmol, 78%, MH" = 279) was used directly without any further
attempts at punfication

The aqueous acid solution from Step A above was stimed with 10% Pd/C under .
a hydrogen gas atmosphere overnight The reaction mixture was filtered through
celite, the filtrate concentrated in vacuo, and the resulting residue purified by column
chromatography (silica gel, 4% MeOH/CH.Cl; saturated with NH,OH) to give the
product (319mg, 62%, MH+= 240)

Following the procedures set forth in Preparative Examples 1 and 2 but using
the carboxyiic acid, the amine and the coupling agent [DCC (Prep Ex 1) or PyBrop
(Prep Ex 2)] listed in Table | below, the indicated amide products were obtained and
usad without further purification
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Table |
1 Coupling Agent
Pre 2 % Yield Step
Exp Carboxylic acld Amine Product A, StepB
3 MH' Step A,
Step B
- NH 1 DCC
3 NO; CN H C,N-&Q: 2|2 so% 8a%
HOLL™ L O 3 237 207
- NH 1 PyBrop
4 cQNO, O" H CN—% 2 |2 100% 31%
HOC” % = ER 3 267 237
“~OH ~OH
5 N 1 PyBrop
Ho..c" ; © HoR«_(Q NH2 |2 o7% 27%
= OH HO N-H H o OH 3 281 251
H
1 PyBrop
8 . CQ\NO, Q»QNHz 2 99% 14%
L ou HO N-H | FO 4% OH 3 281 251
H
r5< 1 PyBrop
7 N e | " u-\Qc:;NHZ 2 100% 26%
- H © 3 255 225
HO.C OH H
s\
SSL P 1 PyBrop
8 HOQ NO; Py HO  HN N, | 2 100 35%
OH HO N-H 5 on 2 13 283 253
H
= R
* R 7 1 PyBrop
9 N — HO HN 2 94% 15%
HO % nd WN-H NHz {3 241 211
¥ OH H O OH
S
1 PyBrop
10 ,‘/Q\mz L . HO' HN NH, |2 100% 33%
HOC™ b HO HN- O OH 3 241 211
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1 Couphing Agent
2 % Yleld Step
FEoP | Carboxylic acwd Amine Product A, Step B
X 3 MH Step A,
Step B
O 1 PyBrop
1 NO, Ay P 2 91% 29%
-
HO, OH HZNOC N_HI H.NO HN NHy 3 294 264
H O OH
0
NH
HOXC 3
1 PyProp
12 ’Q‘""z HaN 2 100% 38%
OH 3 183 153
NH,
OH
0
HO.C Me\ Me
2 H N 1 PyBrop
13 QN% :f: N 2 85% 64%
OH N, |3 197, 167
OH
0
rop
14 | HOC N N 2 81% 68%
NO, Me N 3 211 181
Hy
OH OH
0
HO,C H
‘QN% Or N 1 PyBrop
15 2 75% 39%
OH NH, |3 251 221
OH
3]
HOC e i N 1 DCC
16 NO; H H 2 33% 95%
OH NH2 | 3 273 243
OH
[ ] o
H
MQsz 1 PyBrop
17 -H ﬁ 2 82% 47%
OH NH, |3 265,235

IZ
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1 Coupling Agent
2 % Yheld Step
PE':" Carboxylic acid Amine Product ;.n;s':g% tB A
ep
Step B
P H o
HO.C Ph
) sz h\N/ N 1 PyBrop
18 H H 2 74% 37%
OH NH, |3 250 229
OH
M M ves
.~ © N 1 PyBrop
19 NO, N” / NH2 |2 a7 so%
H H Me OH
o OH o 3 211 181
PREPARATIVE EXAMPLE 20
M _StepA_
- NOo, + m—u\1 Step 3 \_\ ‘Q\
OH 'N—H
Me
Step A

3-Nitrosahicylic acid (500 mg, 2 7 mmol) DCC (563 mg) and ethyl acetate {10
mL) were combined and stirred for 10 min N N-Dimethy!-1,3-propanediamine (0 34
mL) was added and the resulting suspension was stired at room temperature
The sohd was filtered and strred with 1N HCl  After filtration of the
resulting mixture, the aqueous filtrate was used directly in the next reaction

ovemight

Step B
The aqueous acid soluton from Step A was stimed with 10% Pd/C under a

hydrogen gas atmosphere overnight The reachion mixture was filtered through celite,
the filtrate concentrated in vacuo, and the resulting residue purified by column
chromatography (siica gel, 4% MeOH/CH,Cl, saturated with NH,OH) to give the
desired product (183 mg, 29%, MH" = 238)

Following the two-step procedure set forth 1n Preparative Example 20 but using
the carboxylic acid and amine histed in Table I} below, the Products were obtained
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Table 1
Prep Carboxylic acid Amine Product 1% Yield
LEX_ 2 MK
1 39%
21 M% MQ 2 238
N
QQ‘ nol M M~ M) NK;
H OH HN—H H ©
119
22 a—\ 2 288
ch NO: N {’_'\
HOL on N NH,
I-Ii“ H H o OH
1 20%
23 e m— 2 280
CQ nof NN [ NHz
HO, OH -H H o ©H
1 52%
24 [Hogc Me Me @ 2 238
QNO-_- Me-N\_\ N
OH N H NH,
Me OH
”~
PREPARATIVE EXAMPLE 25
Eto
N + > Eto
ﬁ ~ Eto H._" Eto*\gjp‘ NO:
S ), o
Step A

10

2.2-disthoxy-ethylamine (4 2 mL) and 3-hydroxy-4-nitrobenzoic acid
(5 g) were reacted according to the procedure set forth in Preparative Example 2,
Step A (40% yield, MH" = 290)

£t
EtO N~‘Q~ NO; — _Q NH,
H %, OH b OH
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Step B
The product from Step A (806 mg) and P:Sy (15 g) were heated to 130°C,

then )iImmediately cooled to room temperature Water was added and the resulting
mixture was filtered The filtrate was extracted with ethyl acetate and the organic
phase was dned over anhydrous MgSO,, filtered and concentrated in vacuo
Punfication of the residue by preparative plate chromatography (siica gel, 2%
MeOH/CH_CI;) gave the product (90 mg, 15%)

PREPARATIVE EXAMPLE 26
\
" NN N | NN
Q\IH‘\\I)\""’2 AN ww,
© oH O oH

The carboxylic acid as descnbed in the literature (Khimiya Geterotsiklicheskikh
Soedinenn 1986 328-330 [Chemustry of Heterocyclic Compounds 1986, 22, 265-
267]) 1s coupled with dimethylamine and the nitro substhtuent is reduced according to
the procedure outhned in Preparative Example 2 to obtain the pyrazole product

shown
PREPARATIVE EXAMPLE 27
XOYH OH HoN OH
o U X _om [ N ort
S S
o o

The BOC aminothiophene compound (as prepared in the literature [J Org
Chem 1985, 50, 2730-2736)) i1s treated with HCI in dioxane or tnfluoroacetic acid
(TFA) in dichloromethane according to procedures known in the art to obtain the
thiophene product shown
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PREPARATIVE EXAMPLE 28
H,N OH HoN H
DA L LI
OEt oL
S S
o
H,N OH Step B HoN OH |
\E_\g\",o L LA N
S S
0 o]
5 StepA
The title compound from Preparative Example 27 is treated with lithium .

hydroxide in a surtable solvent according to procedures well established in the art to
obtain the Iithium carboxylate intermediate shown

10
Step B

The Iithium carboxylate prepared as described in Step A above 15 coupled with
dimethylamine according to the procedure outined in Preparative Example 2, to
15  obtan the thiophene product shown

PREPARATIVE EXAMPLE 29

ij}sz Step A mcj)_sl Step B .ﬁ} .
H Br Me Br M

StepC

0
- StepE  ~ StepD
P, =L o
H NH, Mo~ NP M Br

Ph

20
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Step A
Methyl-3-hydroxy-4-bromo-2-thiophenecarboxylate (10 0 g, 42 2 mmol) was

dissolved in 250 mL of acetone Potassium carbonate (30 0 g, 217 4 mmol) was
added followed by a solution of iodomethane (14 5 mL, 233 0 mmol} The mixture
was heated to reflux and continued for 6 h After cooled to room temperature, the
mixture was filtered, the solid matenat was nnsed with acetone (~200 mL) The filtrate
and nnsing were concentrated under reduced pressure to a solid, further dned on high
vacuum, yielding 13 7 g (100%) of methyl-3-methoxy-4-bromo-2-
thiophenecarboxylate (MH* =251 0)

Step B
Methy!-3-methoxy-4-bromo-2-thiophenecarboxylate (13 7 g), avallable from

step A, was dissolved in 75 mL. of THF, and added with a 1 0 M sodium hydroxide
aqueous solution (65 mL, 65 0 mmol) The mixture was stired at room temperature
for24 h A 10 M hydrogen chionde aqueous solution was added dropwise to the
mixture until pH was approximately 2 The acidic mpdure was extracted with CH2Cl
(100 mL x 2, 50 mL) The combined organic extracts were washed with bnne (40 mL),
dned with Na;S0,, and concentrated under reduced pressure to a solid, 100 g
(100%, over two steps) of 3-methoxy-4-bromo-2-thiophenecarboxyiic acid (MH" =

237 0)

Step C
To a stired solution of 3-methoxy-4-bromo-2-thiophenecarboxylic acid (6 5 g,

27 4 mmol) in 140 mL of CH2Cl, obtained from step B, was added bromo-
tnpyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBrop, 128 g. 27 5mmol),a20M
solution of dimethyl anune in THF (34 5mL., 69 0 mmol), and diisopropylethyl amine
(120 mL, 68 7 mmol) After 3 d, the mixture was diluted with 100 mL of CH.Cl., and
washed with a 1 0 M sodium hydroxide aqueous solution (30 mL x 3) and bnne (30
mL)} The organic solutton was dned with Na,SO,, filtered, and concentrated to an oil
This crude oil product was punfied by flash column chromatography, eluting with
CHzCl-hexanes (1 1, viv) Removal of solvents afforded a solid, further dned on high
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vacuum, yielding 6 76 g (83 %) of N, N-dimethyl-3-methoxy-4-bromo-2-
thiophenecarboxamide (MH' = 265 0, M+2 = 266 1)

Step D
An oven dned three-neck round bottom flask was equipped with a refluxing

condenser charged sequentially with palladium acetate (95 mg, 0 42 mmol) (R)-2 2'-
Bis(diphenylphosphino)-1,1-binaphthyl (BINAP) (353 mg, 0 57 mmol), cesium
carbonate (9 2 g, 28 33 mmol), and N, N'-dimethyl-3-methoxy-4-bromo-2-
thiophenecarboxamide (3 74 g, 14 2 mmol, from step C) The solid mixture was
flushed with nitrogen (*degass via house vacuum / refill with nitrogen”, three cycles)
Toluene (95 mL) was added to the solid mixture followed by benzophenone immne (3 6
miL, 21 5 mmol) The mixture was heated to reflux and continued for 10 h A second
batch of palladium acetate (95 mg, 0 42 mmol) and (R)}-BINAP (353 mg, 0 57 mmol) in
5 mL of toluene was added Refluxing was continued for 14 h  The third batch of
palladium acetate (30 mg, 0 13 mmol) and (R)-BINAP

(88 mg, 0 14 mmol) was added, and reaction continued at 110°C for24 h The
mixture was cooled to room temperature diluted with ether (50 mL), filtered through a
layer of Celite, nnsing with ether The filtrate and nnsing were concentrated under
reduced pressure to an oil, which was purified twice by flash column chromatography
using CH,Cl> and CH.Cl>-MeOH (200 1) as eluents Removal of solvents afforded 4 1
g (79 %) of the amido-thiophene diphenylimine product as a solid (MH" = 365 1)

StepE
To a stirred solution of thiophene imine (5 09 g 13 97 mmol), obtaned from

step D, in 140 mL of CH;C}, at -78°C was added dropwise a 1 0 M solution of boron
tnbromide in CH2Cl.  The mixture was stirred for 3 h while the temperature of the
cooling bath was increased slowly from —78°C to —15°C 100 mL of H2O was added.
the mixture was stirred at room temperature for 30 min, then the two layers were
separated The organic layer { as A) was extracted with HO (30 mL x2) The
aqueous layer and aqueous extracts were combined, washed with CHxCl» (30 mL),
and adjusted to pH ~ 8 using a saturated NaHCO; aqueous solution The neutralized
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aqueous solution was extracted with CH2Clz (100 mL x 3), the extracts were washed
with bnne, dned with Na;SO4, and concentrated under reduced pressure to a solid

1 49 g of N, N'-dimethyl-3-hydroxy-4-amino-2-thiophenecarboxamide (first crop) The
previous separated organic layer A and organic washing were combined, stirred with
30 mL of a 1 0 M HCI aqueous solution for 1 h The two layers were separated, the
aqueous layer was washed with CH2Cl> (30 mL) and adjusted to pH ~8 using a
saturated NaHCOj3; aqueous solution, and the separated organic layer and organic
washing were combined as organic layer B The neutralized aqueous solution was
extracted with CH>Cl2 (30 mL x 4), the extracts were washed with bnne, dned by
Na,S0,, and concentrated under reduced pressure to give 0 48g of a solid as the
second crop of the titled product Organic layer B from above was washed with bnne,
and concentrated to an oil, which was separated by preparative TLC (CH2Cl>-MeOH =
50 1) to afford 0 45 g of a solid as the third crop of the titled product The overall yield
of the product, N, N-dimethyi-3-hydroxy-4-amino-2-thiophenecarboxamide, 1s 2 32 g
(89%) (MH* = 187 0)

PREPARATIVE EXAMPLE 30

w0 - X — XD

EtO t

Aniline (12 mL) dissolved in absolute EtOH (150 mL) was added dropwise over
6 hours to a stirred ethanolic (150 mL) solution of diethylsquarate (20 g) at 0°C After
stimng at room temperature ovemight the reaction mixture was filtered and the filtrate
concentrated in vacuo The resulting residue was washed with cold EtOH and ether
to give the above product (23 5g 92%, MH" = 218)

PREPARATIVE EXAMPLE 31

‘}.—p-""'z+ KE —_— : fo.=.:
o OH E t OOHH
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The compound from Preparative Example 19 (14 6 g) dissolved in absolute
EtOH (100 mL) was added dropwise over 4 hours to a stired ethanolic (100 mL)
solution of diethylsquarate (19 mL, 128 mmol) After 5 days, the reaction mixture was
concentrated /n vacuo, and the resulting residue punfied by column chromatography
(silica gel, 0-5% MeOH/CH,Cl,) to give the product (65%, MH* = 305, mp = 178 6°C)

PREPARATIVE EXAMPLE 32

Step A

p No, + M — < Q“%
HO N

% OH X OH

3-Nitrosalicylic acid (1 0g, 5 5mmol) was dissolved in ethyl acetate (20mL)
1,3-Dicyclohexylcarbodimide (0 568g, 2 Bmmol) was added and the m -ture was
stirred for approximately 10 minutes and cooled to 0°C Dunng this time a precipiiate
formed Azetidine (0 39mL, 5 8mmol) was added and the reaction was stired
ovemight and allowed to warm to room temperature After this ime the reaction was
cooled to 0°C and filtered The collected solid was washed with chilled ethyl acetate
The filtrate was concentrated and purified by column chromatography (80%
EtOAc/Hex) to give the product (476mg, 39 0%)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 52 40(m 2H) 4 38(m, 4H) 6 97(m, 1H), 7 62(d, 1H), .

8 12(d, 1H), 12 88(m, 1H) ppm
‘Q -
CN OH
o

‘Q o
C" OH
The nitro compound (0 48g, 2 1mmol) from Preparative Example 32 Step A

o
was dissolved in methano! (25ml}) and stired with 10% Pd/C under a hydrogen gas
atmosphere overnight The reaction mixture was filtered through celite, the filtrate
concentrated in vacuo to give the product (344mg, 90%)

Step B
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'H NMR (300 MHz, CDCl3) 52 52(m, 2H), 4 57(bs, 4H), 6 75(m, 1H), 6 90(m 2H),
12 71(bs, 1H) ppm

PREPARATIVE EXAMPLE 33
Step A
:,1N—H + HOQNO: P R\_Q\ NH,
2 Step B
% OH R, Y OH

Following the two-step procedure set forth in Preparative Example 32 but using
the carboxylic acid and amine listed in the Table llI below, the Products were
obtained

Table HI
Prep 1%
Ex Carboxylic acd Amine Product Yield
o)
NO, 2M HO N . 75%
33 HO dimathylamine HoN \
OH in THF 2
O
2
e et o
(o] HN OH
o)
0’
4 - /
35 1 68%
HO OH 0 NH,
° \ o~ HN
OH
(o)
NH;
o~
OH
HO OH o o QCH,
O \ ]
HsCO
OCH,
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g Cartoxyhc acd Amine Product Vo
NO.
37 |Ho K‘ ; 1 ©\ 2 NH: 1 66%
5 OH NH, HN OH
28 QNO! 1 60%
o HiN bH
NO;,|
39 NH; NH 1 51%
HO OH 2
o) HN OH
40 NOIL ©\/\ 1 97%
Ho—« E 2 NH;
) OH NHa N\ (
o]
o HO‘\QKNOZ 2M methylamme | NH, 1 90%
n THF
I
NO, —N
~N\NH2 1 81%
2 | OH | Z NH,
o HN bH
43 NOzr 2M athylamine NH; 1 B84%
0 OH
NO,
NH
“ ”oé OH O\IH N_\<‘ ; 2 1 2%
o] OH
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PErip Carboxylic acd Amine Product :ﬂ:::,
NOZL (}[_ 7\ NH21 1 19%
s HO OH )—N NH N N OH
0 o o “ o
Cl cl
2M
48 NO2| dimethylamine NH, 1 85%
HO bH in THF \N
OH
o) /9
NO,J
7 | o \g d —\ NH, {1 39%
OH _/ O N
(o — B OH
Preparative Example 48
Step A

0 O~ VN
e ) — =R

3-Nitrobenzoic acid (1 004g 6 Ommol) was combined with N N-
dusopropylethytamine (6 25mL, 36 0mmol) in dichloromethane (60mL) Bromo-tns-
pyrrolodino-phosphonium hexafluorophosphate (PyBrOP), (2 80g, 6 Ommol) was
added to the solution and the mixture was shrred for ten minutes Methyl picolinate
hydrochlonde (1 08g, 6 Ommol) was added to the mixture and the reaction was strred
overnight After this time the reaction was concentrated and product was 1solated by

column chromatography (1 9 EtOAc/DCM) Product was i1solated as a yellow solid
and used without further punfication (1 66g. 95%)

H NMR (300 MHz, CDCl3) 51 46(m, 2H), 1 65(m, 1H), 1 80(m, 2H), 2 39(m, 1),
3 32(m, 1H), 3 53(m, 1H), 3 81(s, 3H), 5 50(m, 1H), 7 62(m, 1H), 7 78(m, 1H), 8 31(m,
2H)ppm
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o OO~ o
oS — ot
The methyl ester (1 79g, 6 1mmol) was dissolved in dioxane/water
(20mL/15mL) at room temperature Lithium hydroxide (0 258g, 6 2mmol) was added
to the solution After a few hours more ithium hydroxide was added (0 128g,
3 Ommol) and the reaction was stirred for another hour After this time the reaction
was concentrated and then taken up in water The solution was extracted two times
with ether The aqueous phase was then acidified and extracted three times with
ethyl acetate The arganic fractions were then dned over sodium sulfate, filtered and .
concentrated Product was isolated by column chromatography (95% EtOAc/Hex,

0 05% HOAC) to give the product (1 66 g 98%)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 1 49(m, 2H), 1 68(m, 1H) 1 82(m, 2H), 2 44(m, 1H)
3 32(m, 1H), 3 58(m, 1H), 5 57(m 1H) 7 85(m, 1H), 7 80(m, 1H), 8 32(m, 2H),
10 04(bs, 1Hppm)

Step C

Y — ot

The nitro compound was dissolved in an excess of methanol (20mL) and

covered by a blanket of argon 5% Palladium on carbon was added (catalytic) and a
hydrogen balloon was attached to the flask The atmosphere of the systemn was
purged under vacuum and replaced with hydrogen This step was repeated for a total
of three times The reaction was then strred under hydrogen overmight After this
time the balloon was removed and the sclution was filtered through celite followed by
several nnses with methanol The filtrate was concentrated and dned on the vacuum
line to prowde the desired aniline product (1 33 g, 90%)

'H NMR (300 MHz, CDCI3) 51 40(m, 2H), 1 50(m, 1H), 1 68(m, 2H), 2 33(m, 1H)
3 18(m, 1H), 3 62(m, 1H), 5 39(m, 1H), 6 12(bs, 2H), 6 75(m, 2H), 7 12(m, 1H)ppm
Mass Spectra, calculated 248, found 249 1 (M+1)*
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PREPARATIVE EXAMPLES 49-51

Q Step A ?
Step B
R-NH, . ON o p HaN H.R
StepC

Foliowing the three-step procedure set forth in Preparative Example 48 but

using the carboxylic acid and amine Iisted in Table IV below, the following products
were obtained

Table IV
P;p Carboxylic acid Amine Product % Yield
L Q\,OCH= 0 o\—oﬂ
9 |y HCI HIO D 43%
(o]
CIH H;N ?
No'.‘ 2 HzN NH
50 | Ho ’Z— , 36%
MeQ™ O
© HO™ ~0
CIH HoN ?
NO. : HaN NH 76%
S | wo 2
O MeQO™ ™0

Ho’éo
10

Preparative Example 52

HO Q O/ gDPA 0
H tep B NH
N + 2
(S "  w L e CL
7

3-Nitrosalicylic acid (2 00g, 10 9mmol) was combined with 1,3-

dnsopropylcarbodimide (1 71mL 10 8mmol) and 4-(dimethylamino)pyndine {catalytic)
in dichloromethane (150mL.) and stirred for a few minutes 2.4,6-

Step A
15
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Tnmethoxybenzylamine hydrochlonde (0 6649, 2 8mmol) was added along with N,N-
dusopropylethylamine (1 88mL, 10 8mmol) The reaction was stured ovemight After
this bme the reaction was concentrated and punfied by column chromatography (1/1
Hexane/EtoAc) to give the product (1 62g, 41%)

H NMR (300 MHz, CDCl3) 83 83(m, 9H), 4 72(d, 2H), 6 17(s, 2H), 7 01(m, 1H),
7 88(m, 1H), 8 18(dd, 1H), 8 25(dd, 1H)ppm
Mass Spectra, calculated 362 11, found 362 8 (M+1)*

Step B

3-Nitrosalicylic-2,4,6-trimethoxybenzylamide (0 146g, 0 4mmol) from Step A
above was combined with a solution of tnfluoroacetic acid/dichloromethane (1 1, .
5mL) The reaction was stirred for 45 minutes After this time, TLC (30%E/H)
indicated that no starting material was present The reaction was concentrated and
dned on the vacuum line The matenal was punfied by column chromatography (5%
MeOH/CHCl> ) to give the product (0 06g, 80%)

H NMR (300 MHz, CDCl5) 87 16(m, 1H) 8 28(m 1H), 8 49(m, 1H) 12 26(s, 1H)ppm

Step C
The nitro compound (0 32g, 1 6mmol) from Step B above was dissolved n an

excess of mathanol (40mL) and covered by a blanket of argon 5% Palladium on

carbon was added (catalytic) and a hydrogen balloon was attached to the flask The
atmosphere of the system was purged under vacuum and replaced with hydrogen .
This step was repeated for a totat of three tmes The reaction was then stuted under
hydrogen ovemight After this time the balloon was removed and the solution was

filtered through Celite followed by several nnses with methanol The filtrate was
concentrated and dned on the vacuum line to provide the desired aniline product

(0 17g, 70%) 'H NMR (300 MHz, d4-MeOH) 56 63(m, 1H), 6 88(m 1H),

7 07(d, 1H)ppm



10

15

20

25

WO 12476926 PCT/USD2/02488 G)(
47

Preparahive Example 53

0
Step A 9

OH Step B o~

OH OH
NO; NH»

Step A

3-Nitrosalacylic acd (2 00g, 10 9mmol) was combined with 1,3-
dusopropylcarbodumide (1 71mL 10 9mmol) and 4-(dimethylamino)pyndine (catalyhc)
in dichloromethane (150mL) Methanol was added and the reaction was stirred for 2
hrs After this time the reaction was concentrated and punfied by column
chromatography (3/1 HE) to give the methyl ester (0 32g 15%)

"H NMR (300 MHz dg-DMSO) 53 92(s 3H) 7 11 (dd, 1H), 8 05(d 1H) 8 19(d, 1H),
11 46 (s, 1H)ppm

Step B

The nitro compound (0 32g 1 6mmol) was dissolved in an excess of methanol
(40mL) and covered by a blanket of argon 5% Palladium on carbon was added
(catalytic) and a hydrogen balloon was attached to the flask The atmosphere of the
system was purged under vacuum and replaced with hydrogen This step was
repeated three times The reaction was stirred under hydrogen overmight  After this
time, the balloon was removed and the solution was filtered through Celite followed by
several nnses with methanol The filtrate was concentrated and dned on the vacuum
hne to provide the desired aniline product (O 18g, 68%)

H NMR (300 MHz, dg-DMSO) 53 92(bs, 3H), 6 70(dd, 1H), 6 89(dd, 1H), 7 22(d, 1H),
10 85(bs, 1H)ppm

Mass Spec calculated 167, found 168 0 (M+1)"

Preparative Example 54

NH o o Hui
@, z | M . G,m-lz
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Phenylenediamine (2 20g, 20mmol) was dissolved in pyndine (20mL) and
chilied to 0°C Acetic anhydnde (1 89mL, 20mmol) and dichloromethane (10mL) were
mixed and added dropwise to the solution over 15min  The reaction was stired for
1hr at 0°C then warmed to ambient After 2hr, the solvent was evaporated The
residue was azeotroped with toluene and dned under vacuum to give the above
compound as a solid (2 8g, 93%)

TH NMR (300 MHz de-DMSO) 52 15(s, 3H), 4 80-5 05(bs, 2H), 6 62(m, 1H), 6 80(d.
1H) 7 00(t, 1H), 7 23(d, 1H), 9 20(s 1H)ppm

Preparative Example 55

O
NH; N\ 7
NH, O"S‘NH
NH-

+ MeSO,

Phenylenediamine (5 Og, 46mmol) was dissolved in dichloromethane (50mL)
A solution of methanesulfonyl chlonde (3 6mL, 46mmol) in dichoromethane (50mL)
was added slowly with shrnng  After 16hr, precipitate was filtered and discarded The
remaining solution was evaporated to give the above compound as a solid (5 5g,
65%)

Mass Spectra, calculated 186 0 found 186 9 (M+1)" .

