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

Documento que acredita la existencla y representacién legal cuando el solidtante sea persona
juridica.

Poderes, sl fuere el caso.

Documento de cesién del Inventor al solicitante o a su causante,

Dedaraciones.

Copla de {a solicitud Intemaclonal. (Resumen, descripcidn, relvindicaciones, dibujos).

Traducclén de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaciones,
dibujos).

Copla del examen preliminar Internacional efectuado por la Autoridad Intermacional de Examen
Preliminar {IPEA).

Traducclén del examen preliminar Intemacional efectuado por 1a IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos
tradiclonales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material blolégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenldos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parclal o totalmente con la Invencién de esta
sollcitud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solidtud intemacional.

Otros. Busqueda Intermacional

9

FIGURA CARACTERISTICA:

- R

\_ /

@ Solicito la conceslén de la patente,

NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE FIRMA:

C.C.79:782.747 BtA T.P. 74,295

Instrucclones para el diligenclamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.

L -
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'/ Traduceidén oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
PFIZER INC.
Bilingle inglés- espafio]l otorgado en Nueva York, Estados Unidos el 14 de julia
de 2003 y firmado por J. Trevor Lumb, Vipepresidents de Pfizer Products Inc.
CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingiie inglés- espafiol, el 14 de julio de 2003 el suscrito notario Kenneth
Greenwood certifica qua J. Traevor Lumb, domiciliado en Nuava York ejercia
funciones de Asistenta General Consejero de Patentes la Compaffa Pfizer Inc., con
sede en Nueva York, Nueva York, Estados Unidos.
Firma del notario: Kenneth Greenwood
Sello notarial: certificado, verificado y autenticado en 1a Local{dad de Egham
en Surrey, 14 julio, 2003 por el Notario Kenneth Greenwood-Horne Engall & Freeman

Sello Notario PGblico en alto relieve rojo.
APOSTILLA

REINO UNIDO DE GRAN BRETARA £ IRLANDA DEL NORTE

1. Pafs :Reino Unido de Gran Bretada e Irlanda del Norte

Este documento PlGblico
2. ha sido firmado por K. QPGenwood
3. ejarce funciones de Notario Pibliceo
a el sello de dicho Notario Piblico
CERTIFICADO
ndres 6. E1 17 de julio de 2003
el Sacretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
iores y de 1a mancomunidad
210434
o del Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
| = —exteriores y de 1a mancomunidad

10. Firma de R. Bawden - Por Secretario de Estado

S$1 o) documsrto e nsa en uo pais que no as parte de la coavencide “de 1a Haya del 5 de octobre 1961, debe
praseatarse en saccidn consnlar de 1a sisida qua representa sl pais.

Es traduccifa fie) dal ipglés, con copia archive para confrontaciée. Bogotd 25 de julio-2003. Marlegplaise C (_,
) MARLEN NEi

Troductor o intérprete Oficiol
Inglés - Espafial - Ingléy
Resolucidn Ne. 2117 del 7 Oct 1087

0




OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK 8: FRIERI, LL.TDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER—TORREC
CaLLE 100 No, BA-SE P1so 10
BOGOTA, COLOMEIA
TELEPHONE: +57-1 8386200
Fax: +57-1 8388201

www.olarteralsbeck.com
Power of Attorney Poder
The undersigned, El muscrito,
Pfizer Inc.
dommiciled in domicilisdo en

235 East 42™ Street, New York, NY 10017 USA

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Jan Ralsbeck and Ana
Maria Frierl full and sufficient Power of
Atworney to file, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company's Patents,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombis, to which end it empowers
them to take all steps necessary before any
administrative or judicial suthority of any class for
the objects stted, to file petitions, appeals, replica
and oppositions, pay taxes and enrmities, request
testimonies, receive documents and securities,
ebandon spplications and collect refunds. Sufficient
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powery on those
wha are to represent the company judicially and
extrajudicially, to answer in cowrt in the matter of all
clnims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving them

ise po tnlublumlnthmpmentnnﬂ

por medio del presente otorga a Carlos R.
Olarte, J. Ian Raisheck y Ana Maria
Friert poder especial, amplio y suficiente para
presentsr, tramitar, obtener, defender y hacer
respetar todas y cualquiera de Patentes, Modelos
de Utilidad y Disefios Induatricles de Ia
compailia en ]a Repiiblica de Colombia, a cuyo
efecto loa faculta para dar todos los pasos
necesarios ants cualquier sutoridad sdministrative
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
1o encomendado, elevar solicitndes, apelaciones,
mpnmymmpuwmmmy
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documenios y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastants para recibir notificaciones
& nombre de 1a compailis, otorgar poderes &
quiencs vayan a representar a la compafiia judicial
y extrajudicialments, regponder en juicio a todas
las reclanmciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presantaren, dindoles
asimismo facultad para sustituir el presonte y
revocar dichas sustituciones.




QOLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER—TORREC
CaLLE 100 No. BAS5 M50 10
BOGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE +57-1 838-8200
Fax: +57-1 6388201

www.olarteralsbeck.com
Notarial Certification Certificacién Notarial
On this date, En eats fechs,
July 14, 2003
The i Notary Public certifies: ¢l Notario Piiblico suscrito certifica:
1. That </ » Thiral Lot 1. Que
I. Trevor Lumb ’
of legal age and ciled in mayor de edad y domiciliado
. F O , A New York /
gigned the foregoing document. suscribié el documento que antecede.
2. That the grantor has executed the foregoing 2. Que el otorgaute ha suscrito el referido
document as Asgistant General Patent Counsel documento en su carficter de
of Pfizer Inc. de
3. That Pfizer Inc., 4, Quo
having its principal place of business Jocated in con sede principal ubicada en
New York, New York, U.S.A.

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purpoacs for which the Power of Attorney is
granted are within the scope of its corporate
purposes.

4. That the grantor has the suthority to execute the
Power of Attorney and that his/her mpresentation is
Bl © o

Iegal vigente y que los propdsitos pars los cusles
so otorga ¢l poder se encuentra dentro de los que
comprenden m objeto social,

4. Que el otorganie tiene la representacidn para
suscribir o] poder, y que éstn es logitima,

5. El Bmdamento de mis certificaciones
contenidas en log prntos 2, 3 y 4 fue la exhibicién
de los (del) siguionte(s) documento(s) suténtica(s):
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APOSTILLE
(Hague Convention of § October 1961 / Convention de La Haye du $ octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Cownky: United Kingdam of Grest Britaln snd Northern Ireland
Pays: Roysume-Uni de Cirande-Bretagne et 4'irlande du Nord
This publls document'/ La préyent mcte public
2 Has been signed by K Greeswood

& été signd pur J
3. Actinginthe capacityof Notary Public
agizsant en qualitd de
4. Beaythescalstmopof  The Said Notary Public
et revidu du scesutimbre de
Cenifiod/Atiests
5. atLondwl Londrey 6 thefle 17 July 2003

7. by Her Maealy's Frincipal Secreiary of Stxte for Forelgn end Commouweslth Afthirs /
per lo Sccritaire "Eint Prineipsl do Sa Majest? mux Affaires Ermigives et da Commonweghh,

8. NumbedeousNo G210434
10, Sigostwe: R, Bawden

Far tin Suvetery of Sans ¢ Pour In Sucriouirs 'Eoat

If this document Is to be used Lo & country which is ot party to thé Hague Convention of 5§ October 1961,
Tt shwould be presented (o the consular section of the migzion representing that comtry.
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CESION

Por contraprestacifn valiosa pagada a nosotros por PFIZER INC, sociedad
constituida en virtud de las leyes del Estado de Delaware, Estadoa Unidoa
de América, cuya direccién postal completa es 2356 East 42nd Street, New
York, New York 10017, Estados Unidos de América, por el presente
vendemos y traspasamos a la citada PFIZER INC, tc;do nuestro derecho,
titulo e interés en y aobre nuestro invento de una nueva y iitil mejora en
COMPUESTOS DE INDAZOL Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS
PARA INHIBIR PROTEINOQUINASAS, Y PROCEDIMIENTOS PARA SU
USO, en cuanto respecta a la Rephblica de Colombia, tal como se indica y
describe plenamente en la especificacién y por el presente autorizamos y
solicitamos al Comisionado de Patentes de Colombia expedir dicha patente a
nombre de la citada PFIZER INC., de conformidad con esta Cesi6n.

En fe de lo cual, firmamos de nuestro puiio y letra,

‘5_ -;' 2d ) AL . Al Al " '.3 ¥ ,l'
Lugar, fecha y firma - Cynthia Louise PALMER
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Por el presente certifico que este es el documento original,
Sami Swadek (10/jun/06)

Suscrito y jurado ante mi, el 10 de junio de 2005.
(Fdo.) ALBERT L. THEMES, Notario Ptblico de Washington Distrito

Capital, cuyo cargo vence el 14 de junio de 2009, segiin consta en su
correspondiente sello notarial.

(Sello Oficial)



10.

APOSTILLA
(Convencién de 1a Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pafe: Distrito de Columbia

Estados Unidos de América

El presente documento piblico fue firmado por: Albert L. Themes
Que actub en su calidad de Notario Pdblico en y para el Distrito de
Columbia

Lleva el sello Albert L. Themes, en su calidad de Notario Piblico del
Distrito de Columbia.

SE CERTIFICO

En Washington D.C.

El 10 de junio de 2005

Por parte del Secretario del Distrito de Columbia.

Bajo el Namero 142940

Aparece el sello del Distrito de Columbia

Firmado por Sherryl H. Newman.



Apostille

(Conveniion de La Haye du 5 octobre 1961)

1. District of Columbia
Uniled States of America

. ] ALBERT L. THEMES
2. 'This public document has been signed by

NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE DISTRICT OF COLUMBIA

3. acting in the capacity of
ALBERT L. THEMES, PUBLIC IN AND FOR THE

4. bears the seal/stamp of __DISTRICT OF COLUMBIA

CERTIFIED
b. at Washington, D.C.
10 JUNE 2005
6. the day of
7. by Secretary of the District of Columbia
s no. 142940
. Seal/S
10. Signature

el
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ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER INC. a corporation organized under the laws of the State
of Delaware, United States of America whose full post office address is 235 East 42nd Street, New York,
New York 10017, United States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said PFIZER INC,, all
my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and useful Improvement in INDAZOLE
COMPOUNDS AND PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS FOR INHIBITING PROTEIN KINASES,
AND METHODS FOR THEIR USE so far as the Republic of Colombia is concerned, as fully set forth and
described in the specification, and I (we) do hercby authorize and request the Commissioner of Patents of

Colombia to issue said patent to the said PFIZER INC. in accordance with this assignment.

In witness whereof 1 (we) have hereunto set my (our) hand(s) this
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(12) INTERNATIONAL APFLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Properily
Orgunization
Inicmational Bureau

LANR

W

(43) Internations) Publication Date (10) Intcrnutional Publication Numher
8 July 2004 (08.07.2004) PCT WO 2004/056806 A1l
(51) International Patent Classlllention”  CO7D 40114, Agouron Pharmucewticals Inc., 10777 Science Center

401106, 403/12. 403/14, 231/56, 405/14. AGIK 31/416.
AGIP 3500. 2702

(21) International Appilcation Number:
PCTAB2003/005854

(22) Internwilonal Fillng Dute: 8 December 2003 (08.12.2003)

(25) Fliing Language: English

(26) Publication Languagc: English
(30) Priority Data:

60/434.902 19 December 2002 (19.12.2000) US

(71) Applicant (for all designated States except US): PFIZER
INC. [US/US); 235 Hast 42nd Street, New York, NY 10017
(US).

(72) Inventors; and

(75) Invenlora/Applicants (for US onfy): BORCHARDT,
Allen, John [US/US]; Agoomn Phurmaceuticals Inc.,
10777 Science Center Drive, San Dicgo, CA Y2121 (US).
KANIA, Robert, Sieven [US/US]; Agouron Pharma-
_cemticals Inc., 10777 Science Center Drive, San Diego,
CA 92121 (US). PALMER, Cynihla, Loulse {US/US];

Drive. San Dicgo. CA 92121 (US).

(74) Ageniss LUMBR, )., Trevor e1 al.: Pfizer Inc.. cfo Jackie
Lawrence, Easicrn Point Road MS8260-1615. Growon, CT
06340 (US).

(81) Designated Stales (ratlonal): AE. AG, Al, AM, AT, All,
AZ. BA. BB, BG. BR.BY, BZ CA.CH,CN. CO, CR. CU.
CZ DE, DK. DM, DZ. EC, EE, EQ, ES. Fl, GB, GD, GE,
GH. GM. HR, HU. 1D, IL, IN, 15. JP. KE. KG. KP, KR.
KZ, LC. LK, LR. LS. LT. LU, LV. MA. MD, MG, MK.
MN, MW. MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT,
RO, RU. SC, SD, 8L, 5G, SK, SL, SY, T1, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US. UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Deslgnaied Siates (regional: ARIPO patent (BW, GH,
GM, KE, LS, MW. MZ, SD, SL. SZ, TZ UG, ZM. ZW).
Eurasian patent (AM. AZ, BY. KG, KZ. MD. RU, T), TM),
Buropean patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE.
BS. FI. FR, GB. GR. HU. IE, IT, 1.U, MC, NL. PT. RO, SE,
SI, SK, TR), OAPI patem (BE BI, CF, CG, Cl, CM. GA.
GN, GQ, GW. ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publlshed:
— with inlernational search repor

For rwo-letter codes aud ather abbreviations, mefer 10 the "Guid-
ance Notes on Codes und Abbrevialions™ appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazente.
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& FOR THE TREATMENT OF OPHTALMIC DISEASES

4/

(54) Title: 2-(1H-INDAZOL-6-YLAMINO}-BENZAMIDE COMPOUNDS AS PROTEIN KINASES INHIBRITORS USEFUL

G (57) Absiract: Indazole compounds that modulate and/or inhibil the ophthalmic discases and the activity of cenuin protein kinases

20

arc described. These compounds and pharmaceutical compositions containing them are cupable of mediating tymsine kinase signal
transdoction and thereby modulate and/or inhibit unwanied cell proliferation. The invention is also directed to the therpentic or

prophylactic use of pharmaceutical compositions conwining such compounds. end 10 methads of tresting ophthulmic discases and
B cancer and other diseasc slales associaled with unwanied angiogencsis and/or cellular preliferation. such as diabetic retinopaihy.
neovasculor glancoma,rhevmaetoid arthritis. and psoriasis. by asdministering effective umonnis of such compounds.
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2~ (1H--INDAZOL~§-YLAMINO) - BENZAMIDE COMPOUNDS AS PROTEIN KINASES INHIBITORS
USEFUL, FOR THE TREATMENT OF OPHTHALMIC DISEASES

-REF| E
5 This application claims the benefit of U.S. Provisional Patent Application No.
60/434 902, fled December 19, 2002, herein Incorporated by reference In lis entirety for ab
purposes.
EIELD OF THE INVENTION
This Invention is direcied to indarols compounds that mediate and/or inhibit
10 ophthaimic dssases and tha activity of centain protein kinases, and to pharmaceutical
compositions containing such compounds. The invention (s also directed to the
therapeutic or prophylactic use of such compounds and compositions, and to methods of
treating ophthaimic diseases and cancer as well as other disease siates assoclated with
unwanied angiogenasis and/or cellular prolieration, by administering effective amounts of
15  such compounds.
BACKGROUND OF THE INVENTION

Several diseases and condittons of the posterior segment of the aye threalen
vislon, Age related macular degeneration {ARMD or AMD), choraidal necvascularization
{CNV), metinopathies (e.g., disbetic rmetinopathy, vitreoretinopathy, retincpathy of

20 prematsity), refinltis (9.g., cytomegalovirus (CMV) retinitis), uveils, macular edema, and
giaucoma are several axamples.

Age related macular degenemation (ARMD or AMD) is the lesding causa of
biindnass In the eiderly. ARMD atiacks the center of vision and biurs it, making reading,
driving, and other detalled taske difficult or impossible. About 200,000 new cases of

25 ARAMD ocour each year in the United States alone. Current estimates reveal that
approximately forty percent of the population over age 75, and aspproximately twenty
percent of the population over age 80, suffer from soma degrea of macular degeneration.
"Wet' ARMD Is the type of ARMD that most often causes blindness. In wet ARMD, newly
formed choroidal blood vassels {choroldal neovascularization (CNV)) leak fhid and cause

30 progressive damage to the retina. In the particular case of CNV In ARMD, two main
methods of treatment are cumrently being developed, (a) photocoagulation and (b) the use
of anglogenesis inhibltors.

However, photocoagulation can be harmful to the retina and is impractical when
the CNV Is in praximity of the fovea. Furthermore, pholocoagulation often results in

35 recurrent CNV over time. Oral administration of anti-angiogenic compounds Is also being
tested B3 a sysiomic treatment for ARMD. However, due o drug-specific maiabolic
resirictions, systemic administration usually provides sub-therapeutic druy levels to the
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eye. Therefore, to achieve effective intraccular drug concentrations, either an

unacceptably high dose or repetitive conventional doses are required. Various implamnts

have also been developed for delivery of anti-anglogenic compounds locally to the eye.

Examples of such implants are disclosed in U.S. PaL Nos. 5,824,072 to Wong, U.S. Pat.
5 No.5476,511 to Gwon et al., and U.S. Pat. No. 5,773,019 to Ashion et al., each of which

is herein incorporated by reference In their entireties for all purposes.

Neovascular Diseases of the Eye

As notad above, the present invention also provides methods for treating
neovascular diseasss of the eye, Including for sxample, comeal neovascularization,

10 neovasculsr glaucoms, proliterative diabetic retinopathy, retrolental fibroblasia and
macular degeneration.