Preparative Example 56
Br O’\
NO, Step A l\’N
+ qH — é,"“z
Step B
Step A

2-Nitrobenzyt bromide (5 Og, 0 0231mol), THF (50mL) and morpholine (6 05g,
0 0694mol) were added to a sealed tube The reaction mixture was heated to refiux
overmight Removat of the solvent, was followed by addition of water (400mL )and
extraction with DCM (3x80mL) The combined organic phase were dned over
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Na,S04, concentrated and purified by column chromatography (25% EtOAc/HEX) to
give the above compound (5 07g , 99%)

'H NMR (300MHz, d-CHClz) §2 S(m, 4H), 3 8(m, 4H), 3 9(s, 2H), 7 5(t, 1H), 7 7(m,
2H), 7 8(d, 1H)ppm

StepB

The nitro compound (4 57g, 0 0206mol) from step A was dissolved in methanol
(100mL) and stired with 10% Pd/C under a hydrogen gas atmosphere overnight The
reaction modure was filtered through celite, the filtrate was concentrated and punfied
by column chromatography (EtOAc/HEX/EtzN 20/60/1) to give the above compound
(3 14g, 79%)

'H NMR (300MHz, d-DMSO) 82 5(m, 4H), 3 5(s. 2H), 3 7(m, 4H), 5 4(s 2H) 6 6(t,
1H), 6 7(d, 1H), 7 1(m, 2H)ppm

Preparative Example 57
8 N.
’ .
NO, N,,,‘ Step A NH
W Tgas )
Step A
2-Nitrobenzyl bromide (5 Og, 0 0231mol), THF (50mL) and imidazole (4 72g,

0 0694mol) were added to a sealed tube The reaction mixture was heated to reflux
ovemight The solvent was evaporated to give a residue which was taken up in water
(400mL) and extracted with EtOAc (3xB0OmL) The combined organic phases were
dned over Na,SO,, concentrated in vacuo to give the desired compound (4 07g,
87%)

H NMR (300MHz, d-DMSO) 85 7(s, 2H), 6 9(d, 1H), 7 1(d, 1H), 7 3(s, 1H), 7 7(t, 1H),
7 8(m, 2H), 8 2(d, 1H)ppm
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Step B

The nitro compound (2 23g, 0 0110mol) from step A was dissolved in methanol
(50mL) and stired with 10% Pd/C under a hydrogen gas atmosphere overnight The
reaction mixture was filtered through celite, the filtrate was concentrated and punfied
by column chromatography (DCM/MeOH/EtaN 20/2/1) to give the above compound
(1 77g, 93%)

H NMR (300MHz, d-DMSO) 85 2(s, 2H), 5 3(s, 2H), 6 6(t, 1H), 6 8(d, 1H), 6 9(d, 1H),
7 0(s, 1H), 7 1(t, 1H), 7 2(s, 1H), 7 8(s, 1H)ppm

Preparative Example 58
NO, NO:2

* o |
x HCI |

NH,

Step B O~
- |

Step A
2-Nitrophenol (4 32g, 30mmol) was dissolved in EtOH (40mL) and then added

to a solution of 2-(dimethylamino)ethyl chionde hydrochlonde (5 569, 34mmol) and
KOH (3 5g, 63 Ommol) in BuOH (50mL) and DMF (10mL) The reaction mixture was
heated to refiux ovemight After cooling to room temperature, the majonty of the
solvent was evaporated under reduced pressure The remaining residue was put into
water (400mL) and extracted with EtOAc (3x100mL) Subsequently, the combined
organic phases were washed with 5% NaOH (3x100mL) and dnied over sodium
sulfate The solution was concentrated and punfied by column chromatography
(10%MeOH/DCM) to give the product (1 35g, 21%)

H NMR (300MHz, CDCly) 52 48(s 6H), 2 93(2, 2H), 4 36(t, 2H), 7 16(dd, 1H), 7 20(d,
1H), 7 63(dd, 1H), 7 97(d, 1H)ppm
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Step B
The nitro compound (1 35g, 6 43mmol) from step A was dissolved in MeOH

(50mL) and shaken with 10% Pd/C under a hydrogen gas atmosphere at 10 psi for 3h
The reaction mixture was filtered through celite, the filtrate concentrated in vacuo to
give the above compound (980mg, 85%) after column chromatography
(DCM/MeOH/NH,OH = 20/1/0 1)

H NMR (300MHz, CDCls) 62 46(s, 6H), 2 95(t, 2H), 3 60(bs, 2H), 4 21(t 2H), 6 81(m,
2H), 6 95(m, 2H)ppm

Preparative Example §9
NO, NH»

O = Y = Y
Step A

2-Nitrobenzyl bromide (2 Og, 8 3mmaol) was dissolved in DCM (50mL) After
addrtion of dimethylamine (2 ON in THF, 9 3mL 18 6mmol), the reaction mixture was
stimed overmight Subsequently, the mixture was put into water {200mL) and
extracted with DCM (3x100mL) The combined organic phases were dned over
sodium sulfate The solution was concentrated i1 vacuo to give the pure compound
(540mg, 32%) after column chromatography (DCM/MeOH/NH,OH = 20/1/0 1)

H NMR (300MHz, CDCl3) 62 36 (s, 6H) 3 73(s, 2H), 7 21(t, 1H), 7 37(d 1H), 7 43 (t,
1H), 7 52(d, 1H)ppm

Step B

The nitro compound (500mg, 2 78mmot) from step B was dissolved in MeOH
(50mL) and stirred with 10% Pd/C under a hydrogen gas atmosphere overmight The
reaction mixture was filtered through celite, the filtrate concentrated in vacuo to give
the above compound (400mg, ~80%) after column chromatography
(DCM/MeOH/NH,OH = 20/1/0 1)
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H NMR (300MHz, CDCls) 52 32 (s 6H), 3 62(s, 2H), 4 11(bs, 2H), 6 42(m, 2H), 6 85
(m, 2H)ppm

Preparative Example 60

Step A
2-Nitrophenol (5 0g, 36 0mmol) was put into water (20mL) After addition of

NaOH (1 44g, 36 Ommol) and dibromoethylene (27 Og, 144 Ommol) the reaction
mixture was refluxed for 40h After cooling to room temperature, the mixture was put
into water (400mL) and extracted with EtOAc (3x100mL) Subsequently, the
combined org phases were washed with 5% NaOH (3x100ml.) and dned over sodium
sulfate The solution was concentrated and punfied by column chromatography (75%
EtOAc/Pentane) to give the product (3 4g, 38%)

H NMR (300MHz, CDCly) 83 79(t, 2H) 4 57(t, 2H), 7 20(m, 2H) 7 65(dd, 1H}, 7 97(d,
1H)ppm

StepB

The nitrobromide (1 7g 6 9mmol) was dissolved in THF (20mL) After addition
of morpholine (1 81mL, 20 7mmol), the reaction mixture was refluxed over night After
cooling to room temperature the reaction mixture was put into water (300mL) and
extracted with DCM (3x100mL) The combined org phases were dned over sodium
sulfate The solution was concentrated and punfied by column chromatography
(CH2Cl/MeOH/NH,OH = 20/1/0 1) to give the product (1 73g, 99%)

H NMR(300MHz, CDCl5) 52 74(t, 4H), 3 00(t, 2H), 3 84(t, 4H), 4 39(t, 2H), 7 18(dd,
1H), 7 20(d, 1H), 7 63(dd, 1H), 7 93(d, 1H)ppm
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Step C
The nitro compound (1 71g, 6 78mmol) from step B was dissolved in MeOH

(50mL) and stired with 10% Pd/C under a hydrogen gas atmosphere ovemight The
reaction mixture was filtered through celite, the filtrate concentrated in vacuo to give
the desired compound (1 43g, 95%) after column chromatography
(DCM/MeOH/NH40H = 20/1/0 1)

H NMR (300MHz, CDCly) 62 74(t 4H), 2 92(t 2H), 3 84(t, 4H), 4 00(bs, 2H) 4 28(t,
2H), 6 82(m, 2H), 6 94(m, 2H)ppm

Preparative Example 61

NO, NO,
H 0.
@’O + Br\/\Br Step A @r ~""Br Step B
NO2 NH,

o\/\N’\\ _StepC O~
S |_\th

Step A

This reaction follows step A of Preparative Example 60
H NMR (300MHz, CDCl3) 83 79(t 2H), 4 57(t, 2H), 7 20(m, 2H), 7 65(dd, 1H), 7 97(d,
1H)ppm

Step B

The nitrobromide from Step A(1 79, 6 9mmol) was dissolved in THF (20mL)
After addition of imidazole (1 41g, 20 7mmo!) the reaction mixture was refluxed over
night After cooling to room temperature, the reaction mixture was put into water
(300mL) and extracted with CH2Cl, (3x100mL) The combined org phases were dned
over sodium sulfate The solution was concentrated and punfied by column
chromatography (CH2Cl/MeOH/NH40H = 10/1/0 1) to give the product (1 25g, 78%)

H NMR (300MHz, CDCl3) 54 41(t, 2H), 4 56(t, 2H), 7 06(d, 1H), 7 18(s+dd, 2H),
7 26(s, 1H), 7 63(dd, 1H), 7 74(s, 1H), 7 99(d, 1H)ppm
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Step C
The nitro compound (1 23g, 5 28mmol) from step B of Preparative Example 61
was dissolved in MeOH (50mL) and stured with 10% Pd/C under a hydrogen gas
5 atmosphere for 3h The reaction mixture was filtered through celrte, the filtrate
concentrated /n vacuo to give the above compound (1 01g, 94%) after column
chromatography (DCM/MeOH/NH40H = 10/1/0 1)

H NMR (300MHz, CDCly) 53 41(bs, 2H), 4 38(t, 2H), 4 48(t, 2H), 6 82(m, 3H), 6 95(m,
1H), 7 17(s, 1H), 7 21(s, 1H), 7 62(d, 1H)ppm
10

Preparative Example 62

NO, NH,

H
Smmes & " S
Step A N
NO, NH, @:Nb

NH, "
Step C @Nb
N
Step A

15 2,6-Dinttroanihine (10 Og 55 Ommol) and tin(ll)chionde dihydrate (111 Og,
492 Ommol) were solved in conc HCI (170mL) The reaction mixture was refluxed for .
Sh and then aliowed to cool to room temperature After sitting over night, the
precipitate was filtered off and subsequently dissolved in 10% NaOH (S0mL) The
solvent was evaporated under reduced pressure and the remaming residue was
20 extracted with EtOAc (10x80mL) The solvent of the combined extracts was removed
and the resulting residue (2 Sg crude) was used In step B without any further
punfication

Step B

25 The crude matsnal from stap A was dissolved in 96% formic acid (10mL) After
refluxing for 1h, the soiution was evaporated to dryness After addition of water
(10mL), the pH of the acidic solution was adjusted to 7 using concentrated ammonium
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hydroxide solution The resulting precipitate was collected, dned, and used in the next
step without further purification

Step C
5 The crude formic amide from step B was dissolved in 10% HCI (25mL) and

refluxed for 30min Removal of the solvent was followed by addition of 10% NaOH
(6mL) After evaporation of the solvent, the resulting residue was extracted with EtOH
(4x50mL) The solution was concentrated and punfied by column chromatography
(DCM/MeOH/NH40H = 5/1/0 1) to give the final product {1 23g, 18% over 3 steps)

. 10  H NMR (300MHz, ds-DMSO) 55 38(bs, 2H), 6 44(d, 1H), 7 82(d, 1H), 6 99(t, 1H)
8 11(s, 1H), 12 30(bs, 1H)ppm

Preparative Example 63

NHBoc

COOH COOH
EjOH _St=pA ﬁc’) Swep B @:Z)
OH 0
NY.
c o
15 : ©:o>

Step A
. 2,3-Dihydroxybenzoic acid (15 0g, 97 3mmol) was suspended in water (30mL.)

After addtion of a solution of KOH (16 4g, 292mmol) in water (70mL) duiodomethane
(8 1mL, 100 2mmol) was added The reaction mixture was heated to 100 C for 5 days

20 or untl almost all of the duodo compounds disappeared The remaining rest of the
dihalogen starting material was co-evaporated with some water The solution was
acidified with concentrated HCI to yield a precipitate  The crude acetal was collected
and recrystalized once from EtOH to yield crystals (7 0g, 43%)

H NMR (300MHz, de-DMSOQ) 56 21(s, 2H), 6 89(dd, 1H), 7 22(d, 1H), 7 39(d, 1H),
25 13 07(bs, 1H)ppm
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Step B
The recrystallized matenal (2 0g, 12 Ommol) from step A was refluxed for

10mm in a mixture of dioxane (35mL ) and tert-butylaicohol (10min) After the mixture
was allowed to cool to room temperature, diphenylphosphoryt azide (2 6mL,

12 Ommol) and DIEA (1 81mL, 13 Ommol) were added in one batch The reaction
mixture was refluxed for 8 h and the dioxane was removed under reduced pressure
The reaction mixture was put into water (200mL) and extracted with CH2Cl2
(3x100mL) The combined organic phases were dned over sodium sulfate The
solution was concentrated and finally punfied by column chromatography to give the
product (2 28g, 80%)

H NMR (300MHz, CDCla) 51 44 (s, 9H), 6 21(s, 2H), 6 56(m, 2H), 6 81(t, 1H) 723 (s
1H)ppm

Step C
The carbamate (2 28g 9 6mmol) from step B was suspended in EtOH (50mL)

To the suspansion was added 5N HCI (50 mL) Stimng over night resulted in a clear
soluton The solvent was removed under reduced pressure and the residue was

dissolved in water (200mL) The solution was neutralized with KOH and then

extracted with EtOAc (3x100mL) The combined organic phases were dned over

sodium sulfate, concentrated and finally punfied by column chromatography
(DCM/MeOH/NH40H = 20/1/0 2) to yield the desired product (1 05g, 80%) .

H NMR (300MHz, CDCl3) 53 48 (bs, 2H), 6 03(s, 2H), 6 43(d 1H), 6 46(d, 1H), 6 79t
1H)ppm

Preparative Example 64

@zf\"'ﬁ e R &‘u’”’

2-Aminobenzyl amine (S Og, 41 Ommol) was dissolved in a mixture of
dioxane/water (30ml each) After addition of Boc-anhydride (8 94g, 41 Ommal) and
potasswum carbonate (8 5g, 61 Smmol), the mixture was stired over night The
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solution was put into water (300mL) and extracted with EtOAc (3x100mL) The
combined org phases were dned over sodium suifate, concentrated and finally
punfied by column chromatography (25%EtOAc/Pentane) to yield the desired product
(7 28g, 80%)

Mass Spec calculated 222 1, found 223 0 (M+1)*

Preparative Example 65
NO, NO, NH2

H H
NH, N N
NH> N N
Step A

2,3-Diaminonitrophenol (4 0g, 26 1mmol) was dissolved in AcOH (200ml.)
After addition of sodium nitnte (2 25g 32 7mmol} the reaction mixture was heated to
60°C for 3h The solvent was removed under reduced pressure and the residue was
put into water (200mL) and extracted with EtOAc (3x100mL) The combined org
phases were dned over sodium suifate, concentrated, and finally punfied by column
chromatography (50%EtOAc/Pentane) to yield the desired product (3 42g, 80%)

H NMR (300MHz dg-DMSO) 57 78(dd 1H) 8 60(d, 1H) 8 73(d 1H)ppm

Step B
The nitro tnazole (3 4g, 20 9mmol) from step A was dissolved in MeOH (50mL.)

and stired with 10% Pd/C under a hydrogen gas atmosphere over mght The reaction
mixture was filtered through celite and washed very thoroughly with MeOH Finally,
the filtrate was concentrated i vacuo to give the desired compound (2 38g, 85%)

H NMR (300MHz ds-DMSO) 55 99(bs, 2H), 6 51(d, 1H), 6 93(d, 1H), 7 22(dd,
1H)ppm

Preparative Example 86

Hoom— O

4)6
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3,4-Dimethoxy-3-cyclobutene-1,2-dione (1 30g, 9 2mmol) was dissolved in
methanol Anmiline (0 84mL, 9 2mmol) was added dropwise to the solution The
reaction was stirred at room temperature for 16 hours After this time a solid formed
5 which was determined to be the desired product The solid was collected by filtration
and dned under vacuum (1 8g, 96%)

H NMR (300 MHz, ds-DMSO) 34 39 (s, 3H), 7 12 (m, 1H), 7 35 (m, 4H), 10 75 (bs,

1H)ppm
10 PREPARATIVE EXAMPLES 67-83
R1’o o"R1 R /H O‘R1
)f( s+ RNH ——.  ROY=
o} (0] Vam

Following the procedure set forth in Preparative Example 66, but using the
15 alkoxysquarate and the amine or aniline (R>-NH;) hsted in Table V below, the
following products were obtained

Table V
Prep RrNH; 1 % Yield
Ex R, or Aniling from Prep Ex. Product 2 (M)
H
NH, N -/ -
67 Et
@ 2 2180
o o
CHy
NH
H 1 95%
88 Et 54 ©,N ot 3 s
o‘; ;o
HC. O
"> NH H
o |1 50%
6 E 55 @’ N)i 2 3110
o Yo




WO 02/076926 PCT/USI2/02888
Ra-NH2 1 % Yield
Flop 1 R o Antie rorm Preg Ex. Product 2 (M)
NNH
N Ow
Me 1 %
70 65 )i 2 2451
o Yo
9 4
0 N O~ |1 s2%
7 Me 63 OJT( 2 am1
o
X
d H 1 7
72 Me 59 N} C"‘" 2 2!15:"0
o Yo
N/,-NH .
N O
Me 1 73%
. . o =GltE:]
o Yo
H
Cl NH, cl N O—
= 1 62%
74 Me
c cl
/\o /\0 H
N
el O™ O
o o
H
N
Tl H o
76 Me 64 | \ ~ ; ;g;‘:l
-
o o
0 NH N o
2 2341
g o
N o
8 | Me NH; )‘j\( 1 %
d Yo
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(1]
Ry-NH; 1 %Yield
PEr:p Ry or Aniline from Prep Ex. Product 2 (M+1)
lf:l' 0 85%
NH ~ 1
9 Me 2 = 2 2461
g o
N o
NH- - 1 80%
80 Me K@ = 2 2322
/Y N\
d Yo

N
81 | Me 56 % N ow |2 3k

d o
[
N\
0 1 68%
82 Me 58 f H o o 2 2912
o; :‘o

83 Me 57 E ,ﬁ ;O-... ; ;g:bo

Preparative Example 84

NH, O "NH
NH,

1,2-Phenylenediamine (5 0g, 0 0462mol) was dissolved in methylene chlonde
(125mL) Benzenesulfonyl chlonde (5 6ml., 0 0439mol) was added dropwise and the
reaction was stirred for 72 hours After this time, TLC (5% MeOH/DCM) indicated the
reaction was complete The reacton was filtered to remove any solid matenal and the
solute was washed with methylene chionde The filtrate was concentrated and
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purified by column chromatography (3% MeOH/DCM) The desired product (2 28g
0 0092mol, 20%) was Isolated as a solid

H NMR (300 MHz, CD;0D) 56 40(m, 2H), 6 73(d, 1H), 6 84(m, 1H), 7 46(m, 2H),
7 58(m, 1H), 7 68(m, 2H)ppm

MS-APC! calculated 248 06, found 248 9 (M+1 )"'
Preparative Example 85

NO2 Step A NO; StepB  NH2
o ’ d
Step A

2-Nitrobenzyl brormide (5 18g, 0 024mol) was dissolved in EtOH (25mL)
NaOMe (11 0 mL 25%wt in MeOH, 0 048mol) was added drop wise under argon
atmosphere After stired at room temperature for 1h, sat sodium hydrogen
carbonate solution (200mL) was added The mixture was extracted with chioroform

(3x80mL) The combined organic phases were washed with sat sodium hydrogen
carbonate solution (80mL.), water (B0mL), bnne (80mL) and dried over sodium suifate
Concentration and punfication by column chromatography (20% EtOAc¢/HEX) gave the
desired compound (3 70g 92%)

"H NMR (300MHz, d-CHCl3) &3 60(s, 3H), 4 95(s 2H) 7 55(t, 1H), 7 78(t 1H), 7 90(d,
1H), 8 20(d, 1H)ppm

Step B

An ethanolic suspension of Raney-Ni was added to a stired solution of the
nitro compound (3 00g, 0 018mol) from Step A in EtOAC/EtOH (10mL/10mL) under
argon atmosphere The mixture was refluxed overmight and then filtered through
celite The filtrate was concentrated and purfied by column chromatography (25%
EtOAc/HEX) to give the desired compound (1 65g, 67%)

'H NMR (300MHz, d-CHCl3) 83 45(s, 3H), 4 38(bs, 2H), 4 60(s, 2H), 6 82{t, 2H),
7 22(m, 2H)ppm

MS(MH") 137 08, found 137 9

7
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Preparative Example 86

NM,

OH NaOH TBAB O
Qe =

2-Aminophenol (1 26g, 0 012mol), sodium hydroxide (1 84g, 0 046mol}), and
tetrabutylammonium bromide (0 19g, 0 58mmol) were mixed at room temperature and
stired for 10 minutes 1-Chlorobutane (1 2mL, 0 012mol) was added and the mixture

PCT/USO2/02888

was heated to 60°C for 8 hours The mixture was punfied directly by column
chromatography (25% EtOAC/HEX) to give the desired compound (0 95g, 50%)

H NMR (300MHz, d-CHCl3) 1 08(t, 3H), 1 62(m, 2H), 1 90(n 2H), 4 05(t 2H)

4 23(bs, 2H), 6 85(m, 4H)ppm

MS(MH") 185 12, found 166 1

Preparative Example 87

NH, NH,
OH )\ NaOH TBAB o
+ Cl Y

2-Aminophenol (5 0g, 0 046mol), sodium hydroxide (7 33g, 0 183mol) and

tetrabutylammomum bromide (0 74g 2 29mmol) were mixed at room temperature and

stirred for 10 minutes 2-Chloropropane (4 2mL 0 046mol) was added and the

mixture was heated to 60°C for 8 hours The mixture was purtfied directly by column

chromatography (25% EtOAc/HEX) to give the desired compound (0 92g, 13%)
'H NMR (300MHz, d-CHCls) 51 45(d, 6H), 4 03(bs, 2H), 4 60(m, 1H), 6 93(m,

4H)ppm
MS(MH*) 151 10, found 152 1

Preparative Exampie 89
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NO» NG,
HO Step A N’\/\ -
O ey =g
NH,
Step B “."\AN'
StepC l

Step A
2-Nitrobenzaldehyde (2 Og, 0 0132mol), 1,2-dichioroethane (100mL) and 3-

(dimethylamino)propylamine (1 83mL, 0 0145mol) were stirred for 1h After addition of
sodium tnacetoxyborohydnde (4 20g 0 0198mol) the reaction mixture was stired
ovemight Addition of 1N NaOH (100mL) was followed by extraction of EtOAc
(3x100mL) and drying over sodium sulfate The solution was concentrated and
punfied by column chromatography (DCM/MeOH/EtaN 40/4/1) to give the desired
compound (1 62g, 52%)

'H NMR (300MHz, d-DMSO) 51 58(m, 2H), 2 20(s, 6H) 2 28(t 2H), 2 58(m, 2H),
3 15(s, 1H), 4 00(s, 2H), 7 58(t, 1H), 7 78(m, 2H) 8 00(d, 1H)ppm

MS(MH") 237 15, found 238 2

Step B
The mitro compound (1 62g 0 0068mol) from Step A was dissolved in THF

(50mL) and water (50mL) Di-fert-butyl dicarbonate (1 49g, 0 0068mol) and sodum
carbonate (1 44g, 0 0136mol) were added and the reaction mixture was stired
ovemight Addition of water (100mL) was followed by extraction with EtOAc
(3x50mL) The combined organic phases were dried over sodium sulfate,
concentrated and punfied by column chromatography (DCM/MeOH/NH,OH 40/4/1) to
give the desired compound(1 38g, 60%)

'H NMR (300MHz, d-DMSO) 81 40(d, 9H), 1 68(m, 2H), 2 18(s, 6H), 2 23(t, 2H),

3 32(d, 2H), 4 78(s, 2H), 7 42(d, 1H), 7 26(t, 1H), 7 83(t, 1H), 8 15(d, 1H)
MS 337 20, found 338 1

Step C
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The nitro compound from Step B was dissolved m MeOH (25mlL) and stirred
with a catalytic amount of 5%Pd/C under hydrogen atmosphere overnight The
reachon mixture was filtered through celtte, the filtrate concentrated and purified by
column chromatography (4% Et;N/EtOAc) to give the desired compound (1 16g,
92%)

TH NMR (300MHz, d-DMSO) 81 53(s, 9H), 1 62(m, 2H), 2 08(s, 6H), 2 20(t, 2H),
3 15(t, 2H), 4 33(s, 2H), 5 20(s, 2H), 6 58(t, 1H). 6 72(d, 1H), 7 03(m, 2H)ppm

MS(MH") 307 23, found 308 1

Preparative Example 90

o 0

0 8] 0 ﬁ
Step A Step B
ﬁt p j;f ep O.N
HO OH cl Cl OoN :!: l
NHa OH

OH

Step A
Squanc acid (1 14g, 10mmol) suspended in thionyl chionde (8mL) and N,N-

dimethyiformanmude (0 050mL) was refluxed under argon for 2hr The solvent was
evaporated, and the residue was dissolved in diethyt ether and washed with ice water
The ether phase was dned with sodium sulfate and evaporated to give an o1l  The oil
was stored under vacuum for one hour

Step B

The dichlonde from Step A was dissolved 1n 1,2-dichlorobenzene (SmL) and
mixed with 2-amino-5-nitrophenol (1 54g, 10mmol) A precipttate formed after 10min
The solution was stired for 2 more hours The solid was collected by filtration and
washed with 1,2-dichlorobenzene

'H NMR (300 MHz, CD;0D) 5 7 29(d, 1H), 7 87(m, 2H)ppm

MS- calculated 268 0, found 267 O (M-1)
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Preparative Example 91

o p Ul 0
=4 o

The dichlonde (1 13g, 7 5mmol) from Preparative Example 90, Step A was
dissolved in tetrahydrofuran (5mL) and chilledto 0 C Anifine (0 697mL, 7 Smmol)
was dissolved in tetrahydrofuran (5mL), chilled to 0 C, and added dropwise to the
dichlonde solution over 10min  The mixture was warmed to ambient while stimng for

one hour The solvent was evaporated to give a solhd The solid was taken up In
acetonitnie, filtered, and washed with more acetonitnie A powder was recovered
(0 91g, 59% wield)

Mass Spec calculated 207 0, found 209 2 (M+2)*

EXAMPLE 1
Q} &Nm : ,ZJ:(;O
R a¥o

The product from Preparative Example 22 (93 mg), the ethoxysquarate
compound from Preparative Example 30 (75 mg), tnethylamine (012 mL) and
absolute ethanol (5 mL) were heated at reflux overnight The reaction mixture was
concentrated i vacuo and the residue was punfied by preparatve plate
chromatography (silica gel, 8% MeOH/CH,Cl. saturated with NH,OH) to give the
product (51 mg, 34%, MH* = 437)

EXAMPLES 2-27
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R: -
O OH 7 HO F\qu O OH T.| H
Following the procedure described for Example 1, the Products hsted in Table
VI below were prepared using the amine from the Preparative Example indicated (or

the commercially available aniine illustrated) and the ethoxy squarate from
5 Preparative Example 30

Table Vi
1 Yield (%)
Example Amine from Product 2 MH’
Prep Ex 3 mp (°C)
2 1 39%
3 M O 2 378
N 3 1723
O OH K H
h=g
3 1 30%
| bah WO |z
OH
4 Y o o
H Y 3 1604
/ o) OH
“OH
5 1 42%

5 Q N’O 2 422
ud 3 1723

1 51%

6
6 QN_Q\ O 2 422
) 32031

HO
A%, oH H
1 72%
7 2 396
/A( er 3 1806
HO 4 OH H
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Arne fram 1 Yield (%)
: Product 2 MH'
Example Prep Ex e C)
1 80%
8 8 s\L 2 424
H oﬁ 3 1802
H O OHH H
= p 1 78%
9 9 — N’O 2 382
HO HH H 3 1548
H O

o | e [N QO E

HO %
H % OH H
1 74%
1 11 O ?:() 2 435
H.nOCT % 4 3 1863
H b
12 , 1 74%
20 - _O 2 408
I!I ) 3 1636
Me % OH H
S P X olin
AR N ’O 3 1768
H o
14 —_ 1 75%
23 2 451
U'\—«N_Q*:?:(:-O 3 164 4
oo OHF H
15 1 17%
25 O 2 364
S D 32027
krN HH H

16 Meoch\NHg Meozc-Q_\x O 1333"
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1 Yield (%)
Example mﬁze frE:m Product 2 MH'
P 3 _mp (°C)

17 Me 1 14%
24 O 2 409
7

" O 181%

12 HzNiQ 2 324
QHm H—O 3 290 - 300

19 Me
19 Y ?Z(;'_O 5

H H >3m
20 M o 1 82%
14 A\ 2 352
'i‘ 3 >300
Me OH H
O 2 325
H l‘e 32087
OH 2 O H H
22 1 60%
15 2 392
O‘ N~ N 3 270 280
OH H_H
23 0 (o 1 47%
2 N ' 2 420
O/\ H ‘O 3 255260
OH H
L X
24 1 53%
16 Ph/\ﬁ)*Q\N NO 2 414
o4 H H 3 275-280
25 1 62%
17 NiQ N’O 2 406
N N 3 280-280
OH H H

26 18 1 77T%
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1 Yield (%)
Amine from s
Example Product 2 MH
pl Prep Ex 3 mp {°C)
2 400
Ph_ *}Q\?:q O 3 270-280
H H H
HaC
27 1 61%
D\NH"' M 2 295
OH H
. EXAMPLE 28
l 0\ @)
N /j_
- N OEt
5 0 OH
0f i0
'll
-~ N /E j\
I | N CN
0 oH N H
. 10 The compound from Preparative Example 31 (100 mg), 3-amino benzonitnle

(78 mg), tnethylamine (0 23 mL) and absolute ethanol (10 mL) were heated at 80°C
overnight The reaction mixture was concentrated i vacuo, diluted with 1N NaOH
(aq) and washed with dichloromethane The aqueous phase was acidified (1M HCI),
extracted with EtOAc, and the organic phase was dned over NazSQ,, filtered and

15 concentrated in vacuo The residue was punfied by column chromatagraphy (sthca
gel, 5% MeOH/CH,Cl, saturated with NH;OH) to give the product (35 mg, 28%, MH" =
377, mp = 135-140°C)
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EXAMPLES 29-37

i

Following the procedure descnbed for Example 28, using the aromatic amines
shown below instead of 3-aminobenzonitnle, the Products listed in Table VIl below
were prepared In some cases the product precipitated from the solution and could be
isolated without further punfication

Table Vii
1 Yield (%)
Example Aromatic Amine Product 2 MH’
3 mp (°C)
2 Q \ D 145
~N 12 353
HAN N 3 88-93

O OH
125
30 “‘NQIM WM 2 424
CLon 3 123-128

140
I S ﬂfﬁl?fraﬁ 28

3 2926

~ 113
oo ol

O OH H H
\ 3:(:/0 175
£ |2 370
F \ 3 125-130
O OH H Ili

112
7 2 135139
H2 F 3 388
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EXAMPLES 38

P — RGP

. 5 2-aminopyndine 1s oxidized according to the known procedure (Farmaco 1993,
48, 857-869) to obtain the resulting pyndyl N-oxide which 1s coupled with the
compound from Preparative Example 31 according to the procedure descnbed in
Example 28 to give the desired compound

10 EXAMPLE 39
0
) }’f L — L
”{% ) )‘M o
0 H
3-aminopyndine 1s oxidized according to the known procedure (Chem Lett
. 1998, 8, 829-830) to obtain the resulting pyndyl N-oxide which i1s coupled with the

15 compound from Preparative Example 31 according to the procedure descnbed in
Example 28 to give the desired compound

EXAMPLE 40
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Step A
Following the procedure outlined in Preparative Example 30 using the
commercially availlable 3-aminopyrazine instead of aniline, the ethoxy intermediate I1s

5 obtaned

Step B
The ethoxy intermediate from Step A above is condensed with the compound

from Preparative Example 19 according to the procedure used in Preparative Example
10 1 to obtain the title compound

EXAMPLES 41-43
\,‘_(qu fOE: _ArNH, \r_px:g;r’,,m
o o]

15 Following the procedure descnbed in Example 40, using the aromatic amines
shown below instead of 3-aminopyrazine the Products listed in Table Vil below can
be obtained

Table Vil
Example Aromatic Amine Product
41
H -l\} \ 0):(0 C
N
O OH H H

I P

43

ol ”1’%?:(*’[}
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Exampile 44

o)
9 Phte " 3 HNQ Hf&fh {
Ao — )
o o
The N,N-dmethylamide from Preparative Example 33 (0 74g, 4 1Tmmol) and the
methyl squarate denvative from Preparative Example 66 (0 84g, 4 1mmol) were
combined in methanol and heated to reflux The mixture was stimed for 96 hours

After this time, LCMS showed the desired product was present The reaction was
concentrated and product was isolated by HPLC punfication (102 6mg, 7 31%)

"H NMR (300MHz, ds-DMSO) 52 95(s, 6H), 6 84 (m, 2H), 7 09 (m 1H), 7 39 (m, 2H),
7 51 (d, 2H) 7 74 (dd, 1H)

LCMS calculated 351 12, found 352 0 (M+1)"

Examples 45- 82
Following the procedure descnbed for Example 44 the Products listed in Table

X below wera prepared using the aniline from the Preparative Example indicated (or
the commercially avalable anidine illustrated) and the alkoxy squarate from the
preparative example indicated The reaction was complete in 16-96 hrs depending on
the anihne as determined by TLC



WO 02076926 PCT/USO02/02888
T4
Table IX
Aniine and 1 (T':;Id
Example Squarate from Prep Product 2 (M+1)
Exs
Q
45
47
& N N 1 32%
66 / \N I!i l!l 2 3940
O\ / OH
(o)
46
45 >4
] N N 1 45%
66 O, /7~ \ ) ) 2 4296
)—N N on H H
o “— o
(o] O
47
41 i___! O
& N W 1 042%
66 HN Ifl IEI 2 3380
/ OH
(o]
(o] (8]
48
s Q)
8 1 78
66 HaN z z 2 3240
2 OH
0
Q o]
& Nj :/~N 1 676%
68 < :N I!l |:I 2 3921
OH
Q
0 0
50
: o
& 1 10%
86 CN E E 2 3641
OH
0
(o] ]
5
s H ’g,
& 1 37™%
88 E E 2 3391
/ OH
0
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Aniline and 1 (:,e)ld
Example | Squarate from Prep Product 2 (M+1)
Exs
Q O
52
e 'y
Py 1 033%
66 L 2 3521
HN ou M H
—/ o
s P
I | QOO
Iy 1T 57%
N N
66 1 ! 2 4000
HN ou B H
” 0 ©
Py 1 11%
N
66 = 1 ] 2 4280
HN: OH H H
Q
0 O
55 :
: _«‘ ;
& ‘: ) 1 12%
N N
66 1 1 2 4141
HN OH H H
()
- o O
56 | ?
Sk QO
& - N N 1 51%
66
o HN by H H 2 5040
o
57
38
& 1 67%
66 2 5038
58
42 _N j;f
:& 1 36%
HN 2 3951
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Anmline and ! ;ﬁd
Example | Squarate from Prep Product 2 (M+1)
Exs
0 O
59
39
& N N 1 94%
66 | J 2 3941
HN OH H H
)
Q o]
60
38
6 N 2 401
HN OH H H
O
61 R P
: | oo
. 1 10%
N N
68 N I!| '{' 2 4200
(o]
(o) o)
: | oMo
oY, ow v 3 G
a HO OH H H
66 (s ]
C Q
63
33
& 1 53%
78 \ NN 2 3801
N OH H H
/0
(o] 0
64
5 )
& 1 16%
79 \N :E: E 2 3940
/ % OH
[a) 0
65
33
& 1 43%
80 \ NN 2 3801
N OH H H
I o
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Antine and 1 (‘::)'d
Example Squarate from Prep Product 2 (M+1)
Exs
(o) Q
66 \—f
33 =
& \ E N 1 44%
81 N H 2 4511
Lo
67 oj (o
33 \ N *‘Q
& N H H 1 42%
82 / OH o 2 4391
1.
N
\
68 o\ fo ct
33 —
& 1 45%
N N
74 \ J J 2 4200
IN on H H Cl
0 ©O
: K
33
2 \ NN 1 32%
76 N on H H O 2 4810
/o NJ(
H o
70 0\ ,0
33 =
N N
& \N 0 & 1 20%
83 / OH 2 4320
N
A\
50
0O
71 \ 4'0
; Q
& 1 0%
N N
77 \ J [ 2 3820
N ot H P

Wb
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Aniline and 1 ;;':;'d
Example Squarat;x from Prep Product 2 (M)’
S
0 O
N _/
72
a3 —
& l}l l}l 1 15%
72 - H H 2 4080
0 N—
/
O O
73 33 j;f
& 1 57%
73 \N z z 2 3590
% O HN. N
0O 0O
74
s =
) 1 25%
4 \ '?' N 2 3960
N H H o)
7 9 S
1 39%
& / 2 3060
70 o (o]
o
N- N
76 H N N NH H n 0
CT T Wﬁ‘) ;%
2 3501
;6 o o
[
77
58 N-NH 9y oM
& N N N 1 75%
70 = 2 3931
o Yo
N-NH 0
78 63 N 'l;l' 'I:]{ 5
& = 1 28%
70 Y 2 3501
" i SN S L
a 1 26%
2 2361
70 o o
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1 Yield
Antline and (%)
Example | Squarate from Prep Product 2 (M+1)
Exs
" C C
N-NH
HoN N’ H H 1 23%
Jj: @ 2 3821
& 0 (o]
70
N
81 FJ
8 N—NH
H H 1 60%
70 N@A‘):(N\@ 2 4161
8] 0
B2 I

N=NH H N~
& N N N 1 59%
70 )’i( 2 3631
g o

Example 83
(D (o]
o) Q HO L 7
N
HN OEt HO N N H by’ \
o o & Yo ¢
cl

The aniline 314 from Preparative Example 46 (52mg 0 25mmol) and the
ethoxy squarate denvative from Preparative Example 67 (50mg 0 25mmol) were
combined in ethanol (2mL) with dusopropylethylamine (0 10mL) and heated to reflux
for 16 hours The reaction was concentrated and the product was 1solated by HPLC
purtfication (7 2mg, 7 4%)

'H NMR (300MHz, ds-DMSO) 53 04 (s, 8H), 7 02 (d, 1H), 7 20 (t, 1H), 7 48 (t, 2H),
7 59 (m, 2H), 8 03 (d, 1H), 9 70 (s, 1H), 10 34 (s, 1H), 10 60 (s, 1H)ppm
LCMS calculated 3851 found 386 0 (M+1)"
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Examples 84-93
Following the procedure descnbed for Example 83, the Products listed in Table

X below were prepared using the amine from the Preparative Example indicated (or
the commercially available aniine illustrated) and the ethoxy squarate from the
preparative example indicated

Table X
Aniine and 1 Yield (%)
Exampie Squarate from Praduct 2 {(M+1)
Prep Exs
(o)
\ O
84 33 —
& /
68 \ l}l l;l 1 22%
! o) 7;0
0 o
85
3&3 \ p“ N’@ 1 14%
) ) 2 4450
&9 N on  Hun o
O .S
o ™
86 o\\ f/o
34 —
& 1 24%
C?‘N N’g )
75 ! 1 2 4580
HN on H H O
o)
87 0\ ,/O
49 = O
& z z 1 33%
67 { ,N'«‘ 2 4060
(o]
oH
6}-
@]
il =
NH,
N NO 1 55%
g °H HA 2 3230
& OH
67 o]
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Anline and 1 Yield (%)
Example Squarate from Product 2 (M+1)
Prap Exs
BO NC

o 0
NH, NC j;f O 1 21%
OH NN 2 3061
H H

&
67 OH
Q 0O
NHa NC
1 52%
OH ﬁ ; 2 3501
OH o_

8
75
NG
91 NG A L
NH, j'-—-( @ 1 26%
OH NN 2 3060
s onH H
67
O (o)
OH “—
92
50 O —
s N N 1 30%
67 A Y o 2 3800
)
0 O
8 N'\: ’[N 1 38%
67 hY Loy 2 3660
o
EXAMPLE 94

0O O o 0

owgy o O — ey M
N (o] HN N N

OH H OH H H

The compound from Preparative Example 90 (50mg, 0 19mmol) was dissoived
in tetrahydrofuran (2mL) Aniline (0 017mL, 0 19mmol) was added, and the mixture
was stired for 2hr  The solvent was evaporated, and the residue was taken up in
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acetontnle The desired product (30mg, 49% yieid), an insoluble powder was
recovered by filtration

H NMR (300 MHz, de-DMSO) 57 18(m, 1H), 7 35(m, 1H), 7 48(m 2H) 7 54(m 1H),
7 83 (m 2H), 813 (d, 1H). 995 (s 1H), 10 86 (s, 1H) 1150 (s, 1H)ppm

Mass Spec calculated 325 0, found 326 1 (M+1)"

Examples 95-105

Foliowing the procedure descnbed for Example 84, the Products listed in Table
X1 below were prepared using the aniline from the Preparative Example indicated (or .
the commercially available aniline illustrated) and the chionde from the preparative
example indicated

Table Xi

Anmline and 1 Yield (%)
Example Chionde from Product 2 (M+1)’
Prep Exs

g5 Q o O
" =
O,N
O\/o \Q‘N NQ 1 27%
& & 5 2 3701
OH 0/

0

o6 0 )
H:N O_a_N ,' \ ﬁ 1 2106
=/~ N N 2 3541
bu H H
0O O

—

&
90
3
9
o7 O \
HzN o;.nQ — O
N N
- ) | 20%
O on H 2 4160
&
90
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Aniline and 1 Yield (%)
Example Chionde from Product 2 (M+1)
Prep Exs
g8 0 (o]
65 O,N )\;(
& ’ N N 1 50%
90 v y | 2 3671
OoH HN"N
99 S
HN O-N )\:/
? QN Ny 1 21%
' - 2 3541
& OH H H
90
0 [0
LY & g
: o’ | ON ,Q—O 1 68%
& o o 2 3701
90 OH
8] 0O
101 89 Y oH
[ OH 1 31%
80 N1 o 5400
P
N
|
42 on Y
& 2 N N 1 40%
90 LR 2 3661
OH HN. Y
104 O 0
S| o M
HO N NO 1 22%
g osf (A P 2 3249
91 OH

W
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Aniine and 1 Yield (%)
Example Chionde from Product 2 (M+1)
Prap Exs
105 R o p
2 HO O 1 10%
HO NN 2 3250
& o H
91
106 O'Noz A AL
HzN o,m@\ )\;f O 1 21%
& N N 2 3102
91 g H

95%)

'H NMR (300MHz dg-DMSO) 52 08(t 2H) 2 82(s 6H) 3 18(m 4H), 4 40(s, 2H),
743(m 2H), 7 58(d 1H) 7 65(d 1H) 780(s 1H) 7 90(d 1H) B8 18(d 1K), 9 18(1H)

S

The Boc-protected compound of Example 101 {14 Smg 0 027mol) was stired
m TFA/DCM (5mL/5mL) for 2h Simple concentration gave the product (11 2mg,

Boc OH H H

TFAIDCM QN I,N
OaN (o]

EXAMPLE 107

|
N

Y

0

9 80(m 1H) 10 43(s, 1H), 11 62(s 1H)ppm

LCMS(MH") 439 19, found 439 8

J
0

el
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EXAMPLE 108

CHO Step A QNH Step B =~ ] [
. NH- \ P
6 P P 6 oﬁo %& |

StepC

Cl Cl
Q
MQM NN
: ont H 4§
OH ~

Genera! Procedure for Resin Preparation
Resin Double-Loading

Argogel (NH2) resin (10g 160u, 0 4mmol/g) was suspended in dicioromethane
(100mL) in a large peptide vessel Bis-(Fmoc)-lysine (7 09g 12mmof) and 1-
hydroxybenzotnazole hydrate (1 62g 12mmol) were dissolved in dichoromethane
(100mL) with N,N-dimethylformamide (12ml) and added to the vessel The vessel
was shaken for 10min  1,3-Dusopropylcarbodumide (3 76mL 24mmol) was added to
the vessel with frequent venting duning the first 15min of shaking The mixture was
shaken for 16hr The resin was filtered and washed three times each with
dichloromethane, methanol and dichloromethane The resin was dned under
vacuum

Acid-Cleavable Linker Attachment

The double-loaded resin (0 9g) was placed in a small peptide vessel with a
solution of 20% pipendine iIn DMF The mixture was shaken for 2hr then filtered The
resin was filtered and washed three times each with N,N-dimethylformamide,
methanol, and dichloromethane The resin was suspended in a solution of 4-(4'-
formyt-3 -methoxy)-phenoxybutync acid (0 463g, 2mmol) and 1-hydroxybenzotnazole
hydrate (0 262g 2mmol) in dichloromethane (10mL) The mixture was shaken for
10min, then 1,3-dusopropyicarbodumide was added with frequent venting dunng the
first 1ISmin  The mixture was shaken for 16hr The resin was fittered and washed
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three times each with dichioromethane methanol and dichloromethane The resin
was dned under vacuum

Step A

The prepared resin {1g) was suspended with sodium tnacetoxyborohydride
(1 1g, Smmol) and dichloroethane (10mL) in a small peptide vessel o-Anisidine
(0 564mL, 5mmol) was added and the mixture was shaken for 16hr The resin was
fitered and washed successively two times each with methanol, dichloromethane,
methanol and dichloromethane

Step B

Squaryl chionde (0 680g 4 6mmol) was dissolved in tetrahydrofuran (10mL)
and added to resin from Step A The mixture was shaken overnight then washed
successively two times each with dichloromethane acetonitrile and dichloromethane

Step C

Resin from Step B (0 25g) was suspended with 2-amino-5-nitrophenol (0 308g
2mmol) and N,N-dusopropylethylamine (0 35mL 2mmol) in tetrahydrofuran (4mL)
The mixture was shaken for 16hr The resin was filtered and washed three times
each with dichloromethane methanol and dicloromethane For cleavage the resin
was suspended in 90% tnfluoroacetic acid / dicloromethane with stirmng for 6hr  The
resin was filtered washed with acetonitnle and discarded The filtrate and washes
were concentrated to give the desired pure product (11 6mg 26%yield)

"H NMR (300 MHz, ds-DMSO) 54 01 (s, 3H), 7 08(m, 1H), 7 22(m 2H), 7 62(d, 1H),
7 81(s, 1H), 7 88 (dd, 1H), 8 09 (d, 1H) 10 33 (s, 1H), 1042 (s, 1H) 11 38 (s,
1H)ppm

Mass Spec calculated 355 1, found 356 0 (M+1)*

Preparative Examples 109-120
Following the procedure descnbed for Example 108, the Products listed 1n

Table Xli below were prepared using the commerciaily available Step A aniline or
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amine tlustrated and the Step C aniline from the Preparative Example indicated (or
the commercially available aniline illustrated) (Yields for small scale preparations

<50mg resin, were not accurate and are indicated in the table as “NA" )

Table Xil
Step A aniline or 1 Yeld (%)
Example ammne/ Step C Product 2 (M+1)
anhne
109 ”2”@ ojio
HO OsN
1 32%
OaN QT ’:"@ 2 3420
NH; on " Huyg
OH
110
HeN Q 0
5 )
o oo 2 409
o NH, L OH H H OH
OH CH
111
HoN @) 0
OH N,]:(N 1 NA
) ) 2 2970
N ,Q on H H OH
OH
112
HaN o 0
on ¢ O |
E'i ) 2 3109
H,N HO HO
OH
0O ©O
113 j;(
»e
L D |
& o M P Hho 2 3739
55 /s\\O




WO 02476926

PCT/USO2/288K8

Step A aniline or 1 Yeeld (%)
Example amme/Step C Product 2 (M+1)
aniline
o) 3
114 l: :| =
HaN QE ) 1 NA
5 Ogg M HO 2 4359
i (J°
115 Q Cﬁ\\ ”O . NA
FaN = 2 3549
O~ ';l {;l
o}
oH 1 O~
NH, OH
o OH
116 o [o)
. @\ j:’( 1 NA
2 = 2 2971
OH HO N lf‘@
S e
HO NH;
117 @,cn 0. 0
HoN oS8 tf cN 1 NA
Q\'f — ?’O’ 2 3061
HaN onH H
OH
118 0 O
. j;( 1 NA
2 Br N N 2 4028
o) H H
Y OH Br
o NH.
oy OH
119 o O
1 NA
HyN HOO j.:i 2 297 1
OH N N
HO\O H  Huyo
NH,
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Step A aniline or 1 Yield (%)
Example amme / StepC Product 2 (M+1)
aniine
120 O 0
1 NA
HN HO j—:( 2 3610
Br NN
HO H H g
NH,
Example 123
N\
_ \ o) o]
e e Q
O OH H H

The compound from Preparative Example 26 s reacted with the compound
from Preparative Example 30 according to the procedure descnbed in Example 1 to
obtain the product shown

Example 124
o § \ o S O /°
EO o E10 N N
HO

The compound from Preparative Example 27 1s reacted with the compound
from Preparative Example 30 according to the procedure described tn Example 1 to
obtain the product shown

Example 125
0 8]
0 S S
S Y S =0
~—N —N N +
\ HO \ HO

The compound from Preparative Example 28 Step B or Preparative Example
29 Step E is reacted with the compound from Preparative Example 30 according to
the procedure descnbed in Example 1 to obtain the product shown
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WHAT IS CLAIMED

————

1 A compound of the formula

oj io
By N-A
H H
5 )]

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of .
said compound or of said prodrug,
wherein
10 A 1s an unsubstruted or substiuted aryl or unsubstituted or substituted
heteroaryl group,
Bis




5%

WO 02/076926 PCT/USU2/0288N
91
R® R®
3
R . N
R Y NH
R?
R® 5
R* RS 4 N 6
R R
R Rm
W Y
R? N
R15\N.—N R B
R? R = R3
OH - OH
8 15
R1 5 R R9 IR
\N N
) or [
= 3
R R '
OH OH

R? 1s hydrogen, OH C(O)OH, SH, SO:NR'R® NHC(O)R?, NHSO.NR'R®,
NHSO2R’, C(O)NR'RS, C(O)N R’OR®, OR or an unsubstituted or substituted
5 heterocyclic acidic funchional group,
R? and R* are the same or different and are independently hydrogen, halogen,
alkoxy, OH, CF3, OCF3, NOz, C(O)R’, C(O)OR’, C(O)NR'R®, SO,NR'R®, SO4,R’,

7
N,OR

i

C(OINR'OR®, R® | cyano, unsubstituted or substituted alkyl, unsubstituted or
substituted aryl or unsubstituted or substituted heteroaryi,

10 R® and R® are the same or different and are tndependentty hydrogen, halogen,
alkyl, alkoxy, CF3, OCF3, NO;, C(O)R’, C{O)YOR?, C(ONR'R®, SOy)NR'R®,
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C{O)NR’OR?, cyano, or an unsubstituted or substituted aryl or an unsubstituted or
substituted heteroaryl group,

R? and R® are the same or different and are independently hydrogen,
unsubstituted or substituted alkyl, unsubstituted or substituted aryl, unsubstituted or
substituted alkylaryl, unsubstituted or substituted arylalkyl, unsubstttuted or substituted
cycloalkyl, carboxyalkyl, aminoalkyl, unsubstituted or substituted heteroaryl,
unsubstituted or substituted heteroarylalkyl or unsubstriuted or substituted
heteroalkylaryl, or

R?, R® and N in said NR'R® and NRORS can jointly form a 3 to 7 membered
nng, said nng may further contain 1 to 3 addibional heteroatoms on said nng as nng
atoms, and said nng may be unsubstituted or substituted with one or more moieties
which are the same or different, each moiety being independently selected from
hydroxy, cyano, carboxyl, hydroxyalkyl, alkoxy, COR'R® or ammnoalkyl,

R® and R'° are the same or different and are independently hydrogen, halogen,
CFj, OCF3, NR'R®, NR’C(O)NR'R® OH, C(O)OR’, SH, SOyNR’R®,SO:R’,
NHC(O)R?, NHSO-NR'R®, NHSO,R?, C(O)NR'R® C(O)NR’OR® OR" oran
unsubstituted or substrtuted heterocychic acidic functional group,

R™ s COR’,

R 1s hydrogen, OR", or an unsubstituted or substituted aryl group, an
unsubstituted or substituted heteroaryl group, an unsubstituted or substituted arylalkyl
group, an unsubstituted or substituted cycloalkyl group or an unsubstituted or
substrituted alkyl group, and

tistor2

2 The compound according to Claim 1
a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or iIsomer of
said compound or of saxd prodrug,
wherein
Als
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7\ 7\
H’NYN H-NX

R11
R12
|
7\
0_0
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N
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and
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R" and R* are the same or different and are independently H, OH, halogen,
cyano, CFs, CF30, NR'R®, NR’C(0) NR'R®, C(0) NR'R®, COzR’, OR’, SOy NR'R?,
NR’SOyR® , COR’, and substituted or unsubstituted aryl, substituted or unsubsttuted
alkyl, substituted or unsubstituted arylalkyl, substituted or unsubstituted heteroaryl,
substituted or unsubstrituted aryloxy, substituted or unsubstituted heteroarylalkyl,
substituted or unsubstituted heterocyclylalkyl, substituted or unsubstituted
hydroxyalkyl, substituted or unsubstituted alkoxy, alkylaminoCOOalkyl aminoalkoxy,
alkoxyaminoalkyl or substituted or unsubstituted ammoatkyl

3 The compound according to Claim 1
a prodrug thereof, or a phammaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of said prodrug,
wherein
R? is hydrogen, OH NHC(O)R” or NHSO,R”
R31s SO:NR'R?, C(O)NR'R?, SO;R’, NO; or cyano
R* 1s hydrogen, NO» CF3orcyano,
R® i1s hydrogen, halogen, NO,, cyano or CF3, and
R® s hydrogen or CF3
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4 The compound according to Claim 2
5 a prodrug thereof, or a phamaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of said prodrug,
wherein
Ais

R'2 R'2 R'2
7\ 7\ 7\
~N_. _N
12 P
R 1
l N,\H /R
/" \ E -R12 —
7 ]
— W \R12
10 \ l{'R'l‘l or

5 The compound according to Claim 2

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
15 said compound or of said prodrug,

wherein
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R2 1s hydrogen, OH, NHC(O)R” or NHSO,R’,

RY1s SO.NRR?, C(O)NR'R®, SO:R’, NO; or cyano,
R* 1s hydrogen, NO, CF3or cyano,

R® is hydrogen, halogen, cyano, NO or CF3, and
RS 1s hydrogen or CF,

6 The compound according to Claim 4
a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of said prodrug,
wherein
R?1s hydrogen OH, NHC(O)R or NHSOR’,
R¥1s SO.NR'R® C(O)NR'R®, SO,R’, NO2 or cyano,
R* s hydrogen, NO», CF3 orcyano,
R® 15 hydrogen, halogen or CF3, and
R® is hydrogen or CF3

7 The compound according to Claim 3
a prodrug thereof, or a pharmaceutecally acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of sad prodrug
wherein
R? 1s OH or NHSO.R’
R? 15 C(O)NR'R®, NO- or cyano,
R* i1s hydrogen, NO2or cyano,
R® 1s hydrogen Cl or CF3, and
R® 1s hydrogen or CF3

8 The compound according to Claim 7
a prodrug thereof, or a phamaceutically acceptable salt, solvate or iIsomer of
said compound or of sad prodrug,
wherein
R?1s OH,
R?i1s C(OINR'R®,
R* s hydrogen,
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R i1s hydrogen, Cl or CF3, and
R® 1s hydrogen

9 The compound according to Clam &
a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of said prodrug,
wheretn
R2 s OH or NHSO2R’,
R3 s C(O)NR'R®, NO; or cyano,
R*1s hydrogen, NO, or cyano,
R® s hydrogen, C! or CF3, and
R® 1s hydrogen or CF,

10  The compound according to Claim 68

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of said prodrug,

wherain

R?1s OH or NHSOR’,

R?1s C(O)NR'R® NO; or cyano,
R* 1s hydrogen NO:orcyano
R?® 1s hydrogen, Cl or CF3, and
R® s hydrogen or CF3

1 The compound according to Claim 9
a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or iIsomer of
said compound or of said prodrug,
wherein
R?1s OH,
R31s C(ONR'RS,
R*1s hydrogen,
R® s hydrogen, Cl or CF;, and
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R®1s hydrogen

12 The compound according to Claim 10
a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable sait, solvate or isomer of
5 said compound or of said prodrug,

wherein
R?1s OH,
R®1s C(O)NR'R®,
R* s hydrogen,

10 R® s hydrogen, Cl or CF3, and

R® s hydrogen

13 A compound according to Claim 1

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
15 said compound or of said prodrug,

wherein A and B are as shown in the following table

Ex A B
\
20 N
O OH
\
36 i N
O OH
F
N
37 ,
F O OH
oY
45 /@ LN
O OH
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Ex A B
" /@ Ou ,Ql
O OH
50 /@ DN.. ,( l
O OH
\
63 N
CH;, O OH
\
64 /N
HyC” “CHj O OH
\
65 N
HsC O OH
\
66 N
N’\ O OH
4
HaC O OH
\
74 /N
ovo (0] OH
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101
Ex A B
NC
OH
NC
90 \Q\
o]
\—CH, OH
HaC
\
96 | D /NM/QV*
CHa O OH
Cl
2
N
O OH
Z "N
I
O |0
NG
G OH
\N
Ve
g] O OH

14  The compound according to Claim 13 of the formula

5%
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a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or iIsomer of
said compound or of said prodrug

15  The compound according to Claim 13 of the formuia

QO

\z_,.

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of sad prodrug

16  The compound according to Claim 13 of the formula

P

o\
/—\‘g’?' '?'3
g N A
/8 om

H
10
a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or iIsomer of
sad compound or of said prodrug
17  The compound according to Claim 13 of the formula
0 P
\ p NN
N ont H
15 (o]

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of said prodrug

18  The compound according to Claim 13 of the formula

ANs

20 l\/}’
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a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of said prodrug

19  The compound according to Claim 13 of the formula

Oj O
[l)"ﬂ N’Q _\t

\ 1 '
;“ X OHH H !

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of
said compound or of said prodrug

20  The compound according to Claim 13 of the formula

0
Cl 0\\,

NN 3
HoH
0

a prodrug thereof, or 2 pharmaceutically acceptable salt, solvate or isomer of

\
,N OH
10

said compound or of said prodrug

21 The compound according to Claim 13 of the formula

”O

o\\
, ng e
Lo o
=N — Y

a prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or iIsomer of

15
said compound or of said prodrug
22 A phamaceutical composition compnsing the compound of Clam 1, a

20 prodrug thereof, or a pharmaceutically acceptable salt, soivate or isomer of said
compound or of said prodrug and a pharmaceutically acceptable camer therefor
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23 A method of treating a chemokine-mediated disease wherein the
chemokine binds to a CXCR2 and/or CXCR1 receptor in a mammal, which comprises
administenng to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of the
compound of Claim 1, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or iIsomer of said
compound or of said prodrug

24 A method of treating a chemokine-mediated disease wherein the
chemokine binds to a CXC receptor in @ mammal, which compnses administenng to a
patient in need thereof a therapeutically effective amount of the compound of Clam 1,
or a pharmaceutically acceptable sait solvate or Isomer of said compound or of said
prodrug

25 The method of Claim 23 wherein the chemokine mediated disease is
selected from the group consisting of psonasis, atopic dermatitis, asthma, chronic
obstructive puimonary disease, adult respiratory disease, arthntis, inflammatory bowel
disease Crohn's disease, ulcerative colitis, septic shock, endotoxic shock, gram
negative sepsis, toxic shock syndrome, stroke, cardiac and renal reperfusion injury,
glomerulonephntis or thrombosis Alzheimer’s disease, graft vs host reaction, allograft
rejections, malana, acute respiratory distress syndrome, delayted type hypersensitvity
reachon, atherosclerosis and cerebral and cardiac 1schemia

26 A method of treating cancer, which compnses administenng to a patient
in need thereof, a therapeuticaily effective amount of the compound of Claim 1, or a
phamaceutically acceptable salt solvate or iIsomer of said compound or of said
prodrug

27  The method of Claim 26 which further compnses administenng to the
patient at least one anti-cancer agent and/or radiation therapy

28 The method of Claim 27, wherein the anti-cancer agent s selected from
the group consisting of alkylating agents, antimetabolites, natural products and their
denvatives, hormones, anti-hormones, ant-angiogenic agents, steroids and synthetics
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28 A method of inhibiting angiogenesis which comprises administening to a
patient in need thereof an anti-angiogenic amount of the compound of Clam 1, ora
phamaceutically acceptable salt, solvate or 1Isomer of said compound or of said
prodrug

30 The method of Claim 29 which further comprises administenng to the
patient at [east one known antrangiogenic agent

31  The method of Claim 30 wherein the known ant-angiogenic agent is
selected from the group consisting of Manmastat, AG3340, Col-3, Neovastat, BMS-
275201, Thahdomide, Squalamine, Endostatin SU-5416, SU-6668, Interferon-alpha
Anti-VEGF antibody, EMD121974, CAl, interleukin-12 IM862, Platelet Factor4,
Vitaxin, Angiostatin, Suramin TNP-470 PTK-787, ZD-6474,

ZD-101, Bay 129566, CGS27023A VEGF receptor kinase inhibitors, taxotere and
Taxol

32 A method of treating a disease selected from the group consisting of
gingivitis, respiratory viruses, herpes viruses, hepatitis viruses HiV, kaposi's sarcoma
associated virus and atherosclerosis which comprises administering to a patient In
need thereof a therapeutically effective amount of the compound of Claim 1, ora
phamaceutically acceptabie salt, solvate or 1Isomer of said compound or of said
prodrug

33 The method of Clam 23 wherein the chemokine mediated disease 1s an
angiogenic ocutar disease

34  The method of Clam 33 wherein the angiogenic ocular disease 1s
selected from the group consisting of ocular inflammation, retinopathy of prematunty,
diabetic retinopathy, macular degeneration with the wet type preferred and comeal
neovasculanzation

35 The method of Claim 26 wherein the cancerous tumor type 1s
melanoma, gastnc carcinoma or non-small cell lung carcinoma
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36  The method of Claim 35 which further compnses admimstenng to the
patient at least one anti-cancer agent and/or radiation therapy

37 The method of Ciaim 36, wherein the anti-cancer agent 1s selected from
the group cons:sting of alkylating agents, anttmetabolrtes, natural products and their
denvatives, hormones, anti-hormones, anti-angiogenic agents, steroids and synthetics

38 The method of Clam 37 wherein the anti-angiogenic agent 1s selected
form the group consisting of Manmastat, AG3340 Col-3, Neovastat BMS-275291,
Thalidomide, Squalamine, Endostatin, SU-5416, SU-6668 Interferon-alpha, Anti- .
VEGF antibody, EMD121974, CAl, Interleukin-12, IM862, Platelet Factor-4, Vitaxin,
Angiostatin, Suramin, TNP-470, PTK-787, ZD-6474, ZD-101, Bay 129566,
CGS27023A, VEGF receptor kinase inhibitors, taxotere and Taxol
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CICLOBUTEN-1,2- DIONAS 3.4- DI- SUBSTITUIDAS
COMO ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE LA QUIMIOCINA CXC

FUNDAMENTO DEL INVENTO

Este invento se relaciona con compuestos novedosos de ciclobutendiona substituida,
composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos, y el uso de los compuestos y
las composiciones en el tratamiento de enfermedades mediadas por la quimiocina- CXC

Las quimiocinas son citocinas quimiotdcticas que son hiberndas por una ampha
vanedad de células para atraer macréfagos, células- T, eosinéfilos, baséfilos, neutréfilos y
células endotehales hacia sitios de inflamacién y desarrollo tumoral Existen dos clases
pnncipales de quimiocinas, las quumiocinas- CXC y las quumiocinas- CC La clase
depende de g1 las dos primeras cisteinas estin separadas por un unico ammnodcido
(quimiocinas- CXC) o son adyacentes (quimiocinas- CC) Las qumiocinas- CXC incluyen
Interleucina- B (IL- 8), proteina 1 activadora del neutrdfilos (NAP- 1), protema 2 activadora
del neutrofilos (NAP- 2) GROa,, GROB, GROy, ENA- 78, IP- 10, MIG y PF4 Las
quimiocinas- CC incluyen RANTES, MIP- 1a, MIP- 28, proteina- 1 monocito
quimotdctica de las quimiocinas (MCP- 1}, MCP- 2, MCP- 3, GCP- 2 y eotaxina
Miembros individuales de las familias de quimiocinas son conocidos por estar umdos por al
menos un receptor de quimiocina, las quimiocinas- CXC generalmente unidas por
miembros de la clase de receptores CXCR, y las quimiocinas- CC por miembros de la clase
de receptores CCR Por ejemplo, la interleucina- § esta umda por los receptores CXCR- 1y
CXCR-2