Briefly, comeal neovascularization as a regult of injury to the anterior sagment Is &
significant cause of decreased visual sculty and biindness, and a major risk factor for
rejection of comeal allografts. As described by Burger et al., Lab, Invest 48:169-180,

15 1983, herein Incorporated by referenca In fts entirety for all purposes, comesl
angiogenesis Involves three phases: & pre-vascular latent period, active
neovascularization, and vascular maturation and regreasion. The Identity and mechanism
of varfous angiogenic factors, including elements of the inflammatory response, such as
leukocytes, platelets, cytckings, and gicosancida, or unidentified plasma constiiuents have

20 yetto be revealed.

Cumrently no dinically satisfaciory therapy exists for inhibitlon of comeal
neovascularization or regression of exisiing comeal now vassels. Topical corlicosteroids
appesr 1o have some clinical utilily, prasumabily by Imiting stromal inflammation.

Thus, within one aspect of the prasent invention methods are provided for treating

25 neovascular diseases of tha eye such as comeal neovascularization (inciuding comeal
grat neovascularization), comprising the step of administering to a patient a
therapeutically effective amount of an anti-angiogenic composition (as described above)
to the comea, such that the formation of biood vessels s inhibited. Briefly, the comea Is a
tissus which normally lacks blood vessels. In certain pathological conditions however,

30 capllaries may extend into the cornea from the pericomeat vascular plexus of the limbus.
When the comea becomes vascularized, It also becomes clouded, resulting in a dedline in
the patisnt’s visual aculty. Visual loss may become complets i the comea completely
opacitates,

Blood veassals can enler the comaa In a variety of pattems and depths, depending

35 upon the process which Incitea the neovascularization. These pattems have been
traditionally defined by ophthalmologists in the following types: pannus trachomatosus,
pannus leprosus, pannus phyictenulosus, pannus degaenegrativus, and glaucomatous
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pannus. The comeal stroma may also be invaded by branches of the anterior cllary srtery
{called intersiitial vascularization) which causes several distinct clinical leslons: terminal
loops, & “brush-Bke" pattem, an umbel form, a latica form, interstitial arcades (from
apiscioral vessals), and aborrant regular vessels.

A wide variety of disorders can resuit in comeal neovascularization, including for
exampls, comaal infections (8.9., rachoma, herpes simplex keratitis, leishmaniasis and
onchocerclasis), immunolopical processes (e.g.. grait rejection and Stevens-Johnson's
syndirome), aksl bums, trauma, inflammation (of any couse), toxic and nutritional
deficiency staies, and as a complication of wearing contact lenses.

While the cause of comeal neovascularization may vary, the response of the
comea to the Insult end the subsaguent vascular ngrowth is simiar ragardiess of the
cause. Briefly, the location of the Injury appears to be of importance as only those lesions
siuated within a oritical distance of the imbus will incite an angiogenic response. This is
Nkely due to the fact that the angiogenic factors responsible for eliciing the vescular
invasion are created at the site of the lesion, and must ditfuse to the site of tha nearest
blood vessels (the limbus) in order to exert their effect. Past a certain distance from the
imbus, this would no longer be possible and the limbic endothelium would not be induced
to grow into the comea. Several anglogenic factors are lkely Involved in this process,
many of which are products of the inflammatory responae. Indeed, necvascularization of
the comea appears to only occur in assoclation with an inflammatory call infitrate, and the
degree of angioganesis is praportional to the extent of the inflammatory reaction. Comeal
edema further faciitates biood vessel ingrowth by loosening the comeal stromal
framework and providing a pathway of "least resistance’ through which the capliiaries can
grow.

Following the inilal Inflammatory reaction, capillary growth into the cornea
proceeds In the same manner as It occurs in other tissues. The normaly quiescent
shdothellal cells of the Embic caplilaries and venules are stmulated 10 divide and migrate.
The endothefial cells project away from thair vessaeis of origin, digest the sumounding
basemernt maembrane and the tissue through which they wil travel, and migrate towards
the source of the angiogenic stimulus. The blind ended sprouts acquire a lumen and then
anasiomose togsther to form capiilary loops. The end result is the establishment of a
vascular plexus within the comeal sbroma.

Anti-angloganic factors and compositions of the present invention are useful by
blocking the stimulatory effects of anglogenesis promoters, reducing endothaiial cel
division, decreasing endothelisl cell migration, and impairing the activity of the proteolytic
enzymes secreted by the endothelium.

17-
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SUMMARY OF THE INVENTION
Whhin particulerly preferred embodiments of the invention. an anti-angiogenic

factor may be prepared for topical administration in safine (combined with any of the
presorvatives and entimicroblal agents commonly used in ocular preparations), and
administered in eyadrap form. The antl-anglogenic factor solution or suspension may be
prepared In s pure form and administered several times daily. Aemnatively, anti-
anglogenic compositions, prepared as described above, may also be administered directly
to the comea.

Within preferred embodiments, the anti-angiogenic composition Is prepared with
a muco-achasive polymer which binds to comea. Within further embodimants, the ant-
angioganic factors or ant-anglogenic compositions may be utlized as an adunct to
conventional steroid therapy.

Topical therapy may also be useful prophyiactically in comeal lesions which are
known to have a high probability of inducing an anglogenic response {such as chemical
bums). In thase instances the treaiment, ikely in combination with sierckds, may be
instihuted immediataly to help prevant subsequent complications.

Within other smbodiments, the anti-anglogenic compositions dascribed above
may be injected directly into the comsal stroma by an ophthalmologist under microscoplc
guidance. The preferred aite of injection may vary with the morphology of the individuat
lealon, bul the goal of the administration wouild be o place the composition at the
advancing front of the vasculature (l.e., imterspersed between the blood vesseis and the
normal comea). In most cases this would involve periiimbic comeal injection to “protect”
the comea from the advancing blood veasels. This method may aiso be utiiized shortly
afior a comaal iInsuR In order to prophylactically prevent comeal neovascularization. In this
shuaiion the material could be injected In the perfiimbic comea Interapersed beiween the
comeal lesion and Its undesired potantial limbic biood supply. Such methods may also be
utiized in a similar fashion o prevent capillary invasion of transplanted comess. In &
sustained-release form Injections might only be required 2-3 times per year. Asteroid
couid aiso be added to the injection sokution to reduce inflammation resulling from the
injection Rseif.

Within another aspect of the present invention, methods are provided for treating
neovascular glaucoma, comprising the step of administering to a patient a therapeutically
effective amount of an anti-angiogenic composition to the eye, such that the formation of
blood vessels is inhibited.

Briofly, neovascular glaucoma Is a pathological condition wherein new caplilaries
develop In the iris of the eye. The angiogenasis usually originates from vessels located at
the pupillery margin, and progresses across the rool of the iris and into the trabecular
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meshwork. Flbroblasts and other connective fissue elements are assoclated with the
capilarty growth and a fibrovascular membrane develops which spreads across the
anterior surface of the irls. Eventually this tissue reaches the anierior chamber angle
where i forms synechiae. These synechias in tum coalesce, scar, and contract to
uiimately closs off the anterior chamber angle. The scar formation prevents adequate
drainage of aqueous humor through the angle and into the rabecular meshwork, resulting
in an increase In intraocular pressure that may result in blincness.

Negvascular glaucoma generally occura as a complication of diseases in which
mstinal lschemia e predominant. in particular, about one third of the patients with this
disorder have diebetic etinopathy and 28% have central retinal vein occlusion. Other
causes include chronic retinal detachmant, end-stage giaucoma, carotid ariery cbstructive
disease, retrolental fibroplasia, sickle-call anemia, intraocular tumors, and carotid
cavemous fistulas. In ks early stages, neovascular glaucoma may be diagnosed by high
magnification slilamp biomicroscopy, where It reveals small, diated, disorganized
capliaries (which Ieak fluorescein) on the surface of the is. Later gonioscopy
demonstrates progressive cbliteration of the anterior chamber angle by fibrovascular
bands. While the antarior chamber angle Is still open, conservative therapies may be of
asslsiance. However, once the angle closes surgical intervention is required In order lo
afieviate the pressure.

Therefore, within one embadiment of the invention anti-anglogenic faclors (either
alone or in an ant-anglogenic compasition, as described abova) may be adminiatered
topically 10'the eye In order to treat early jorms of neovascular glaucoma.

Within other embodiments of the Invention, anti-anglogenic compositions may be
implanted by injection of tha composition into the region of the anierior chamber angie.
This provides a sustained localized Increasa of anli-angiogenic factor, and prevents biood
vessal growth Into the area. implanted or Injectsd anti-angiogenic compositions which are
placed beiween the advancing capillaries of the Iris and the antarior chamber angle can
“defend" the open angle from neovascularization. As capllaries will not grow within a
significant radius of the antl-angiogenic composition, patency of the ange could be
maintained. Within other embodiments, the anti-angiogenic composition may also be
placed In any location such that the anti-anglogenic factor Is continuously released into the
aqueous hymor. This would increase the anti-angiogenic factor concentration within the
humor, which in tum bathes the surface ol the Il and its abnormmal capillaries, thereby
providing another mechanism by which to delivar the medication. These therapeutic
modalfiies may also ba useful prophylactically and in combination with existing treatments.

Within another aspect of the present invention, methods are provided for treating
proliferative diabetic retinapathy, comprising the stap of administering to a patient a

PCT/1B2003/005854
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therapeutically effective amount of an anti-angiogenic composition to the eyes, such that
the formation of blood vessels is inhibited.

Briefly, the pathology of diabstic retinopathy Is thought to be simiar o thet
described above for neovascular glaucoma. In particular, background disbetic retinopathy
Is belleved to convert to proliferative diabatic retinopathy under the influence of retinal
hypoxia. Generally, negvascular tissue sprouts from the optic nerve (usually within 10 mm
of the edge), and from the surface of the retina In regions where tissue perfusion s poor.
inifially the capiliariea grow between the inner limiting membrane of the retina and the
posterior surface of the vitreous. Eventually, the vessels grow into the vitreous and
through the inner imiting membrane. As the vilreous contracis, traction Is applied to the
vessels, often resulting in shearing of the vessels and biinding of the vitreous due o
hemonhage. Fibrous traction from scaming in the retine may also produce retinal
detachment.

The conventional therapy of choice Is panretinal photocoagulation to decrease
retinal tissue, and thereby decrease retinal cxygen demands. Although initially effective,
there is a high relapse rate with new leslons forming in other parts of the retine.
Complications of this therapy include a decrease in peripheral vision of up to 50% of
patients, mechanical abrasions of the comea, Iaser-induced cataract formation, acute
glaucoma, and stimulation of subretinal neovascular growth (which can result In loss of
vision). As a result, this procedure is performed only when several risk factors are present,
and the risk-benefit ratio is ciearly in favor of intervention.

Therofore, within particuiarly preferred embodiments of the invention, proliferative
disbetic reiinopathy may be treated by injection of an ant-angiogenic factor({s) (or ant-
angiogenic compoasition) info the aquaous humor or the vitreous, in order to Increasa the
local concenfration of anti-anglogenic factor in the retina. Preferably, this treatment should
be initiated prior to the acquisition of severe disease requiring photocoagulation. Wighin
other embodiments ol the invention, arteries which feed the neovascular laalons may be
embolized {utiizing anli-anglogenic compaositions, as described above)

Within another aspect of the present Invention, methods are provided for treating
rotrolental fibroblasia, comprising the step of administering to a patient a tharapeutically
effective amount of an anti-anglogenic factor (or anti-anglogenic composltion) to the eye,
such that the formation of blood vessels is inhibited.

Briefly, retrolental fibroblasla Is a condition occurring in prematwe Iinfants who
receive axygen therapy. The peripheral retinal vasculature, particularly on the temporal
side, does not become fully formed until the end of fetal Me. Excesaiva oxygen (even
levels which would be physiologic at term) and the formation of oxygen free radicals are
thought o be important by causing damage to the blood vessels of the immature retina.
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These vessals constrict, and then become struciurally obfiterated on exposure to oxygen.
As a result, the periphersi retina falls to vascularize and retinal ischemla ensues. In
response to he lschemia, naovascularization Is induced at the Junction of the nhormal and
the ischemic retina.

in 75% of the cases theso vessels regress spontaneously. However, in the
remaining 25% thera is conlinued capillary growth, contraction of the fibrovascular
component, and traction on both the vessaels and the retina. Thie msuits in vitreous
hemomhage and/or retinal detachment which c¢an lead o blindness. Neovascular angle-
closure glaucoma I8 aiso a complication of this condition.

As It is ofien impossible to determine which cases will spontanecusly resolve and
which will pragress in severity, conventlonal freatment (L.a., surgery) is generlly inttated
only in patients with established disease and a well dsveloped pathology. This “walt and
see" approach preciudes early intervention, and allows the progression of disease in the
25% who follow a complicated course. Therefore, within one embodiment of the invention,
topical administration of anti-anglogenic factors (or anti-angiogenic compositions, as
daxcrbed above) may be accomplished in infants which ame at high risk for developing
this condition In an attempt to cut down on the incidence of progression of retrolental
fibropiasia. Within other embodiments, intravitreous injections and/or intraocular implants
of an ant-angiogenic composiion may be utilized. Such methods are particularly preferred
in cases of established disease, In order 1o reduce the naad for surgery.

Prolein Kinasas

Protin kinases are a family of enzymes that catalyze phoaphorylation of the
hydroxyl group of specific tyrosine, serine, or threonine residues in proteins. Typically,
such phosphoryiation dramatically perturbs the funcion of the protsin, and thus protein
kinases are pivoial in the regulation of a wide variety of cellular processes, including
metabolia m, cel proliferation, cell differentiation, and cell survival. Of the many different
cellular functions in which the activity of protein kinases Is known to be required, some
processes represent attractive targets for therapeutic intervention for certaln disease
siates. Two examplaes are anglogenesia and cefi-cycie control, in which protein kinases
play a pivoial role; these processas are essential for the growth of solid tumors as well as
for other diseases.

Anglogenesis Is the mechanism by which new capfllaries are formed from existing
vessels. When required, the vascular system has the potential to generate new capillary
networks In order to maintain the proper functioning of lissues and organs. In the adult,
however, anglogenasis is fairly limited, occuming only in the process of wound healing and
neovascularization of the endometrium during menstruation. See Merenmies et al., Cef
Growth & Differentiation, 8, 3-10 {1897), herein incorporated by referenca in its entirety for
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all purposes. On the other hand, unwanted anglogenesis is a halimark of several
diseases, such as retinopathies, psoriasia, rheumatoid arthritis, age-related macular
degeneration (AMD), and cancer (solid tumors). Folkman, Nature Med., 1, 27-31 (1805),
herain Incorporated by reference in its entivety for all purposes. Protein kinases which
have been shown o be involved in the angiogenic process include thrae members of the
growth factor receptor tyrosine kinase famlly: VEGF-R2 (vascular endothellal growth
factor receptor 2, also known as KDR (kinase insert domain recepior) and as FLK-1);
FGF-A (fibroblast growth factor receptor); and TEK (aiso known as Tie-2).

VEGF-R2, which Is expressed only on endothelial cells, binds the potent
angiogenic growth factor VEGF and mediates the subsequen! signal transduciion through
activation of its intracellular kinase activity. Thus, it is expected that direct inhibition of the
kinase activity of VEGF-R2 wil result in the reduction of anglogenesis even (n the
presance of exogenous VEGF (see Strawn et al, Cancer Rasearch, 58, 3540-3545
(1998)), es has been shown with mutants of VEGF-R2 which fall to mediate signal
transduction. Millauer st al., Cancer Research, 56, 1815-1620 (1998). Furthermore,
VEGF-R2 appears I have no function In the adult beyond that of mediating the
anglogenic activity of VEGF. Therefore, a selective inhbitor of the kinase activity of
VEGF-R2 would be expected to exhibil fittle toxicity.

Simllarly, FGF-R binds the anglogenic growth factors aFGF and bFGF and
mediates subsequent intraceliuiar signal fransduction. Recently, it has been suggested
that growth factors such as bFGF may play a critical role in inducing anglogenesis in solld
tumors that have reached a ceriain size. Yoshiji et al., Cancer Research, 57, 3024-3828
(1997). Unkke VEGF-R2, however, FGF-R is axpressed in a number of different cell
types Shwoughout the body and may or may not play important roles in other normal
physiclogical processes in the adult. Nonetheless, systemic administration of a small-
moloculs inhblior of the kinasa activity of FGF-R has bean reported to block bFGF-
induced anglogenesis in mice without epparent toxicity. Mohammad et al., EMBO
Joumal, 17, 5898-5904 (1968).

TEK (efs0 known as Tie-2) is ancther receplor tyrosine kinase exprassed only on
endothelial cells which has been shown to play a role in anglogenesis. The binding of the
facior angiopoletin-1 resuits in autophosphoryiation of the kinase domain of TEK and
resulis in a signal fransduction process which appears 1o mediate the interaction of
endothelial calis with peri-endothelial support cells, thereby facilitating the maturation of
newly formed blood vessels. The factor anglopoietin-2, on the other hand, appears v
anagonize the action of anglopoistin-1 on TEK and disrupts angiogenasis. Maisonpiemme
ot al., Sclence, 277, 55-60 (1957).
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As u result of the above-described developments, i has been proposed to treat
angiogenesis by the use of compounda inhibiting the kinase activity of VEGF-R2, FGF-R,
and/or TEK. For example, WIPO Intemational Publication No. WO 97/34878 discioses
certain cinnoline derivativas that are inhibltors of VEGF-R2, which may be used for the
treatment of disease stales associated with abnormal angiogenesis and/or increased
vascular parmeabliity such as cancer, diabates, psoriasis, rheumnatoid arthritis, Kaposi's
sarcoma, haemangioma, acute and chronic nephropathles, atheroma, arterial restinosis,
auloimimme diseases, acute inflammation, and ocular diseases with retinal vessol
proliferation.

Phosphorylase kinass activatea glycogen phosphorylase, thus Increasing
giycogen breakdown and hepatic giucose relsase. Hepatic giucose production is
disreguiated In type 2 diabetes, and is the primary cause of fasting hyperglycemia, which
results in many of the secondary complications afflicting these patients. Thus, reduction
in glucoss releass from the kver would lower elevated plasma glucose levels. Inhibitors of
phosphorylase kinase should therefore decrease phosphorylase acivity and
glycogenolysis, thus reducing hyperglycemia in patients.