Puesto que las quumiocinas- CXC promueven la acumulacién y activacién de
neutrfilos, estas se han implicado en un amplhio rango de trastornos inflamatorios agudos y
cromicos mcluyendo psorias:s y artnuis reumatoide, Baggiolini, FEBS Lett 307, 97 (1992),
Miller Crit Rev Immunol 12, 17 (1992), Oppenheim, Am Rev. respir Dis 146, 427
(1992), Donnely , Lancet 341, 643 (1993)

Las quimiocinas RCXC que incluyen Ii- 8, GROa, GROB, GROy, NAP- 2 y ENA-
78 (Stneter 1995 JBC 270 p 27348- 57) tambien han sido implicadas en la induccién de
angiogénesis tumoral (desarrollo nuevo de vasos senguineos) Se cree que todas estas
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quIMIOCINas ejercen sus acciones al umirse con el receptor CXCR2 con domimio 7
transmembrana acoplado a !a protefna G (también conocido como IL- 8RB), mientras 1a IL-
8 también se une a CXCR1 (también conocido como IL- 8RA) Por lo tanto, su actividad
angiogénica se debe a su unién a estos y 1a activacién con CXCR2, y posiblemente CXCR!1
para [L- 8, expresada sobre la superficie de células endotelinles vasculares (ECs) en vasos
circundantes

Se ha mostrado que muchos tipos diferentes de tumores producen quimiocinas
ELRCXC y su produccién se ha relacionado con un fenotipo més agresivo (Inoue 2000
Clin Cancer Res 6 p 2104- 2119) y un pronostico pobre (Yoneda 1998 J Nat Cancer Inst 90
P 447- 454) Las quimiocinas son factores quimiotcticos potentes y las quimiocinas
ELRCXC han sido demostradas de inducir quimiotexia EC  Por lo tanto, estas qumiocinas
probabiemente inducen quimiotaxia de celulas endoteliales hacia su sitio de produccién en
el tumor Este puede aer un paso critico en la induccién de angiogénesis por el tumor Los
inhibidores de CXCR2 o inhbidores duales de CXCR2 y CXCR1 inhibirén 1a acthvidad
angiogénica de las quimocinas ELRCXC y por lo tanto bloquearan el desarrollo del tumor
Esta actividad antitumoral ha sido demostrada pars anticuerpos a la IL- 8 (Arenberg 1996 J
Chin Invest 97 p- 2792- 2802), ENA- 78 Arenberg 1998 J Clin Invest 102 p 465- 72), y
GROa (Haghnergahdar J Leukoc Biology 2000 67 p 53- 62)

Se ha mostrado que muchas células tumorales expresan CXCR2 y por lo tanto las
células tumorales también estimulan su propio desarrollo cuando secretan quimiocinas
ELRCXC Por lo tanto, junto con angiogénesis decreciente, los mnhibidores de CXCR2
pueden directamente inhibir el desarrollo de celulas tumorales

Por ende, loa receptores de la quimiocina- CXC representan blancos prometedores
para el desarrollo de agentes novedosos antunflamatorios y ant1- tumorales

Sigue existiendo una necesidad de compuestos que sean capaces de achvidad
moduladora en receptores de quimiocinas- CXC  Por ejemplo, las condiciones asociadas
con un aumento en la produccién de IL- 8 (la cual es responsable de la quimzotaxia de
subgrupos de neutréfilos y células- T en el sitio inflamatono y desarrollo de tumores) se
beneficianan por compuestos que fueran inhibidores de umén de receptores de la IL- 8
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RESUMEN DEL INVENTO
Este invento proporciona compuestos novedosos de la formula (I) representados por

la estructura

O§ fo
B\N N_,A
H H

(1)
un profirmaco de los mismos, ¢ una sal, solvato o 136mero farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto o de dicho proférmaco,
en donde
A cs un anlo sustitwido o no sustiturdo o un grupo heteroanlo sustituido o no
sustitwido,
Bes

RS RS RS
Ra N
R? N-N N)‘—NH
H R®

RS 5
R* R® 4 ? 6
R R
R0 1 R10
NH \ NH
R? N=
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RTs\N-N R0 R
R? R = R?
OH oH OH
9 15
R, R R A
NN or ] )
3/ 3 4
R R
OH OH '

R2 es ndrbégeno, OH, C(O)OH, SH, SO2NR'RY, NHC(O)R?, NHS=2NR'R",
NHSO2R", C(O)NR'R®, C(O)NR'OR?®, OR" o un grupo funcional acidico heterocichco
sustituido o no sustitndo,

R3 y R4 son 1guales o diferentes y son mdependientemente hidrégeno, halégeno,
alcoxilo, OH, CF3, OCF3, NO2, C(O)R’, C(O)OR?, C(O)NRR®, SOuNR'RY, SOR’,

I;,Eh_’

]
C

C(O)NR'OR®, R® , c1ano, alquilo sustitmido o no sustituido, arilo sustituido o no
sustitmido o heteroanlo sustituido o no sustituido,

R’ y R® son 1guales o diferentes y son independientemente hidrégeno, halogeno,
alquilo, alcoxilo, CF3, OCF3, NO2, C(O)R?, C(O)OR’, C(O)NR'R®, SO4NR'R®,
SOmNR’R', C(O)NR’OR', ©1ano, o un anlo sustitndo o no sushitnndo o un grupo
heteroanlo sustituido o no sustitmido,

R’ y R? son 1guales o diferentes y son independientemente hidrdgeno, alquilo
sushituido o no sustituido, anlo sustturdo o no sustituido, alquilanlo sustituido o no
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sustituido, arilalquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido,
carboxialquilo, ammoalquilo, heteroanio sustiturdo o no sustituido, heteroarilalquilo
sustituido o no sustituido o heteroanlalqulo sustituido o no sushtuido, o

R’, R® y N en dicho NR'R® y NR’OR® pueden conjuntamente formar un amlilo de 3
a 7 miembros, dicho anillo puede ademés contener 1 a 3 heterodtomos adicionales sobre
dicho anillo como dtomos ciclicos, y dicho amllo puede ser substituido o no substituzdo con
una o mis fracciones las cuales son 1guales o diferentes, cada fraccién independientemente
seleccionada de hidroxilo, ciano, carboxtlo, lidroxialquilo, alcoxilo, COR7RS o
aminoalquilo,

R® y R'% son 1guales o diferentes y son independientemente hidrégeno, halégeno,
CF3, OCF3, NR'R?, NR'C(O)NR'R, OH, C(O)OR’, SH, SO()NR'RE, SO2R’,
NHC(O)R’, NHSO2NRR?, NHSO2R’, C(O)NR'R?, C(O)NrOR®, OR™ o un grupo
funcional acidico heterocichico sustituido o no sustituido,

R" es COR’,

R es ldrégeno, OR", o un grupo anlo substituido o no substiturdo, un grupo
heteroarilo substitmido o no substituido, un grupo arilalquilo sustituido o no sustitwido, un
grupo cicloalquilo sustituido o no sustitmdo o un grupo alquilo sustituido o no sustitudo, y

teslo2

Otro aspecto del presente invento es una composicién farmacéutica que comprende
el compuesto de 1a formule (I) en combinacidn o asociacién con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable

Otro aspecto del presente mvento es un método para tratar una enfermedad mediada
por a- quimiocinas en un mamifero el cual comprende la administracién a un paciente en
necesidad del mismo de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la
férmula (I) o una sal o solvato farmacenticamente aceptable del mismo

Otro aspecto del presente invento es un método para tratar cancer, que comprende la
sdministracidn a un paciente en necesidad del mismo, concurrente o secuencialmente, de
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto la formula (I), y (b) un agente
bloqueador de la formacién de microtdbulos o agente antineoplisico o agente anti-

angiogéneas o inhibidor de la quinasa del receptor VEGF o anticuerpos contra el receptor
VEGF o mterferonsa, y/o ¢) rad:acién
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En realizaciones prefendas, un compuesto de la férmula (I) es combinado con uno
de los siguientes agentes antincopldsicos gemcitabina, placlitaxel (Taxol ®), 5-
fluorouracil (5- FU), ciclofosfamida (Cytoxan®), temozolomida, taxotero o Vincristine

En otra realizacién prefenda, el presente mvento proporciona un método para tratar
el cancer, ¢l cual comprende la admimstracion concurrente o secuencialmente de una
cantidad efectiva del compuesto la Formula (1), y (b) un agente bloqueador de 1a formacion
de microtiibulos (¢ , paclitaxel)

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
Excepto donde se indique lo contrario, las siguientes definictones se aplican para

toda la especificacién y las retvindicaciones Adicionalmente, todos los términos técmcos y
cientificos utihzados en la presente tienen el mismo sigmficado tal como lo entiende
comunmente alguien con experiencia del estado 1a técnica a la cual pertenece este mvento
Estas definiciones se aplican sin importar s1 un iérmino es utihizado por s1 solo o en
combinacion con otros terminos Por lo tanto la defimeién de "alquilo” se aplica a "alquilo”
esi como también a las porciones "alquilo” de "alcoxilo”, etc

Cuando ocurre cualquier vanable méds de una vez en cualquier constituyente, su
definicidn sobre cada ocurrencia es independiente de su definicion en cada una de las
demés ocurrencias También, combinaciones de substituyentes y/o vanables son permitidas
solamente &1 tales combinaciones producen compuestos estables

El término "sustituido” en la frase "sustituido o no sustitudo™ se refiere a la
substitucién opcional con una o més fracciones las cuales son 1guales o diferentes, cada una
seleccionada independientemente del grupo que consta de halégeno, hidroxilo, ciano, nitro,
alquilo, alcoxilo, anlo, cicloalquilo, COQalquile, COOanlo, carboxamida, sulfludnlo,
anlalquilo, alqulanlo, amino, alquilamino, dialquilamino, alquilsulfonilo, anlsulfomlo,
anlsulfonamido, alquilsulfonamido, heteroarilo, carboxilo, carboxialquilo,
heteroanialquilo, heteroanlalquilanlo, y anloxilo El término "sustitwido™ también se refiere
a la substitucién con un grupo metilendtoxilo sobre dos carbonos cichicos adyacentes sobre

un anillo aromético, 0 mediante la fusi6n de un anillo carbocichico o heterociclico sobre dos
carbonos adyacentes sobre un amllo aromético

.Y
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Alquilo representa una cadena de hidrocarburos saturada lineal o rarmificada con el
mimero designado de dtomos de carbono Cuando no se especifica el nimero de atomos de
carbono, se entiende que son entre 1 y 6 carbonos Ejemplos representativos de grupos
alquilo mcluyen metilo, etilo, n- propilo, 150- propilo, n- butilo, sec- butilo, 180- butilo, t-
butilo y similares

El término "cicloalquilo” significa un sistema mono o multacichico no aromatico
que comprende entre 3 y 10 dtomos de carbono, prefeniblemente entre 5 y 10 dtomos de
carbono El cicloalqmlo puede opcionaimente ser sustituido sobre el anillo reemplazando
un hidrégeno disponible sobre el anillo por uno o més substituyentes los cuales pueden ser
iguales o diferentes Ejemplos no hmitantes de cicloalquilos monociclicos incluyen
ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo y similares Ejemplos no hmitantes de amillos de
cicloalquilo multicichicos incluyen 1- decalinilo, norbormilo, adamantilo y similares

El término halégeno o halo incluye fluor, cloro, bromo o yodo

Anlo se refiere a un sistema mono o biciclico con uno o dos grupos arométicos
incluyendo pero sin hrmitar a fenilo, nafhilo, indenilo, tetrahidronafiilo, indamilo,
antracenilo, fluoremlo y similares

El termino amillo heterociclo o heterociclico es defimdo por todos los anillos
heterociclicos no aromédticos de 3- 7 a dtomos contentendo 1- 3 heterohtomos seleccionados
de N, O y §, tal como oxirano, oxetano, tetrahidrofurano, tetrahidropirano, pirrohidina,
pipendna, piperazina, tetrahidropindina, tetraludropinmidina, tetrahidrotiofeno,
tetrahidrotiopirano, morfolina, hidantoina, valerolactamo, pirrohidinona, y similares

Heteroanlo se refiere a amllos arométicos benzofustonados o simples con 5 0 10
miembros que constan de 1 a 3 heterodtomos independientemente seleccionados del grupo
que consta de O-, - S, y - N=, siempre y cuando los amllos no posean tomos adyacentes
de oxigeno y/o azufre El grupo heteroanlo puede ser sustituido o no susthituido con uno,
dos, o tres substituyentes independientemente seleccionados de alquilo menor, halo, ciano,
nitro, haloalquilo, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, carboxialquilo, carboxermda, sulfludnlo,
amino, alquiamino y dialquilammo

El término grupo funcional acidico heterocichico incluye grupos tales como pirrole,
1mudazol, tiazol, tetrazol, y similares Tales grupos pueden ser sustiturdos o no sustituidos
con uno, dos, o tres subsbtuyentes independientemente seleccionados de alquilo menor,

ol
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alquilo, cicloalquilo, halo, ciano, mitro, haloalquilo, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo,
carboxialquilo, carbamoilalquilo, COOH, COQalquilo, COQerilo, carboxamida, sulfhidnlo,
amino, alquilarmno, aminoalquilo, alqulaminoalquilo, aminoalcoxilo, dialquilamino,
sulfonilo, sulfonamida, anlo, heterocichilalquilo y heteroanilo

Los N- 6x1dos se pueden formar sobre un mitrdgeno terciano presente en un
sustituyente R, o sobre =N- en un sustituyente de amllo heteroarilo y estén incluidos en los
compuestos de la formula I

Como sc utiliza de la presente, el término "composictén" incluye un producto que
comprende los ingredientes especificados en las cantidades especificadas, as{ como también
cualquier producto que resulte, directa o indirectamente, a partir de la combinacién de los
mngredientes especificados en las cantidades especificadas

El término "proférmaco,” como se utiliza en la presente, representa cantidades las
cuales son rapidamente transformadas 1n vivo al compuesto precursor de la férmula
antenor, por ¢jemplo, mediante hidrélisis en la sangre Una discusion completa es
proporcionada en T Higuchi y v Stella, Profarmacos como Sistemas de Liberacién
Novedosa, vol 14 de la Sene Simposio ACS yen edward b Roche, ed , Vehiculos
Bioreversibles en Disefio de Firmacos, Asociacién Farmacéutica Americana y Pergamon
Press, 1987, ambas incorporadas en la presente como referencia

Para compuestos del invento que tienen al menos un dtomo de carbono asimétrico,
todos los 1s6meros, incluyendo diastercoisémeros, enantiémeros e 1s6meros rotacionales
son contemplados como parte de este invento El invento incluye 18someros d y / tanto en
forma pura como en mezcla, incluyendo mezclas racémicas Los 1s6meros se pueden
preparar utihzando técnicas convencionales, o separando los 1s6meros de un compuesto de
la férmula I

Los compuestos de la formula I pueden existir en formas solvatadas y no solvatadas,
incluyendo formas hidratadas El genera, las formas solvatadas, con solventes
farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y similares, son equivalentes a las
formas no solvatadas para propositos de este invento

Un compuesto de la formula I puede formar sales farmacéuticamente aceptables con

bases o dcidos organicos e inorginicos Ejemplos de acidos apropiados para formacién de
sales son dcidos clorhidnicos, sulfuncos, fosforicos, acéticos, citricos, malénicos,

£e
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salicilicos, maléicos, fuméncos, succimcos, ascdrbicos, maléicos, metanosulfénicos y otros

acidos minerales y carboxilicos bien conocidos por aquellos con experiencia en el estado la

técnica Las sales son preparadas poniendo en contacto las formas base libres con una

cantidad suficiente del acido deseado para producir una sal en la forma convencional Las

5 formas base libres pueden ser regeneradas tratando la sel con una solucién base acuosa
dilwida apropiada, tal como hidréxido de sodio acuoso diluido, hidréxido de lito, ludroxido
de potasio, hidréx1do de calcio, carbonato de potasio amoniaco o bicarbonato de sodio Las

formas neutrales difieren de sus sales respectivas en cierta manera con respecto a ciertas

propiedades fisicas, tales como solubilidad en solventes polares, pero las sales son de otra

10 forma equivalentes a sus formas neutrales respectivas para prop6sitos del invento

En un grupo prefendo de compuestos de la Formula I, A es seleccionado del grupo

que consta de

S
A

J g2

2

A
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/ (9]
AR



10

15

20

25

30

I Z A
\\lfz X "N '
__/R1z _
\ 7/ N
kL )
N
\
RY "
i — 11 R
N S Va\
OVO
6 puliipmery
..—/R
\ 7/
o

en donde

R" y R" son 1guales o diferentes y son independientemente H, OH, halégeno,
ciano, CF3, CF30, NR'RY, NR'C(O)NRR?, C(O)NR’R®, CO2R’, OR’, SO{t)NR'R?,
NR’SO(L)R®, COR’, y anlo sustitwido o no sustitmdo, alqmlo sustrtuido o no sustitudo,
alcoxilo sustituido o no sustituido, anlalquilo sustitutdo o no sustituido, heteroarilo
sustitmido o no sustituido, anloxilo, heteroanlalquilo, heteroarilalcoxilo, heterocichlalquito,
hidroxialquilo,alquilaminoCQOOalqulo, amimoalcoxilo, alcoxiamnoalquilo y ammnoalquilo,
y —_

Bes R5
R R®
g ]
RN
RZ
en donde

R? es seleccionado del grupo que consta de OH, NHC(O)R” y NHSO2R,

R? es selcccionado del grupo que consta de SO2NR'RY, NO2, CN, C(0) NR'R® y
SO2R’,

10
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R* es seleccionado del grupo que consta de H, NO2, CN y CG3,
R’ es seleccionado del grupo que consta de H, CF3, halégeno y CN, y
R’ es seleccionado del grupo que consta de H y CF3

Los compuestos de la férmula (I) pueden ser producidos mediante procesos
conocidos por aquellos con expenencia en ¢l estado de la técnica en los siguientes

esquemas de reaccién y en las preparaciones y ejemplos a continuacién

= 7
Esquemal R, HO | Step A RN F
g._H ' :')'/\ NO, SepB R®” ~"/\| N
OH o]

oH H2

Oi\ /O
HzN’ A + —
EtO OEt

N\
Ve R /|
IA + ‘N
EtO N RS~
OH

7
R = | O AP
R”h\[( —
N N N A
O H H

11
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Un procedimiento general para la preparacién de compuestos de la férmula I es

como Sigue

Esquema

Una amina es condensada (paso A) con un dcido mtrosalicilico bajo condiciones
estindares de acoplamiento y la mtrobenzamida resuitante es reducida (paso B) bajo una
atmosfera de hidrégeno en presencia de un catalizador apropiado La parte restante
requenida para la sintesis del blanco final es preparada condensando una amina de anlo con
el dietilescuarato comercialmente disponible para proporcionar el producto de
anilinoetoxiescuarato La condensacién subsecuente de este compuesto intermedio con la
aminobenzamida preparada antenormente proporciona el antagonista de las quimiocinas
deseado (Esquema 1)

ema 2
Alternativamente, la ammobenzamida del esquema 1 es condensada primero con el
dietilescuarato comercialmente disponible para proporciona un intermedio de monoetoxilo
altemno La condensacién de éste intermedio con una amina de arilo o heteroanlo
proporciona el antagomista de quimiocinas deseado

Esquema 3

12
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Los compuestos de benztnazol de la Formula (I) son preparados agitando las
mtrofemlendiaminas con mitrito de sodio en acido acético a 60°C para proporcionar el
mtermedio de mtrobenzotnazol (Esquema 3) La reduccién del grupo nitro en presencia de
catalizador de paladio y atmésfera de hidrégeno proporcioné el compuesto de amina La
condensacién subsecuente de este intermedio con ¢l amlinoetoxiescuarato preparado

anteriormente (Esquema 1) proporciona el entagomista de quimiocinas deseado

13
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La condensacion de mitrofenlendiaminas con anhidridos o &cidos activados en
reflujo (ezquema 4) proporcionz los mtermedios de bencimidazol los cuales despues de
reduccién con idrégeno y catalizador de paladio y condensacién con ¢l

squema 4

amlinoetoxiescuarato previamente preparado (esquema 1) proporciona los antagonistas de
las quimiocinas de benecimidazol

14
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Esquema 5

Las estructuras de indazol de la formula (I) s¢ pueden preparar segun el esqueme 5
mediante reduccién de mtroindazol A (J Am Chem Soc 1943, 65 1804- 1805) para

proporcionar aminomdazol B y subsecuente condensacion con el amhnoetoxiescuarato
preparado anteniormente (Esquema 1)

Esquema 6
Las estructuras de indol de la férmula (I) se pueden preperar segun el esquema 6
mediante reduccion de mtromdol A (J Med Chem 1995, 38 1942- 1954) para

18
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proporcionar aminoindol B y subsecuente condensacién con el amlinoetoxiescuarato
preparado antenormente (Esquema 1)

BI I
Los compuestos del presente invento son utiles para el tratamiento de condiciones y
enfermedades mediadas por las quimiocinas- CXC Esta utilidad es mamfestada en su
capactdad para nhibir [L- 8 y quimiocina GRO- alfa tal como se demostro mediante los

siguientes ensayos 1n vitro

Ensayos de Unién de Receptores
Ensayo CXCR1 SPA

Pera cada pozo de una placa de 96 pozos, se prepard una mezcla de reaccién de 10
ug de membranas de sobreexpresion hCXCRI1- CHO (Biosignal) y 200 ug/pozo de perlas
WGA- SPA (Amersham) en 100 ul en amortiguador de ensayo CXCR1 (25 mM HEPES,
pH 7 8,2 mM CaCl2, ImM MgCl2, 125 mM NaX], 0 1% BSA) (Sigma) Una solucion
concentrada 0 4 nM de higando, [125]- IL- 8 (NEN) fue preparada en el amortiguador de
ensayo CXCR1 Soluciones concentradas 20X de compuestos de prueba fueron preparadas
en DMSO (Sigma) Una solucién concentrada 6X de IL- 8 (R&D) fue preparada en
amortiguador de ensayo CXCR2 Las soluciones antenores fueron agregadas a una placa de
96 pozos (PerkinElmer) como sigue 10 ul de compuesto de prueba 0 DMSO, 40 ul de
amortguador de ensayo CXCR1 o concentracion de IL- 8, 100 ul de mezcla de reaccién, 50
ul de solucién concentrada de hgandos ([Ligando] Final) =0 1 nM) Las placas de ensayo
fueron agitadas durante 5 minutos sobre un agitador de placas, luego incubadas durante 8
horas antes de determiner cpm/pozo en un contador Microbeta Trilux (PerkinElmer) El

porcentaje de mhibicién de union- NSB total (250 nM IL- 8) fue determinado para valores
1C50

Ensa R2 SPA

Para cada pozo de una placa de 96 pozos, se prepard una mezcla de reaccién de 4 ug
de membranas de sobreexpresién hCXCR2- CHO (Biosignal) y 200 ug/pozo de perlas
WGA- SPA (Amersham) en 100 ul en amortiguador de ensayo CXCR2 (25 mM HEPES,

16
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pH 74,2 mM CaCl2, ImM MgCi2 Una concentracién 0 4 nM de ligando, 125]- IL- 8
(NEN) fue preparada en el amortiguador de ensayo CXCR2 Soluciones concentradas 20X
de compuestos de prueba fueron preparadas en DMSO (Sigma) Una solucién concentrada
6X de GRO- alfa (R&D) fue preparada en amortiguador de ensayo CXCR2 Las soluciones
antenores fueron agregadas a una placa de ensayo de 96 pozos (PerkinElmer o Corning)
como sigue 10 ul del compuesto de prucba 0 DMSO, 40 ul de amonguador de ensayo
CXCR2 o concentracién de GRO- alfa, 100 ul de 1a mezcla de reaccién, 50 ul de
concentracién de hgandos ([Ligando] Final) =0 1 nM) Cuando las soluciones
concentradas 40X de los compuestos de prucba en DMSO fueron preparadas, entonces ¢l
antertor protocolo fue utilizado excepto en cambio del compuesto de prueba o DMSO y 54
ul de amortiguador de ensayo CXCR2 fueron utilizados

Les placas de ensayo fueron agitadas durante 5 minutos sobre un agitador de
placas, luego incubadas durante 2- B horas antes de determinar cpm/pozo en un contador
Microbeta Trilux (PerkinElmer) El porcentaje de imnhibicidn de unidn total menos umén no
especifica (250 nM Gro- alfa o 50 uM de antagonista) fue determinado y las valores IC50

calculados

Ensayo de Fluo, c1a de Calcio (FLIPR

Células HEK 293 establemente trensfectadas con hCXCR2 y Gav/q fueron
sembradas a 10 000 céluies por pozo en una placa de Poly- D- Lysimne Black/Clear (Becton
Dickinson) ¢ incubadas 48 horas en CO2 al 5%, 37°C Los cultivos fueron luego incubados
con 4 mM fluo- 4, AM (Sondas Moleculares) en TRI-Dye Loanding Buffer (pigmento de
rastreo en sistemas de electroforesis) (FBS 1%, HBSS w Ca & Mg, Hepes 20 mM
{Cellgro), Probenicad (Sigme) durante 1 hora Los cultivos fueron lavados con
amortiguador de lavado (HBSS w Ca & Mg, HEPES 20 mM, Probenicid (2 5 mM)) tres
veces, luego se agrego 100 ul/pozo de amortiguador de lavado

Durante 1a mcubaci6n, los compuestos fueron preparados como concentraciones 4X
en DMSO al 4% (Sigma) y amortiguador de lavado y agregados a sus respectivos pozos en
la pnmera placa de adicién  Se prepararon concentraciones 4X de IL- 8 0 GRO- alfa (R&D

Systems) en amortiguador de lavado + 0 1% de BSA y se agregeron a sus respectivos pozos
cn la segunda placa de adicidn
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La placa de culuvo y ambas placas de adicidn fueron luego colocadas en el sistema
de 1mégenes FLIPR para deterrminar el cambio en fluorescencia de calcio ante adicién del
compuesto y luego ¢l ligando Brevemente, 50 ul de soluciones de compuesto o solucidn
DMSO fue agregada a los pozos respectivos y el cambio en fluorescencia medido mediante
el FLIPR durante 1 mmuto Despues de 3 minutos de incubacién dentro del instrumento, se
agregd luego 50 ul de ligando y el cambio en fluorescencia de calcio medido por el
mstrumento FLIPR durante 1 minuto El 4rea baja cada curva de estimulacién fue
determinada y los valores utilizados para determinar el porcentaje de estimulacién por
compuesto (agomista) y el % de inhibici6n de respuesta de Caicio Total a hgando (0 3 nM
IL- 8 0 GRO- alfa) para valores IC50 de los compuestos de prucba

Ensayos de Quimitaxia para 293- CXCR2

Un ensayo de quimiotaxia es configurado utilizando insertos Fluorblok (Falcon)
para células 293- CXCR2 (células HEK- 293 sobreexpresando el CXCR2 humano) El
protocolo estandar utilizado actualmente es como sigue

1 Los insertos son recubiertos con coldgeno IV (2ug/ml) durante 2 horas a 37°C

2 El colégeno es retirado y los msertos son dejados secar al aire durante la noche

3 Las células son rotuladas con 10 uM calceina AM (Sondas Moleculares) durante
2 horas La rotulacion es hecha en medios completos con FBS al 2%

4 Las diluciones del compuesto son hechas en medios mimimos (0 1% BSA) y
colocadas el intenor del 1nserto el cual estd posicionado dentro del pozo de una placa de 24
pozos Dentro del pozo se encuentra la IL- 8 en una concentracién de 0 25nM en medio
mmmmo Las ¢élulas son lavadas y resuspendidas en medio minimo y colocadas al interior
del inserto a una concentracién de 50 000 células por insercién

5 La placa es incubada durante dos horas y los insertos son removidas y colocados

en una nueva placa de 24 pozos La fluorescencia es detectada a excitacion= 485 nM y
emisibn= 530 nM

Ensayos de citotoxicidad
Un ensayo de citotoxicidad para compuestos CXCR2 es conducido sobre celulas
293- CXCR2
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concentraciones para determinar 81 pueden ser utilizadas para evaluacién postenor en

Las concentraciones de los compuestos son probadas para su toxicidad a altas

ensayos de umén y ensayos celulares
El protocolo es como sigue

1 Las células 293- CXCR2 son sembradas durante la noche a una concentracién de
5000 células por pozo en medios completos

2 Las diluciones del compuesto son hechas en medios mimmos de w/0 1% BSA
El medio completo es vertido y las diluciones del compuesto son agregadas Las placas son
incubadas durante 4, 24 y 48 horas Las células son rotuladas con 10 uM calceina AM
durante 15 minutos para determmar la viabihdad celular El método de deteccién es 1gual al

antenor

Ensayo de Agar Suave
10 000 células SKMEL- 5/pozo son colocadas en una mezcla de agaral 12% y

medio completo con varias diluciones del compuesto La concentracion final de agar es
0 6% Después de 21 dias las colonias celulares viables son decoloradas con una solucién
de MTT (1 mg/m! en PBS) Las placas son luego analizadas para determinar el mimero y
tamafio de colonias IC50 es determinado mediante comparacién del area total versus la
concentracion del compuesto

Para los compuestos de este invento, un rango de actividades de unién de receptores
de CXCR2 desde aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente 10 000 fue observado
Los compuestos de este invenio prefeniblemente tienen una actividad de union en el rango
entre 1 nM y 1 000 nM, més prefenblemente entre 1 y 500 nM aproximadamente, y lo mas
prefeniblemente entre 1 nM y 100 nM

Las composiciones farmacéuticas que contienen el ingrediente activo pueden estar
en una forma apropiada para uso oral, por ejemplo, como tabletas, grageas, pastlias,
suspensiones acuosas o aceitosas, polvos dispersables o granulos, emulsiones, cdpsulas
suaves o duras, o jarabes o elixires Las composiciones disefiadas para uso oral pueden ser
preparadas segun cualquier método conocido en el estado de la tecnica para la fabneacién
de composiciones farmacéuticas y tales composiciones pueden contener ung o més agentes

seleccionados del grupo que consta de agentes endulzantes, agentes sabonzantes, agentes
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colorantes y agentes preservativos con el objeto de proporcionar preparaciones aceptables y
farmacéuticamente refinadas Las tabletas contienen el ingrediente activo en mezcla con
excipientes farmacéuticamente aceptables no toxicos los cuales son apropiados para la
fabricacién de tabletas Estos excipientes por cjemplo pueden ser, diluyentes inertes, tales
como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato sédico,
agentes de granulacién y desintegracion, por gjemplo, almidén de mafz, o dcido alginico,
agentes de unién, por ejemplo almidén, gelatina o acacia, y agentes lubnicantes, por
ejemplo estearato de magnesio, acido estefinico o talco Las tabletas pueden ser no
recubzertas o pueden ser recubrertas mediante cualquier técnica conocida para retardar la
desintegracién y absorcién en el tracto gastromntestinal y proporcionar de esta manera una
accion sostemda sobre un periodo de tiempo mayor Por gjemplo un material retardante tal
como el monoestearato de gheenlo o distearato de glicenlo puede ser empleado Estas
también pueden estar recubiertas mediante la técnica descrita en la Patente U S No
4256 108, 4 166 452, y 4 265 874 para formar tabletas terapeuticas osméhicas para
liberacién controlada