Another physiological response to VEGF Is vascular hyperpermeabllity, which has
been proposed to play a role in the early stages of angiogenesis. In ischemic tissues,
such as those occurring in the brain of stroke vicims, hypoxia trigger VEGF exprassion,
leading to Increased vascular permeability and utimately edema In the sumounding
fissues. In a rat model for stroke, it has been shown by van Bruggen et al.. J. Clnical
invest, 104, 1613-20 (1908) thal administration of & monocional antibody to VEGF
reduces the infarct volume. Thus, inhibitors of VEGFR are anticipated to be useful for the
treatment of stroke.

in addition 1o its role In anglogenesis, protein kinases also play a crucial role In
cell-cycle control. Uncontralled cefl proliferation I the insignia of cancer. Cell prokferation
in responae o various stimull is manliesied by a de-reguiation of the cell division cyde,
the process by which celis multiply and divide. Tumor celis typically have damage to tha
genes that direcily or indirectly regulate progression through tha cell division cycle.

Cycin-dependent kinases (CDKs) are serine-threonine protein kinases that play
critical roles In regulating the transitions between different phases of the celi cycle. See,
e.g.. the articles complled in Sclance, 274, 1643-1677 (1995). CDK complexes are
formad through assoclation of a regulatory cydlin subunit (a.g.. cyciin A, Bi, B2, D1, D2,
D3, and E) and a catalytic kinase subunii (e.g., cdc2 (CDK1), CDIK2, CDKX4, CDKS, and
CDKB). As the name implies, the CDKs display an absohte dependance on the cyclin
subunit in order to phosphorylate thair target substrates, and different kinasa/cyclin pairs

function to regulate progression through specific phases of the cell cycle.

Az
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it is CDK4 complaxed io the D cyciins that plays a critical part in initiating the cel-
division cycie from a resting or quieacent siage to ona in which cella bacome committad to
cefl division. This progression Is subject to a variely of growth regulatory mechanisms,
both negative and positive. Aberrations In this control system, particularly those that affect
the function of CDK4, have been implicated in the advancement of cells io the highly
proliferative state characteristic of malignancies, particularly famillal melanomas,
esophageal carcinomas, and pancreatic cancers. Saes, e.9., Kamb, Trends in Genetics,
11, 136-140 (1985); Kamb et al,, Science, 264, 438-440 (1954),

Myriad publications describe a variety of chemical compounds useful against &
variety of therepeutic targets. For example, WIPO intemational Publication Nos. WO
99/23077 and WO 9923076 descrbe indazole-containing compounxis having
phosphodiesterase iype IV Inhbitory activity produced by an indazoie-for-catechol
bicisostare roplacement. U.S. Patent No. 5,760,028 discloses heterocyciee including 3-{1-
[8-(imkiazolin-2-ylamino)propyljindazol-5-yicarbonylamino}-2-
(benzyloxycarbonylamino)proplonic acid, which are useful as antagonisis of the o.f,
intagrin and mlated cell surface adhesive protein recepiors. WIPO Intemational
Publication No. WO 88/00961 discloses ceriain indazole derivatives and their use as
inhibltors of phosphodiasterase (PDE) type IV or the production of tumor necrosis factor
(TNF) in a mammal. Recent additions o the virtual brary of known compounds include
those descrbod as being anti-proliferative therapeutic agents thet inhibit COKs. For
exampie, U.S. Patent No. 5,621,082 to Xiong et al. discloses nuclaic ackd encoding an
inhibitor of CDK8, and European Patent Publication No. 0 666 270 A2 describes peptides
and paptide mimetics that act as inhibitors of CDK1 and CDK2, WIPO intemational
Publicstion No. WO 87/16447 disclosss certain analogs of chromones that are inhibliors
of cycin-depandent kinasee, in particular of CDI/cyclin complexes such as CDK4/cydiin
D1, which may be used for inhibiting excessive or abnommal cell proiferation, and
therefore for treating cancer. WIPO Intemational Publication No. WO 88/21845 describes
4-aminothiazolo derivatives that are useful as CDK Inhibitors. Each of the above lsted
patents and/or application is hemsin incorporated by reference in their entireties for all
purposes.

There is stil a need, however, for smali-molecule compounds that may be readily
synthesized and are effactive in inhibiting one or more CDKs or CDK/cyclin complexes.
Because CDK4 may serve as a general activator of celi division In most cells, and
compilexes of COK4 and D-type cyciins govern the early Gy phase of the cell cycle, there
is a need for effective inhibitors of CDK4, and D-type cyclin complexes thereol, for treating
one or more types of tumors. Also, the pivotal roles of cyclin EACDK2 and cyclin BACDK1
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kinazes In the G,/S phase and G/M transitions, respectivaly, offer additional wmrgets for
tharapeutic intervention in suppressing deregulated cell-cycie progression in cancer.

Another protein kinase, CHK1, plays an important role s & checkpoint in cell-
cycle progression. Checkpolnis are control systams that coordinate cell-cycle progression
by Influencing the formation, activation end subsequent inactivation of the cyciin-
dependamt kinases. Checlkpoints pravent cell-cycle progression at inappropiriate times,
maintain the metabolic balance of cealls while the cell s arrestad, and in some inetances
can induce apopiosls (programmed cell death) when the requirements of the checkpoint
have not been met. See, e.g., O'Connor, Cancer Surveys, 29, 151-1B2 (1897); Nurse,
Cel, 01, BB5-887 {1997); Hartwell et al., Sciencs, 266, 1821-1828 (1994); Hartwell et al,,
Sdlence, 248, 620-834 (1889).

Ong saries of checkpoints monitors the integrity of the genome and, upon sensing
DNA damage, these "DNA damage checkpoints” block cell-cycie progreasion in G, and G»
phases, and slow progression through S phase. O'Connor, Cancer Surveys, 29, 151-182
(1967); Hartwell ot al., Science, 266, 1821-1828 (1994). This action enables DNA repair
processss to compieta their tasks befora replication of the ganome and subsequent
separation of this genetic material Info new daughter colis tekes place. Importantly, the
most commonly mutated gene in human cancer, the p53 mor suppressor gene,
produces n DNA damage checkpoint protein that blocks cell-cycle progression in G,
phase and/or induces apoptosis (programmed cell death) following DNA damage.
Hariwel et al., Sclence, 285, 1821-1828 (1984). The p53 tumor suppressor has also
been shown to strengthen the action of a DNA damage checkpoint In Gz phase of the cel
cycle. See, e.g., Bunz et al,, Sclence, 28, 1497-1501 (1988); Winters et al., Oncogene,
17, 673-884 (1908); Thompaon, Oncogene, 15, 3025-3035 (1997).

Given the pivotal nature of the p53 tumor suppressor pathway In human cancer,
therapeutic interventions thatl expiolt vuinerabliities in p53-defective cancer have been
aciively sought. One emerping vulnerabllity Ses in the operation of the G, checkpaint in
p53 defective cancer cells. Cancer cells, because thay lack G, checkpoint control, are
particularly vuinerable to sbrogation of the last remaining bamier protecting them from the
cancear-kilting sffects of DNA-damaging agents: the G; checkpoint. The G; checkpoint is
reguiated by a conirol system that has been conserved from yeast to humans. important
in this conserved syatem Iz a kinase, CHK1, which transduces signals from the DNA-
damage sansary compiex ta inhibit activation of the cydlin B/Cdc2 kinase, which promoles
milic entry. See, e.g.. Peng et al., Science, 277, 1501-1505 (1997); Sanchez et al.,
Sclence, 277, 1487-1501 (1997). Inactivation of CHK1 has been shown to both abrogate
G, amest inducad by DNA damage inflicied by either anlicancer agents or endogenous
DNA damage, as well as result in preferential killing of the resulling checkpoint defective

&
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colls. See, o.g., Nurse, Cefl, 91, BB5-887 (1997); Weinert, Sclence, 277, 1450-1451
(1997); Walworth et al., Nature, 363, 388-371 (1983); and Al-Khodalry et al., Malec. Biol.
Cell, 5, 147-160 (1994).

Selective manipulation of checkpoint contral in cancer cells could afford broad
utiization in cancer chemotherapeutic and radiotherapy regimens and may, in addition,
offer a common halimark of human cancer “"genomic instabliity” t0 be explolied as the
selective baslis for the destruction of cancer cells. A number of factors place CHK1 as a
pivotal target in DNA-damage checkpoint control. The elucidation of inhibitors of this and
functionally related kinases such as Cds1/CHK2, a kinase recently discovered fo
cooperate with CHK1 In reguiating S phase progression (see Zeng et al., Nature, 385,
507-510 (1998); Matsuoka, Sclence, 282, 1883-1897 (1968)), could provide valuable new
therapeautic entities for the treatment of cancer.

integrin recaptor binding to ECM initiates Intracelular signals mediated by FAK
{(Focal Adhesion Kinase) that are involvad in cell motiity, cellular prolileration, and
survival. In human cancers, FAK overexpression i implicated In tumorigenesis and
metastatic potential through its role in integrin mediated signaling pathways.

Tyrosine kingses can be of the receptor type (having extraceliular,
fransmembrane and intracellular domains) or the non-receptor type (being wholly
intracallular). At least one of the non-recepior protein tyrosine kinases, namely, LCK, is
befievad to mediate the tranaduction in T-celis of a signal from the Interaction of a cell-
suriace protein (Cd4) with & cross-iinked anti-Cd4 antbody. A more detailed discussion of
non-receptor tyrosine kinases Is provided in Bolen, Oncogens, 8, 2025-2031 (1993),
which Is incorporated harein by reference in Its entirety for all purposes.

in addition o the protein kinasas identifled above, many other protein kinases
have been considerad io be therapeutic targets, and numerous publications disciose
inhbltors of kinase activily, as reviewed In the following: United Siates Patent No.
6,534,524, issued March 18, 2003, Uniled States Patent No. 6,531,491, issued March 11,
2003, PCT intemnational patent application publication number WO 00/38885 (published
July 8, 2001), PCT intemational patent application publication number WO 07/40688
(published December 31, 1897), PCT international patent application publication number
WO 88723613 (pubhshed June 4, 1998), United Stales Patent No. 6,071,035 issued June
8, 2000, PCT intemational patent appication publication number WO 86/30347 {published
October 3, 1998), PCT international patent application publication number WO 96/40142
{published December 19, 1896}, PCT intemational patent application publication number
WO 8713771 (published April 17, 1987), PCT intamational patent application publication
number WO 85/23141 (published August 31, 1995), PCT intemational patent application
publication number WO 03/006050 (published January 23. 2003), PCT international
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patent epplication publication number WO 03/035047 (published May 1, 2003), PCT
intemational patent application publication number WO 02/084170 (published August 22,
2002), PCT intemnational patent appiication publication number WO 02/41882 (published
May 30, 2002), PCT intemnational patent application publication number WO 02/30453
(published April 18, 2002), PCT intemational patent applicaion publication number WO
01/85798 (published November 15, 2001), PCT intemational patent spplication publication
number WO 01/74380 (published Oclober 11, 2001), PCT inlemational patent eppication
publication number WO 01/742086 (published October 11, 2001), PCT intemational patent
application publication number WO 01/70268 (published Saptember 27, 2001), European
patent epplication publication number EP 1086705 {published March 28, 2001), and PCT
intemationa) patent application publication number WO 88/51344 (published November
19, 1908). The foregoing patents and applications are each Iincorporated herin by
reference In their entirety for all purposes.

There s ofil a need, however, for effective inhibltors of proteln kinases.
Moreover. as la undarstood by those skilled in the art, it is desirable for kinase inhibitors 1o
possaass both high affinity for the target kinase or kinases as well as high selectivity versus
other protein kinases.

Thus, an abjactive of the invention is to discover potent agents for the treatment
of ophthaimic diseases, such as age related macular degeneration (ARMD), choroidal
neovascularization (CNV), retinopathies (e.g.. diabetic retinopathy, vitreoretinopathy,
retinopathy of prematurity), retinliis (e.g., cytomagalovirus (CMV) reftinitis), uveitis, macular
sdoma, and gisucoms.,

Ancther objective of the present invention is to discover potent inhibitors of protein
kinasea.

Another cbjective of the invention is 1o discover effeclive kinase Inhibitors having
a strong and salaciiva affinity for one or more particular kinases.

These and other objeclives of the invention, which will become apparent from the
following description, have been achisved by the discovery of the indazole compounds,
phammaceutically acceptabls prodrugs, phamaceutically active matsbolites, and
phamaceutically acceptable salts thereof (such compounds, prodrugs, metabofites and
salts are collectively referred 1o as "agents”) described below, which modulate and/or
inhibit the activity of protein kinases. Phamaceutical compasitions contalning such
agents are useful In treating diseases mediated by kinase activity, such as cancer, as weli
as other disease stsles associated with unwanled angiogenesis and/or ceflular
proliferation, such as diabelic retinopathy, neovascular glaucoma, rheumatoid arthrits,
and peoriasis. Further, the agents have advanlageous properiies relating to the

¢4
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modulation and/or Inhibltion of the kinase aciivity assoclated with VEGF-R, FGF-R, CDK
compiexes, CHK1, LCK, TEK, FAK, and/or phosphoryiase kinase.
In a general aspect, the invention reistes to compounds having the following










WO 2004/056806

activity

-17 - '

The invention also relates 10 a method of modulating and/or inhibiting the kinase
of VEGF-R, FGF-R, 8 CDK complex, CHK1, LCK, TEK, FAK, and/or

phosphorylase kinase by administering a compound of the Formula |, I, ll, or [V, or &
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plarmaceutically acceptable prodrug, pharmaceutically actve metabolits, or
pharmeceutically acceptahla salt thereof. Proferrad compounds of the present invention
that have selective kinase activity—i.e., they possess significant activity against one or
more specific kinases while possessing 668 or minimal actvily against one or more
cifforent kdnases. In one preferred embodiment of the invention, compounds of the
prasent invention are those of Formula | possessing substantially higher potency against
VEGF receptor tyrosine kinase than against FGF-R1 receptor tyrosine kinass. The
invention is also directed to methods of modulating VEGF recaptor tyrosine kinase activity
without significantly modulating FGF receptor tyrosine kinase activity.

The inventive compounds may be used advantageously in combination with other
known therapeutic agents. For exampie, compounds of Formula |, i, Hi, or IV which
possess antlanglogenic activity may be co-administered with cytotaxic chemotherapeutic
agents, such as taxol, taxotere, vinblastine, cis-platin, doxorubicin, adriamyein, and the
ke, to produce an enhanced antitumor effect. Additive or synergistic enhancement of
therapeutic effect may also be obtained by co-adminiatration of compounds of Formuila |,
Il, I, or IV which possess antlangiogenic activity with other antiangiogenic agents, such
as combreotastatin A-4, endostatin, prinomastat, celecoxib, rofocoxib, EMD121974, IM862,
ant-VEGF monocional antbodies, and ant-KDR monocional antibodies.  Additional
combinations are exemplified in WO. 0038716, WO 00387171, WO 0038715, WO
0038730. WO 0038718, Wo 0038665, WO 0037107, WO 0038788, WO 0038710, al
concurrently fled on Decembar 22, 1888, herein incorporated by reference in their
entireties for all punposes.

The invention also relates pharmaceutical compositions, each comprising
an effective amount of an agent selected from compounds of Formula | and
pharmacsutically acceptabls salts, pharmaceulically active metabokites, and
pharmaceutically accaptable prodrugs thereof, and a pharmaceutically acceptable camier
or vehicle for such agent. The invantion further provides methods of treating ophthalmic
dissases/conditions and cancer as well aa other disease stales associated with unwanted
angiogenesis and/or cellular prolferation, comprising adminisiering effective amounts of
such an agent 1o a patient in need of such treatment.

The inventive compounds of the Formula 1, I, H), and IV are useful for treating
ophthalmic diseases and mediating the activity of protein kinases. More particularly, the
compounds are useful as anti-angiogenesis agents and as agernts for modulating and/or
inhiblting the activity of protein kinases, thus providing treatments for ophthalmic diseases
and .cancer or other diseases associated with cellular proliferation mediated by protein
kinases.
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The term “alky” as used herein refsrs to straight- and branched-chain alkyl groups
having one to twelve carbon atoms. Exemplary akyl groups include methyl (Me), ethyl (Et), n-
propyl, isopropyl, butyl, isabutyl, sec-butyl, tert-butyl (1-Bu), pentyl, isopentyl, tart-pentyl, hexyl,
isohexyl, and the fike. The term “lower alkyl” designates an alkyl having from 1 to 8 carbon
atoms (&8 C,gpalkyl). Suitable substitted alkyls include fluoromethyl, difluoromethyl,
trifiworomethyl, 2-fluoroethyl, 3-flucropropyl, hydroxymethyl, 2-hydroxyetiwl, 3-hydroxypropyi,
and the ike.

The term “aticylidene” refars to a divalent radical having one to twelve carbon atoms.
liustrative akylidane groups include CHy, CHCH,, (CHa)z, and the like.

The term “alkenyl® refers to straight- and branched-chain alkenyl groups having from
two to twelve carbon atoms. llustrative akenyl groups include prop-2-enyl, but-2-enyl, but-3-
enyl, 2-methylprop-2-enyl, hex-2-enyl, and the like.

The term “alicymyl” refers io straight- and branched-chain alkynyl groups having from
two to twalve carbon atoms.

The term “cycioalky” refers to saturated or partially unsaturated carbocycles having
from twee to twelve carbon atoms, including bicyclic and tricyclic cycloalkyl structures.
Suitable cycloalkyls include cyclopropyl. cyciobutyl, cyclopentyl, cyclohexyl, cycioheptyl, and
the like.