Las formulaciones para uso oral también pueden ser presentadas como cépsulas
dums de gelatina en donde el ingrediente activo es mezclado con un diluyente séhido
merte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolm, o una capsula de
gelatina dura donde el ingrediente activo es mezclado con agua o un medio aceitoso, por
ejemplo aceite de cacahuate, parafina liquida o aceite de oliva

Las suspensiones acuosas contienen el material activo en mezcla con excipientes
epropiados para la fabricacidn de suspensiones acuosas Tales excipientes son agentes de
suspensién, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa,
hidroxipropiimetilcelulosa, alginato sodico, pohivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma
acacia, los agentes de dispersion 0 humectantes tambien pueden ser un fosfatido en estado
natural, por eyemplo, lecitine, o productos de condensacion de un oxido de alquileno con
Acidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o productos de condensacién de
6x1do de etileno con alcoholes alhifiticos de cadena larga, por ejemplo, heptadecaetileno-
oxicetanol, o productos de condensacién de 6x1do de etileno con ésteres parciales denvados
de 4cidos grasos y un hexitol tal como monooleato de sorbitol de polioxietileno, o
productos de condensacién de 6x1do de etileno con ésteres parciales derivados de &cidos
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grasos y anhidndos de hexitol, por ejemplo, monooleato de sorbitan de polietileno Las
suspensiones acuosas también puede contener uno o mas preservativos, por ejemplo, etilo,
o n- propilo, p- hidroxibenzoato, uno o més agentes colorantes, uno o més agentes
sabonzantes, y uno o mas agentes endulzantes, tal como sacarosa, sacarina o aspartame

Las suspensiones aceitosas pueden ser formuladas mediante suspension del
ingrediente activo en un aceite vegetal, por ejemplo, aceite de cacahuate, aceite de oliva,
aceite de ajonjoli, o un aceite mineral tal como parafina iquida Las suspensiones aceitosas
pueden contener un agente espesante, por ejemplo, cera de abejas, parafina dura o alcohol
cetilico Los agentes endulzantes tales como aquellos divulgados antennormente, y agentes
sabonzantes se pueden agregar para proporcionar una preparacién oral agradable Estas
composiciones se pueden preservar mediante la adicién de un antioxidante tal como 4cido
ascorbico

Los polvos dispersables y granulos apropiados para preparacién de una suspension
acuosa mediante la adicién de agua proporciona ¢l ingrediente activo en mezcla con un
agente humectante o de dispersidn, agente de suspensidn y uno o mas preservativos Los
agentes humectantes o de dispersién apropiados y agentes de suspensién son ejemplificados
por aquellos anteniormente mencionados Excipientes adicionales, e) agentes endulzantes,
saborizantes y colorantes, también pueden estar presentes

Las composiciones farmaceuticas del mmvento también pueden estar en la forma de
emulsiones de aceite en agua La fase aceitosa puede ser un aceite vegetal, ej aceite de
oliva o aceite de cacahuate, 0 un aceite mineral, ej parafina hquida o mezclas de éstos
Agentes de emulsificaci6n apropiados pueden ser los fosfatidos en estado natural, ej
semillas de soya, lecitina, y ésteres o ésteres parciales denvados de dcidos grasos y
anhidndos de hexitol, por ejemplo, monooleato de sorbitan, y productos de condensacién
de dichos ésteres parciales con éxido de etileno, ej , monooleato de sorbitan de
polioxietileno Las emulsiones también pueden contener agentes endulzantes y
sabonzantes

Los jarabes y elixires también se pueden formular con agentes endulzantes, por
ejemplo, glicerol, glicol de propileno, sorbitan o sacarosa Tales formulaciones también
pueden contener un emoliente, un preservativo y agentes sabonzantes y colorantes

Las composiciones farmaceuticas también pueden estar en la forma de una
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suspensi6n aceitosa o acuosa nyectable esténl Esta suspensién se puede formular segun el
estado de la tecnica conocida utilizando aquellos agentes humectantes o de dispersién
apropiada y agentes de suspension los cuales han sido mencionados anteriormente La
preparacién inyectable esténl también puede ser una solucién o suspensién inyectable
ester1] en un solvente o diluyente parenteralmente aceptable no tdxico, ¢ , como una
solucion en diol de 1, 3- butano Entre los vehiculos aceptables y solvatos que se pueden
emplear estdn ¢l agua, solucién de Ringer y solucton de cloruro de sodio 1soténico
Ademas, aceites fijos esténles son convenentemente empleados como un solvato o medio
de suspension Para este propésito cualquier aceite fijo suave puede ser empleado
incluyendo mono o diglicéridos sintéticos Ademads, los dcidos grasos tales como écido
oleico encuentran uso en la preparacién de inyectables

Los compuestos del invento también se pueden admimstrar en la forma de
supositorios para admmstracién rectal del fAirmaco Las composiciones se pueden preparar
mezclado el firmaco con un excipiente no 1ntante apropiado el cual es sélido a
temperaturas comunes pero iquido a la temperatura rectal y por lo tanto se fundiré en el
reto para liberar el firmaco Tales matenales son manteca de cacao y glicoles de
polietileno

Para uso topico, se utilizan cremas, ungilento, jaleas, soluciones o suspensiones,
etcétera, que contienen el compuesto del invento (Para propésito de esta solicitud, la
aphicacin tdpica incluird lavados bucales y girgaras )

Los compuestos para el presente invento se pueden administrar en forma intranasal
a través de uso topico de vehiculos intranasales apropiados, o a través de rutas
transdermales, utihzando aquellas formas de parches transdérmicos bien conocidos por
aquellos con expenencia comiin en el estado de la tecnica

Para ser admimstrada en la forma del sistema de hberacién transdérmico, la
admimstraci6n de dosificacién naturalmente seré continua més que itermitente durante
todo el régimen de dosificacidn Los compuestos del presente invento también pueden ser
liberados como un supositono empleando bases tales como manteca de cacao, gelatina
ghcennada, aceites vegetales hidrogenados, mezclas de glicoles de polietileno de vanos
pesos moleculares y esteres de Acidos grasos de glicol de polietileno

El régimen de dosificacién que utihzan los compuestos del presente invento es
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seleccionado segin una vanedad de factores incluyendo tipo, especies, peso, sexo y
condicion médica del paciente, la sevendad de la condictén a ser tratada, 1a ruta de
admimistracién, la funcion renal y hepatica del paciente, y el compuesto particular
empleado Un medico o veteninano con expenencia comin puede ficilmente determinar y
prescribir la canhdad efectiva del firmaco requendo para prevenir, contrarrestar, atacar o
mvertir el avance de la condiciébn La precisién éptima para lograr una concentracién de
farmaco dentro del rango que produce eficacia sin toxicidad requiere un régimen basado en
la cinetica de 1a disponibilidad del farmaco a los sinos objetivo Esto imvolucra una
consideraci6n de la distribucién, equilibrio, y eliminacién de un firmaco Prefenblemente,
las dosis del compuesto del invento utiles en el metodo del presente invento oscilan en el
rango entre 0 1 y 1 000 mg por humano adulto por die Mds preferiblemente, las dosis estd
en ¢l rango entre 0 1 y 500 mg/dia Para admimistracién oral las composiciones
preferiblemente son proporcionadas en la forma de tabletas contemendo entre 0 01 y 1000
mg del ingrediente activo, particularmente 0 01,005,01,05,10,25,50,30,150,250,
500, 100 y SO0 mg del ingrediente activo para ¢l ajuste sintorndtico de las dosis al paciente
a ser tratado Una cantidad efectiva del firmaco es comunmente suministrada en un nivel
de dosificaci6n entre 0 0002 mg/kg y 50 mg/kg aproximadamente de peso corporal por dia
El rango mds particularmente estart entre aproximadamente 0 001 y 1 mg/kg de peso
corporal por dis

De manera ventajosa, el ingrediente activo del presente invento se puede admimstrar
en una dosis diara 1inica, o la dosis diana total se puede administrar en dosis divididas de
dos, tres o cuatro veces al dia

La cannd.ad de ingrediente activo que se puede combinar con los materiales
vehiculo para producir la forma de dosificacion unica vanaré dependiendo del hospedero
tratado y la via particular de adminmistracién

Se entenderd, sin embargo, que el mivel de dosificacion especifico para cualquier
paciente particular dependeré de la una variedad de factores incluyendo la edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tempo de administracién, la ruta de
administracion, Ia tasa de excrecion, la combinacién farmacolégica y la sevendad de la
condici6n particular tratada

Otro aspecto del invento es un método para tratar cncer, que comprende la
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admimistracién a un paciente en necesidad del mismo, concurrente o secuencialmente, de
una cantidad terapéuticamente efectiva de (a) un compuesto de la Formula (I) y (b) un
agente anticancerigeno tal como un agente antineoplasico, un agente bloqueador de 1a
formacién de microtibulos o un agente anti- angiogénesis Adicionalmente, los compuestos
del invento pueden ser co- administrados con terapia de radiacion

Las clases de compuestos que se pueden utihizar como el agente quimioterapéutico
anticancengeno (agente antineoplasico) incluyen agentes de alquilacién, antimetabolitos,
productos naturales y sus denvados, hormonas, anti- hormonas, agentes anti- angiogénicos
y esteroides {(incluyendo anélogos sintéticos), y sintéticos Ejemplos de compuestos dentro
de estas clases son dados a continuacién

Los agentes de alquilacién {incluyendo mostaza de mtrégeno, denvados de
efilenim:da, sulfonatos de alquilo, mitrosoureas y triacenos) mostaza de uracilo,
Clormmetina, Ciclofosfamida (Cytoxan), Ifosfamida, Melphalan, clorambucil, Pipobroman,
Tnetilen- melamina, Trietilentiofosforamina, Busulfan, Carmustina, Lomustina,
Streptozocina, Dacarbazina, y Temozolomida

Los antimetabolitos (incluyendo los antagonistas del acido félico, anélogos de
pinmudina, andlogos de purina e mhibidores de adenosina-aminasa), Metotrexato, 5-
Fluorouracil, Floxundina, citarabina, 6- Mercaptopurina, 6- Tioguanina, fosfato de
Fludarabina, Pentostatina, y Gemcitabina

Lés productos naturales y sus derivados (incluyendo alcaloides de 1a vinca,
antibiticos antitumorales, enzimas, hinfocinas y epipodofilotoxinas) Vinblastina,
Vincristine, Vindesina, Bleomicina, Dactinomicina, Daunorubicina, Doxorubicina,
Epirubicina, Idarubicina, pachtaxel (el paclitaxel es comercialmente disponible como taxol
y se descnibe con mayor detalle mas adelante en la sub- seccién titulada "agentes
bloqueadores de la formacién de microtubulos"), Mitramicina, Deoxico- formicina,
Mitomicina- C, L- Asparaginasa, Interferonas (especialmente IFN- alfa), Etopésido, y
Tempésido

Las hormonas y esteroides (incluyendo andlogos sintéticos) 17alfaBtinilestradiol,
Dietilestilbestrol, Testosterona, Prednosona, Fluoximesterona, propionato de
Dromostanolona, Testolactona, Megestrolacetato, Tamoxifen, Metilpredmsolona,
Metiltestosterona, Predmsolona, Tnamcinolona, Clorotrianiseno, Hidroxiprogesterona,
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Aminoglutethimida, Estramustina, Medroxiprogesteronacetato, Leuprolida, Flutamida,
Toremifeno, Zoladex

Sintéticos (incluyendo complejos inorganicos tales como complejos de coordinacién
de platino) cisplatin, Carboplatin, Hidroxurea, Amsacrina, Procarbazina, Mitotano,
Mitoxantrona, Levamisol, y Hexametilmelamina

Los agentes anti- angiogénicos incluyen Manmastat, AG3340, col- 3, Neovastat,
BMS- 275291, Talidomido, Escualamina, Endostatina, SU- 5416, Interferona- alfa,
anticuerpo Anti- VEGF, EMD121974, CAl, Interleucina- 12, IM862, Platelet Factor- 4,
Vitaxina, Angiostatina, Suramina, TNP- 470, PTK- 787, ZD- 6474, ZD- 101, Bay 129566,
CGS27023A, tazotero y Taxol

Métodos para la administracién segura y efectiva de la mayoria de estos agentes
quimioterapéuticos son conocidos por aquellos con experiencia en el estado de la tecnica
Ademés, su administracidn es descrita en la hiteratura estindar Por ejemplo, la
admimistracion de muchos de los agentes quimioterapéuticos es descnita en "Physicians'
Desk Reference” (PDR por su sigla en Inglés), ej edicién de 1996 (Medical Economics
Company, Montvale, NJ 07645- 1742, USA), la divulgacion de esta es incorporada en la
presente como referencia

Como se utihiza en la presente, un agente bloqueador de la formacion de
microtubulos es un compuesto que interfiere con la mitosis celular, es decir tiene un efecto
ant1- mitético, afectando la accién y/o formacion de microtubulos Tales agentes por
ejemplo pueden ser agentes estabihizadores de microtiibulos o agentes que alteran la
formaci6n de microtibulos

Agente bloqueadores de la formacién de microtibulos utiles en el invento son bien
conocidos por aquellos con expenencia en el estado de la técnica e incluyen, pero no estdn
limitados a alocolchicina (NSC 406042), Halichondrina B (NSC 609395), denvados de
colchicina (ej, NSC 33410), dolastatina 10 (NSC 376128), maytansina (NSC 153858),
nizoxina (NSC 332598), pachtaxel (Taxol, NSC 125973), denvados de Taxol (e) , derivados
(e) , NSC 608832), tiocolchicina (NSC 361792), cistenina de tritilo (NSC 83265), sulfato
de vinblastina (NSC 49842), sulfato de vincristine (NSC 67574), epotilona A, epotilona, y
discordermolida (ver Service, (1996) Science 274 2009) estramustina, nocodazol, MAP4, y

sumilares Ejemplos de tales agentes también son descritos en la literatura cientifica de

25




10

15

20

25

30

&%

00087”

patentes, ver, ej , Bulingk: (1997) J Ceil Ser 110 3055- 3064, Panda (1997) Proc Natl
Acad Sci USA 94 10560- 10564, Muhlradt (1997) Cancer Res 57 3344- 3346, Nicolaou
(1997) Nature 387 268- 272, Vasquez (1997) Mol Biol Cell 8 973- 985, Panda (1996) J
Biol chem 271 29807- 29812

Agentes particularmente prefendos son compuestos con actividad tipo paclitaxel
Estos mcluyen, pero no estdn limitados a paclitaxel y derivados y analogos de paclitaxel
(compuestos tipo paclitaxel) El pachitaxel y sus denvados son comercialmente disponibles
Ademés, los métodos para fabnicacion de pachitaxel y derivados y andlogos de pachtaxel
son bien conocidos por aquellos con experiencia en el estado de la técmica (ver, ) , Patentes
US No 5569729, 5 565 478, 5 530 020, 5 527 924, 5 508 447, 5 489 589, 5 488 116, 5
484 089, 5 478 854, 5478 736, 5 475 120, 5 468 769, 5 461 169, 5 440 057, 5 427 364, 5
411 984, 5 405 972, y 5 296 506)

M#a especificamente, el término "pachitaxel” como se utiliza en la presente se
refiere al firmaco comercialmente dispomible como taxol (numero NSC 125973) Taxol
mhibe la replicacion celular eucanética mediante el aumento de la polimerizacién de
fracciones de tubulina en fardos de microtibulos estabihizados que son incapaces de
reorganizarce en las estructuras adecuadas para mitosis De las muchas drogas
quimioterapeuticas dispombles, el pachtgxel ha generado interés debido a su eficacia en
ensayos clinmicos contra tumores firmaco-refractarios, incluyendo tumores de ovano y
gléindula mamaria (Hawkins (1992) Oncologra 6 17- 23, Horwitz (1992) Trends
Pharmacol Sc1 13 134- 146, Rowinsky (1990) J Natl Canc Inst 82 1247- 1259)

Los agentes adicionales que bloquean la formacién de mrerobutulos se pueden
evaluar uthhzando uno de los muchos ensayos conocidos en el estado de la técmca, ¢, un
ensayo semautomatico el cual mide la actividad de pohmenzacion de tubulina de anklogos
de paclitaxel en combinacién con un casayo celular para medir el potencial de estos
compuestos para bloquear celulas en mitosis (ver Lopes (1997) Cancer Chemother
Pharmacol 41 37 47)

Generalmente, la actividad de un compuesto de prueba es determinada poniendo el
contacto una célula con ese compuesto y determinando si el ciclo celular es o no alterado,
en particular, a traves de la mhibicion de un efecto mitotico Tal inhubicién puede ser
mediada por la alteraci6n del aparato mitético, ¢j , alteracién de formacién normal de
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husos Las celulas en las cuales la mitos:s es interrumpida se pueden caractenzar mediante
morfologa alterada (¢j compactacién de microtubulos, numero aumentado de
cromosornas, etc )

En una realizacién preferida, los compuestos con posible actividad de
polimenzacién de tubulina son clasificados in vitro En una realizacién prefenda, los
compuestos son clasificados contra células WR21 cultivadas {(derivadas de ratones wap- ras
de 1a lnea 69- 2) para inlubi1c16n de proliferaci6n y/o para morfologia celular alterada, en
particular para compactactén de microtubulos La clasificacién in vivo de compuestos de
prueba positivos puede luego ser realizada utihzando ratones descubiertos que llevan las
celulas tumorales WR21 Protocolos detallados para este método de clasificacién son
descritos por Porter (1995) Lab Amim Sci 45(2) 145- 150

Otros métodos de clasificacion de compuestos para la actividad deseada son bien
conoctdos por aquellos con expenencia en el estado de la tecnica Tipicamente tales
ensayos involucran ensayos para la inhibicidn de ensemble y/o desensamble de
microtubulos Los ensayos para ensamble de microtubulos gon descritos, por ejemplo, por
Gaskin (1974) J Molec Biol, 89 737- 758 Lapatente US No 5 569 720 también
proporciona €nsayos 1 viiro y in vivo para compuestos con actividad tipo paclitaxel

Los métodos para admimstracién segura y efectiva de los agentes bloqueadores de
la formacién de microtubulos entenormente mencionados son conoctdos por aquellos con
expenencia en ¢l estado de Ia tecmca Ademds, su admimistracidn es descrita en la literatura
estindar Por ejemplo, la admimstracién de muchoa de los agentes quinnoterapéuticos es
descrita en "Physicians' Desk Reference” (PDR), ¢ , edicibn de 1996 (Medical Economics
Company, Montvale, NJ 07645- 1742, USA), Ia divulgacion de esta es mcorporada en la
presente como referencia

La cantidad y frecuencia de admimstracién de los compuestos de la forma (I) y los
agentes de terapeuticos y/o terapia de radiacidn serdn reguladas segun el juicio del médico a
cargo considerando factores tales como la edad, la condicién y el peso del paciente asi
como también la sevendad de la enfermedad tratada. Un régimen de dosificacton de
compuestos la Formula (I) puede ser la admimstracién oral entre 10 mg y 2000 mg/dia,
prefenblemente entre 10 y 1000 mg/dia, més preferiblemente entre 50 y 600 mg/dia, en dos
& cuatro doms divididas (prefenblemente 2), para bloquear el desarrollo tumoral Tambien
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sc puede utilizar terapia intermitente (g , una scmane entre tres semanas o tres semanas
entre cuatro semanas 81)

El agente quimioterapéutico y/o la terapia de radiacién pueden ser admimstrados
segun los protocolos terapeuticos bien conocidos en el estado de la técmica Serd manifiesto
para aquellos con experiencia en el estado de la tecnica que la adminmistracion de agentes
quimioterapéuticos y/o terapia de radiacidn puede ser vanada dependiendo de la
enfermedad tratada y los efectos conocidos del agente quimioterapéutico y/o la terapia de
radiaci6n sobre la enfermedad También, seglin el conocimiento del médico capacitado, los
protocolos terapéuticos (e) cantidades de dosificacidn y iempos de admimstracién) se
pucden vanar en vista de los efectos observados de los agentes terapeuticos admimstrados
(cs decir el agente antineoplasico o radiacién) sabre el paciente, y en vista de las respuestas
observadas de la enfermedad a los agentes terapeuticos admimstrados

En los métodos de este invento, un compuesto de la férmula (I) es admmistrado
concurrente o secuencialmente con un agente quumoterapéutico y/o radiacion Asf, no es
necesario que, por gjemplo, el agente quimioterapeutico y el compuesto la férmula (I), o la
radiacién y el compuesto la férmula (I}, deban ser admimistrados simultaneamente o
secuencialmente de manera simultanea La ventaja de una admimstracion simultdnea o
esencialmente simultdnea esta dentro de la determinacién del médico capacitado

También, en general, el compuestos la férmula (I) y el agente quimioterapéutico no
tienen que ser admimstrados en la misma composicién farmacéutica, y pueden, debido a las
diferentes caractensticas fisicas y quimicas, ser admimistrados mediante rutas daferentes
Por ejemplo, el compuestos de la férmula (I} puede ser administrados de de manera oral
para generar y mantener buenos niveles sanguineos del mismo, meentras el agente
quimioterapéutico puede ser adminstrado de forma intravenosa La determmacién del
modo de administracién y la conveniencia de admimstracién, donde sean posibles, en la
misma composicién farmaceutica, estin dentro del conocimiento del médico capacitado La
admimistracion micial puede ser hecha segun protocolos establecidos conocidos en el estado
de la técnica, y luego, con base en los efectos observados, la dosificacidn, modos de
admimstracién y iempos de administracién pueden ser modificados por el médico
capacitado

La eleccién particular de un compuesto de la férmula (I), y agente
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quimioterapéutico y/o radiacién dependera de la diagnosis de los médicos & cargo y su
Juicio de la condicidn del paciente y el protocolo de tratamiento apropiado

Bl compuesto de la férmula (I) y el agente quumioterapéutico y/o radiacion pueden
ser admmstrados concurrentemente (ej , simultineamente, esencialmente simultineamente
o dentro del mismo protocolo dc tratarmiento) o secuencialmente, dependiendo de la
naturaleza de la enfermedad proliferativa, la condicién del paciente, y la eleccién actual del
sgente quimoterapéutico y/o rediacién a ser admimistrada en coryuncién (es decir dentro de
un protocolo unico de tratamiento) con el compuesto la férmula (I)

S1 el compuesto la férmula (I), y el agente quimioterapéutico y/o radiacion no son
administrados simultaneamente o esencialmente de manera simulténea, entonces el orden
micial de admimstracién del compuesto de Ia férmula (I), y el agente quimioterapéutico y/o
radiacion, no puede ser importante Asi, el compuesto la férmula (1) puede ser administrado
por el pnmero seguido por la admimistracién del agente quumioterapéutico y/o radiacién, o
el agente quimioterapeutico y/o rediaci6n pueden ser admimstrados pnmero seguido por la
admnistracién del compuesto de la férmula (I) Esta admimstracién alterna puede ser
repetida durante un protocolo de tratamiento simple La determinacién del orden de
admimstracidn, y el numero de repeticiones de administracién de cada agente terapeutico
durante un protocolo de tratamiento, esté dentro del conocimiento del médico capacitado
después de evaluar la enfermedad tratada y la condicién del paciente Por ejemplo, el
agente quimioterapéutico y/o radiacién pueden ser admimistrados primero, especialmente s1
éste ea un agente citotéxico, y luego ¢l tratamiento continuado con la administractén del
compuesto la férmula (I) seguido, donde se determine ventajoso, por la administracién del
agente quimioterapéutico y/o radiacion, y de esta forma hasta que el protocolo de
tratamiento sea completado

Asli, segun la experiencia y conocimiento, el medico a cargo puede modificar cada
protocolo para la admimistracién de un componente (agente terapéutico, es decir el
compuesto de la férmula (T), agente quimioterapéutico o radiacién) del tratamiento segiin
las necesidades del paciente, a medida que el tratamiento avanza

El médico a cargo, al juzgar s1 el tratamiento es efectivo en la dosis admmistrada,
considerard el bienestar general del paciente asi como tamb:én més signos definitivos tal

como sfntomas relacionados con alivio de la enfermedad, inhibicién de desarrollo tumoral,
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disminucién actual del tumor, o inhibicion de metdstasis El tamafio del tumor se puede
medir mediante métodos esténdares tales como estudios radiolégicos ¢) , andlisis CAT o
MRI, y mediciones sucesivas pueden ser utilizadas para juzger s1 el desarrollo del tumor ha
sido retardado o invertido El alivio de los sintomas relacionados con la enfermedad tales
como ¢l dolor, y la mejona en la condicién general también pueden ser utihizados para
juzgar la efectividad del tratarmiento

Los siguientes ejemplos 1lustran la preparacion de algunos compuestos del invento y
no se consideran limitantes del invento Rutas mecamsticas alternas y estructuras andlogeas
serin mamfiestas para aquellos con expeniencia en ¢l estado de la técnica

EJEMPLO PREPARATIVO 1

"oz L ] - Steg AI H"l
" L Step B
- H H —
Paso A

Acido 3- Nitrosalicilico (500 mg, 2 7 mmol), 1,3- dicicloexilcarbodumida (DCC)
(563 MG) y acetato de etrlo (10 ml) fueron combinados y agitados durante 10 minutos Se
agrego (R)- (- }- 2- pirrolidinometanol (0 27 ml) y la suspensidn resultante fue agitada a
temperature ambiente durante la noche El sélido fue filtrado y el filtrado fue concentrado
y directamente punificado o lavado con 1N NaOH La fage acuosa fue acidificada y
extraida con EtOAc La fase organica resultante fue secada sobre MgSO, anhidro, filtrada
y concentrada al vacio La punficacién del residuo mediante cromatografia de placa

preparativa (gel de sflice, 5% MeOH/CH,Cl; saturado con AcOH) proporcions el
compuesto deseado (338 mg, 46%, MH+ = 267)

Paso B

El producto del paso A anterior fue agitado con 10% Pd/C bajo una atmésfera de
hidrégeno durante la noche La mezcla de reacci6n fue filtrada a través de Celite, El filtrado
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fue concentrada al vacio, y ¢l residuo resultante purificado mediante cromatografia en
columna (gel de sflice, 4% MeOH/CH;Cl, saturado con NH;OH) para proporcionar el
producto (129mg, 43%, MH+=237)

EJEMPLO PREPARATIVO 2

° on
NO, PyBroP / DIEA NO,

OH CHCh OH

Paso A

Se agrego Ciclohexiimetanamna (0 7 mL, 5 35 mmol, 2 0 eq ) en una porcién a una
solucidn agitada con dcido 3- Hidroxi- 4- mtrobenzoico (500 mg, 2 68 mmol, 1 O eq),
dusopropiletilammna (DTEA) (1 4 M1, 8 03 MMOL, 3 0 Eq ), y hexafluorofosfato
bromotripirrolidinofosfénio (PyBroP), (1 30 g, 2 68 mmol, 1 0 eq ) en diclorometano
anhidro (25 mL) a temperatura ambiente bajo una atmésfera de mtrégeno La mezcla fue
agitada a temperatura ambiente durante 12h y diluida con solucién de NaOH 1 0 M acuosa
(50 mL) La mezcla fue estraida con diclorometano (4x 25 mL) y los extractos organicos
fueron descartados La fase acuosa fue acidificada con solucién de HCL acuosa 6 0 M
hasta = pH 2 y estra{da con acetato de etilo (4 x 25 mL) Los extractos orgnicos
combinados fueron lavados con salmuera, secados sobre NazSQ,, filtrados, y concentrados

al vacio a 30°C El sélido resultante fue utilizado directamente sin purificacién postenor
(588 mg, 2 11 mmol, 79%, MH+= 279)
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Paso

La solucién acida acuosa del paso A antenor fue lavada con 10% Pd/C bajo gas
hidrogenado durante la noche La mezcla de reaccion fue filtrada a través de celite y
concentrada al vacio, y el residuo resultante punficado mediante cromatografia en
columna (gel de sihce 4% MeOH/CH;Cl,, saturado con NH,QOH ) para proporcionar el
producto (319mg, 62%, MH+=249)

Siguiendo los procedimientos establecidos en los gjemplos preparativos 1 y 2 pero
utihzando el 4cido carboxilico, Ja amina, y el agente de acoplamiento [DCC (Ej prep 1) o
PyBrop (Ej Prep 2)] istado en tabla 1 a continuacién, los productos de amina mmdicados
fueron obtenudos y utilizados sin punficacion
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Tabla I
1 Agente de
Acoplamiento
Acldo earboxilico Amina Producto 2 % de
rendimiento Peso
A,Paso B
3 MH' Paso A,
Paso B
_ 1 DCC
QNm CN H C’“—(%;NHZ 2 50%, 64%
HO-C o 3 237,207
OH
HO:L' b o ; 2 RO N—(‘ O; HNH3 ;mam
HO ._.N H H O 3 267,237
5 CQN% O+ Q*—%NHZ | Pybrop
HO» o . <Y 0 2 97%,27%
_ “"-OH —=0OH 3 281, 251
Q:Noz ( _2 QN_Q 1P
yBrop
HOL™ b HO N-n | O = OHNHZ 2 99%, 14%
— H 3 281, 251
/A( HO ‘MQ NHz2 |} pyBro
HO,C NO2 MO N-H B ‘o OH 2 130%56%
- OH _|_ _ H _ \L_ e — |3 266,226
S
J ; NO2 /'§-\\L HO —*}"‘\(Q ; fmsx
HOLC NH
o€ on HO N-H S on - [328,28
. , H
R R
* ~—\ ! p
y ybrop
"o CQNOZ Ha ™ h-H HO HN]’Q‘NHz 2 94%, 15%
% o H O oH_ - [P
1 T - =
| T
S
N 55 HOX_H\N 1 PyBrop
HO %, HO N-H NH, |2 100%,33%
_ 2 OH H O OH ___ (32421
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14

15

16

HO,C

2 100%, 38%
3 183,153

1 PyBrop
2 B6%, 64%
3 197,167

1 PyBrop
2 81%, 68%
3 211,18t

1 PyBrop
2 75%, 39%
3 251 221

17

HOC

1 PyBrop
2 33%,95%
3 273,243

1 PyBrop
2 B2%. 4T%
3 265,235

NH,

19

1 PyBrop
2 74% 3%
325 229

OH

/Me

NH.
Me/ OH 2

PyBrop
87%, 86%
211, 181
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EJEMPLO PREPARATIVO 20

Paso A

Acido 3- Nitrosalicilico (500 mg, 2 7 mmol), DCC (563 mg) y acetato de etilo (10
mL) fueron combinados y agitados durante 10 minutos Se agrego N,N- Dimetul- 1,3-
propanodiamina (0 34 mL) y la suspension resultante fue agitada a temperatura ambiente
durante la noche El sélido fue filtrado y agitado con IN HCl Después de la filtracion de la

mezcla resultante, el filtrado acuoso fue utilizado directamente en la sigutente reaccién

Paso B

La solucién écida acuosa del paso A fue agitada con 10% Pd/C bajo una atmosfera
de hidrogeno durante la noche La mezcla de reaccion fue filtrada a traves de Celite, el
filtrado fue evaporado al vacio, y el residuo resultante punficado mediante cromatografia
en columna (gel de silice 4% MeOH/CH,Cl; saturado con NH4OH ) para proporcionar el
producto deseado (183 mg, 29%, MH+=238)

Siguiendo el procedimiento de dos pasos divulgado en el ejemplo preparativo 20
pero utilizando el &cido carboxilico y la amina listada en la Tabla II a continuacién, se
obtuvieron los productos
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Tabla II
Ej Acido carboxilico Amina Producto 1 %de
prep rendimiento
2 MH'
- 1 39%
Mg M?N 2 238
21 N
o,cQ Moo Me’ _\_\N-H i qeo
H OH Y H O
T 1 19
NO {)__3 8_-3 2 %8
22 2
HO.C OH N_\ N\—'\ N—Q NH,
I_'{\' H H O 0‘:‘____
- - ] 1 209%
Vamn 2 2 280
; .,Q nol NN, [ N
HOC om l_ll‘l'H H o O
o T 2%
HOC Me Me, 2 238
24 NOa Me-N\_\ N
OH N H NH,
Mé OH
A— / — —
5
EJEMPLO PREPARATIVO 25
Etlo
o + > Eto: ( a
MQ\ > Eto H—H Eto' NG,
10 °
Paso A
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Se hucieron reaccionar 2,2- dietoxt- enlamina (4 2 mL) y dcido 3- hudrox:- 4-
mtrobenzoico (Sg) segun el procedimiento divulgado en el gjemplo preparativo 2, Paso A

(40% de rendimiento, MH* = 299)
. Nﬂ
NO. N
EtO 2 > s_(‘ ; H
H b OH U OH

——r—

Paso B

El producto del paso A (806 mg) y P4Sio (1 5 g) fueron calentados a 130°C, luego
enfriados inmediatamente a temperatura ambiente Se agrego agua y la mezcla resultante
fue filtrada El filtrado fue extraido con acetato de etilo y la fase orgénica fue secada sobre
MgSO, anhidro, filtrado y concentrado al vacio La punficacién del residuo mediante

cromatografia de placa preparativa (gel de silice, 2% MeOH/CH;Cl,) proporcioné el
producto (90 mg, 15%)

EJEMPLO PREPARATIVO 26

\ \
N—-N [ N—N
HO N

NO, AN NN,

El dcido carboxilico como se descnbe en la hiteratura (Khimiya Geterotsiklicheskikh
Soedinen 1986, 328- 330 [Chemistry de Heterocyclic Compounds 1986, 22, 265- 267] es
acoplado con dimetilamina y el sustituyente mtro es reducido segun el procedimiento

descnito en el ejemplo preparativo 2, para obiener el producto pirazol mostrado
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EJEMPLO PREPARATIVO 27
OTH oH HN_ OH
>r o { DM ogx T I—&’roa
s s
0 o

El compuesto amiotiofeno-BOC (tal como se prepard en la literatura [J Org
Chem 1985, 50, 2730~ 2736] es tratado con HCI en dioxano o acido tnifluoroacénco (TFA)
en diclorometano segun los procedimentos conocidos en el estado de la técnica para
obtener el producto tiofeno mostrado

EJEMPLO PREPARATIVO 28

H.N OH H,N OH

Step A
& OEt == . / N oL
s S

Paso A

El compuesto del titulo del ejemplo preparativo 27 es tratado con hidréxido de litio
en un solvente apropiado segun los procedimientos bien establecidos en el estado de la
técnica para obtener el intermedio de carboxilato de litio mostrado

Paso B
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acoplado con dimetilamina segin el procedimiento deacrito en el ejemplo preparativo 2,
para obtener el producto ttofeno mostrado

El carboxilato de litio preparado como se describié en el paso A antenior es
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EJEMPLO PREPARATIVO 29

- — _—

H.JX} Siep A M.ojﬁ Step B %

HO  ar MO Br M
StepC
¢ 0
.._Tj}i Sep E ‘Tjﬁ Step D ﬁ'i')?_}
H NH, meo” =M M Br
Ph
Paso A

Se disolvié Metil- 3- hidroxi- 4- bromo- 2- tiofencarboxilato (10 0 g, 42 2 mmol) en
250 mL de acetona Sc agrego carbonato de potasio (30 0 g, 217 4 mmol) seguido por una
solucién de yodometano (14 5 mL, 233 0 mmol) La mezcla fue calentada hasta reflujo y
continuada durante 6h Después de enfriada hasta temperatura ambiente, la mezcla fue
filtrada, €l material sélido fue enjuagado con acetona (~200 mL) El filtrado y enjuage
fueron concentrados bajo presién reducida hasta un solido, secados adicionalmente al
vacio, produciendo 13 7 g (100%) de metil- 3- metoxi- 4- bromo- 2- tiofencarboxilato
(MH+=251 0)

Paso B
Metil- 3- metoxi- 4- bromo- 2- uiofencarboxilato (13 7 g), disponible a partir del
paso A, se disolvié en 75 mL de THF, y se agrego con una solucion acuosa de hidréxido
sodico 1 0 M (65 mL, 65 0 mmol) La mezcla fue agitada a temperatura ambente durante
24h Una solucién acuosa de cloruro de lndrogeno 1 0 M se agrego por goteo a la mezcla
hasta obtener un pH de aproximadamente 2 La mezcla acidica fue extraida con CH,Cly

{100 mL x 2,50 mL) Los extractos organicos combinados fueron lavados con salmuera (40
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mL), secados con Na SO, y concentrados bajo presién reducida hasta un aéhido, 100 g
{100%, sobre dos paso) de dcido 3- metoxi- 4- bromo- 2- tiofencarboxilico (MH-+=237 0)

Paso C

A una soluci6n agitada del acido 3- metoxi- 4- bromo- 2- tiofencarboxilico (6 5 g,
27 4 mmol) en 140 mL de CH,Clz, obtenida a partir del paso B, se agrego
hexafluorofosfato de bromo tnipirohdinofosfonio (PyBrop, 12 8 g, 27 5 mmol), una
solucién 2 0 M de dimetilamina en THF (34 5 mL, 69 0 mmol), y dusopropiletilamina
(120mL, 68 7 mmol) Después de 3 dias, la mezcla fue diluida con 100 mL de CH;Cl,, y
javada con una solucton acuosa de mdréxido sodico 1 O M (30 mL x 3) y salmuera (30
mL) La solucidn orgénica fue secada con Na;SOq, filtrada, y concentrada a un aceite El
producto del aceite crudo fue punficado mediante cromatografia en columna, eluyendo con
CH,CL;- hexanos (1 1, v/v) La remocton de los solventes proporcioné un sdlido, secado
adicionalmente al vacio, produciendo 6 76 g (93 %) de N,N’- dimetil- 3- metox:- 4-
bromo- 2- tiofencarboxamida (MH+ = 265 0, M+2 2 266 1)

Paso D

Un matraz de fondo redondo de tres cuellos secado en horno fue equipado con un
condensador de reflujo, cargado secuencialmente con acetato de paladio (95 mg, 0 42
mmol), (R)- 2,2 - dos (difeulfosfine)- 1,1 - biafthilo (BINAP) (353 mg, 0 57 mmol),
carbonato de cesio (9 2 g, 28 33 mmol), y N, N- dimetil- 3- metoxi- 4- bromo- 2-
tiofencarboxamida (3 74 g, 14 2 mmol, del paso C) La mezcla sélida fue lavada con
mitrogeno (“degasificada por medio de vacio / rellenada con nitrégeno”, tres ciclos) Se
agrego tolueno (95 mL) a 1a mezcla solida seguido por amina de benzofenona (3 6 mL, 21 5
mmol) La mezcla fue calentada hasta reflujo y continuada durante 10 h Se agrego un
segundo lote de acetato de paladio (95 mg, 0 42 mmol) y (R)- BINAP {353 mg, 0 57 mmol)
en 5 mL de tolueno  El reflujo continud durante 14 h  Se agrego el tercer lote de acetato
de paladio (30 mg, 0 13 mmol) y (R )- BINAP (88 mg, 0 14 mmol), y la reaccién continué
8 110°C durante 24 h La mezcla fue enfnada a temperatura ambiente, diluida con éter (50
mL), filtrada a traves de una capa de Celite, enjuagando con eter El filtrado y el enjuague

fueron concentrados bajo presion reducida a un aceite, el cual fue purificado dos veces
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mediante cromatografia en columna utihzando CH3Clz y CH2Cl2- MeOH (200 1) como
cluyentes La remocion de Jos solventes proporciond 4 1 g (79%) del producto difemhmina
de amido- tiofeno como un sélido (MH” = 365 1)

Paso E

A unz solucién agitada de imina de tiofeno (5 09 g, 13 97 mmol), obtenida del paso
D, en 140 mL de CH;Cl; a ~78°C sc agrego por goteo una solucion 1 0 M de tnbromuro de
boro en CH;Cl; La mezcla fue agitada durante 3h mientras la temperatura del baflo de
enfnado se incremento lentamente desde —78°C hasta —15°C Se agregé 10 mL de H;0, la
mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 30 min, luego las dos capas fueron
scparadas La capa orgénica (como A) fue extraida con H;O (30 mL x 2) La capa acuosa
y los extractos acuosos fueron combinados, lavados con CH;Cl; (30 mL), y ajustados a pH
~ 8 utilizando una solucién acuosa saturada de NaHCO; La solucién acuosa neutralizada
fue extraida con CH;Cl; (100 mL x 3), los extractos fieron lavados con salmuera, secados
con Na;SO4, y concentrados bajo presidn reducida hasta un sélido, 149 gde N, N -
dimetl- 3- hidroxi- 4- amino- 2- tiofenocarboxamida (primer producto) La capa orgénica
A separada antes y el lavado orgénico fueron combinados, agitados con 30 mL de uns
solucién acuosa 1 0 M de HCl durante 1 h Las dos capas fueron separadas, la capa acuosa
fue lavada con CH3Cl, (30 mL) y ajustada a pH ~ 8 utilizando una solucién acuosa saturada
de NaHCO,, y la capa orgémca separada y el lavado orgdnico fueron combinados como
capa orginica B La solucién acuosa neutralizada fue extraida con CH;Cl, (30 mL x 4), los
extractos fueron lavados con salmuera, secados mediante NazSO,, y concentrados bajo
presi6n reducida para proporcionar 0 48 g de un solido como el segundo producto del
compuesto del titulo La capa orgénica B antenor fue lavada con selmuers, y concentrada a
un aceite, el cual fue separado mediante TLC preparativo(CH;Clz- MeOH =50 1) para
proporcionar 0 45 g de un sélido como el tercer crop del producto del titulo El rendimiento
total del producto, N,N - dimetil- 3- hidroxs- 4- amino- 2- tiofencarboxamida, es 232 g
(89%) (MH" =187 0)

EJEMPLO PREPARATIVO 30
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Anilma (12 mL)disuelia en EtOH absoluto (150 mL) fue agregada por goteo durante
6 horas a una solucion etanolica agiiada de dietilescuarato (20 g) a 0°C Después agitar a
temperatura ambiente durante la noche, la mezcla de reaccién fue filtrada y el filtrado fue
concentrado al vacio El residuo resultante fue lavado con EtOH frio y éter para
proporcionar el producto antenor (23 5 g, 92%, MH+ = 218)

EJEMPLO PREPARATIVO 31
O e
%, OH Bo  OR A oM H

E! compuesto del ejemplo preparativo 19 (14 6 g) disuelto en EtOH absoluto (100
mL) fue agregado por goteo durante 4 horas a una solucion etanolica agitada de
dietilescuarato (19 mL, 128 mmol) Despues de 5 dias, Ia mezcla de reaccién fue
concentrada al vacio, y el residuo resultante punficado mediante cromatografia en columna
(gel de sflice 0- 5% MeOH/CH;C;) para proporcionar el producto (65%, MH+ = 305, mp =
178 6°C)

EJEMPLO PREPARATIVO 32

HN
NO, + —_— NO,

OH C"'
o) S OH

HO

Se disolvid &cido 3- Nitrosahctlico (1 0 g, § 5 mmol) en acetato de etilo (20 mL)
Se agrego 1,3- dicicloexilcarbodiimida (0 568 g, 2 8 mmol) y la mezcla fue agitada durante

aproximadamente 10 minutos y enfrnada a 0°C Durante este tiempo se formo un
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precipitado Se agregd azetidina (0 39 mL, 5 8 mmol) y la reaccién fue agitada durante la
noche y dejada calentar a temperatura ambiente Después de este hempo la reaccidn fue
enfnada a 0°C y filtrada El s6lido recolectado fue lavado con acetato de etilo fno El
filtrado fue concentrado y punficado mediante cromatografia en columna (80%
EtOAc/Hex) para proporcionar el producto (476 mg, 39 0%)

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 52 40 (m, 2H), 4 38 (m, 4H), 6 97 (m, 1H), 7 62 (d, 1H), § 12
(d,1H), 12 88 (m, 1H) ppm

Paso B

NO,

CN OH C" \ on

(o]

NH,

El compuesto nitro del eyemplo preparativo 32 Paso A fue disuelto en metanol (25
mL) y agitado con Pd/C al 10% bajo una atmésfera de hidrégeno durante la noche La
mezcla de reaccion fue filirada a través de Celite, el filtrado fue concentrado a/ vacio para
proporcionar ¢l producto (344 mg, 90%)

'"H NMR (300 MHz, CDCl;) 82 52 (m, 2H), 4 57 (bs, 4H), 6 75 (m, 1H), 6 90 (m, 2H),
12 71 (bs, |H) ppm

EJEMPLO PREPARATIVO 33

tep A
Raen  » No, SPA R NH;
Ry HO StepB N
OH - OH
0 2 0
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Siguiendo el procedimiento de dos pasos divulgado en el ¢jemplo preparativo 32

pero utihizando el dcido carboxilico y la amina listada en la Tabla III 2 continuacion, se

obtuvieron los productos
5 Tabla III
E}] | Acldo carboxilico Amina Producto [T %de
Prep rendimiento
8]
NO, ™M HQ N
3 dimehlamina H-N 1 75%
HO OH l on THF 2 \
O
34 ‘Q\ND’ NH, 1 0%
HO § OH NH,
. HN OH
! o__ —_—
0 0
35 _pﬂqoz NHj | A0 p 1 68%
|
HO OH o 0
o \ o~ 7 N NH;
" " R H
O/ IL’ HN ?
OH N OH
36 NO, NH, S « B H™ o
HO OH OCH,
(o] 19) o]
\ | H,CO
NO; Qcl
hg NH —_ - O .
37 Ho @ 2 1 66%
——
38 NO, 1 60%
HO—\  on NHa NH,
o HN OH
i o) '
OH
Y l NH;
O
40 p”oz l 1 9%
*) NH, & \ 1
‘ — NH:
HN
| 0 OH
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00145

) - ) —
‘Q”% M methylamine | NH,
o) % |
1 _ I {
NO N
] - ’\/NH
N 2 1 81%
“ Ho OH ' 2 NH,
(o] HN
i)
E?‘Noz
2M ethylamine 1 64%
(o]
44 ‘QNOZ O NHa 1 26%
HO N
s NO ) A 19%
5 2 d 7\ NH
HO OH N NH NN OH
0 -/ 0
- .9 . ol B
46 M 1 85%
NO2l  dimethylamine \ NH,
F
- .. L _o ——
47 1 39%
NO;
o NH N\ NH
HO
OH O N OH
o (AR}
EJEMPLO PREPARATIVO 48
Paso A
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Se combino écido 3- Nitrobenzoico (1 004 g, 6 0 mmol) con N,N-
dusopropiletilamina (6 25 mL, 36 0 mmol) en diclorometano (60 mL) Se agregé
hexafluorofosfato de bromo- tris- pirrolodino- fosfomo (PyBrOP), (2 80 g, 6 0 mmol) ala
solucidn y la mezcla fue agitada durante diez minutos Se agreg6 hidrocloruro de
metilpicolinato (1 08 g, 6 0 mmol) a 1a mezcla y la reaccién fue agitada durante la noche
Después de este tiempo la reaccion fue concentrada y el producto fue aislado mediante
cromatografia en columna (1 9 EtOAc¢/DCM) E! producto fue aislado como un séhdo
smanllo y utilizado sin s1n punficacion posterior (1 66 g, 95%)

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 51 46 (m, 2H), 165 (m, 1H), 1 90 (m, 2H), 2 39 (m, 1H),

3 32 (m,1H), 3 53 (m, 1H), 3 81 (s, 3H), 5 50 (m, 1H), 7 62 (m, 1H), 7 78 (m, 1H), 8 31
(m, 2H) ppm

o OO o Oy -OH
D —

e T

Se disolvio ester metilico (1 79 g, 6 1 mmol) en dioxano/agua (20 mL/15 mL) a
temperatura ambiente Se agrego hidréxido de litio (0 258 g, 6 2 mmol) a la solucién
Despues de pocas horas se agrego mas hidréxido de litio (0 128 g, 3 0 mmol) y Ia reaccién
fue agitada durante otra hora Después de este iempo la reaccién fue concentrada y luego
absorboda en agua La solucion fue extraida dos veces con éter La fase acuosa fue luego
acidificada y extraida tres veces con acetato de etilo Las fracciones organicas fueron luego
secadas sobre sulfato sodico, filtradas y concentradas El producto fue aislado mediante
cromatografia en columna (95% EtOAc/Hex, 0 05% HOAC) para proporcionar el producto
(166 g, 98%)

'"H NMR (300 MHz, CDCl;) 51 49 (m, 2H), 1 68 (m, 1H), 1 82 (m, 2H), 2 44 (m, 1H),

332 (m,1H), 3 58 (m, 1H), 5 57 (m, 1H), 7 65 (m, 1H), 7 80 (m, 1H), 8 32 (m, 2H), 10 04
(bs, 1H ppm)

47
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E! compuesto mitro fue disuelto en un exceso de metanol (20 mL) y cubierto por una

capa de argon Se agregd paladio al 5% sobre carbono (catalitico) y se fijo al matraz un
globo de hidrégeno La atmésfera del sistema fue purgada al vacio y reemplazada con
hidrogeno Este paso fue repetido un total de tres veces La reaccién fue luego agitada bajo
hidrogeno durante 1a noche Despues de este tiempo el globo fue remowvido y la solucion fue
filtrada a través de Celite seguido por vanos enjuagues con metanol El filtrado fue
concentrado y secado sobre la linea de vacio para proporcionar el producto de amhina
deseado (1 33 g, 90%)

'"H NMR (300 MHz, CDCl3) 81 40 (m, 2H), 1 50 (m, 1H), 1 68 (m, 2H), 2 33 (m, 1H),
318 (m,1H), 3 62 (m, 1H), 5 39 (m, 1H), 6 12 (bs, 2H), 6 75 (m, 2H), 7 12 (m, 1H)ppm,
Expectometna de masa, calculado 248, encontrado 249 1 (M+1)*

00
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EJEMPLO PREPARATIVO 49- 51
Step A

i g
5 o Step B n .
R-NH, . 0N O P HaN N R
Step C H

Siguiendo el procedimiento de tres pasos divulgado en el ejemplo preparativo 43
10  pero utihizando el dcido carboxihico y la amina listada en la Tabla IV a continuacion, se

obtuwvieron los sigumentes productos

Tabla 1V
El | Acido carboxilico Amins [ Producto 1 %de
Prep rendimiento
~pocu, 0 o\—oH
49 HCl HD H’N*Q)LN:> 43%
" \
CIH HyN
T

50 Ho r ‘d 36%

MeQ™ TQ
HO o__
CIM H.N
51 ‘p 2 ,2 HzN\d\NH 7 6%
MeOQ™ O ,Z
15 HO O
EJEMPLO PREPARATIVO 52
Step A o
o , Slep B NH,
20 o StepC OH
NH;

49
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Paso A

Se combind dcido 3- Nitrosalacilico {2 00 g, 10 9 mmol) con con 1,3-
dusopropilcarbodumda (1 71 mL, 10 9 mmol) y 4- (imetlamino)pindina (catalibca) en
diclorometano (1520 mL) y se agito durente pocos minutos Se agrego hidroclorure de
2,4,6- mmetoxibenzilamina(0 664 g, 2 8 mmol) junto con N,N- dusopropiletilamina (1 88
mi, 10 8 mmol) La reaccién fue agitada durante la noche Después de este iempo la
reaccion fue concentrada y purificada mediante cromatografia en columna

(1/1hexano/EtOAc) para proporcionar el producto (1 62 g, 41%)

'H NMR (300 MHz, CDCly) 53 83 (m, 9H), 4 72 (d, 2H), 6 17 (s, 2H), 7 01 (m, 1H), 7 88
(m,1H), 8 18 (dd, 1H), 8 25 (dd, 1H)ppm Espectrometnia de masa, calculada 362 11,
encontrada 362 9 (M+1)*

Paso B
3- Nitrosaheilic- 2,4,6- tnmetoxibencilamida (0 146 g, 0 4 mmol) del paso A

antenor fue combinada con una solucton de acido tnfluoroacetico/diclorometano (1 1, §
mL) La reaccion fue agitada durante 45 minutos Después de este tiempa, TLC (30%E/H)
mdico que no habia matenal de imcio presente La reaccién fue concentrada y secada sobre
la linca de vacio El matenal fue punficado mediante cromatografia en columna (5%
MeOH/CH,Cl;) para proporcionar el producto (0 06 g, 80%)

'H NMR (300 MHz, CDCl,) 67 16 (m, 1H), 8 28 (m, 1H), 8 49 (m, 1H), 12 26 (s, IH)ppm

Paso C

El compuesto nitro (0 32 g, 1 6 mmol) del paso B antenior fue disuelto en un exceso
de metanol (40 mL) y cubierto por una capa de argén Se agregd paladio al 5% sobre
carbono (catalitico) y se fijo al matraz un globo de hidrogeno La atmdsfera del sistema fue
purgada al vacio y reemplazada con hidrdgeno Este paso fue repetido un total de tres
veces La reaccidn fue luego agitada bajo mdrogeno durante la noche Despues de este
tiempo el globo fue remowvido y la solucién fue filtrada a través de Celite seguido por vanos
enjuagues con metanol El filirado fue concentrado y secado sobre la linea de vacio para

50
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proporcionar el producto de anilina deseado (0 17 g, 70%) 'H NMR (300 MHz, d4-
MeOH) 56 63 (m, 1H), 6 88 (m, 1H), 7 07 (d, 1H)ppm
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EJEMPLO PREPARATIVO 53
Q Step A 9
OH Step B o~
OH OH
NO, NH,

Paso A
Se combino écido 3- Nitrosalacihico (2 00 g, 10 9 mmol) con 1,3-

dusopropilcarbodnmida (1 71 mL, 10 9 mmol) y 4- (dimetilamino)pindina (catalitica) en
diclorometano (150 mL) Se agrego metanol y la reaccién fue agitada durante 2 horas
Después de este iempo la reaccion fue concentrada y punficada mediante cromatografia en
columna (3/1 H/E) para proporcionar el éster metilico(0 32 g, 15%)

'H NMR (300 MHz, d6- DMSO) 83 92 (s, 3H), 7 t1 (dd, 1H), 8 05 (d, 1H), 8 19 (d, 1H),
11 46 (s,1H)ppm

Paso B

El compuesto nitro (0 32 g, 1 6 mmol) fue disuelto en un exceso de metanol (40
mL) y cubierto por una capa de argén Se agregd paladio al 5% sobre carbono (catalftico) y
se fijo al matraz un globo de hidrégeno La atmosfera del sistema fue purgada al vacio y
reemplazada con hidrégeno Este paso fue repetido tres veces La reaccion fue agitada bajo
hidrogeno durante la noche Después de este tiempo €l globo fue remowido y la solucién fue
filtrada a través de Celite seguido por vanios enjuagues con metanol La filtracidn fue

concentrada y secada sobre la linea de vacio para proporcionar el producto de anilina
deseado (0 18 g, 68%)

'H NMR (300 MHz, d6- DMSO) &3 92 (bs, 3H), 6 70 (dd, 1H), 6 89 (dd, 1H), 7 22 (d,
1H), 10 85 (bs, 1H)ppm

Expectometria de masa calculada 167, encontrada 168 0 (M+1)"
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EJEMPLO PREPARATIVO 5

NH, N

calips U &

Se disolvio fentlendiamma (2 20 g, 20 mmol) en pindina (20 mL) y se enfné a 0°C
Sc mezclo anhidndo acético (1 89 mL, 20 mmol) y diclorometano (10 mL) y se agregaron
por goteo a la solucién durante 15 minutos La reaccion fue agitada durante 1 horaa 0°C y
calentada a temperatura ambiente Después de 2 horas, el solvente fue evaporado El
residuo fue destilado azeotropicamente con tolueno y secado al vacio para proporcionar el

compuesto antenor como un solido (2 8 g, 93%)

'H NMR (300 MHz, ds- DMSO) 52 15 (s, 3H), 4 80- 5 05 (bs, 2H), 6 62 (m, 1H), 6 80 (d,
1H), 7 00 (t, 1H), 7 23 (d, 1H), 9 20 (s, 1H)ppm

EJEMPLO PREPARATIVO 55

NH, NP

25
NH, 0 NH NH
+ MeaSO,Cl @ =

Se disolvié fenlendiamina (5 0 g, 46 mmol) en diclorometano (50 mL) Se agregé
una solucién de cloruro de metanosulfonilo (3 6 mL, 46 mmol) en diclorometano (50 mL)
lentamente con agitacion Despues de 16 horss, el precipitado fue filtrado y descartado La
solucién restante fue evaporada para proporcionar el compuesto anterior como un séhido
(55g,65%)

Expectometria de masa, calculada 186 0, encontrada 186 9 (M+1)*
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EJEMPLO PREPARATIVO 56

ab,”% o/\ Step A O
) (v Step 8 ED'NH'

Paso A
Bromuro de 2- nutrobencilo (5 0 g, 0 0231 mmol), THF (50 mL) y morfoltna (6 05

£, 0 0694 mmol) se agregaron a un tubo sellado La mezcla de reaccidn fue calentada hasta
reflujo durante la noche La remocién del solvente, fue seguida por la edicion de agua (400
mL) y la extracci6n con DCM (3x80 mL) La fase orgénica combinada fue secada sobre
Na;S04, concentrada y punificada mediante cromatografia en columna (25% EtOAc/HEX)
para proporcionar e} compuesto anterior (5 07 g, 99%)

'H NMR (300 MHz, d- CHCl3) 52 5 (m, 4H), 3 8 (m, 4H), 3 9(s, 2H), 7 5 (t, 1H), 7 7 (m,
2H), 79 (d, 1H)ppm

Paso B

El compuesto mitro (4 57 g, 0 0206 mol) del paso A fue disuelto en metanol (100
mL) y agitado con PdC al 10% bajo una atmdsfera de hidrégeno durante la noche La
mezcia de reaccién fue filtrada a través de Celite, el filtrado fue concentrado y punficado

mediante cromatografia en columna (E1OAc/HEX/Ei;N 20/60/1) para proporcionar el
compuesto antenor (3 14 g, 79%)

'H NMR (300 MHz, d- DMSO) 82 5 (m, 4H), 3 5 (s, 2H), 3 7 (m, 4H), 5 4 (s, 2H), 6 6 (¢,

1H), 6 7 (d, 1H), 7 1 (m, 2H)ppm

EJEMPLO PREPARATIVO 57
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N

o Step A &'
NO, N 8P NH-
b * GH Swep B b/
Pasp A

Bromuro 2- Nitrobencilo (5 Og, 0 0231mol), THF (SomL) ¢ imidazol (4 72g, 0 0694mol)
fueron agregados a un tubo sellado La mezcla de reaccion fue calentada hasta reflujo
durante la noche El solvente fue evaporado para proporcionar un residuo el cual fue
absortndo en agua (400mL) y extrmido con EtOAc (3X80mL) Las fases orgimcas
combinadas fueron sccadas sobre Na2S04, concentradas en vacio para proporcionar el
compuesto deseado 84 07g, 87%) g

'"H NMR (300MHz, d- DMSO0)5 5 7 (s, 2H),6 9(d, 1H), 7 1(d, 1H), 7 3(s, 1H), 7,7(t, 1H),
8 2(d, 1H)ppm

Paso B

El compuesto mitro (2 23g, 0 01 10mol) del paso A fue disuelto en metanol(50mL)y agitado
con Pd/C al 10% bajo una atmésfera de hidrogeno durante la noche La mezcla de reaccin
fuc filtrada a través de Celite, el filtrado fue concentrado y punficado mediante
cromatografia en columna (DCM/MeOH/Et3N 20/2/1) para proporcionar el compuesto
antenor (1 77g,93%)

'"H NMR (300MHz, d- DMSO)§ 5 2 (s, 2H), 5 3(s, 2H), 6 6(t, 1H), 6 8(d, 1H), 6,9(d, 1H),
70(s, 1H), 7 1(t, 1H), 7 2 (s, 1H), 7 8 (s, | H)ppm

EJEMPLO COMPARATIVOQ 58
OH Cl\_~, - Step A O~~~
- T > 'il
x HCI
NH,

Step B ©,0\/\N/
|
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Pasp A
2- Nitrofenol (4 32g, 30mmol) fue disuelto en EtOH (40mL) y luego se agrego a una

soluci6n de cloruro 2- (dimetilamino)etihico (5 56g, 34mmol) y DMF (10mL) La mezcla
de reaccién fue calentada hasta reflujo durante la noche Después de enfnar a temperatura
ambiente, la mayona del solvente fue evaporado bajo presidn reducida El residuo restante
fue colocado en agua (400mL) y extraido con EtQOAc (3x100mL) Subsecuentemente, las
fases orgAnicas combinadas fueron [avadas con NaOH al 5% (3x100mL) y secadas sobre
sulfato sédico La solucién fue concentrada y punficada mediante cromatografia en
columna (10%MeOH/DCM)para proporcionar el producto (1 35g,21%)