A "heterocycioalky® group is intended to mean a saturated or pariially unsaturated
monocyclic radical containing carbon atoms, preferably 4 or 5 ring carbon atoms, and at least
one heteroatom selectad from nitrogen, oxygen and sulfur.

The terms “anyi” and "hetercaryl” refer to monocydic and polycydic unsaturated or
aromatic ring structures, with “any” referming to those that are carbocycies and "heteroaryl”
refarring to those that are heterocycles. Examples of aromatic ring structures include phenyl,
naphthyl, 1.2.3,4-tetrahydronaphthyl, furyl, thienyl, pyrrolyl, pyridinyl, pyrazolyl, imidazolyl,
pyraznyl, pyridazimyl, 1.2,3-riazinyl, 1,2.4-oxadlazolyl, 1,3,4-oxadiazolyl, 1-H-tetrazol-5-yi,
indolyl, quinolinyl, berzofuranyl, benzothlophervwyl (thianaphthenyl), and the like. Such moleties
may be optionally substittited by a fused-ring structura or bridge, for axample OCH;-O.

The term “alkoxy” is intended 1o mean the radical —-O-alkyl. Nusirative examples
Include methoxy. ethoxy, propoxy, and the like.

The term “aryloxy” respresants —O—aryl, wherein aryl is defined above,

The term “cycioalkoxyl” repressnts —O—cycloalkyl, wherein cycloalkyl is defined
above.

The term “halogen” represents chlorine, fluorine, bromine or iodine. The term “halo™
represents chioro, fluoro, bromo or iodo.

in general, the various moieties or functional groups for variables in the formulae may
be optionally substitutad by one or more suitable subsiituents. Exemplary substituents include

29
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a halogen (F, Cl, Br, or l), lower afikyl, -OH, -NO,, -CN, <CO;H, -O-lower alkyl, -aryl, -ary-lower
akyl, -CO,CH,, -CONH;, -OCH;CONHg, -NH,, -SO/NH;, haloalkyl (e.g., -CF;, -CH,CF,), -O-
haloalkyl {(8.g.. -OCF,, -OCHF,), and the llke.

The terms “comprising” and “including” ere used in an open, non-limiting sense.

it is understood that while a compound of Formula | may exhibit the phenomenon
of tautornerism, the formula drawings within this specification expreasly depict only one of
the poasible tautomeric forms. It Is therefore 1o be understood that within the invention the
formulas are intended to represent any tautomeric form of the depicted compound and is
not to be imited merely to a epecific tautomeric form depicted by the formula drawings.

Some of the inventive compournkds may exist as &ingle eteregoisomers {l.e.,
essontially free of other sieracisomers), racemates, and/or mbxtures of snantiomers
and/or diastereomners. Al such single sterecisomers, racemates and mbduras thergof are
intended to be within the acope of the present invention. Preferably, the inventive
compounds that are optically active are used in optically pure form.

As generally understood by those skilled in the art, an optically pure compound having
one chival centar is one that consists essentially of one of the two possible enantiomers (i.o., is
enantiomerically pure), and an optically pure compound having more than one chiral center is
one that s both diastereomerically pure and enantiomerically pura. Preferably, the
compounds of the present invention are used in a form that is at least 90% optically pure, that
is, a form that contains at least 50% of a single isomer (80% enantiomaric axcess (“e.e.”) or
diastereomeric axcess ("d.e.”)), more preferably at lsast 95% (90% e.e. or d.e.), even more
preferubly at lsast 97.5% (95% @.8. or de.), and most preferably at least 99% (88% a.e. or
de.).

Additionafly, the formulas are intended to cover solvated as well as unsolvated forme
ol the identified sbuctures. For exampla, Formula | includes compounds of the indicated
structure in both hydreted and non-hydrated forms.  Other axamples of solvates include the
structures in combination with isopropanol, ethanal, methanol, DMSO, ethyl acetate, acetic
acld, or sthanolamine.

in addition to compounds of the Formula ), I, lll, and IV, the invention includes
pharmaceutically sccepiable prodrugs, pharmaceutically active maetabolites, and
pharmaceutically acceptable salts of such compounds.

A phammaceutically acceptable prodrug” Is a compound that may be convertad under
physiological conditions or by solvolysis to the specified compound or 0 a pharmaceutically
accaptable sak of such compound.

“A pharmaceutically active metabolite” is intended to mean a pharmacologically active
product produced through metabolism in the body of a specified compound or sak thereol.
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Metaboliies of a compound may be identified using routine techniques known in the art and
their activities determined using tests such as those dascribed herein.

Prodrugs and active metabolites of a compound may be identified using routine
techniques known in the arl. See, e.g., Bertolini, G. et al., J. Med. Chem., 40, 2011-2016
(1997); Shan, D. et al., J. Pham. Sci.,, 88 (7), 765-767; Bagshawe K., Drug Dev. Res., 34,
220-230 (1995); Bodor, N., Advances in Drug Res., 13, 224-331 (1884); Bundgaard, H.,
Design of Prodrugs (Elsevier Press 1585); and Larsen, I. K., Design and Application of
Prodrugs, Drug Design and Development (Krogsgasrd-larsen of al., eds., Harwood
Academic Publishers, 1991).

“A pharmaceutically eccaptable salt” Is intended to mean a saf that retains the
biological effectiveness of the free acids and bases of the specified compound and that is not
biclogically or otherwise undesimble. A compound of the invention may possess a sufficlently
acidic, a sufficiently basic, or both functional groups, and accordingly react with any of a
number of inorganic or organic bases, and inorganic and organic acids, to form a
pharmeaceutically acceptable salt. Exemplary pharmaceutically accaptable salts inciude those
salts prepared by reaction of the compounds of the present invention with a mineral or organic
acid or an inorganic base, such as salts including sullates, pyrosuliates, bisullates, sulfites,
bisultites, phoaphates, monohydrogenphosphates, diydrogenphosphates, metaphosphates,
pyrophosphates, chlorides, bromides, iodides, acetates, propionates, decanoates, caprylates,
actylatas, formates, iscbutyrates, caproates, heptanoates, propiolates, oxalates, malonates,
succinates, subgrates, sebacstes, jumarates, maleates, butyne-1.4-dioates, hexyne-1.6-
dicates, benzoates, chiorobenzoates, methylbenzoates, dinitrobanzoates, hydroxybenzoates,
methoxybenzoates, phthalates, sullonates, xylenssulfonates, phenylacetates,
phenykroplonates, phenylbutyrates, citrates, lactates, yhydroxybutyraies, glycoliates,
tartrates, methane-sulfonates, propanesulfonates, naphthalene-1-sulfonates, naphthalene-2-
sulfonates, and mandeliates.

it ths inventive compound Is a base, the desired pharmaceutically acceptable salt
may be prepared by any suitable method available in the art, for exampie, treatment of the
froa base with an inorganic acld, such as hydrochloric acid, hydrobromic acid, aulfuric
acid, nitric acid, phosphoric acid and the like, or with an organic acid, such as acetic acid,
malelc acid, succinic acid, mandeic acid, fumaric acid, malonic acid, pyruvic acid, oxalic
acid, giycolic acid, saficylic acid, a pyranoeklyl acid, such as glucuronic acid or
galaciuronic acid, an aipha-hydraxy acid, such as citric acid or tartaric acid, an amino acid,
such as aspartic acid or ghutamic acid, an aromatic acid, such as benzoic acid or cmnamic
acid. a sulfonic acid, such as p-toluenesulfonic acid or ethanesulfonic acid, or the fike.

i the inventive compound is an acid, the desired pharmaceutically acceptable salt
may be prepared by any suitable method, for example, treatment of the free acid with an

Zz
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inorganic or organic bass, such as an amine (primary, secondary or tertiary), an alkall
metal hydroxide or alkaline earth metal hydroxide, or the tke. Ilustrative exampiles of
suitable salts include organic salts derived from amino acids, such as glycine and
arginine, ammonia, primary, secondary, and tertiary amines, and cyclic amines, such as
piperidine, morpholine and piperazine, and inorganic salts derived from sodium, calclum,
potassium, magnesium, Manganese, iron, copper, zinc, aluminum and Bthium.

In the case of agents that are sofids, It is understood by those skilled in the art that the
inventive compounds and salts may exist in different crystal or polymorphic forms, all of which
are intendad 10 be within the scope of the prasent invention and spacifiad formulas.

Therapeutically effective amounts of the agents of the Invention may be used to treat
diseases mediated by modulation or regulation of protein kinases. An “sffective amount” is’
intended 0 maan that amount of an agent that, when administered 10 @8 mammal in need of
such treatment, is sufficient to effect treatment for a disease mediated by the activity of one or
more protein kinasaes, such as tryosine kinases. Thus, e.g., a therapeutically effective amount
of a compound of the Formula |, sait, active metabolite or prodrug thereof ls a quantity
suficien o modulate, reguiate, or ithibit the activity of one or mone protein kinases such that
a disease condition which is mediated by that activity is reduced or aleviated.

The amount of a given agent that will comespond to such an amount will vary
depending upon factors such as the particular compound, disease condition and its severity,
the entity (e.g., weight) of the mammal in need of treatment, but can nevertheless be
routinely determined by one skilled in the art. "Treating” is intended to mean at least the
mitigation of a dissase condition in a mammal, such as a human, that is affected, at lesst in
part, by the activity of one or more protein kinases, such as tyrosine kinases, and includes:
preventing the dissase condition from occurring in a mammal, particularly when the mammal
is found to be predisposad to having the disease condition but has not yet been diagnosed as
having it; moduilating and/or inhiblting the diseass condition; and/or allevialing the disease
concition.
The inveniive agents may be prepared using the reaction routes and synthesis
aschemes as described below, employing the techniques available in the ant using starting
materials that are reacily available.

in one gensral syrthetic process, compounds of Formula | are prapared
according to the following reaction scheme:
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S-Nitroindazole (compound V) ia treated with iodine and base, @.g., NeOH, In an
aquecus/organic mixture, prelerably with dioxans. The mixture is aciiified and the
product isolated by filtration. To the resulting 3-iodo-6-nitroindazole in dichloromsthane-

S 50% aqueous KOH at 0 °C is added a protecting group ("Pg") reagent {(wherein X = halo),
preferably timethylsilylethoxymethyl chioride (SEM-CI), and a phase transter catalyst,
e.g., tetrabutylammonium bromide (TBABr). After 1-4 hours, the iwo phasas are diluted,
the organics are separated, dried with sodium sulfate, fitered and concentrated. The
cruda product is purified by silica gel chromatography to give compounds of formula V1.
10 Treatment of compounds of formula VI in a suitable organic solvemt with a suitable R'-
orgenometaliic reagent, preferably an R'-boronic acid, in the presence of aqueous base,

%
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e.g.. sodium carbonate, and a suitable catalyst, preferably Pd(PPh,), gives, after
extractive work-up and sifica gel chromatography, compounds of formula VIl. The R’
substituent may be exchanged within compounds of formula VIl or later intarmediates
throughout this scheme by oxidative cleavage (e.g., azonolysis) followad by additions to
the resuiting aldehyde functionality with Wittig or condensation transformations (typified in
Example 42{a-8)). Treatmem of compounds of formula VI with a reducing agent,
praferably SnCl,, provides, after conventional aqueous work up and purification,
compounds of formula VIB. For the series of derivatives where Y = NH or N-fower alkyl,
compounds of foormula VIil may be treated with anyl or heteroaryl chlorides, bromides,
lodides or triflates in the presence of a base, preferably Cs,CO,, and catalyst, preferably
Pd-BINAP, (and where Y = N-lower alkyl, with a subsequent alkylation step) to provide
compounds of formula X. To produce other Y finkages, sodium nitrite is added to
compounds of formula VIl under chifled standard aqueous acidic conditions followed by
the addiion of potassium lodide and gentle warming. Standard work-up and purification
produces lodide compounds of formula IX.

Treaitmant of compounds of jormula IX with an organometallic reagent, e.g.,
butyilithium, promotas lthium halogen exchange. This intermediate is then reacted with an R?
alectrophile, e.g.. a carbonyl or triflate, through the possible mediation of additional metals and
catalysts, preferably zinc chioride and Pd(PPhy)s to provide compounds of formula X.
Allematively, compounds of formula IX may be treated with an organometaliic reagent such as
an organcboronic acid in the presence of a catalyst, e.g., Pd(PPhy),, under a carbon
monoxide atmosphere to give compounds of formula X. Altematively, for derivatives where Y
= NH or S, compounds of formula X may be treated with appropriate aminas or thiols in the
presence of base, preferably Cs,CO; or K;PO, and a catalyst, preferably Pd-BINAP or Pd-
(bis-cyciohexyl)biphenyiphosphine to provide compounds of formula X.  Conventional
functional group interchanges, such as oxidations, reductions, alkylations, acylations,
condensations, and deprotections may then be empioyed to further derivatize this series
giving final compounds of Formula .

The inventive compounds of Formula | may also be prepared according general
procedurs shown in the following scheme:
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6-lodoindazrole (XI) s treated with iodine and base, e.g.. NaOH, in an aqueous/organic
mixture, preferably with dioxane. The mixture is acidified and the product XIl is isolated by
fdtration. To the resulting 3,6 di-iodoindazols in dichloromethane-50% aqueous KOH at 0 *C
is added a protecting group reagent, preferably SEM-CI, and a phase transfer catalyst, e.g..
TBABr. The two phases are diluted, the organics separated, dried with sodium sulfate, filtered
and concentrated. The crude product is purified by silica gel chromatography to give
compounds of the formula Xiil. Treatment of compaunds of formula XiI in a suitable organic
solvent with a suitable R™-orgenometallic reagent, e.g., R®-ZnCl or boron R’-boron reagent
and a suitable catalyst, preferably Pd(PPhy), gives, after extractive work-up and silica gel
chromatography, compounds of formula XIV. Treatment of compounds of formula XIV in a
suitable organic solvent with a suitable R'-organometaliic reagent (e.g., boron R'-boron
reagent or R'-ZnCY), In the presence ol aqueous base, sodium carbonate, and a suitable
catalyst, preferably Pd{PPh,), gives, alter extractive work-up and silica gel chromatography,
compounds of formula XV. Conventional functional group interchanges, such as oxidations,
reductions, alkylations, acylations, condensations and deprotections may then be empiloyed to
further derivatize this series giving final compounds of Formula .
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Altematively, compounds of Formula | where R? is a substituted or

unsubstituted Y-Ar, whare Y [s O or S may be prepared according to the following general
scheme:

& g (o8
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mexiications

A simed acetone solution of 3-chioro-cyciohex-2-enone (XV), H-R®, and
snhydrous potassium carbonate is refhxed for 15-24 hours, cooled, and filtered.
Concentrating and chromatographing the filtrate on slica gel gives 3-R*-cyciohex-2-snone
(XV1).

The ketonss of formula XVI may be reacted with a sukable base (M-B), prefersbly
fithium bis(trimethylslly)amide, and reacted with R'-CO-X (where X = halogen), which after
standard acid work up and purification provides compounds of the formula XVI. This
product, in HOA/EIOH, combined with hydrazine monohydrate, is heated at a suitable
temperature for an appropriste ime period, preferably at 60-80 °C for 2-4 hours. Afer
cooling, the mbdure is poured into saturated sodium bicarbonate solution, extractad with
an ornganic solvent, concentiatad, and purified on slica gel to give compounds of formula
Xvitl. Compounds of formula XVill may be oxidized using a variety of known methods to
give compounds of the Formula 1.
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An alliemative process for synthesizing the compounds of the present Invention
5 follows:

Whereby the conditions of the steps a) through {) are as follows:

8) NaNO,, Br;, HBr, 0°C- -5°C; 48% yield;

b) Pd(OAc), Pd{o-tiyl),, Di-lsopropyl ethyl amine (DIEA), DMF, HO, degassed,
10 microwave, 110°C, 1 hr; 68% yield;
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c) lron powder, saturated aqueous NHOH, EtOH, 45C; 72% yield;

d) Methyl-2-bromobenzoate, R-BINAP, Pdy(dba)s, Cs;CO,, toluene, degassed,

110°C ovemnight; 74% yleld;

@) KOH, MaOH:THF:H,0 (3:1:1) 70°C, 2-3 hr; quantitative;

f) Protected amine, HATU, NE,, DMF, room temperature for 2 hours; 80%

Yeld;

g) TsOH (12% TsOH in HOAc), EtOH (10% aqueous); 44% yleid;

h) Tributylvinyltin, Pd{PPhy),, 2,6-Di-1-butyl-4-methyiphenol, toluens, degassed,

105°C; 31% yield;

D Pd(OAc), Pd{o-olyl);, DIEA, DMF, degassed, 100°C; approximately 70%

yleid.

Other compounds of Formula | may be prapared in manners analogous to the
genemal procedures described above or the detailed procedures described in the
axamples herein. The affinity of the compounds of the Invention for a recaepior may be
anhanced by providing multiple coples of the ligand In close proximity, preferably using a
acaffolding provided by a camier molety. it has been shown that provision of such multiple
valence compounds with optimal spacing between the moieties dramatically improves
binding to a receplor. See, e.g., Lee et al., Biocham, 23, 4255 (1984). The multivalency
and spacing can be controlied by selection of a suitable carrier moiety or inker units.
Such moleties incdlude molecular supporta which contain a multiplicity of functional groups
that can be reacted with functional groups aessociated with the compournxis of the
vention. Of course, a variety of carriers can be used, including proteins such as BSA or
HAS, a mutiiplicity of peptides including, for example, penapeptides, decapeptides,
pentadecapeptides, and the kke. The peptides or proleins can contain the desired
number of amino acid residues having free amino groups in their side chains; however,
other functional groups, such as sulfhydryl groups or hydroxyl groups, can also be used to
obtain stable [inkages.