'"H NMR (300MHz, CDCI3)5 2 48 (s, 6H),2 93(2, 2H), 4 36(t, 2H), 7 16(dd, 1H), 7,63(d,
1H), 7 97(d, 1H)ppm

Paso B

El compuesto nitro (1 35g, 6 43mmol)del paso A se disolvio en MeOH (50mL) y se agit6
con Pc/C al 10% bajo una atmosfera de hidrogeno a 10 psi1 durante 3h La mezcla de
reaccion fue filtrada a traves de Celite, el filtrado fue concentrado al vacio pama
proporcionar ¢l compuesto antenor (980mg, 85%) después de la cromatografia en columna
{CDM/MeOH/NH40H)=20/1/0 1)

'HNMR (300MHz, CDCI3)3 2 45 (s, 6H),2 95(t, 2H), 3 60(bs, 2H), 4 21(t, 2H), 6,81(m,
2H), 6 95(m, 2H)ppm
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EJEMPLO PREPARATIVO 59

Paso A

El bromuro 2- Nitrobencilo (2 Og, 9 3mmol) se disolvié en DCM (50mL) Después de la
adicién de dimetlamina (2 ON en THF, 9 3 mL,18 6mmol), la mezcla de reaccién fue
agitada durante la noche Subsecuentemente, la mezcla fue colada en agua (200mL) y
extraida con DCM (3x100mL) Las fases orgénicas combinadas fueron secadas sobre
sulfato sédico La solucién fue concentrada al vacio para proporcionar el compuesto puro
(540mg 32%) después de la cromatografia en columna (DCM/McOH/NH40OH=20/1/0 1)

'H NMR (300MHz, CDCI3)5 2 36 (s, 6H), 3 73(s, 2H), 7 21(t, 1H), 7 37(d, 1H), 7,43(t,
1H), 7 52(d, 1H)ppm

Paso B

El compuesto mitro (1 35g, 6 43mmol) del paso B se disolvio en MeOH (50mL) y se agité
con Pc/C al 10% bajo una atmosfera de hidrogeno durante la noche La mezcla de reaccién
fue filtrada a traves de Celite, el filtrado fue concentrado al vacio para proporcionar el
compuesto anterior (400mg, ~80%) después de la cromatografia en columna
(CDM/MeOH/NH40OH)=20/1/0 1)

HNMR (300MHz, CDCI13)8 2 32 (s, 6H), 3 62(s, 2H), 4 11(bs, 2H), 6 42(m, 2H), 6,85(m,
2H)ppm
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EJEMPLO PREPARATIVO 60

——
—

NO; NO2

OH . B~ Step A O’Mm Slap B
NOy NH,
~ N Step C N
O @)

Paso A

2- Nitrofenol (5 0g, 36 Ommol) se colocd en agua (20mL) Después de la adicidén de NaOH
(1 44g, 36 Ommol) y dibromoetileno (27 Og, 144 OmmoL) La mezcla de reaccion fue
sometida a reflujo durante 40h Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla fue
colocada en agua (400mL) y extraida con EtOAc (3x100mL) subsecuentemente, las fases
organicas combinadas fueron lavadas con NaOH al 5% (3x100mL) y secadas sobre sulfato
sédico La solucién fue concentrada y punficada mediante cromatografia en columna
(75%EtOAc/Pentano)para proporcionar el producto (3 4g,38%)

'"H NMR (300MHz, CDCI3)5 3 79 (t, 2H), 4 57(t, 2H), 7 20(m, 2H), 7 65(dd, 1H), 7.97(d,
1H)ppm

Paso B

El mtrobromuro (1 7g, 6 9mmol)se disolvié en THF (20mL) Después de la adicién de
morfolina (I 81 mL, 20 7mmol), la mezcla de reacci6n fue sometida a reflujo durante la
noche. Despues de enfinar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién fue colocada en
agua (300mL) y extraida con DCM (3x100mL) Las fases organicas combinadas fueron
secadas sobre sulfato sédico La solucién fue concentrada y punficada mediante
cromatografia en columna (CH2C12/MeQOH/NH40H=20/1/0 1) para proporcionar el
producto (1 73g, 99%)
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'H NMR (300MHz, CDCI3)5 2 74 (t, 4H), 3 00(t, 2H), 3 84(t, 4H), 4 39(t. 2H), 7,18(dd,
1H), 7 20 (d, 1H), 7 63(dd, 1H), 7 93(d, 1H)ppm

Paso C

El compuesto mtro (1 71g, 6 78mmol)del paso B se disolvié en MeOH (50mL) y se agito
con Pd/C al 10% bajo una atmésfera de hidrogeno durante la noche La mezcla de reaccién
fue filtrada a traves de Celite, el filtrado fue concentrado al vacio para proporcionar el
compuesto deseado (1 43g, 95%) después de la cromatografia en columna
(DCM/MeOH/NH40OH=20/1/0 1)

'H NMR (300MHz, CDCI3)8 2 71 (t, 4H), 2 92(t, 2H), 3 84(t, 4H), 4 00(bs, 2H), 4,28(t,
2H), 7 82 (m, 2H), 6 94(m, 2H)ppm

EJEMPLO PREPARATIVO 61
__NOZ No!
OH Q
@ * Br\/\ar _...S_tﬂ&.. \/\Br .—M—

NO; NH,
\/\N/\\N Step C O\/\N,\\
< N

Esta reaccién sigue al paso A del gjemplo preparativo 60
'H NMR (300MHz, CDC13)8 3 79 (t, 2H), 4 57(1, 2H), 7 20(m, 2H), 7 65(dd, 1H), 7,97(d,
IH)ppm

Paso A

Paso B

El mtrobromuro (1 7g, 6 9mmol) del paso A se disolvié en THF (20mL) Despues de la
adicidn de amudazol (1 41g, 20 7mmol), la mezcla de reaccién fue sometida a reflujo
durante Ia noche Después de enfrar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion fue
colocada en agua (300mL) y extraida con CH2Cl2 (3x100mL) Las fases orgénicas
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cambinadas fueron secadas sobre sulfato sédico La solucibn fue concentrada y puntficada
mediante cromatografia en columna (CH2CI2/MeOH/NH40H=10/1/0 1) para proporcionar
el producto (25g, 78%)

'H NMR (300MHz, CDCI3)5 4 41 (t, 2H), 4 56(, 2H), 7 06(d, 1H), 7 18(s+dd, 2H), 7,26(s,
1H), 7 63 (dd, 1K), 7 74(s, 1H), 7 99(d, 1H)ppm

EJEMPLO PREPARATIVO 62

H

1 oo

NH,
S e
NO» @:ND

NH,

NH, H
Step C ©:Nb
N
Paso A

2,6-dimitroanilina (10 Og, 55 0 mmol) y dihidrato de cloruro estafioso (111 0g, 492
mmol) fueron disueltos en HCl concentrado La mezcla de reaccién fue sometida a reflujo
durante 5 horas y luego dejada enfnar hasta temperatura ambiente Después de agitar
durante la noche, el precipitado fue filtrado y subsecuentemente disuelto en NaOH al 10%
(50 mL) El solvente fue evaporado bajo presién reducida y el residuo restanten fue
extraido con EtQOAc (10x80mL) El solvente de los extractos combinados fue removido y el
residuo resultante (2 Sg crudo) fue utilizado en ¢l paso B sin punficacion posterior

Paso B

El material crudo del paso A fue disuelto en deido formico al 96% (10 mL)
Después de someter a reflujo durante | hora, la solucién fue evaporada hasta sequedad
Despues de adicion de agua (10mL), el pH de la soluctén acidica fue ajustado a 7 unhizando
solucién de ldrédxido de amimo concentrado El precipitado resultante fue recolectado,

secado, y utihizado en el siguiente paso sin punficacién posterior

Paso C
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La amida formica cruda del paso B fue disuelta en HCl al 10% (25mL) y somehda a
refiujo durante 30 minutos La removion del solvente fue seguida por la adicién de NaOH
al 10% (6mL) La solucion fue concentrada y punficada mediante cromatografia en
columna (DCM/MeOH/NH40H = §/1/0 1) pare proporcionar el producto final (1 23 £, 18%
en tres pasos)

H NMR (300MHz, d5-DMSO) 55 38 (bs, 2H), 6 44 (d, 1H), 7 82 (d, 1H), 6 99(t, 1H),

EJEMPLO PREPARATIVO 63
—(_:OO‘H _ COOH NHBo¢
@:"” Step A C[o) Step B , @:}
OH 0
TR

_SipC, ©:°)
o]

Paso A
El acido de 2,3- dilndroxibenzoico (15 Og, 97 3mmol) fue suspendido en agua (30mL)
Despues de adicidn de una solucidn de KOH (16 4g 292mmol) en agua (70mL) se agregd
diyodometano (8 1mL, 100 2mmol) La mezcla de reaccidn fue calentads a 100 °C durante
5 dias hasta que cas1 todos los compuestos de diyodo desaparecieron El resto de matenal
de 1mcio de dihalégeno fue co- evaporado con agua La solucién fue acidificada con HCI
concentrado para proporcionar un precipitado El acetal crudo fue recolectado y

recnistalizado unz vez a partir de EtOH para proporcionar cristales (7 Og, 43%)

HNMR (300MHz, d6- DMSO)5 6 21 (s, 2H),6 99(dd, 1H), 7 22(d, 1E), 7 39(d, 1H),
13,07(bs, 1H)ppm

Paso B

El matenal recnistalizado (2 Og, 12 Ommol)del paso fue sometido a reflujo durante 10
minutos en una mezcla de dioxano (35mL) y tert- butialcohol (10min) Despues la mezcla
fue dejada enfinar hasta temperatura ambiente, se agregaron en un lote azida de
difenilfosfonlo (2 6mL, 12 Ommol) y DIEA (1 81mL, 13 Ommol) la mezcla de reaccién
fue sometida a reflujo durante 8h y el dioxano fue removido bajo presién de reduccida La

61



10

15

20

25

30

\’U/U

" (101/'{4/

mezcla de reaccion fue colocada en agua (200mL)y extraida con CH2CI2 (3x 100mL) las
fases orgénicas combinadas fueron secadas sobre sulfato sédico La solucién fue
concentrada y finalmente punficada mediante cromatografiie en columna para proporcionar
e} producto (2 28g, 80%)

H NMR (300MHz, CDI3)5 1 44 (s,9H), 6 21(s, 2H), 6 56(m, 2H), 6 81(t, 1H), 7 23(s,
1H)ppm

Paso C

El carbamato (2 28g, 9 6mmol)del paso B fue suspendido en ETOH (50mL) A la
suspensién se agrego SH HCI(5S0 mL) La agitacién durante la noche produjo una solucion
pura El solvente fue removido bajo presion reducida y el residuo fue disuelto en agua (200
mL) La solucién fue neutralizada con KOH y luego extraida con EtQOAc (3x100mL) Las
fases orgénicas combinadas fueron secadas sobre sulfato sodico, concentrada y finalmente
punficada mediante cromatografia en columna (DCM/MeQOH/NH40OH=20/1/0 2)para
proporcionar el producto deseado (1 05g, 80%)

H NMR (300MHz, CDCI3)5 3 48 (bs, 2H), 6 03(s, 2H), 6 43(d,1H), 6 46(d, 1H), 6 79(t,
1H)ppm

EJEMPLO PREPARATIVO 64

et

NHy

NH,
NH; __Bocioncco, ©/‘N'B°°
H

La amina de 2- aminocencilo (5 Og, 41 Ommol) fue disuclta en una mezcla de dioxano/sgua
(30 mL cada uno) Después de adicién de Boc- anhidndo (8 94g, 41 Ommol) y carbonato
potasico (8 Sg, 61 Smmol), la mezcla fue agitada durante 1a noche La solucién fue
colocada en agua (300mL)y extraida con BtoAc (3x100mL) Las fases orginicas

combinadas fueron secadas sobre sulfato sédico, concentradas, y finalmente punficadas
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mediante cromatografia en columna (25%EtOAc/Pentano) para proporcionar el producto
deseado 87 28g, 80%)
Espectrometna de masa calculada 222 1, encontrada 223 0 (M+1)"

EJEMPLO PREPARATIVO 65
NO2 NO, H NH n
NH; Step A t:INN _ SlepB N‘N
N

NH,

Paso A

2,3- Diaminomtrofenol (4 Og, 26 1mmol) fue disuelto en AcOH (200mL) Después
de sdicién de mitrato de sodio (2 25g, 32 7mmol), la mezcla de reaccién fue calentada &
60°C durante 3h. El solvente fue removido bejo la presién reducida y el residuo fue
colocado en agua (200 mL) y extrardo con EtQAc (3x100mL) Las feses orghnicas
combinadas fueron secadas sobre sulfato sédico, concentradas, y finalmente punficadas
mediante cromatografia en columna (50%EtOAc/Pentano) para proporcionar el producto
deseado (3 42g, 80%)

H NMR (300MHz, d6- DMSO)5 7 78(dd, 1H) 8 60(d, 1H), 8 73(d, 1H)ppm

Paso B

El mtrotnazol (3 4g, 20 9mmol) del paso A fue disuelto en MeOH (50mL) y agitado
con Pd/C al 10% bajo una atmdsfera de hidrogeno durante la noche La mezcla de reaccifn
fue filtrada a través de Celite y lavada completamente con MeOH Finalmente, el filtrado
fue concentrado al vacio para proporcionar el compuesto deseado 82 38g, 85%)
H NMR (300MHz, d6- DMSQ)3 5 99(bs, 2H), 6 51(d, 1H), 6 93(d, 1H), 7 22(dd, 1H)ppm
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EJEMPLO PREPARATIVO 66
H
” O~ NHZ N ~—
O — O
o o 0

3,4- Dimetoxi- 3- ciclobutan- 1,2- diona (1 30g, 9 2mmol) fue disuelta en metanol

Anilina (0 B4mL, 9 2mmol) se agrego por goteo a la solucidn La reaccién fue agitads a
temperatura ambiente durante 16 horas Despues de este tiempo se formo un séhido el cual
fue determinado como el producto deseado El sdhido fue recolectado mediante filtracién y
secado al vacio (1 8g, 96%)

'H NMR (300 MHz, d6- DMSO) & 4 39 (s, 3H), 7 12 (m, 1H), 7 35 (m, 4H), 10 75 (bs,
1H)ppm

EJEMPLO PREPARATIVO 67- 83

— — H
R1/o O-R‘ R -N "Ry
):( . RNH; ~— ————— 2

o] (o) (o] (o

Sigmendo el procedimiento divulgado en ejemplo preparativo 66, pero utihzando el
alcoxiescuerato y la amma o amlina (R2- NH2) listada en la tabla V a continuacion, se

obtuvieron los siguientes productos

Tabla V
E R2- NH, 1 % rendimiento
Prep {RI| osmlina del gy Prepamtivo Producto 2 (M+D)'
67 | Et NH. H 11 95%
©’ 2 ON)i(OJ 2 2180
i d o
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):( 2 2749
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69 | Et 55 H;C‘-: O
0%°“NH
N ood 1 50%
)‘:( 2 3110
70 |Me 65 N-NF- ﬁ-——°
N, N O 1 77%
):( 2 2451
71 |Me 63 Fo—-9 9 1
o N ow 1 8%
)i 2 2481
= _
72 |Me 59 ¥ ] .
/ ————
N - 1 1%
)if’ 2 2610
73 |Me 62 S . . W
B 1 73%
N -
‘@’ J:(D 2 2441
74 |Me cl NHy o o
cl N O~ 1 62%
D’)f( 2 2721
Cl .
75 |Me /\o cl o ?__
NH, o 1 78%
@,N O~ 2 2481
76 |Me 64 T )10
--—f-—- 1 78%
%OTN y 2 3321
0 N, O
e O
/OUN O |2 2341
78 [Me N " )i(
» ©—_11 85%
2 2322

_009?/ \’ﬁ
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H
79 |Me N O
NH, 6’ 1 85%
2 2461
o Yo
80 |Me H
NHa N O 1 B0%
):( 2 2322
T a” (o] o)
81 |Me 56 G ~
H 1 82%
O B
82 [Me 58 ] o Yo
N\
[0 -—- 1 68%
Ho o 2 2912
85 [Me 57 ):(
n _Q_____ _
o o 1 73%
j;( Q 2 2840
H
N
EJEMPLO PREPARATIVO 84
Ph ,O
NHaA

Se agrego por goteo cloruro de bencenosulfonilo (5 6mL, Q0 0439mol) y la reaccidn fue
agitada durante 72 horas Después de este iempo, TLC (5% MeOH/DCM) mdico que la

_S.
Nty 0*°~NH
+  PhSO-CI @’

1,2- Ferulendiamina (5 Og, 0 0462mol) se disolvié en cloruro de metileno (125mL)

reaccion estaba completa La reaccién fue filtrada para remover cualquier matenal sélido y

el soluto fue lavado con cloruro de metileno El filtrado fue concentrado y punificado
mediante cromatografia en columna (3% MeOH/DCM) El producto deseado (2 28g,
0 0092mol, 20%)fue aislado como un solido
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'H NMR (300 MHz, CD30D) 8 6 40 (m, 2H), 6 73 (4, 1H), 6 94 (m, 1H), 7 46 (m, 2H),
7 58(m, 1H), 7 68 (m, 2H)ppm

MS_APCI calculado 248 06, encontrado 248 9 (M+l)l
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EJEMPLO PREPARATIVO 85

- ——
—

NO» NH,

NO; tep A StepB
@l\& Step @,\0/ — @f\o/

Paso A

Bromuro de 2- mitrobencilo (5 18g, 0 024mol)se disolvio en EtOH (25mL) NaOMe
(11 OmL 25%wt en MeOH, 0 048mol) se agrego por goteo bajo atmdsfera de argén
Después de agitar a temperatura ambiente durante 1h Se agrego una solucién de carbonato
de lidrogeno sddico saturado (200mL) La mezcla fue extraida con cloroformo (3x80mL)
Las fases orghnicas combinadas fueron lavadas con una solucién de carbonato de hidrogeno
sodico saturado (80mL), agua (80mL), salmuera (80MI) y secadas sobre sulfato de sodio
Concentradas y punificadas mediante cromatografia en columna (20%
EtOAc¢/HEX)proporcionando el compuesto deseado (3 70g, 92%)

'H NMR (300MHz, d- CHCL3)5 3 60(s, 3H), 4 95(s, 2H), 7 55(t, 1H), 7 78(t, 1H), 7 90(d,
1H), 8 20(d, 1H)ppm
Paso B

Una suspenci6n etanolica de Raney- N1 se agregé a una solucién agitada del
compuesto mtro (3 00g, 0 018mol) del paso A en EtOAc/EtOH (10mL/10mL) bajo una
atmoésfera de argén La mezcla fue sometida a reflujo durante la noche y luego filtrada a
traves de Celite El filtrado fue concentrado y punificado mediante cromatografia en
columna (25% EtOAc/HEX)para proporcionar el compuesto deseado (1 65g, 67%)

'H NMR (300MHz, d- CHCL3)5 3 45(s, 3H), 4 38(bs, 2H), 4 60(s, 2H), 6 82(t, 2H),
7 22(m, 2H)ppm

MS(MH") 137 08, encontrado 137 9

EJEMPLO PREPARATIVO 86
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2- Ammofenol (1 26g, ¢ 012mol), mdréxido de sodio(1 84g, 0 046mol), y bromuro
de tetrabutilammonio (0 19g, 0 58mmoal) fueron mezclados a temperatura ambiente y
agitados durante 10 minutos Se agrego 1- clorobutano (1 2mL, 0 012mol) y la mezcla fue
calentada a 60°C durante 8 horas La mezcla fie punficada directamente mediante
cromatografia en columna (25% etOAc/HEX) para proporcionar el compuesto deseado
(0 95g, 50%)
'"H NMR (300MHz, d- CHCL3)5 1 08(t, 3H), 1 62(m, 2H), 1 90(m, 2H), 4 05(t, 2H),
4 23(bs, 2H), 6 85(m, 4H)ppm

— EJEMPLO PREPARATIVO 87

NH, "
OH /L NaOH TBAB o
* ol e

2- Ammofenol (5 Og, 0 046mol), hidréxido de sodio(7 33g, 0 0183mol), y bromuro
de tetrabutilammonio (0 74g, 2 29mmol) fueron mezclados a temperatura ambiente y la
mezcla fue agitada durante 10 minutos Se agrego 2- cloropropano (4 2mL, 0 046mol) y la
mezcla fue calentade a 60°C durante 8 horas La mezcla fue punficada directamente
mediante cromatografia en columna (25% etOAc/HEX) para proporcionar el compuesto
deseado (0 95g, 50%)

'"H NMR (300MHz, d- CHCL3)5 1 45(d, 6H), 4 03(bs, 2H), 4 60(m, 1H), 6 93(m, 4H)ppm
MS(MH") 151 10, encontrado 152 1

EJEMPLO PREPARATIVO 89
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Paso A

2- Nitrobenzaldehido (2 Og, 0 0132mol), 1,2- dicloroetano (100mL)y 3-
(dimetilamino)propilamina (1 83mL, 0 0145mol) fueron agitados durante th Después de la
adic16n de tnacetoxiborohidruro sodio(4 20g, 0 0198mol), 1a mezcla de reaccién fue
agitada durante la noche La adicién de IN NaOH (100mL) fue seguida por extraccién de
ETOAc (3x100mL) y secado sobre sulfato sédico La solucion fue concentrada y punificada
mediante cromatografia en columna (DCM/MeOH/Et3N 40/4/1) para obtener el compuesto
deseado (1 62g, 52%)
'"H NMR(300MHz, d- DMSO)5 [ 58(m, 2H), 2 20(s, 6H), 2 28(t,2H), 2 58(m, 2H), 3 15(s,
1H), 4 00(s, 2H), 7 58(t, 1H), 7 78(m, 2H), 8 00(d, 1 H)ppm
MS(MH") 237 15, encontrado 238 2

Paso B

El compuesto nitro (1 62g, 0 0068mol) del paso A fue disuelto en THF (50mL) y
agua (50mL) Se agregd dicarbonato Di- tert- butilo (1 49g, 0 0068mol) y carbonato de
sodio (1 44g, 0 0136mol) y la mezcla de reaccién fue agitada durante la noche La adicién
de agua (100mL), fue seguida por extraccién con ETOAc (3x50ml) Las fases organicas
combinadas fueron secadas sobre sulfato sédico, concentradas y punficadas mediante
cromatografia en columna(DCM/MeQOH/NH40H 40/4/1)para obtener el compuesto
descado (1 38g, 60%)
'H NMR(300MHz, d- DMSO)3 1 40(d, 9H), 1 68(m, 2H), 2 18(s,6H), 2 23(t, 2H), 3 32(d,
2H), 4 78(s, 2H), 7 42(d, 1H), 7 26(t, 1H), 7 83(t, 1H), 8 15(d, 1H)

MS(MH") 337 20, encontrado 338 1
Paso C

El compuesto mitro del paso B se disolvio en MeOH (25mL) y se agité con una
cantidad catalftica de Pd/C al 5% bajo atmdsfera de mitrégeno durante la noche La mezcla
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de reaccidn fue filtrada a través de Celite, el filtrado fue concentrado y punficado mediante
cromatografia de columna (4%Et3N/EtOAc) para proporcionar el compuesto deseado

(1 16g, 92%)

'H NMR(300MHz, d- DMSO)8 1 53(s, 9H), 1 62(m, 2H), 2 08(s,6H), 2 20(t, 2H), 3 15(t,
2H), 4 33(s, 2H), 5 20(s, 2H), 6 58(t, 1H), 6 72(d, 1H), 7 03(m, 2H)ppm

MS(MH") 307 23, encontrado 308 1

EJEMPLO PREPARATIVO 90

— —— —
- - — m——

0 Q 0
Step B
W= = X
N I
HO OH cl Cl ON |!I
NH. OoH

OH

Paso A

El 4cido escuanco (1 14g, 10mmol) suspendido en cloruro de tionilo (8mL)y N,N-
dimetilfformamida (0 050mL) fue sometido a reflujo bajo argon durante 2 hr El solvente
fue evaporado, y el residuo fue disuclto en eter dietilico y lavado con agua helada La fase
éter fue secada con sulfato sddico y evaporada para proporcionar un aceite El aceste fue
almacenado al vacio durante una hora

Paso B

El dicloruro del paso A se disolvio en 1,2- diclorobenceno (SmL) y mezclado con 2-
amino- 5- mtrofenol (1 54g, 10mmol) Un precipitado formado después de 10 min La
soluci6n fue agitada durante 2 horas mas El s6lido fue recolectado mediante filtracion y

lavado con 1,2- diclorobenceno
'H NMR(300MHz, CD30D)35 7 29(d, 1H), 7 87(m, 2H)ppm
MS- calculado 268 0,encontrado 267 0 (M- 1)

EJEMPLO PREPARATIVO 91
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El dicloruro (1 13g, 7 Smmol) del ejemplo preparativo 90, Paso A se disolvio en
tetrahidrofurano (SmL) y se enfno a 0°C Se disolvié amhina (0 697mL, 7 Smmol) en
tetrahidrofurano (5mL), se enfrio a 0°C y se agrego por goteo a la solucién de dicloruro
durante 10 min La mezcla fue calentada a temperatura ambiente mientras se agito durante
une hora El solvente fue evaporado para proporcionar un séhido El séhido fue absorbido en
acetomitnlo, filtrado, y lavado con mas acetomitnlo Se recupero un polvo (0 91g, 59% de
rendimeitno)

Espectrometria de masa calcualada 207 0, encontrada 209 2 (M+2)*

EJEMPLO |

L& R0
— [ Q0

El producto del cjemplo preparativo 22(93 mg), el compuesto de etoxiescuerato del
ejemplo preparativo 30 (75 mg), tmetilamina (0 12 mL) y etanol absoluto (SmL) fueron
calentados a reflujo durante la noche La mezcla de reaceién fue concentrada a vacio y el
residuo fue punficado mediante cromatografia de placa preparativa (gel de Silice, 8%
MeOH/CH2CI2 saturado con NH4OH) para proporcionar el producto (51 mg, 34%,
MH"=437)
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Sigmiendo el procedimiento descnito por el ejemplo 1, los productos listados en la

tabla VI a continuacion son preparados utihzando la amina del ejemplo prepamtivo

indicado (o Ia amlina comercialmente disponible 1lustrada) y el escuerato de etoxilo del

10 ejemplo preparativo 30

Tabla VI

Ejemplo

Amina del ¢; Preparativo

Producto

% rendimiento
MH*
mp (°C)

WA sl N

39%
378
1723

(PSS R

30%
408
180 8

L3 N

23%
408
160 4

LN e

2%
422
1723

W M

31%
422
203 1

(VLR 5 B ]

2%
396
1806
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W N

80%
424
1802

L]

78%
382
154 6

10

10

WA e

121%
382
2186

11

11

W N -

74%
435
1863

12

20

(PSRN S I

74%
435
1863

13

21

W N

5%
409
176 8

14

23

75%
451
164 4

15

25

W M o=

17%
364
2927

16

43%
339

17

24

W b

14%
409
1752

18

12

(VYN S By

81%
324
290 - 300

19

13

[

83%
338
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>300

20

14

WA

82%
352
>300

21

W N

56%
325
298 7

22

15

) A s

60%
392
270 - 280

23

W A

47%
420
255- 260

24

16

d B s

53%
414
275 — 280

25

17

L DN v

62%
406
280290

26

18

|73 N

7%
400
270 - 280

27

LFL I N

61%
295
265 — 267
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El compuesto del gjemplo preparativo 31 (100 mg), 3- amino benzonitrlo (78 mg),
trietilamina (0 23 mL) y etanol absoluto (10 mL) fueron calentados a 80°C durante la
noche Lz mezcla de reaccién fue concentrada al vacio, ditwida con 1N NaOH (aq) y lavada

con diclorometano La fase acuosa fue acidificada (1 M HCI), extraida con EtOAc, y la fase
orghnica fue secada sobre Na2S04, filirada y concentrada al vacio El residuo fue
punficado mediante cromatografia en columna (gel de silice, 5% MeOH/CH2CI2 saturado
con NH4OH) para proporcionar el producto (35 mg, 28%, MH* = 377, mp = 135- 140°C)

——

EJEMP

29- 37

Sigmendo el procedimiento descnito para el ejemplo 28, utihizando las aminas

arométicas mostradas a continuacién en cambio de 3- aminobenzonitrilo, se prepararon los

productos listados en la tabla VII a continuacién En algunos casos el producto se precipito

a partir de 1a solucién y se pudo aislar sin punificacion posterior

Tabla V]I

| Ejemplo

Amina aromética

Producto

1 % rendimiento
2 MH
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Mp (°C)

29

LW M el

45
353
88-93

30

[P S ]

25
424
123 -128

31

40
409
225-230

34

Lad DN

13
353
2926

36

W M -

75
370
125 - 130

37

12
135-139
388

10

—
————

EMP

ML — 1 PLT

3- ammopindina es oxidada segun el procedimiento conocido (Farmaco 1993,

48,857- 869) para obtener el N- oxido de pindilo resultante el cual es acoplado con el

compuesto del cjemplo preparativo 31 segun el procedimiento descrito en el ejemplo 28

para proporcionar €l compuesto deseado
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EJEMPLO 39

3- ammnopindina es oxidada segun ¢l procedimiento conocide (Chem Lett 1998, 8,
829, B30) para obtener el N- oxido de pindilo resultante el cual es acoplado con el
compuesto del ejemplo preperativo 3 1segun el procedimiento descrito en el gjemplo 28
para proporcionar el compuesto deseado

EJEMPLO 40 o 9

NH' N\ ,I
N= St <
J —-2-5-.-. = /(/1
N -,

OEt

=50

Sigmendo el procedimiento descrito en el Ejemplo preparativo 30 utilizando la 3-

aminopirazina comercialmente disponible en cambio de anilina, se obtuvo el etoxilo
intermedio

Paso B

El etoxilo intermedio del paso A anterior es condensado con el compuesto del
ejemplo preparativo 19 segun el procedimiento utihzado en elejemplo preparativo 1 para
obtener el compuesto del titulo

EJEMPLO 41- 43
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5 Siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 40, utithzando las aminas
arométicas mostradas a continuacidn en cambio de 3- aminopirazina, se pueden obtener los
productos listados en la tabla VIII

Tabla VIII
Ejemplo Ammna aromética Producto
4]
42
43
10
EJEMPLOS 44
- T — -
o Q wo N
HO / H A
s HN_  ,OMe 6,\' . HNﬂN _d‘
JfL + H-N \
O 0 o) (o]