Compounds that potently regulate, modulate, or inhibit the protein kinage activity
associated with recaptors VEGF, FGF, CDK complexes, TEK, CHK1, LCK, FAK, and
phosphoryiase kinase among others, and which inhibit angiogenesis and/or celfular
profileration Is desirable and is one preferred ambodiment of the present invention. The
prasant invention is further directed to methods of modulating or inhibiting protein kinase
activity, for example in mammalian tissue, by administering an inventive agent. The
activity of the inveniive compounds as modulators of protein kinase activity, such as the
activity of kinases, may be measured by any of the methods available to those skilled in
the art, including in vivo and/or /n vitro assays. Examples of suilable assays for activity
measurements include those described in Parast C. et al., BloChemistry, 37, 18788-
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16801 (1998); Jefirey et al., Naire, 376, 313-320 (1995); WIPO International Publication
No. WO §7/34876; and WIPO International Publication No. WO 96/14843. These
propertios may be assessed, for example, by using one or more of the biological testing
procadures sat out in the examples below.

The active agents of the invention may be formulated into pharmaceutical
composiions as described balow. Phammaceutical compositions of this invention
comprise an effective modulating, regulating, or inhibiting amount of a compound of
Formula |, I, (I}, or IV and an inert, pharmaceutically acceptable carrier or diiuent. In ong
embodiment of the pharmaceutical compositions, afficacious levels of the inventive agents
are provided 80 a5 to provide therapeutic benafits involving modulation of protein kinases.

By "efficacious levels” Is mean levals in which the eflects of protein kinases are, at a
minimum, regulated. These compositions are preparsd in unit-dosage form appropriate
for the mode of administration, e.g., perenteral or oral administration.

An inventive agent i3 administered in conventional dosage form prepared by
combining a therapeutically effective amount of an agent (e.g., a compound of Formule [) as
an active ingredient with appropriate pharmaceutical camiers or diluvents according to
conventional procedures. These procedures may involve mixing, granulating and
comprassing or dissolving the Ingredients as appropriate to the desired preparation.

The pharmaceutical canier empioyed may be either a salid or lquid. Exemplary of
solid cariers are lacioss, sucrose, taic, pelatin, agar, pectin, acacia, magnesium stearate,
stearic ack] and the like. Exempilary of liquid carriers are syrup, peanut ail, olive oll, water and
the ke, Similarly, the camier or diluent may include time-delay or time-release material known
in the at. such as glyceryl monostearaie or glyceryl distearaie alone or with a wax,
ethylcallulose, hydroxypropyimethyiceliuloss, methyimethacrylate and the ike.

A variety of pharmacautical forms can be employed. Thus, if a solid camier is used,
the preparation can be tableted, placed in a hard galatin capsule in powder or peliet form or in
tha form of & troche or lzenge. The amount of solid camier may vary, but ganeraly wil be
from about 25 mg to about 1 g. If a liquid carrier is used, the praparation wifl ba In the form of
syrup, emulsion, drop, soft gelatin capsule, sterie injectable sciution or suspension in an
ampouls or vial or non-aqueous iquid suspension.

To obtsin a stable water-soluble dose form, a pharmacautically acceplable salt of an
inventive agent is dissolved in sn aqueous solution of an organic or inorganic acid, such as
0.3M solution of succinic acid or citric acid. If a soluble salt form is not available, the agent
may be dissolved in a sultable cosclvent or combinations of cosolvents. Exampias of sultable
cosolvents include, but are not imited to, alcohol, propylene glycol, polyethylene giycol 300,
polysorbate 80, gyicerin and tha like in concentrations ranging from 0-60% of the total volume.
In an exemplary embodiment, 8 compound of Formula | is dissoived in DMSO and diluted with
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water. The composition may also be in tha form of a solution of a sait form of the active
ingreciert in an appropriate aqueous vehicle such as water or isotonic saline or dextrose
solution.

kit will be appreciated that the actual dosages of the agents used in the compositions
of this invention will vary according to the particuar complex being used, the particular
composition formulated, the mode of adminisiration and the particular site, host and disease
being treated. Optimal dosages for a given set of conditions can be ascertained by those
skilled in the art using conventional dosage-dstermination tests in view of the experimental
data for an agent. For oral adminisiration, an exemplary .daily dose gensrally employed is
from about 0.001 to about 1000 mg/kg of body weight, more preferably from about 0.001 to
about 50 mg/kg body weight, with courses of treatment repeated at approprate intervals,
Administration of prodrugs are typically dosed at weight levels which are chemically equivalent
to the weight levels of the fully active form.

The compositions of the Invention may be manufactured in manners generally known
for preparing pharmaceutical compositions, 6.9., using conventional techniques such as
mbing, dissoMng, gramiating, dragee-making, levipating, emulsifying, encapsulating,
entrapping or iyophilzing. Pharmaceutical compasitions may be formulatad in a conventional
manner using ona or more physiologically scceptabie camiers, which may ba selected from
excipiants and auxdiiaries that faciitate processing of the active compounde into preparations
which can be used pharmaceutically.

Proper formulation s dependent upon the route of administraion chosen. For
injection, the agents of the invention may be formulated into aqueous solutions, preferably in
physiologically compatible bufiers such as Hanks's solution, Ringer’s solution, or physiclogical
saline buffer. For transmucosal administration, penetrants appropriats to the barmier to be
permeatad ame used in the formulation. Such panetrants are generally known in the art.

For oral administration, the compounds can be formulated readily by combining the
active compounds with pharmaceutically acceptable carriers known in the art. Such camiers
enable the compounds of the invention to be formulated as tablets, pills, dragees, capsuies,
iquids, gels, syrupe, slurries, suspensions and the lke, for oral ingestion by a patient to be
treated. Phamaceutical preparations for oral use can be obtained using a solid excipient in
admidure with the active ingredient (agent), optionally grinding the resulting mbdure, and
processing the mixture of granules after adding suitable auxdiiaries, if desired, to cbtain tablets
or drages cores. Suitable exciplents include: fillers such as sugars, including lactose,
sucrose, mannitol, or sorbitol; and celulose preparations, for example, maize starch, wheat
starch, rce siarch, pofato starch, gelatin, gum, methyl cellulose,
hydroxypropyimethyl-celiiose. sodivm carboxymethyiceliulose, or palyvinylpyrrolidone (PVP).
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If desired, disintegrating agents may be added, such as crosslinked polyvinyl pyrrolidone,
agar, or alginic acid or a salt thereof such as sodium alginate.

Dragee cores are provided with sultable coatings. For this purpose, concentrated
sugar solutions may be used, which may optionally contain gum arabic, polyvinyl pyrrolidone,
Carbopol gel, polysthylens giycol, and/or titanium dioxide, lacquer solutions, and suitable
organic solvents or salvent mixtures. Dyestufis or pigments may be added to the tabiets or
dragee coatings for identification or to characterize different combinations of active agents.

Phamaceutical preparations which can be used orally include push-fit capsules made
of gelatin, as wel as soft, sealed capsules made of gelatin and a plasticizer, such as glycerol
or sorbitol. The push-fit capsides can comalin the active ingredients in admixiure with fillers
such as lactose, binders auch as starchea, and/or jubricants such as taic or magnesium
siearate, and, optionally, sisbilizers. In soft capsules, the active agenis may be dissolved or
suspended in suitable liquids, such as fatty oils, liquid paraffin, or iquid polyethylene glycois.
In addition, stabilizers may be added. All formulations for oral administralion should be In
dosages suitable for such administration. For buccal administration, the compositions may
take the form of tablets or lozenges formulated in conventional manner. -

For administration intranasally or by inhalation, the compounds for use according to
the prasant invention are conveniently dellvered in the form of an aerosol spray preseniation
from pressurized paciks or a nebulissr, with the use of a suitable propellant, e.g.,
dichlorodifluoromethana, trichioroflucromethane, dichiorotetrafiuorosthana, carbon dioxide or
other sulteble gas. In the case of a pressurized serosol the dosage unit may be determined
by providing a vaive to deliver a metered amount. Capsules and cartridiges of gelatin for use
in an inhaler or insufflator and the ike may be jormulated containing @ powder mix of the
compound and a suitable powdsr base such as iactose or starch,

The compounds may be formulated for parenteral administration by injection, e.g.. by
bolus injection or continuous infusion. Formulations for injection may be presented in unit-
dosage form, e.g., In ampoules or in multi-dose containers, with an added preservative. The
compositions may take such forms as suspensions, solutions or amulsions in olly or aquaocus
wvohicles, and may contsin formulatory agents such as suspending, stabilizing and/or
dispersing agents.

Pharmacsulical formulations for parentsral administration include aqueous solutions
of the active compounds in water-soluble form. Additionally, suspensions of the active agents
may be prepared as appropriale olly injection suspensions, Suitable ipophilic solvents or
vehicles include fally olls such as sesame oil, or synthetic fatty acid esters, such as ethyl
oleats or triglycerides, or liposomes. Aqueous injection suspensions may contain substances
which increase the viscosity of the suspansion, such as sodium carboxymethyl cellulose,
sorbital, or dextran. Optionally, the suspension may also conlain suitable stabilizers or agents

=5
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which increase the solubility of the compounds to aliow for the preparation of highly
concentrated solutions.

For administration to the eys, a compound of the Formula |, I, lil, or IV Is delivered in
a phamacautically acceptable ophthaimic vehicle such that the compound is maintained in
condact with the ocular surface for a sufficient time period to allow the compound o panetraia
the comea and/or sclera and intemal regions of the eye, including, for example, the anterior
chamber, posterior chamber, vitreous body, squeous humor, vitreous humor, comea,
ine/cliary, lons, choroid/retina and sclera. The pharmaceutically acceptabile ophthalmic vehicle
may be an cintment, vegetable oll, or an ancapsulating material. A compound of the invention
may also be injectad directly Into the vitreous humer or aquaous humor.

Further, & compound may be also be administered by well known, acceptable
methods, such as sublebnon and/or subconjunctival injections. As Is well known In the
ophihalmic art, the macula is comprised primarily of retinal cones and Is the region of
madmum visual acuity in the retina. A Tenon's capaule or Tenon's membrane |s disposed on
the sclera. A conjunctiva 38 covers a short area of the globe of the eye postarior to the imbus
{the bulbar conjunctiva) and folds up (the upper cul-de-sac) or down (the lower cul-de-sac) to
cover the inner areas of the upper eyelid and lower eyelid, respectively. The conjunctiva Is
disposad on top of Tenon's capsule.

The sclara and Tenon's capsule defina the exterior surlace of the giobe of the eya.
For treatment of ARMD, CNV, retinopathies, retinitis, uveitis, cystoid maculer edema (CME),
glasucoma, and cther diseases or conditions of the posterior segment of the eye, it is
preferable to dispose a depot of a specific quantity of an ophthalmically acceptable
pharmaceuiically active agent directly on the outer surface of the sclera and below Tenon's
capaule. in eddition, in cases of ARMD and CME it is most preferable to dispose the depot
diractly on the outer surface of the sclera, below Tenon's capsule, and generally above the
macula. In a study using New Zealand White rabbits, a drug depot of 4,9(11)-Pregnadien-
17.aipha. 21-dicl-3,20-dione-21-acetats, an angiosiatic sterold avallable from Steraloids, Inc.
of Wilton, New Hampshire, was disposed directly on the outer surface of the sclera, balow the
Tenon's capsule, and sfightly postarior of the equator of the rabbit ayes. Such a drug depot
resulted in a concentration of the anglostatic sterold, averaged over the entire retina and
measured the day after the injection, about ian times greater than a similar concentration
deliverad by a depot located below the conjunctiva but above the Tenon's capsule of the rabbit
eyes. Given the fact that the Tenon's capsule of a New Zealand White rabbit is very thin, these
beneficial results are highly unexpected. it is important to note that Tenon's capsule of the
human eye Is aiso very thin. 4,9(11)Pregnadien-17.alpha.,21-ckol-3,20-dione-21-acetate, and
the releted compound 4,9(11)-Pregnadien-17.alpha. 21-dlol-3,20-dions, are more fully
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described in U.S. Pat. Nos. 5,770,582 and 5,879,668, which are incorporated herein in their
entirety by references.

Altematively, the active ingredient may be in powder form for constitution with a
sultable vehicle, e.g., sterlile pyrogen-free water, before use. The compourvis mey aiso be
formulated In rectal compositions such as suppositories or retention enemas, e.g, containing
conventional suppository bases such as cocoa butter or other glycerides.

in addiion o the formulations dascribad above, the compounds may also be
formulated as a depot prepamation. Such long-acting formulations may be administered by
implantation (for example, subcutaneously or intramuscularly) intramuscular injaction or by the
above menioned subtenon or intravitreal injection.

Wihin particularly preferred embodiments of the invention, the compounds may
be prepared for topical administration in saline (combined with any of the preservatives
and antimicroblal agents commonly used In ocular preparations), and administered In
eyedrop form. The anti-angioganic factor solution or suspension may be prepared In ita
pure jorm and adminisiered several times dally. Altematively, ant-anglogenic
compositions, prapared as described above, may also be administered directly to the
comea.

Within preferrad embodiments, the composition is prepared with a muco-adhesive
polymar which binds to comsa. Thus, for example, the compounds may be formulated
with sultable polymeric or hydrophobic materials (for example, 85 an emulsion in an
accepiable off) or ion-exchanga resins, or as sparingly soluble derivatives, for example, as
a sparingly solubls salt. Within further embodiments, the ant-angiogenic factors or ant-
angioganic compositions may be uliized as an adjunct to conventional sterold therapy.

A pharmaceutical carrer for hydrophobic compounds is a cosolvent system
comprising benzyl aicohol, & nonpolar surfactant, a waler-miscible organic polymer, and an
aqueous phase. The cosolvent sysiem may be a VPD co-solvent system. VPD Is a solution
of 3% wv benzyl aicohol, 8% wiv of the nonpolar surfactant polysorbate 80, and 85% wv
polyethylane glycol 300, made up to volume In absolute ethanol. The VPD co-solvent system
(VPD:5W) contains VPD diluted 1:1 with & 5% dextrose in waler solution. This co-solvent
system diasolves hydrophobic compounds well, and itseif produces low toxicity upon systemic
administraion. Naturally, the proportions of a co-solvent syatem may be varied considerably
without destroying its solublity and toxicity characteristics. Furihermore, the identity of the co-
solvent componenis may be varied: for example, other low-taxicity nonpolar surfactants mey
be used instsad of polysorbats B0; the fraction size of polysthylene glycol may be varied; other
biocompatible polymers may replace polysthylene glycol, e.9. polyvinyl pyrrolidons; and other
sugars or polysaccharidas may be substittted for dextrose.
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Ahematively, other delivery systems for hydrophobic pharmaceutical compounds may
be empioyed. Liposomes and emulsions are known exampies of delivery vehicles or carriers
for hydrophobic drugs. Certain organic solvents such as dimethylsulfoxide also may be
employed, afthough usually at the cost of greater toxicity. Additionally, the compounds may be
detiverad using a susteained-release System, such as semipermeable matrices of solid
hydrophobic polymers conaining the therapeutic agent. Various sustalined-release materials
have been established and are known by those skilled In the arl. Sustained-release capsules
may, depending on their chemical nature, ralease the compounds for a few weeks up to over
100 days. Depending on the chemical natuwre and the biclogical stabillity of the therapeutic
reagent, additional strategies for protein stabiitmtion may ba employad.

The pharmaceutical compositions aiso may comprise suitable solld- or gel-phase
caniers or excipients. Examples of such camiers or excipients include calcium carbonate,
caickum phosphate, sugars, siarches, cellulose derivatives, gelatin, and polymers such as
polyathylene glycols.

Some of the compounds of the invention may be provided as salis with
pharmaceutically compatible counter ions. Pharmaceutically compatible salts may be formed
with many acids, including hydrochioric, sulfuric, acetic, lactic, artaric, malic, succinic, etc.
Salts tend to be more soluble In aqueous or other protonic solvents than ere the
corresponding free-base forms.

The preparation of prefaermed compounds of the present invention Is described in detall
in the following exampies, but the artisan will recognize that the chemical reactions described
may be readily adapted to prepare a number of other protein kinasa inhibitors of the invention.
For exampie, the synthesis of non-exempified coampounds according to the invention may be
successfully performed by modifications apparent to those skiled In the art, e.g, by
appropriately protecting interlering groups, by changing to other suilable reagents known in
the ast, or by making routine modifications of reaction conditions. Altematively, other reactions
disciogsed harein or known in the art will be recognized as having applicability for preparing

in the examples described below, uniess otherwise indicated all temperatures are set
forth in degrees Celsius and all paris and percentages are by weight. Reagents were
purchased from commercial suppliers such as Aldrich Chemical Company or Lancaster
Synthesis Lid. and were used without further purification uniess otherwise indicated,
Tetrshydrofuran (THF), N,N-dimethyliformamide (DMF), dichioromethane, toluene, and
dioxane were purchased from Aldrich In Sure seal bottles and used as received. All solvents
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wore purified using standard methods readily known to those skilled in the art, unless
otherwine (ndicated.

The reactions set forth below were done generally under a positive pressure of argon
or nitrogen or with a drying tube, at ambient temperature (unless otherwise stated), in
anhydrous solvents, and the reaction flasks were fitted with rubber septa for the introduction of
substraies and reagents via syringe. Glassware was oven dried and/or heat dried. Analytical
thin layer chromatography (TLC) was performed on glass-backed siiica gel 60 F 254 plates
Analtach (0.25 mm) and eluted with the appropriate sotvent ratios (v/v), and are denoted
where appropriate. The reactions were assayed by TLC and terminated as judged by the
consurnpiion of starting material.

Visunlzation of the TLC plates was done with a p-anisaidelwde spray reagent or
phosphomolybdic aclkd reagent (Aldrich Chemical 20 wt % in ethanol} and activated with heat.
Work-ups were typically done by doubling the reaction volume with the reaction solvent or
exiraction solvert and then washing with the Indicated aqueous solutions using 25% by
volume of the extraction voluma unless otharwise indicated. Product solutions were dried
over anhydrous Ng,SO, prior to fitration and evaporation of the solvents under reduced
pressure on a rotary evaporator and noted as solvents removed in vacuo, Flash column
chromatography (Still et al., J. Org. Chem., 43, 2923 (1978)) was done using Baker grade
flagh allica gel (47-81 pm) and a silica gel: crude material ratic of about 20:1 to 50:1 unless
otherwiye stated. Hydrogenolysis was done at the pressure indicatad in the examples or at
amblent pressure.

'‘H-NMR specira were recarded on @ Bruker instrument operating at 300 MHz and
“C-NMR spactm ware recorded operating at 75 MHz. NMR spectra were obtained as CDCh
sohutions (reported in ppm), using chioroform as the reference standard (7.25 ppm and 77.00
ppm} or CD,0D (3.4 and 4.8 ppm and 49.3 ppm), or ntemally’ tetramethylsilane (0.00 ppm)
whon appropriats. Other NMR solvents were used as needed. When peak multiplicities are
reporind, the following abbreviations are used: s (singlet), d (doublet), t (triplet), m (muitipiet),
br (broadened), dd (doublet of doublets), dt (doublet of triplets). Coupling constants, when
given, are reported in Hertz (Hz).

Iinfrared (IR) spectra were recorded on a Perkin-Elmer FT-IR Spectrometer as neat
oils, as KBr pellets, or as CDCI, solutions, and when given are reported in wave numbers (e’
Y. Tha mass epecira were obtained using LSIMS or electrospray. All melting points {mp) are
uncommected.
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Exampis 1(s) 2(4-Chioro-2-niro-phenyl)}-maionic acid dimethyl ester

i
© noy

To a stired slunry of NaH (36.0 g, 1500 mmol) in NMP (1.0 L) was added dimethyl
maionate (137.4 mL, 1200 mmol) drop wise. The reaction was cooled as neaded to keap
the intemal temperature below 30 degrees Ceisius. Afltor gas evohution ceased, 2,4-
dichicronitrobsnzene (182 g, 1000 mmol) was added to the reaction. It was carefully
heated to 65 dogress Celsius until the reaction was compilete as determined by HPLC.
The reaclion was cooled to room temperature, and then powred over 500 mL ice mbred
with 150 mL conc. HCl. The pH of the agueous iayer was adjusied to neutral using 1 N
NaOH. The soliis ware removed by fitering through a coarse fritted filter, and rinsad with
water (3L). The yeliow solids were allowed to dry ovemight. Yield 261.5 g, 81%.
Example 1{b) (4-Chioro-2-nitro-phenyf)-acelic acid methyl ester

A solution of 2-{4-Chioro-2-nitro-phenyl}-malonic acid dimethyl ester (165 g, 679.4
mmol) in water {100 mL) and NMP {1000 mL) was heated to reflux for 3.5 howrs. The
solvent was removed by rotary evaporation o an ol. The ofl was dissolved in EIOAc, and
then weshed with water (5 x 300 mL), The aquecus layer was than sxtracted with EYOAc
(4 x 300 mL). The organic was washed with water. The organic layers were combined
and driad over MgS0,. After removing the solids by filtration, the solvent was evaporated
10 ylald the desired product as a oranga/brown solid (160.0 g, 85%).

Exampie 1(c) (2-Acetylamino-4-chloro-phenyl)-acetic acid methyl ester
o

/lNH

O,

An argon filled fiask was charged with (4-Chioro-2-nitro-phenyf)-acetic acid methyl
estor (40 g, 175 mmol), 10% Pd/C (2.5 g), acetic anhydride (64 mL, 677 mmol), water (9
mi) and acetic acid (150 mL). The flask was vacuum flushed with hydrogen gas at 30
PSt and shook vigorously. After 2 hours, more 10% Pd/C (2 g) was added, and the
reaction was complete after a total of 4 hours reaction ime. The 10 % Pd/C was removed
by filtration, and the solvent was remaoved by rotary evapaoration.
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Example 1({d) 6-Chloro-1H-indazole-3-carboxylic acld methyl ester

N=-NH
.m

To a solution of {2-Acetylamino-4-chioro-phanyl)-acetic acid mathyl ester (32.0 g,
133 mmol) in acetic acid (200 mlL) stirred at 50 degree Celsius was added fert-butyl nitrite
(20.5 mL., 172.3 mmol) over 1 hour. The reaction was poured into waler (1.4 L) and the
solids were recovered by filtration. The yellow precipitate was dissolved in EtQAc, then
washed with saturaled NaCl. The organic was dried over MgSO,, fltered, and
concentrated 1o a solid. The solids were triturated with hexanes and fitered 1o afford the
desired material (21.63 g, 77%).
Exampie 1(e) 6-Chloro-1-{tetrahydro-pyran-2-yi}-1H-indazole-3-carboxyllc acid

mathyl ester

To a sluny of 8-Chiloro-1H-indazole-3-carboxylic acid methyl ester (8.3 g, 39.5
mmol) in MeCN (200 mL) was added 3,4-Dihydro-2H-pyran (5.4 mL, 59.3 mmol) and p-
toluenesulfonic acld (237 mg, 1.25 mmol). Afer leiting the reaction stir for 10 minutes,
saturated NaHCO; {1 mL) was added and the scivent was removed by rotary avaporation
to a volume of 100 mL. The mixture was diluted with EtOAc and washed with water (50
mlL) and then with saturated NaCl (S0 mL). The organic layer was then dried over
NapSO,. After the solids were removed by filiration, the organic layer was concentrated to
an oll by rotary evaporation. The product was precipitated from the oil using hexanes to
yieid the desired product (7.667 g, 66% yield).
Example 1(f) 6~(2-Methoxycarbonyl-phenylamino)-i<{tetrahydro-pyran-2-yl}-1H-
Indazole-3-carboxylic acid methyl ester

PCT/IB20N3/005854

3
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To a solution of 8-Chioro-1H-indazole-3-carboxylic acid methyl ester (2.84p, 10.0
mmol) in 1.2-dimethoxyethane (30 mL}) was added K;PO, (5.32g, .25.0 mmol),
trig({dibenzylideneacetone)dipaladium (459 mg, 0.05 mmol), 2-{dicyciohaxyiphosphino)
biphanyt (701 mg, 2.0 mmol), and methyl anthranilate {2.58 ml. 20.0 mmol). The solution
was vacuum fiushad with argon three times before being heated to 80 degrees Celsius for
18 hours. The reaction was cooled io room temperature and the solids were removed by
fitraion. Afer washing the solids with ethyl acetate, the solvent was removed by rotary
evaporation. The residual ol was chromatographed (150 g edica gel, 10 — 30%
EtOAcHex) to yield 1.23 g (51%) of the desired product.

Example 1({g)6-{2-Methoxycarbonyl-phenylamino)-1-{tetrahydro-pyren-2-y1)-1H-
indazole-3-carboxylic acid

To a solution of 6-(2-Methoxycarbonyl-phanylamino)-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-
indazole-3-carboxylic acid methyl ester (2.05 g, 5 mmol) in methanol {18 mL) and
tetrahydrofuran (8 mL), was added a solution of sodium hydroxide (0.30g, 7.5 mmol) in
water (2.7 mL). The reaction was stired at room temperature for 3 hours and was then
neutralized with 1 N HCI 1o a pH of 1. The mixture was diuied with EtOAc (25 mL) and
water (25 mL). After separating the layers, the aquaous layer was washed with CH;Cl; (3
x25mL). The combined organic extracts wene washed with aaturated NaCl (100 mL) and
then dried over Na;S0,. The solids were fltered and the liquid was concentrated to an of.
The product was crystaliized from EXOAC and Hexanes to yield the desired product (1.616
g. B2%).

Exampie 1(h) 2-{3-Methyicarbamoy}-1
benzolc acid methyl ester

1H-indazal-6-ylamino}-

Q ;g
e
To a solution of 6-(2-Methaxycarbonyl-phernylamine)-1-(letrahydro-pyran-2-yi)- 1H-
indaznie-3-carboxylic acid (0.50g, 1.27 mmol) in DMF was added triethwlamine (0.42 mt,
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3.04 mmol), methylamine (1.0 mL, 3.81 mmol), and HATU (0.578 g, 1.52 mmol). The
reaction was stirred for 3 hours and then concentrated by rotary evaporation. The crude
oll was chyomaiographed (50 g slica gal, 25 — 50% EtOAc/haxanes) to yield the desired
product (214 mg, 42 %).

Exampie 1(1) 2-[3-Methyicarbamoyl-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-indazol-8-ylamino}-
benzolc acid

Qo
517'"‘5
™
To a solution of 2-[3-Methyicarbamoyi-1-{istrahydro-pyran-2-yi}-1H-indazol-6-

ylemino}-benzoic acid methyl ester (0.20g, 0.49 mmol) in methenol (1.4 mL) and
tatrahydrofuran (0.6 mL) was added a solution of sodium hydroxide (59 mg, 1.47 mmol) In
water {0.3 mL). The reaction was heated to 60 degrees Celsius for 1 hour and then was
cooled 10 room temperature. The pH was adjusted with 2 N HCl to a pH of 2. EYOAc {30
mL) and water (30 mL) was atdded and the layers were separated. The agueocus was
extracted with EtOAC (3 x 20 mL) and the organic layers were combined. After washing
with water (15 mL), the organic layer was dried over Na,SO,. The solids were filtered
sway, and the arganic wes evaporated 1o yleld a yellow solid (183 mg, 100%).
Example 1() 6-{2-Prop-2-ynyicarbamoyl-phanylamina)-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-
Indazole-3-carboxyific acid methylamide

oS

To a solution of 24{3-Methyicarbamoyl-1-(tetrahydro-pyran-2-yl)-1H-indazol-8-
ylamino}-benzoic acid (150 mg, 0.381 mmol) in DMF (3.8 mL) was added propargylamine
(0.052 mL, 0.761 mmol), TEA (0.264 mL, 1.60 mmol), and HATU (217 mg, 0.571 mmol).
The reaction was stirred for 4 hours, and then diluted with EtOAc (30 mL) and water (30
mL). The layers were separated, and the aqueous was extractad with EtOAc {2 x 20 mL).
The combined organics were washed with saturated NaCl (15 mL) and then dried over
Na2s80,. The solids were removed by fillration, and the liquid was concentrated by rotary
evaporation to a yellow oil (164 mg, 100%).
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Example 1(k) 6-(2-Prop-2-ynyicarbamoyl-phenylamino)-1H-indazole-3-carboxylic

4o

Dissolved 6-(2-Prop-2-ynyicarbamoyl-phenylamino)- 1-{ietrahydro-pyran-2-yl)}-1H-
indezole-3-carboxylic acid methylamide (30 mg) in 1.5 mL o a 80:10:1 mbcdure of
CHyCy:TFA-rlethyl silane and heat 1o refux for 2 hours. Diluied tha solution with toluene
(40 mL) and concentrate by rotary evaporsation to an ol. Dissolved the ol in DMF (1 mL),
and fiter using a 0.2-micron syringe filter. Used prep-HPLC to Isolate the desired
compound (12 mg, 50%). 'H NMR (CDCl-d) & .96 (1H. ). 50Ch0§).227 8.28 (1H, d, J
= 8.85 Hz), 7.47 (1H, m), 7.34 (1H, m), 7.22 (1H, m), 7.15 (1H, dd, J1 = 8.78 Hz, J2 =
1.79 Hz), 6.89 (1H, m), 8.86 (1H, t, J = 8.97Hz), 8.31 (1H, m), 4.23 (2H, dd, J1 = 5.18 Hz,
J2 = 2.54 Hz), 3.49 (3H, 8), 2.29 (s, 1H).

Anal. Calcd. For CygH7N;Ope1.0 MoOHe0.1 TFA: C, 62.08; H, 5.44; N, 17.82. Found:
C,61.78; H, 5.45; N, 18.04.

Example 2{a) [6-Chioro-1-{tstrahydro-pyran-2-yi)-1 nol

To a solution of 6-Chioro-1H-indazole-3-carboxyiic acid methyt ester (2.94 g, 10.0
mmol) in dry CH.CL (SO mL) cocled to —78 degrees Calsius was added DIBAL-H (3.56
mL, 20.0 mmol) slowly. After the addiion was complete, the reaction was allowad to
warmm o room tampemature, where HPLC showed that there was a remalning 10% slarting
material. Extra DIBAL-H (0.35 mL) was then added and stimed for 10 minutes. The
reaction was diluted with EtOAc (1000 mL) and washed with 1 N HCI (2 x 100 mL). it was
further washed with 1 N NaHCO, (100 mL), and then with saturatad NaCl (100 mL). The
organic was dried over Mg SO,, filtered, and then concentrated to a white solid (2.85 g,
99.5 %).
Example 2(b) 6-Chioro-1-(ietrahydro-pyran-2-yi)-1H-indazole-3-carbaidehyde



WO 2004/056806 PCT/IBI0U3/0058584

10

15

-41-

£

A aolutiin of [6-Chloro-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-indazol-3-yi}-mathanol (1.75
g, 6.58 mmoal), IBX (2.76 g, 8.87 mmol) and DMSO (27 mL) was stirred ovemight. The
reaciion was diluted in EtOAc and water. The layars were separaied, and the aqueous
was extractad with EfOAc (3 x 100 mL). The organics were combined and washed with
saturated NaCl (100 mL). The organic was dried over MgSQO,, fitered, and then
concentrated to a solid. The solid was dissoived in CH,Cl, and filtered. The organic was
evaporated to yleld the desired product (1.707g, 82%).
Example 2{c) 1-(6-Chloro-1H-indazol-3-yi}-2-(5-ethyi-pyridin-2-yl}-ethanol

j a

To a stimed solution of 4-ethyl-2-methylpyridine (0.458 g, 3.78 mmol) in THF
(4mL) at -50 degrees Celsius, add butyl kithium (1.5 mL, 2.5 M, 3.79 mmol) slowly and stir
for 10 minutes. To the reaction, slowly add a solution of 8-Chioro-1H-indazole-3-
carbaidehyds (0.5 g, 1.89 mmol) in THF (4 mL). Aher stiring for 10 minutes, the reaction
was quenchad with 1 N citric acid (10 mL). The mixture was diluted with EtOAc (50 mL),
water (20 mL), and saturated NaCi (10 mL). The layers were separated, and the aqueous
was eximcted with EtOAc (3 x 15 mL). The organics were combined and washed with
saturated NaCl (20 mL). After drying the organic layer over Na,SO,, the solids were
removed by filtration and the liquid was concentrated to an oil by rotary evaporation.
Chromatography (40 g sflica gel, 60 — 100% EtOAc/hex) yields the desired product (142
mg, 32%) and recovered 6-Chloro-1H-indazole-3-carbaidehyde (348 mg).
Example 2(d) 6-Chloro-3-[2-(5-ethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1H-indazole

R o
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To a stimed solution of 1-(8-Chioro-1M-indaznl-3-yl)-2-(5-ethyl-pyridin-2-yl)-athanol
{232 mg. 0.60 mmol) in CH.Cl, was added TEA (0.25 mL. 1.81 mmol) and mesyl chioride
(0.070 mL, 0.80 mmof). The reaction was stimed for 30 minutes, and then DBU (2 mL)
was added. The reaction was refluxed for 18 hours and then quenched with 40mL of 1 N
ciric acid. The layers were sepamted, and the agueous was extracted with 20 mL
CHLL,. The combined orgenics were dried over Na,SO,, fikered, and concentrated by
rotary evaporation. Purification by chromatography (12 g silica gel, 50 - 70%
ExOAc/hexanes) yieided the desired compound (135 mg, 71 %).
Example 2{e) 2-{3-{2-{5-Ethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1H-Indazol-6-ylamino)}-benzolc scid

— o

1,2-Dimethoxymethane (2 mL) was added to 6-Chioro-3-{2-(5-sthyl-pyridin-2-yi)-
vinyl}-1H-indazole (130 mg, 0.354 mmol), tris{dibanzylideneacetone)dipalladium (16 mg,
0.018 mmal), ~(dicycichexylphosphino)biphenyl (25 mg, 0.071 mmol), K,PO, (0.188 g,
0.885 mmol), and methyl enthraniiate (0.082 mL, 0.71 mmol). The reaction was vacuum
flushed with argon (4x) and then heated to 80 degrees Celsius for 19 hours. The reaction
was diuted with EXOAc (20 mL) and filtered through a affica gel plug. After washing with
EtOAc (50 mL), the soivent was removed by rotary eveporation. The crude ofl was
purified by chromatography {40 g silica gei, 30 — 40% E10Ac/haxanes) to yield the desired
product {54 mg, 32%).
Exampie (1) 2-{3{2-(5-Ethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1H-indazol-6-ylamino}-benxzoic scid

To a solution of 2-{3-}2-(5-Ethyl-pyrkiin-2-yi)-vinyl}-1H-indazol-8-ylamino}-benzoic
acid methyl ester (50 mg, 0.104 mmol) in methanol (0.42 mL) and THF (0.10 mL) was
added a solution of sodium hydroxide (12 mg, 0.311 mmoal) in water (0.05 mL). The
solution was heated to 60 degrees Celslus for 3.5 hours and then neutralized with
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saturated NH,Cl. The reaction was dilted with water (20 mL), and then axiracted with
EtOAC (2 x 20 mL). The combined extracls were first dried over Na;SO,, and then the
solids were removed by filtration. The desired product (48.7 mg, 100%) was recovered
after ratary evaporation to remove the eolvents.