LaN, N- dimetilamida del ejemplo preparativo 33 (0 74g, 4 1 mmol) y el denvado
del escuarato de metilo del gjemplo preparativo 66 (0 84g, 4 1 mmol) fueron combinados
20 enmetanol y calentados hasta reflyjo La mezcla fue agitada durante 96 horas Despues de
este iempo, LCMS mostré que el producto deseado estaba presente La reaccidn fue
concentrada y el producto aiglado mediante punficacién HPLC (102 6 mg, 7 31%)
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'H NMR (300MHy, ds- DMSO) & 2 95(s, 6H), 6 94 (m, 2H), 7 09 (m, 1H), 7 39 (m, 2H),
7 51 (d, 2H), 7 74 (dd, 1H)

LMCS Calculado 351 12, encontrado 352 0 (M+1)*
EJEMP 45- 82

Siguiendo el procedimiento descrito para ¢l ejemplo 44, se prepararon los
productos listados en la tabla IX utilizando la anthina del ejemplo preparativo indicado (o la
amlina comercialmente disponible 1lustrada) y el escuarato de alcoxilo del ejemplo
preparativo indicado La reaccion se completo en 16- 96 hrs dependiendo de la anilina tal
como se determmo mediante TLC

Tabla IX
Ejemplo | Amilina y escuemato 1 % rendimiento
de los ¢j8 Producto 2 (M+1Y
_prepantivos

45 47 1 32%
& 2 3940
66

46 45 1 45%
& 2 4296
66

47 4] 1 042%
& 2 3380
66

438 52 1 78
& 2 3240
66

49 44 1 676%
& 2 3921
66
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50 32 1 10%
& 2 3641
88

51 53 1 37%
& 2 3391
66

52 43 1 033%
& 2 3521
66

33 37 1 57%
& 2 4000
66

54 40 1 11%
& 2 4280
66

55 34 1 12%
& 2 4141
66

56 35 1 51%
& 2 5040
66

57 36 1 67%
& 2 5038
66

58 42 1 36%
& 2 3951
66

59 39 1 94%
& 2 3941
66

60 38 1 040%
& 2 4201
66

61 48 1 10%
& 2 4200
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66
62 1 24%
2 2950

&

66
63 33 1 53%
& 2 3801

78
64 33 1 16%
& 2 3940

79
65 33 1 43%
& 2 3801

80
66 33 1 44%
& 2 4511

81
66 33 1 42%
& 2 4391

82
68 33 1 45%
& 2 4200

74

69 33
& 1 32%
76 2 4810

70 33
& 1 20%
83 2 4320
7 33 1 30%
& 2 3820

77
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La amlma 314 del ejemplo preparativo ejemplo 46 (52 mg, 0 25 mmol) y el
denvado del escuerato de etoxilo del cjemplo preparativo 67 (50mg, 0 25mmol) se
combinaron en etanol (2mL) con dusopropiletilamima (0 10} y celentaron hasta reflujo
durante 16 horas La reaccién fue concentrada y el producto fue aislado mediante HPLC
punficado (7 2 mg, 7 4%)

'HMR (300MHZ, ds- DMSO) & 3 04 (s, 6H), 7 02 (d, 1H), 7 20 (¢, 1H), 7 48 (¢, 2H), 7 59
(m, 2H), 8 03 (d, 1H), 9 70 (s, 1H), 10 34 (s, 1H), 10 60 (s, 1H)ppm

LCMS calculado 385 1, encontrado 386 0 (m+1)*

EJEMPLOS 84- 93

Sigmendo el procedimiento desenito para ¢} ejemplo 83, se prepararon los productos
del histado de la tabla X a continuacion utilizando la amina del ejemplo preparativo
indicado (¢ la amhna comercialmente disponible 1lustrada) y el escuarato de etoxilo del

ejemplo preparativo indicado
Tabla X
Ejemplo | Anilina y escuerato de Ejs
Prepamativos Producto 1 % rendimento
2 M+
84 33 1 22%
& 2 4090
68
85 33 1 14%
& 2 4450
69

84
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86 34
& I 24%
75 2 4580
87
1 33%
2 4060
88
& 1 55%
67 2 3230
89
1 21%
& 2 3061
67
90
& 1 52%
75 2 3501
91
& 1 26%
67 2 3060
92 50
& 1 30%
67 2 3800
93 51
& 1 38%
67 2 3660
EJEMPLO 94
0 0 (o) o)
ON j:( . O —— ON j;f
I?I Cl HaN N N
" (b
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El compuesto del ejemplo preparativo 90 (50mg, 0 19mmol) fue disuelto en
tetrahidrofurano (2mL) Se agrego anihina (0 017 mL 0 19mmol), y 1a mezcla fue agitada
durante 2 hrs El solvente fue evaporado, ¢l residuo fue absorbido en acetomitrilo El
producto deseado (30mg, 49% de rendimiento), un polvo 1nsoluble, fue recuperado
mediante filtracién

'H NMR. (300 MHz, d6- DMSO) 5 7 18(m, 1H), 7 35(m, 1H), 7 48(m, 2H), 7 54(m, 1H),
7 83 (m, 2H), 8 13 (d, 1H), 9 95(s, 1H), 10 86 (s, 1H), 11 50 (s, 1H)ppm
Espectrometna de masa calculada 325 0, encotrada 326 1 (M+1)*

EJEMP 3- 105

Siguiendo el procedimiento descrito para el eyemplo 94, se prepararon los productos
del histado de Ia tabla XI a continuacién utilizando la amlina del ejemplo preparativo
mdicado (o la anilina comercialmente disponible 1lustrada) y el cloruro del gjemplo
preparativo indicado
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Tabla XI
Ejemplo | Anilina y cloruro de los
E) Prepamativos Producto 1 rendirmento (%)
2 (M+1)
95
1 27%
& 2 3701
90
9%
&
90 1 21%
2 3541
97
1 20%
& 2 4160
90
98 65
& 1 50%
90 2 3671
99
& 1 21%
90 2 3541
100
1 68%
& 2 3701
%90
101 89
&
90 1 31%
2 5400
102 42
& 1 40%
90 2 3661
104
& 1 22%
91 2 3249

87

&1
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1 10%
& 2 3250
91
106
1 21%
& 2 3102
91
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El compuesto Boc- protegido del ejemplo 101 (14 Smg 0 0027mol) fue agitado en
TFA/DCM (SML/5mL) durante 2hrs La concentracién simple proporciono el producto
(11 2mg, 95%)

'"H NMR (300MHz, d6- DMSO) & 2 08(t, 2H), 2 82(s, 6H), 3 18 (m, 4H), 4 40(s, 2H),
7 43(m 2H), 7 58(d, 1H), 7 65(d, 1H), 7 80(s, 1H), 7 90(d, 1K), 8 18(d,1H),

9 18(1H),9 80(m, 1H), 10 43(s, 1H), 11 62(s, 1H)ppm

LCMS(MH") 439 19, encontrado 439 §

EMPLO 108
0 o)
Siep A Q Step B — t(g
cHO —_— N y
5. 5 Ny WY
A A 5
e’ o
StepC % 7
ON -
. e
= “~NH, A H
OH O\

OH
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Procedimento General para la Preparacion de Resinas
Doble Carga de Resinas

La resina Argogel (NH2)(10g, 160u, 0 4mmol/g) fue suspendida en diclorometano
(100mL) en un recipiente peptidico grande Bis- (F moc)- hisina (7 09g,12mmol) y hidrato
de 1- hidroxibenzotnazol (1 62g, 12mmol) fueron disueltos en diclorometano (100mL) con
N,N- dimetilformarmida (12mL) y agregados al recipiente El recipiente fue agitado durante
10min Se agrego 1,3- Dusopropilcarbodumida (3 76mL, 24mmol.) al recipiente con
ventilacion frecuente durante los primeros 15min de agitacion La mezcla fue agitada
durante 16 hr La resina fue filtrada y lavada tres veces cada una con diclorometano,

metanol, y diclorometano La resina fue secada al vacio

Adjunto de enlazador hendible por dcido

La resina de carga doble (0 9) fue colocada en un recipiente peptidico pequefio con
una solucién de pipendina al 20% en DMF La mezcla fue agitada durante 2hr luego
filtrada La resina fue filtrada y lavada tres veces cada una con N,N- dimetiiformamida,
metanol, y diclorometano (10mL) La mezcla fue agitada durante 10mn, luego se agrego
1,3- dusopropilcarbodimida con ventilacion frecuente durante los primeros 15 minutos La
mezcla fue agitada durante 16 hr La resina fue filtrada y lavada tres veces cada una con

diclorometano, metanol, y diclorometano La resina fue secada al vacio

Paso A

La resina preparada (1g) fue suspendida con tnacetoxiborohidruro de sodio (1 1g,
Smmol) y diclorometano (10mL) en un recipiente peptidico pequefio Se agrego o-
Amsidina (0 564mL, Smmol), y la mezcla fue agitada durante 16hr La resina fue filtrada y
lavada sucesivamente dos veces cada una con metanol, diclorometano, metanol, y

diclorometano

Paso B
Se disolvi6 cloruro de escuanlo (0 690g, 4 6mmol) en tetrahidrofurano (10mL) y se
agrego a la resina del paso A La mezcla fue agitada durante la noche luego lavada

secuencialmente dos veces cada una con diclorometano, acetoniinilo, y diclorometano
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Paso C
La resina del paso B (0 25g) se suspendio con 2- amino- 5- mtrofenol (0 308g,

2mmol) y N, N- dusopropiletilamina (0 35mL, 2mmoL) en tetrahidrofurano (4mL) La
mezcla fue agitada durante 16hr La resina fue filtrada y lavada tres veces cada una con
diclorometano, metanol, y diclorometano Para poder hendirse, la resina fue suspendida en
dcido tnfluoroacetico / diclorometano con agitacién durante 6hr La resina fue filtrada,
lavada con acetonitrilo y descartada El filirado y los lavados fueron concentrados para
proporcionar €l producto puro deseado (11 6mg, 26% de rendimiento)

'H NMR (300MHz, d6- DMSO) & 4 01(s, 3H), 7 08(m, 1H), 7 22 (m, 2H), 7 62(d, 1H),

7 81(s, 1H), 7 88(dd, 1H), 8 09(d, 1H), 10 33(s, 1H), 10 42(s, 1H), 11 38(s,1H)ppm

Espectrometna de masa calculada 355 1, encontrada 356 0 (M+1)*

emplos arativog 109- 1
Siguiendo el procedimiento descrito pare el ejempio 108, se prepararon los
productos listados en la tabla XII a continuacion utilizando 1a anilina del paso A
comercialmente disponible o amina 1lustrada y la amilina del paso C del ejemplo
preparativo mdicado (o la amlina comercialmente disponible 1lustrada) (rendimientos para
preparaciones a pequefla escala, <50mg de resina, no fueron exactos y fueron indicados en
la tabla como “NA™ )

Tabla X1I

Ejemplo Amline paso A o
Ammna /anilina paso C Producto | rendimiento (%)
2 (M+1)

109 1 32%
2 3420

110
1 NA
2 3409
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111

[a—y

NA
2970

112

NA
3109

113

N -

NA
3739

114

NA
4359

115

NA
3541

116

[ &

NA
2971

117

NA
3061

118

N o

NA
402 8

119

Bt

NA
297 1

120
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I NA
2 3610
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EMPLO 123
\
I N—N \ (o) 0
“ NH, NN
- N N
O OM H H

El compuesto del eyemplo preparativo 26 se hizo reaccionear con el compuesto del eyemplo

preparativo 30 segun el procedimiento descnito en el ejemplo 1 para obtener el producto

mostrado
EJEMPLO 124
(9] )
30 s =g e
EtO HO EtO HO H H

El compuesto del eyemplo preparaivo 27 se hizo reaccionar con el compuesto del ejemplo
preparativo 30 segiin el procedimiento descrito en el ejemplo 1 para obtener el producto
mostrado

EMPLO 125
- B o o
3L} 3 0 L
NNH,  —— }—Q\N N
—N wo N wo M H

El compuesto del ejemplo preparativo 28 paso B o ejemplo preparativo 29 paso E se hizo
reaccionar con ¢l compuesto del ejemplo preparativo 30 segun el procedimiento descnito en

el ejemplo 1 para obtener el producto mostrado
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REIVINDICACIONES
1 Un compuesto de l2 f6rmula — —_—
0] //,0
B. j\:— \
N -A
RN
Q)

un profirmaco del miamo, o una sal, solvato o 1sémero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho proférmaco,

en donde

A es un anlo sustitwido o no sustituido o un grupe heteroanlo sustituido o no
sustitmdo,

Bes
RS RS R®
R R R R® R R®
R N N
R? \N" X >\—-NH
H R®
RS RS
R4 RB R4 RB
R‘!O \ R1o
\
NH N—NH
R?
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RSN R’ NR
~/ I\ 1)
Ra 3 R3
OH R . OH
5 Rg q 'R15
~ R N
N N\ I
or /
3= R?
R v
OH OH

R2 es hidrégeno, OH, C(O)OH, SH, SO2NR'R®, NHC(O)R’, NHS=2NR'R®,
NHSO2R’, C(O)NR’R?, C(O)NR’OR®, OR"? 0 un grupo funcional acidico heterociclico
sustituido o no sustitmido,

R3 y R4 son iguales o diferentes y son independientemente adrogeno, halégeno,
alcoxilo, OH, CF3, OCF3, NO2, C(O)R’, C(O)OR", C(O)NR'R®, SO,NR'R®, SOuR’,

N,OR"

I

C(O)NR'OR?, \Ra , c1ano, alquilo sustitmido o no sustitmido, anlo susttuido o no
sustituido o heteroanlo sustituido o no sustitmdo,

R® y R® son 1guales o diferentes y son independientemente ldrégeno, halégeno,
alquilo, alcoxilo, CF3, OCF3, NO2, C(O)R’, C(O)OR’, C(O)NRR?, SOyNR'R,
SOENR'R®, C(O)NR'OR®, cizno, 0 un anilo sustituido o no sustituido o un grupo
heteroanlo sustituido o no sustitmido,

R’ y R* son 1guales o diferentes y son independientemente hidrégeno, alquilo
sustituido o no sustitmdo, anlo sustituido o no sustituido, alqulanlo sustitwido o no
sustitwido, anlalquilo sustituido o no sustitmdo, cicloalquiio sustitmdo o no susthitmido,
carboxialquilo, aminoalquilo, heteroarilo sustituido o no sustituido, heteroanlalquilo

sustituido o no sustituido o heteroanlalquilo sustitmdo o no sustitmido, o

R, R® y N en dicho NR'R® y NR’OR® pueden conjuntamente formar un anillo de 3

a 7 miembros, dicho amllo puede ademds contener 1 a 3 heterodtomos adicionales sobre

00159

dicho amillo como dtomos ciclicos, y dicho amllo puede ser substituido o no substitwido con

una o mas fracciones las cuales son 1guales o diferentes, cada fraccion independientemente

scleccionada de hidroxilo, ciano, carboxilo, hidroxsalquilo, alcoxilo, COR7RS o

aminoalquilo,
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R’ y R!% son 1guales o diferentes y son independientemente hidrégeno, haldgeno,
CF3, OCF3, NR'R®, NR'C(O)NRR?, OH, C(O)OR’, SH, SO()NR'R®, SO2R’,
NHC(O)R’, NHSO2NR'R®, NHSO2R?, C(O)NRR®, C(O)NrOR?, OR"® o un grupo
funcional acidico heterocichico sustituido o no sustituido,

R" es COR’,

RYes hidrégeno, OR"? oun grupo arilo substituido o no substituido, un grupo
heteroanlo substituido o no substitwido, un grupo anlalquilo susttuido o no sustituido, un
grupo cicloalquilo sustituido o no sustitmido o un grupo alquilo sushitwido o no sustituido, y

teslo2

2 El compuesto segtin la Reivindicacién 1

un proférmaco del mismo, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho profarmaco,

en donde

- 0
Aecs S S f )
/ NKBR‘Z / Z ’)R1z ﬂ“{[‘:‘KRﬂ

R12 R1z R12
/N 7N\ 7\
oy -l f,N
R‘”
R12 T12
F\ /'™
0.° \ -l
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\
11 R11
T =\ R" |
/ A\ D 4 / A\
_ \ 7 —
OVO

y
R y R'? son iguales o diferentes y son independientemente H, OH, halogeno, ciano, CF3,

CF30, NR'R?, NR'C(O)NRR?, C(O)NR'R®, CO2R’, OR’, SO3NR'R®, NR'SOyR®,
COR, y anto sustitmdo o no sustitwido, alquilo sushtwido o no sustituido, anlagluilo
sustituido o no sustituido, heteroanlo sustitusdo o no sustiturdo, anloxilo sustituido o no
sustitmudo, heteroanlalquilo sustituido o no sustituido, heterocichilalquilo sustitndo o no
sustituido, hidroxialquilo sustituido o no sustitido, alcoxilo sustituido o no sustituido,
alquilaminoCOQOalquilo, aminoalcoxilo, alcoxiaminocalquilo o aminoalquilo sustituido o no

sustitmido

3 El compuesto segiin la Reivindicacién |

un profdrmaco del mismo, o una sal, solvato o 1s6mero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho profirmaco,

en donde

R? es hudrégeno, OH, NHC(O)R” 6 NHSO;R’,
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R’ es SO,;NR'R®, C(O)NR'R®, SO1R’, NO; o c1ano,
R'es hidrégeno, NO;, CF; o ciano,

R? es lidrégeno, halégeno, NO,, ciano o CFs, y

RS es hidrégeno o CF;

4 El compuesto segun la Reivindicacién 2
un proféirmaco del msmo, o una sal, solvato o 186mero farmacéuticamente aceptable

de dicho compuesto o de dicho profarmaco,
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en donde
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un profirmaco del mismo, o una sal, solvato 0 1somero farmaceuticamente aceptable

El compuesto segun la Rervindicacién 2

de dicho compuesto o de dicho profarmaco,

en donde

R? es lndrogeno, OH, NHC(O)R" o NHSO:R’,

R? es SO,NR'R?, C(O)NRR?, SO;R’, NO; o ciano,
R'es hidrégeno, NO,, CF; 0 ciano,

R’ es hudrdgeno, halogeno, NO3, ciano o CF, y

RS es hidrégeno o CF3

El compuesto segun la Rewvindicacién 4

un profirmaco del mismo, o una sal, solvato o 1sdmero farmacéuticamente aceptable

de dicho compuesto o de dicho profarmaco,

en donde

R? es ludrogeno, OH, NHC(O)R” 6 NHSO:R’,

R* es SO;NR'R®, C(O)NRR®, SO:R, NO; o ciano,
R'es drogeno, NO,, CF; o ciano,

R® es hidrogeno, halégeno, o CF3, y

R®es hidrogeno o CF;

El compuesto segin la Reivindicacion 3

un profirmaco del mismo, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable

de dicho compuesto o de dicho profarmaco,

en donde

R? es ludrégeno, OH 6 NHSO:R’,
R? es C(O)NR'R®, NO; o ciano,
R* es lndrogeno, NO,, o ciano,

R’ es ndrégeno, Cl 0 CFs, y

RS es hidrégeno o CF3

El compuesto segun la Reivindicacion 7
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00}5{
un proférmaco del mismo, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho profirmaco,
en donde
R?es OH,
R* es C(O)NR'RY,
R* es idrogeno,
RS es lidrogeno, Cl o CF3, y
R® es lidrégeno

9 El compuesto segiin 1a Reivindicacién 5

un profarmaco del mismo, o una sal, solvato o 1sémero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho profarmaco,

en donde

R? es OH, 0o NHSO:R’,

R? es C(O)NRR®, NO; o ciano,

R* es ludrégeno, NO3, o ciano,

R es hrdrogeno, Cl o CT'3, y

R es lidrogeno o CFa

10  El compuesto segun la Reivindicacién 6

un profarmaco del mismo, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho proférmaco,

en donde

R? es OH, 6 NHSO:R,

R’ es COINR'R", NO; 0 c1ano,

R* es hidrégeno, NO3, o ciano,

Ries hidrégeno, Cl o CF;, y

R® es hidrogeno o CFs

Il El compuesto segun la Reivindicacién 9
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un profirmaco del mismo, o una sal, solvato 0 1sémero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho profirmaco,

en donde

R? es OH,

R? es C(O)NRR®,

R* es hidrégeno,

Ries hidrégeno, Cl o CF;, y

RS es hidrégeno

12  El compuesto segun la Reivindicacién 10

un proférmaco del m:amo, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho profirmaco,

en donde

R’ es OH,

R® es C(O)NR'R?,

R* es hidrogeno,

Res hidrégeno, Cl o CFs, y

R® es hidrégeno

13 Un compuesto segun la Rervindicacién |
un profirmaco del mismo, o una sal, solvato o 1s6mero farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto o de dicho proférmaco,

en donde A y B son tal como se 1lustran en la siguiente tabla

Ex A B T
\
1 20 N
| O OH
\
36 /N |
F O OH
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O OH
&)
45 K/N
O OH
Ex A B
o O | GRN
O OH
IS S L
(@) OH
\
63 /N
CH; O OH
\
64 /N
HsC” “CHs O OH
\
65 /N
HaC O OH

103



OH

(4

74

104



08165

t

“°<l
OH

”°©\
OH

T

0
\—CHj

—E_x__—_

89

20

105



10

15

20

25

30

14

El compuesto segiin la Rervindicacion 13 de formula

—

Me
\
N

/

Me
O OH

un profarmaco del mismo, o una sal, solvato o 186mero farmacéuticamente aceptable

(o] o)

O

de dicho compuesto o de dicho profarmaco

15

El compuesto segun 1a Reivindicacién 13 de formula

un proférmaco del mismo, o una sal, solvato o 1somero farmaceuticamente aceptable

de dicho compuesto o de dicho profarmaco

16

El compuesto segun la Rervindicacién 13 de formula

- — O

—Q? I'-"O
/N H H
] 0OH

un profdrmaco del mismo, o una sal, solvato o 18dmero farmacéuticamente aceptable

de dicho compuesto o de dicho profarmaco

17

El compuesto segin la Rervindicacion 13 de formula

\
N
I o

- 0o 0 —
N: N’S)
1 ]

by H H
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de dicho compuesto o de dicho proférmaco

de dicho compuesto o de dicho proférmaco

19

de dicho compuesto o de dicho profarmaco

20

"rsg

un profdrmaco del mismo, o una sal, solvato o 1sdmero farmaceuticamente aceptable

El compuesto segun la Rewvindicacion 13 de formula

_— T 0 p T
‘Nﬁﬁ :P
,OOH N

@

un profirmaco del mismo, o una sal, solvato o 156mero farmacéuticamente aceptable

El compuesto segun la Reivindicacién 13 de férmula

0 O
/ 0 OH /

un profirmaco del mismo, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable

El compuesto segun la Reivindicacién 13 de formula

cl
\

N

I o
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un profarmaco del mismo, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable

de dicho compuesto o de dicho proférmaco

21 El compuesto segun la Reivindicaci6én 13 de férmula

0 ,— Ne—
HO
H H N N \
O,ﬁ :h..d v
\\0

un proférmaco del mismo, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable

de dicho compuesto o de dicho profarmaco

22 Una composicién farmaceutica que comprende el compuesto de la Rervindicacion 1,
un profirmaco del mismo, o una sal, solvato o 1s6mero farmacéuticamente aceptable de
dicho compuesto o de dicho profirmaco, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable del

MISmo

23 Un método para tratar una enfermedad mediada por qromiocinas en donde la
quimocina se une a un receptor CXCR2 y/o CXCRI1 en un mamifero, el cual comprende
admimstrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad farmaceuticamente
aceptable del compuesto de la Rervindicacién 1, o una sal, solvato o 1sémero

farmaceuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho proférmaco

24  Unmétodo para tratar una enfermedad mediada por qiomiocinas en donde la

quimiocine se une a un receptor CXC en un mamifero, €l cual comprende administrar a un
paciente en necesidad del mismo una cantidad farmacéuticamente aceptable del compuesto
de la Reivindicacién 1, o una sal, solvato o 1sémero farmaceuticamente aceptable de dicho

compuesto o de dicho profirmaco
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quimiocinas es seleccionada a partir del grupo que consiste de sonasis, dermatitis atopica,

25  Elmetodo de 12 Rervindicacion 23 en donde la enfermedad mediada por

asma, enfermedad puimonar obstructiva crénica, enfermedad respiratoria adulta, artritis,
enfermedad intestinal inflamatona, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, choque séptico,
choque endotdxico, sepsis gram negativo, sindrome de choque tdxico, apoplejia, lesidn por
reperfusién renal y cardiaca, glomerulonefnitis o trombosis, enfermedad de Alzheimer,
reaccién de wnjerto versus huesped, rechazos de aloinjertos, malana, sindrome de dificultad
respiratona aguda, reaccion alérgica del tipo retardado, ateroesclerosis e 1squemia cerebral

y cardiaca

26 Un metodo para tratar céncer, €l cual comprende administrar a un paciente en
necesidad del mismo une cantidad farmaceuticamente aceptable del compuesto de [a
Reivindicacion 1, o una sal, solvato o 1sémero farmaceuticamente aceptable de dicho

compuesto o de dicho profarmaco

27  El método de la Retvindicacion 26 que adem4s comprende administrar al paciente

por lo menos un agente anti-cancengeno y/o radiolerapia

28 El metodo de la Reivindicacion 27, en donde el agente anti-cancerigeno es
seleccionado a partir de! grupo que consiste de agente alquilantes, antimetabolitos,
productos naturales y sus derivados, hormonas, anti-hormonas, agentes anti-angiogenicos,
esteroides, y sintéticos

29 Un método pars inhibir la angiogénesis el cual comprende administrar & un paciente
en necesidad de la misma, una cantidad anti-angiogenica del compuesto de la
Reivindicacion 1, o una sal, solvato o 1sémero farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o de dicho profarmaco

30  Elmetodo de la Retvindicacion 29 que ademas comprende admimstrar al paciente

por lo menos un agente ant-angiogénico conocido
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31 El método de la Reivindicacion 30 en donde el agente anti-angiogenico conocido es
seleccionado a partir del grupo que consiste de Manmastat, AG3340, col- 3, Neovastat,
BMS- 275291, Talidomido, Escualamina, Endostatina, SU- 54186, Interferon- alfa,
anticuerpo Anti- VEGF, EMD121974, CAl, Interleucina- 12, IM862, Factor plaquetano-4,
Vitaxina, Angiostatina, Suramina, TNP- 470, PTK- 787, ZD- 6474, ZD- 101, Bay 129566,
CGS27023A, inhibidores de la quinasa del receptor VEGF, tazotero y Taxol

32  Unmétodo para tratar una enfermedad seleccionada a partir del grupo que consiste
de gingivitis, virus respiratonos, herpes virus, virus de la hepatitis, VIH, virus asociado con
el sarcoma de Kapos: y ateroesclerosis el cual comprende admimstrar a un paciente en
necesidad del mismo, una cantidad terapeuticamente aceptable del compuesto de la
Reivindicacién 1, o una sal, solvato o 1somero farmacéuticamente aceptable de dicho

compuesto o de dicho profirmaco

33 El metodo de la Rervindicacion 23 en donde la enfermedad mediada por

quimiocinas es una enfermedad ocular angiogénica

34  El método de la Rervindicacion 33 en donde la enfermedad ocular angiogenica es
seleccionada a partir del grupo que consiste de inflamacidn ocular, retinopatia de los
prematuros, retinopatia diabética, degeneracién macular del tipo humedo y

neovasculanzacién corneana

35 El método de 1a Reivindicacién 26 en donde el tipo de tumor canceroso es un

melanoma, carcinoma gastnco o carcinoma pulmonar no de células pequeiias

36  Elmétodo de la Reivindicacién 35 que ademas comprende administrar al paciente

por lo menos un agente anti-cancerigeno y/o redioterapia

37 El método de la Reivindicacion 36, en donde cl agente anti-cancengeno es

seleccionado a partir del grupo que consiste de agente alquilantes, antimetabolitos,
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productos naturales y sus denvados, hormonas, anti-hormonas, agentes anti-angiogénicos,

esteroides, y sintéticos

38 El metodo de 1a Rervindicacion 37 en donde ¢l agente anti-angiogénico conocido es
seleccionado a partir del grupo que consiste de Manmastat, AG3340, col- 3, Neovastat,
BMS- 275291, Talidomido, Escualamina, Endostatina, SU- 5416, Interferon- alfa,
anticuerpo Anti- VEGF, EMD121974, CAl, Interleucina- 12, IM862, Factor plaquetano-4,
Vitaxina, Angiostatina, Suramina, TNP- 470, PTK- 787, ZD- 6474, ZD- 101, Bay 129566,
CGS27023A, inhibidores de la quinasa del receptor VEGT, tazotero y Taxol
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RESUMEN DE LA DIVULGACION

Se divulgan compuestos de la férmula (I} en donde las vaniables A y B son un grupo anlo o
heteroanlo tal como se define en las reivindicaciones, o un profarmaco de las mismas, o
una sal, solvato o 1sdmero farmaceuticamente aceptable de dicho compuesto o de dicho
proférmaco, los cuales son Gtiles en el tratamiento de enfermedades mediadas por

quimiocinas tales como trasiormos inflamatonos agudos y crémcos y el cancer
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subject of an Intemational search report, does not appear to me
mentioned in Article 33(1) PCT, 1@ does not appaar io ba novel
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogot4, DC,
Doctor oncloN° 0911
Carlos R. Olarte 03 5
Apoderado
SCHERING CORPORATION Y PHARMACOPEIA.
ASUNTO Radicaciin N° 03-66285
Soliciud mtemacional PCTAUS2002/02888
Fecha Iniclo fase nacional 02/06/2003
Trémite 011
Evento 3n
Actuacidn 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de Ia Decssién 486 de la
Gomsiin de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacin en Materia de Patentes (PCT),

regla 51 bis de! Reglamento y Circular Uruca de la Superiniendencia de Industria y Comercio, 88 le comunica
que:

0 La solicitud no conbens ka copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente del
Inventor al solicitants 0 a su causante. (Art. 26-k) Decisién 486)

0 La solictud no contiene el poder debxdaments olorgado, con e lleno de los requisitos exigdos por los
articulos 63 y subsigunentes del Codigo de Procedimiento Civil. Adiconalments, deberd presentar ol
doammbmgamdhhmnnymmmmhmam.mmm
persong

En cumplimeento de io dispuesto por el artfculo 39 de la Deciadn 488, se e requiers pam que dento del
término do dos meses siguientas a la fecha de nolficacidn del pressnte oficio, complele los requisitos
anteriormente enunc:ados. En caso de no dar cumplimiento al presents requerimiento, la sollcitud se
considerard abandonada y perderé su prelacion

5 diypuesto en &l numeral 52, Merel e), del capfido qunto del

74T 03
El anterior requerimsento fue notificado por filacxdn en ista de fecha,