Example 2(g) 2-{3-[2-(5-Ethyl-pyridin-2-yl)-vinyl}-1H-indazol-6-ylamino}-N-prop-2-

. M%J

To 2-{3-[2-(5-Ethyl-pyridin-2-yl)-vinyl]- t H-Indazol-8-ylamino)-benzoic acid (49 mg,
0.105 mmol) was added 2 mL of a 50:10:1 mixture of CH;CL:TFA:-TES. The reaction was
stired at reflux for 1 hour, and then diluted with toluene (20 mL). Tha soivent was
removed by rotary evaporation to yield a thick oil. The oll was dissolved in DMF (1 mlL)
and to this solution was added TEA (0.072 mL, 0.52 mmol), propargyl amine {0.014 mL,
0208 mmol), and HATU (59 mg, 0.156 mmol). The reaction was stired for 3 hours, and
then murified by preparatory HPLC to yield the desired product (29 mg, 88%). 'H NMR
(CDCLy-d): 8 9.83 (1H, 8), 8.63 (2H, s}, 8.04 (2H, m), 7.68 (2H, s), 7.47 (1H, m), 7.32
{1H, d. J = 1.51 Hz), 7.10 (1H, dd, J{ = 8.87 Hz, J2 = 1.88 Hz), 6.83 {1H, m), 8.07 (2H, dd,
J1 = 5.00 Hz, J2 = 226 Hz), 3.15 (1H, {, J = 2.35 H2), 2.97 (2H, 8), 2.74 (1H, 8), 2.28 (1M,
8),1.27 (3H, 1, U= 744 H2)
Anal. Calcd. for CogHpN:00.3 H;0+1.2 TFA: C, 80.51; H, 4.43; N, 12.42. Found: C,
60.38; H, 4.73; N, 12.44.
Example 2(h) N-Cyclopropyl-2-{3-{(E)-2-(4-methyi-pyridin-2-yl)-vinyl}-tH-Indazo}-6-

H%nv

The title compound was prepared analogously 10 2-{3-[2-{5-Ethyl-pyridin-2-yl)-
vinyl}-1H-indazo}-8-ylamino}-N-prop-2-ynyl-benzamide described above, substituthing 2,4-
dimathyl-pyridine for 4-athyl-2-methyl-pyridine in the step where 1-(6-Chloro-1H-indazol-3-
yi)}-2-(5-ethyl-pyriiin-2-yi)-sthanal was prepared, and substituting cyclopropyl amine In
place of propargyl amine In the final step of the sequence. 'H NMR (DMSO-d,): 8 9.85
{1H, ), 8.58 {2H, m), 820 (3H, m), 7.53 (5H, m), 7.35 (1H, 5), 7.2 (1H, d, J = 6.5 Hz), 7.0
(1H, &), 2.83 (1H, m), 0.70 (2H, m), 0.56 (2H, m). ESIMS (M+H*): 4103, -

3
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Example 3{a) N-Methoxy-2{3-{(E)-2-pyridin-2-yi-vinyl)-1H-indazol-6-ylamino)-
benzamide

A solution of 2-{3-(2-Pyridin-2-yl-vimyf)-1H-indazol-8-ylamino}-benzolc acid (50.0
mg. 0.084 mmol), O-methyt-hydroxylamine hydrochloride (15 mg, 0.17 mmol),
triethylamine(58 pl, 0.42 mmol), dissolved in DMF (0.8 mL), was treated with HATU (48
mg. 0.13 mmol). The mixture was stired ovemight, then purified by reverse phase HPLC
yleiding 21.8 mg (67%) of the tile compound as a yellow salid. 'H NMR (DMSO-dy): 5
.23 (1R, 8}, 8.71 {1H, d, J=2.2), 8.05 (44, m), 7.51 (SH, m), 7.25 {1H, 8), 710 (1H, d, J =
7.7 Hz), 6.81 {(1H, m), 5.88 (1H, m), 4.31 (1H, d, J= 14.3), 720 (1H, d, J=7.3)4.42 (2H, d,
J=3.2). ESIMS (M+H"): 412.1.

Example b))  N-Allyloxy-2{3-{(E)-2-pyridin-2-yt-vinyi)-1H-Indazol-8-ylamino}-
benzamide

-

A solstion of 2{3-(2-Pyridin-2-yl-vinyf}- 1H-indaz0l-8-ylamino}-benzoic acid (50.0
mg. 0.084 mmol), O-alyl-hydroxylamine hydrochioride (18.3 mg, 0.17 mmol),
tristhylamine(58 pi, 0.42 mmol), dissoived in DMF (0.8 mL), was treated with HATU (48
mg. 0.13 mmol). The mixture was stired ovemight, than purified by reverse phase HPLC
ylalding 25.5 mg (74%) of the tite compound as a ysllow solld. 'H NMR (DMSO-dy): 5
9.28 (1H, 8), 8.67 (2H, d, J=3.4), 8.05 (4H, m), 7.48 (5H, m), 7.23 (1H, 8), 7.04 (1H, d, J =
7.8 Hz), 8.91 (1H, m), 3.69 (3H, 8). ESIMS {M+H"): 386.1.

Example 3(c) N-isopropoxy-2-{3-{(E)-2-pyridin-2-yi-vinyl)-1H-Indazol-6-ylamino}-
benzamide

v uophele,
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A solution of 2{3-(2-Pyridin-2-yl-vinyl)-1H-indazol-6-ylamino}-benzoic acid (50.0
mg, 0.084 mmol), O-isopropyl-hydroxylamine hydrechloride {18.7 mg, 0.7 mmol),
triethylamine(58 i, 0.42 mmol), dissolved in OMF (0.8 mL), was treated with HATU (48
mg, 0.13 mmol). The mixture was stimed overnight, then purifiad by reverse phase HPLC

5 yielding 17.4 mg (50%) of the tile compound as a yellow solid. 'H NMR (DMSO-dy): &
8.23 (1H, 8), 8.69 (H, d, =2.1), 8.03 (4H, m), 7.50 (5H, m}), 7.23 (1H, s), 7.04 (1H,d, J =
6.7 H2), 6.92 (1H, m), 5.98 (1H, m), 4.13 (1H, m), 1.29 (6H, d, J=8.1). ESIMS (M+H"):
414.1.
Example 3(d) N-Cyclopropy’-2-[3-{(E)-2-pyridin-2-yi-vinyl)-1H-indazol-6-ylamino}-

10  benzamide
H HE"V

A solution of 2-{3-(2-Pyridin-2-yi-vinyl)-1H-indazol-8-ylamino}-benzoic acid (50.0
mg, 0.084 mmol), cyclopropyl amine (11.6 pL, 0.17 mmol), triethylamine (58 i, 0.25
15 mmol), dissolved in DMF (0.8 mL), was treated with HATU (48 mg, 0.13 mmol). The
mbdure was stired ovemight, then purified by reverse phase HPLC yielding 11.7 mg
(35%) of the tile compound as a yeliow solid. 'H NMR (DMSO-c): 8 8.81 (1H, s), 8.68
(14, d, J=1.7), 8.51 (1H, s8), 8.01 {4H, m), 7.50 (SH, m), 7.24 (1H, s), 7.03 (1H, d, J=5.3),
6.89 (1H, 1, J=4.2), 2.84 (1H, m), 0.72 (2H, m), 0.56 (2H, m). ESIMS (M+H"): 388.1.
20 Example 3(1) t-Methyl-1H-pymole-2-carboaylic acld N'{1-{2-3-{(E)-2-pyridin-2-y}-
vinyl)-tH-indaxol-8-ylamino}-phenyl}-methancyl)-hydrazide

A solution of 24{3-(2-Pyridin-2-yl-vinyl}-1H-indazol-8-ylaminoc]-benzoic acid (50.0

25  mg, 0.084 mmol), 1-methyl-1H-pyrrole-2-carboxyfic acid hydrazide (23.3 mg, 0.17 mmol),

triethylamine(58 pl, 0.42 mmol), dissolved in DMF (0.8 mL), was treated with HATU (48

mg, 0.13 mmol). The mixture was stirred avemight, then purified by reverse phass HPLC

yielding 16.1 mg (40%) of the title compound as a ysllow solid. 'H NMR (DMSO-dy): 8

10.39 (1H, 8), 10.00 (1H, s}, 9.52 (1H, 8), 8.67 (1H, d. J=2.4), B.07 (4H, m), 7.77 (1H, d,

30 J=5.2), 7.51 (4H, m), 7.32 {1H, &), 7.09 (1H, d, J=6.3), 6.98 (3H, m), .13 (1H, m), 3.87
(3H, 8). ESIMS (M+H"): 478.1.
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Example 3{g)IN-Benzyl-23-{(E)-2-pyridin-2-y-vinyl)}- 1H-indazol-6-ylamino}-

S
N

A solution of 2{3-(2-Pyridin-2-yi-vimyl)- 1 H-Indazol-6-ylamino}-benzoic acld (50.0
mg, 0.084 mmol), benzylamine (182 ul, 0.17 mmol), triethylamine (58 i, 0.42 mmol),
disschved in DMF (0.8 mL), was treated with HATU (48 mg, 0.13 mmol). The mixture was
stimad ovemnight, then purified by reverse phase HPLC yieiding 45.2 mg (76%) of the tite
compound as a TFA ealt {3.5 H,0, 2.1 TFA, effective MW=711.98). 'H NMR (DMSO-d,):
0 9.88 (1H, 8), 8.14 (1H, 1, J=5.4), 8.73 (1H, d, Jud.B), 8.29 (4H, m), 7.56 (1H, d, J=7.0),
7.74 (24, m), 7.89 (2H, m), 7.31 (54, m), 7.16 (1K, d, J=7.8), 6.83 (1H, , Ju7.3), 4.48
(2H, d, JuB.1). ESIMS (M+H"): 446.5.
Example 3(h)N-(2-Methoxy-benzyl)-2{3-((E)-2-pyridin-2-yi-vinyl)-1H-indazol-6-
ylamino}-benxzamide

A soltion of 2{3-(2-Pyridin-2-yi-vinyl)-1H-indazoi-6-ylamino}-benzolc acid (50.0
mg, 0.084 mmal), o-methoxybenzylamine {21.8 pL, 0.17 mmol), triethylamine (58 ul, 0.42
mmol), dissoived in DMF (0.8 mL), was trested with HATU (48 mg, 0.13 mmol). The
mbdure was stirred ovemight, then purffied by reverse phase HPLC yielding 48 mg (81%)
of the #tle compound as a TFA salt (1.5 HJO. 1.5 TFA, effective MW=673.59). 'H NMR
(DMSO-d,): 8 9.83 (1H; 8), 9.03 (1H, v, J=3.4), 8.70 (1H, d, J=3.7), 8.08 (4H, m), 7.82
(1H, d, Ja7.4), 749 {4H, m), 7.21 (3H, m), 698 (4H, m), 4.48 {2H, d, J=8.3). ESIMS
(M+H"): 478.1.
Eample ) N-Furan-2-yimethyl-2-{3-{(E)-2-pyridin-2-yi-vinyl)-1H-Indazol-8-
yiamino}-banxamicde
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A sohittion of 243-(2-Pyridin-2-yl-vinyl)-1H-indal-6-ylamino}-benzoic ecid (50.0
mg. 0.084 mmol), C-furan-2-yi-methylamine {19 pL, 0.17 mmol), triethylamine (58 ul, 0.42
mmol), dissolved in DMF (0.8 mL), was treated ‘with HATU (48 mg, 0.13 mmol). The
mixhare was stimed ovemight, then purified by reverse phase HPLC yielding 45 mg (85%)
of the tile compound as a TFA salt (1.5 H;O, 1.5 TFA, effective MW=633.52). 'H NMR
(DMBO-dy): § 9.82(1H, 8), 8.05 (1H, t, J=2.6), 8.73 (1H, d, J=3.7), 8.13 (4H, m), 7.73 {1H,
d, J=8.8), 7.57 (2H, m), 7.26 (1H, 8), 7.03 (1H, d, J=7.5), 6.40 (1H, m), 6.28 (1H, m), 4.48
(2H, d, J=6.5). ESIMS (M+H"): 436.1.
Example 3() N-Cyclobutyl-2{3-{(E)-2-pyridin-2-yi-vinyl)-tH-indazol-6-ylamino}-

benzamide
C‘vﬁcr%b

A solution of 243-{2-Pyridin-2-yl-vinyl}-1H-inda20l-8-ylamino}-benzoic acid (50.0
mg, 0.084 mmol}, cyclobutylamine (18.2 uL, 0.17 mmol), tristhylamine (58 I, 0.42 mmol),
dissolved in DMF (0.8 mL), was irsated with HATU (48 mg, 0.13 mmal). The mbdure was
stimed ovemight, then purified by reverse phase HPLC vialding 43.2 mg (92%) of the tile
compound as a TFA salt (1.5 H20, 1.1 TFA, effective MW=581.92). 'H NMR (DMSO-d):
80.78 (1M, 8), 8.72 (2H, m), 8.13 (4H, m), 7.70 (1H, d, J=7.1}, 7.56 (2H, m), 7.41 (2H, m),
7.27 (1H, u), 6.89 {1H, t, J=4.2), 2.84 (1H, m), 0.72 (2H, m), 0.56 (2H, m). ESIMS (M+H"):
398.1.

Example (k) N-(2-Methyl-allyl)-2-[3-{((E)-2-pyridin-2-yi-vinyl)-1H-indazol-6-ylamino}-
benzamide

H
RS-
N
A solution of 2-{3-(2-Pyridin-2-yi-vinyl}-1H-indazol-8-ylamino}-benzoic acid (50.0
mg, 0.084 mmol), 2-methyl-aliyiamine (16.4 uL, 0.17 mmol), triethylamine (58 i, 0.42
mmol), dissolved in DMF (0.8 mL), was treated with HATU (48 mg, 0.13 mmol). The
mixture was stimed overnight, then purified by revarse phase HPLC ylelding 45 mg (91%)

of the title compound as a TFA salt (1.6 H;O, 1.3 TFA, effective MW=5868.53). 'H NMR
(DMSO-d,): 8 9.78 (1H, s), 8.72 (2H, m), 8.13 (4H, m), 7.70 (1H, d, J=7.1), 7.58 (2H, m),

2L
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7.41 (24, m), 7.27 (1H, 8), 7.08 (1H, d, Je7.1), 8.91 (1H, t, J=7.5), 4.42 (1H, m), 2.22 (2H,
m), 2.08 {2H, m), 1.68 (2H, m). ESIMS (M+H"): 410.1.

Example 3() 6-Nitro-3-pyridin-2-yiethynyl-1-(2-timethylsiianyl-ethoxymethyl)-1H-
indazole

|J'IIS
rO

O,!ﬁ?f“

A mbtwre of 3-lodo-8-nitro-1-(2-rimethyisiamyl-gthoxymaethyl)-1H-indazole
(838mg, 2.0 mmol), 2-ethynyl-pyridine (242 pl, 2.4 mmol), and triethylamine (8.0 mL),
10 were degassed and flushed with argon, then treated with Cul (8 mg, 0.042 mmol), and
Pd(PPhy):Cl; (16 mg, 0.023mmol}. The resulting mixture was stired ovemight at room
temperature, at which tims HPLC Indicated all slarting material had been consumed. The
mixture was purified by stripping of volatiles under high vacuum, then passing through a
plug of aillica eluted with ethyl acetate. The resuiting product was used In the next step

15  without further purification. ESIMS (M+H"): 385.1.
Exampie 3m) 3-Pyridin-2-yiethynyl-1-(2-trimethyisiianyl-sthoxymsthyl)-1H-indazol-

6-yiamine
o)i‘rér“""
A mbdure of 8-Nitro-3-pyridin-2-ylethynyl-1-(2-trimethylsitanyl-sthoxymethyl)-1H-
20 indazole (2 mmol), SnCl; (1.37g, 6.0 mmal), water (0.5 mL), and MeOH (10 mL), were
atirred in a 80 deg C od bath for 30 min at which ime HPLC indicated compiete reduction.
The resulling mixture was stripped of methanol, suspended In EtOAc {50 mL) and diuted
with 1M NaOH (18 mL). The resulting emulsion was gently extracted EtOAc (10 x 25 mi).
The combined omjanics were extracted with 1M Na;COs, brine, diied over MgSO,,
25 concentrated and fiitered through a pad of silica eluted with EIOAc. The yield of crude
praduct for two steps was 701 mg, 66% mass recovery. ESIMS (M+H"): 385.1.

Exampie 3n)  2-[3-Pyridin-2-ylethynyi-1-(2-trimethyisianyl-ethoxymethyl)-1H-
indazol-8-ylamino)-benzoic acld methyl ester
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A mixture of 3-Pyridin-2-yiethynyl-1-{2-trimethyisilanyi-ethoxymetiwl)-1H-indazol-
8-+iamine (580 mg, 1.54 mmol), 2-bromomethybenzoate (647.5 pul, 4.61 mmol), biphenyl-
2-yi-dicyclohexyl-phosphane (107.8 mg, 0.308 mmol), Pd:{(dba), (70.5 mg, 0.0768 mmol),
KsPO, (818 mg, 3.844 mmal), and dimethoxyethane (1.7 ml), were vacuum flushed with
nitrogen, then heeated in an ol bath at 70 deg C for 24h. The biack mbdure was diluted
with methylens chioride, and Mtered, concentrated, and chromatographed {(20% to 40%

ethylacetate/hexanes). Yield of yeliow/orange ail was 260 mg, 35% for three steps.
Exampls 3o) 2{3-Pyridin-2-ylsthynyl-1-{2-trimethylallanyl-sthoxymethyl)}-1H-

Indazol-8-ylamino}-benzoic acld gT.:
S

2{3-Pyridin-2-ylethynyl-1-(2-trimathyisilanyl-ethoxymethyl)- 1 H-indazol-8-ylamino}-
benzolc acid methyl ester (253mg, 0.517 mmol), was added to a solution of NaOH (82
mg, 1.55 mmol), dissoived in THF (1.0 mL}, MeOH (225 mL), and water (0.5 mL). The
reaction was stimed at room temperature for 1h, at which time HPLC Indicated that all
starting matsrial had been consumed. The reaction was neutrafired with TN HCL,
extracted with ethylacetate, which was then washed with brine and dried with MgSO,.
Afer concenimting under vacuum, 249 myg of yellow solid was obtained (96% mass
racovery). This material wes used without further purification. ESIMS (M-H): 483.0.
Example 3p) 2{3-Pyridin-2-yiesthynyl-1H-indazol-6-ylaminc}-benzolc  acid

A osolution of 2{3-Pyridin-2-ylethynyl-1-(2-trimethylsllanyl-athoxymethyl)-1H-
inda2ol-8-yiamino]-benzoic acld (231 mg, 0.477), 1M tetrabutylammonium fluoride in THF
(3.6 mL, 3.816 mmol), and ethylenadiamine (127 pL. 1.908 mmol), were stired In an oi

bath at 80 deg C for 6h. The reaction was quenched with acetic acid (218 pL, 3.816
mmol), diluted with water, and extracted with EtOAc (10 x S0 mL). The combined organics

PCT/1B2003/005854

2z
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were washed with brine and dried over MgSO,. Alter concentrating a sofid forms which
was triturated with CHyCh, giving the product as a yellow powder (124 mg, 73%). ESIMS
{(M-H): 353.0.
Example 3(q) N-Prop-2-ynyl-24{3-{(E)-2-pyridin-2-yi-vinyl)-1H-indazol-6-ylamino]-
benzamide

H

A solution of 2-{3-Pyridin-2-ylethynyl-1H-indazol-8-ylamino)-benzoic ackl (41 mg,
0.117 mmol), propargylamine (24 pL, 0.35 mmol), triethylamine (B1 i, 0.58 mmoi),
dissolved In DMF (0.5 mL), was treated with HATU (88 mg, 0.233 mmol}. The mbrture
was atired ovemight, then purified by reverse phases HPLC yielding 27 mg (59%) of the
e compound as a yellow solld. 'H NMR (DMSO-dy): § 9.78 (1H, s), 8.99 (1H, m), 8.61
{1H, d, J=2.1), 7.88 {1H, 8), 7.72 (3H, m), 7.43 {4H, m), 7.29 (1H, 3), 7.04 (1H, d, J=7.3),
6.91 (1H, t, J=5.2), 4.04 (2H, 8), 3.04 (1H, 8). ESIMS (M+H"): 382.1.

Example &(a): 2-Bromo-4,6-dimethyl-pyridine.

A solution of 48% HBr {(aq) (Aldrich, 65 mL, 1.2 mol, 10 eq) was cooled to0 -5°C
and treated with 4,6-dimethyl-pyridin-2-ylamine (Aldrich, 15.0 g, 0.12 mol. 1.0 eq). The
thick white salt mbdure was stived with a mechanical siimer while bromine (Aldsich, 19.7
mL, 0.38 mol, 3.1 aq) was added dropwise. The resuitant red mbdure was treated with an
aquacus solution (32 mL HyO) of NaNO; (Aldrich, 22.1 g, 0.32 mal, 2.6 aq) over one hour.
The temperature was maintained below 5°C during the nitrila addhiion, and then graduaily
wammned to 20°C over 2 hours. The reaction mixture was adjusted to pH 14-with NaOH
(aq). and extractad with MTBE. The organic extracts were washed with waler, brine, dred
over magnesium sulfate, fiterad and concentrated under reduced pressure. The crude
product (29 g of a red ofl) was purified by flash chwvomatogmphy (sdica, 350 g) and eluted
with 2-7% ethyl acetate-cyclohexane, which gave an orange oil {11.0 g, 48%). 'H NMR
(DMSO-dy, 300 MHz) § 7.30 (1H, s), 7.13 (1H, 8), 2.39 (3H, 8), 226 (3H, 8). "C NMR
{DMSO-d,, 75 MHz) B 159.4, 151.3, 140.8, 125.7, 124.0, 23.7, 20.3. ES| nvz 186/188 (M
+H)'.
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Example 4(b): 3-{2-{4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-6-nlro~1-{tetrahydro-pyran-2-
yi)>1H-indaxole

A suspension of 2-bromo-4,8-dimethyipyridine (2.429, 13 mmol), 3-vinyl-8-nitro-1-
(tetrahydro-pyran-2-yl)- 1 H-indazole (2.37g, 8.67 mmal), paliadium ecetaie (0.145g,
0.85mmai), tri-ortho-tolyiphosphins (0.791g, 2.6 mmol), and disopropylethylamine (2.4
mL, 13.8mmol) In aqueous DMF (85%, 34.5 mL) was degaased with Argon bubbling for 5
minutas followed by sonication for 5§ minutes before haating in microwave apparstus (300
walts, 10% power) at 110°C for 40 minutes. After cooling, the mixture was dropped into
cold water. The resulting yellow ppt was collected by filtration. The solids were dissolved
in ethyl acetate, dried (sodium suffate), and concentrated under reduced pressure. The
residue was purified on liica gel using a gradient of O to 20'% ethyl acetate in a mixiure of
chioroform and haxanes (1:1) as eluent. Product from chromatography was triturated with
MTBE/hexanes to obiain clean product as yellow solld. Mother Equor was repurified in a
similar feshion on silica gel followed by trituration to obtain more clean product in a 88%
yield 'H NMR (CDCly): & 8.54 (1H, 8), 8.15 (1H, d, J=8.4 Hz), 8.08 (1H, dd, J = 8.04, 1.9
Hz), 7.87 ('8, d, J=18.8 Hz), 7.55 (1H, d, J=16.6 Hz), 7.14 {1H, &), 6.90 (1H, s8), 5.82 (1H,
&, J = 0.0, 3.0 Hz), 4.08-4.01 (1H, m), 3.84-3.76 (1H, m), 2.56 (3H, 8), 2.62-2.54 (1H, m),
2.34 (3H, 9), 2.24-2.10 (2H, m), 1.88-1.68 (3H, m).

Example & 3-[2-{4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyi}-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-

%

N NH,

A suspension of 3-{2-({4.6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-&-nitro-1-{tetrahydro-pyran-
2-y))-1H-indazole {(4.22g, 11.16mmal), iron powder (2.71p, 48.51mmol) and sat. aq. NH,CI
(25mi) in 25 ml of ethanol was heated at 45°C for 18hr. The reaction was cooled and

i d
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fitered through fitter paper washing with methanol. The solvents ware removed under
reduced pressure and the aqueous layer was extracted with EXOAS (2x). The combined
organic layers were washed with brine, dried (MgSO,) and concenirated under reduced
pressure to give 4.02g9 (quentitative) of a rust colored solid and was used without further
5 purfication.

TH NMR (DMSO-d6) § 7.79 (1H, 8), 7.74 (1H, d, J = 18.4 Hz), 7.35 (1H, d, J = 16.4 Hz),
728 (1H, 8), .96 (1H, 8), 8.63 (2H, m), 5.57 (1H, dd, J = 2.4, 9.5 Hx), 5.44 (2H, broad s),
3.88 (1H, m), 3.67 (1H, m), 245 (3H, s), 2.37 {1H, m), 229 (3H, 8), 1.99 (2H, m), 1.73
(1H, m), 1.57 (2H, m).

10 Exsmple & 2{3-{2-{4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-(tetrahydro-pyran-2-yl)-1H-
indaxol-6-ylamino}-benzoic acid methyl ester

Q R

A stimed suspension of 3-{2-(4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-{tstraltydro-pyran-
2+4}-1H-indazol-8-ylamine (370mg. 2.5mmol), 2-Bromo-berzoic acid methyl eeter
15 (0.44mi, 3.12mmol), R-BINAP (76mg, 0.125mmol), Pdy(dba)y (29mg, 0.03mmol) and
Cesium Carbonate (1.22g, 3.75mmol) in toluensa{ 6ml) was degassed and heated at
100°C for 18hr. The reaction mixture was cooled, poured into sat. NaHCO, and
axtracted with EtOAc (2x). The combined organic layers were washed with brine, driad
(MgS0O,) and concentrated under reduced pressure. The residus was flash
20 chromatographed on sifica gel eluting a gradient of 5-10% EtOAc inCH;Cl; to give 964mg
(80%) of a yellow foam.
'H NMR (DMSO-dy) 8 8.48 (1H, s), 8.13 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.64 (1H, dd, ) = 1.5, 8.0 Hz),
7.85 (1H, d, J = 18.4 Hz), 7.58 (1H, d, J = 1.5 H2), 7.48 (1H, d, J = 18.4 H2), 7.47 (1H, m),
7.37 (1H, d, J = 7.7 Hz), 7.34 (1H, 8), 7.19 (1H, dd, J = 1.7, 8.7 Hz), 6.99 (1H, s), 8.89
25 (1M, t, J = 8.1 Hz), 5.83 (1H, d, J = 7.2 Hz), 3.88 (3H, ), 3.75 (1H, m), 2.48 (3H, 8), 2.41
(2H, m), 2.31 (3H, 8), 202 (2H, m), 1.75 (1H, m), 1.59 (2H, m). Anal Calcd for
CaetiaN.O5 © 0.15 EOAC: C, 71.71; H, 8.34; N, 11.30. Found: C, 71.60; H, 6.14; N,
11.37.
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Example 7: 2-{3{2-{4,6-Dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl}-1-{tstrahydro-pyran-2-yi)-1H-

indazol-8-ytamino}-benzoic acld
Qe
G
N,

To a stimed solution of 2-[3-{2-(4.6-Dimethyl-pyridin-2-yl)-viryl}-1-(tetrahydro-
pyran-2-yl)-1H-indazol-6-ylamino}-benzoic acid methyl ester (1.98g, 4.11mmol) W
THF:MeOH (12mi, 3:1) was added Potassium hydroxide (1.15g, 20.5mmoai) dissolved in
HyO (3ml). The reaction was heated at 70°C for 2hr, cooled, concentrated under reduced
pressure to about Smi and diluted with more water. The solution was neutralized with 2N
HCl and the precipitate was collected by filtration and washed with water to give 2.00g
(quantitative) of a bright yellow solid. 'H NMR (DSMO-d,) 513.12 (1H, broad s), 8.82 (1H,
8), 8.13 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 1.5, B.0 Hz), 7.89 (1H, d, J = 18.4 Hz), 7.60
(1H, 8), 7.50 (1H, d, J = 184 H2), 748 (1H, d, J = 6.9 Hz), 7.37 (1H, d. J = 7.7 H2), 7.20
(1H, d, J = 8.7 Hz), 7.08 (1H, 8), 6.86 (1H, t, J = 6.9 Hz), 5.85 (1H, d, J = 7.3 Hz), 3.82
(2H. m), 2.50 (3H, s, cbecured by dmso), 2.48 (2H, m), 2.34 (3H, s), 2.03 (2H, m), 1.76
(1H, m), 1.59 {2H, m). Anal Calcd for CagHN.Oy ¢ 0.5 KOM: C, 67.72; H, 5.79; N, 1128,
Found: C, 87.65; H, 5.88; N, 11.07.

Example 8: 2-{3-[2<(4,6-Dimathyl-pyridin-2-yi)-viny(}-1H-indazol-8-ylamino)-benzoic
acid p-ioluene sulfonate

A mbdure of 2{34{2-(4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl]-1-(tetrahydro-pyran-2-yl)-1 H-indazol-
6-ylamino}-benzoic acid (2 mmol) and p-toluena sufonic acid (10 mmof} in aqueous
methanol (90%. 20mL) was stimed at 70C for 18 hr. After cooling, the resulting thick
yellow slurry was fitered and the solids washad with methanol to give 2{3-{24{4.6-

._7



WO 2004036806 PCT/1B2003/005854

10

15

Dimathyt-pyridin-2-yi}-vinyl}- 1H-indaxol-6-ylamino}-benzoic acid as the tosylata salt in 85%
yiold as a pale yellow sofld. 'H NMR (DMSO-d;): 5 13.43 (1H, 8), 5.78 (1H, 8), 8.24-8.19
(2H, m), 8.08 (1H, d, J = 8.04 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 7.9, 1.1 H2), 7.62-7.55 {2H, m), 7.48-
7.38 (SH, m), 720 (1H, dd, J=8.0, 1.9 Hz ), 7.09 (2H, d, J= 8.3 H2), 6.88 (1H, dt, J = 7.9,
1.1 Hz), 2.67 (3H, 8), 2.54 (3H, 8), 2.27 (3H, 8).

Example 9: N-4-(tert-Butyl-dimethyl-sllanyloxy)-but-2-ynyi}-2-{3-{2-(4.6-dimethy}-
pyridin-2-yi)-vinyl}-1-{tetrahydro-pyran-2-yi}-1H-indazo}-8-ylamino}-benxamide

“ /,.ot.}(

pavN

Prepared in 2 similar manner to that described for Example 33(a) atep (v}, in US
Patent Appljcation Serial Number 08/609,335, filed June 30, 2000, herein Incorporated by
reference in its entirsty for all purposes, except using 4-(tert-Butyl-dimethyl-slianyloxy)-but-
2ynylamine and  2{3{2(4,6-Dimethyl-pyridin-2-yl}-vinyi}-1- (tetralwydro-pyran-2-yi)}- 1H-
indazol-8-ylamino}-benzoic acid. 'H NMR (DMSO-dy) 8 8.56 (1H, 8), 9.01 (1H,t, J= 5.7
Hz), 8.08 (1H, d, J =8.7 Hz), 781 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.68 (1H, d, J = 7.5 H2), 7.41 (4H,
m), 7.32 (1H, 8), 7.09 (1H, dd, J = 1.8, 8.7 Hz), 6.08 (1H, 8), 6.89 (1H, . J = 8.0 Hx), 5.79
(1H, dd, J = 2.4, B2 H2), 4.28 (2H, s), 4.00 (2H, m), 3.86{1H,m), 3.72 (1H, m), 2.48 (3H,
8), 242 (1H, m), 2.30 (3H. s), 2.08 (24, m). 1.74 (1H, m), 1.57 (2H, m), 0.80 (8H, 8), 0.03
(6H, 8). Anal Calcd for CxHyN;O-Si« 0.7 H;O: C, 68.89; H, 7.38; N, 10.57. Found: C,
68.89; H, 7.38; N, 1021.

Example 10: 2-{3-{(E)-2-{4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1 H-indazol-§-
ylamino}-N-{4-hydroxy-but-2-ynyl)-bsnzamide

oo

A stimed solution of N-[4-{tert-Butyl-dimethyl-silamfoxy)}-but-2-ynyl}-2-{3-{2-(4,6-
dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyi}-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-indazol-6-ylamino}-benzamide
(737mg, 1.13mmol) and p-Toluene-sulfonic acid (8.2ml, 12% in HOAc) was heated at



WO 2004056806 PCT/IB2003/005834

10

15

70°C for 2hr. The reaction was cooled, and cautiously poured into sat NaHCO, and
extracted with EtOAC (2x). The combined organic layers were washed with brine (2x),
dried (Mg50,) and concentrated under reduced pressure. The residue was flash
chromatographed on sfica gel eluting CH.CL:E1OAc: MeOH (1:1:0.1) to give 225mg
(44%) of 2 white solid. *H NMR (DMSO-d,) 5 12.91 (1H, ), 9.84 (8, 1H), 8.01 (1H, 1, J =
53Hz2),807(1H,.d, J=B8.7 Hz). 784 (1H, d, J= 164 Hz), 7.70 (1H, d, J =72 H1), 7.43
(3H, m), 7.31 (1H. 8), 7.28 (1H, 8), 7.02 (1H, dd, J = 1.8, 8.7 Hz), 6.97 (1H, &), 6.88 (1H, ¢,
J=6.7Hz),5.12 (1H,1, J = 5.8 H2), 4.10 (2H, ¢, J = 5.3 Hz), 4.07 (2H, d, J = 5.8 Hz), 2.47
(3H, 8), 2.31 (3H, 8).

Anal. Caled for CyHaN:Oy » 1.1 HO: C, 68.80; H, 5.82; N, 14.88. Found: C, 88.72; H,
5.81; N, 14.85.

Example 11: 4-(tert-Butyl-dimethyt-silanyloxy)-but-2-ynylamine

HN

To an ice cold, stirred sofution of the known 4-(tert-Butyl-dimethyl-silanyloaxy)-but-
2-m-1-0l {3.14g, 15.7mmol) in THF (50ml) was added DBU (2.6mi, 17.4mmcl) and DPPA
(3.8ml, 17.6mmol). The solution was warmed o room temperature and stired under an
inert atmosphere ovemight. The reaction was poured into sat. NaHCO, and the layers
separated. The agueous layer was re-extracted with EtOAc (2x) and the combined
oganic leyers were dried (Na,SO,), and concentraied under wvacuum.
Triphenyiphosphine (4.61g, 17.6mmol) was added to this crude azide dissolved in THF
(50mi), followed by addition of H;O (0.44ml). The resultant solution was stimed ovemight
at room temperature, concentratad under reduced pressure and the residue was slurried
in a 1:1 mbture of EiyO/pet ether. The solids were removed and the fiirate was
concentrated and purified by flash chromatography on silica gel eluting CHyClo/MeOH
(19:1) to give an amber oi.. 'H NMR (CDCl,) 5 4.19 (2H, t, J = 1.9Hz), 3.33 (2H, t, J =
1.9Hz), 0.79 (BH, 3), 0.00 (6H, 5).
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Example 12: 2-{3-{2-{4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)}-1H-
indazol-6-ylamino}-N-prop-2-ynyl-benzamide

oV ot

Prepared in a similar manner to that described for Example 6 above, excapt using
243-{2-{4,8-Dimsthyl-pyridin-2-yi)-vinyl]-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-indazol-8-ylamino}-
benzolc acid and propargyl amine. 'H NMR (DMSO-dy) 8 9.87 (1H, s), 8.04 (1H, 1, J =
5.8 Hz), 8.08 (1H,d, J=8.7 Hz), 7.83 (1H, d, J = 18.4 Hz), 7.69 (1H, d, J = 7.5 H2), 7.44
(4H, m), 7.34 (1H, 8), 7.12 (1H, dd, J = 1.7, 8.7 Hz), .89 (1H, 8), 6.91 (1H, 1, J = 5.8 Hz),
5.81 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 4.07 (2H, dd, J = 25, 5.7 Hz), 3.88 (1H,m), 3.74 (1H, m),
3.12 (1H, ¢ J = 2,5 Hz), 2.48 (3H, 9), 2.43 (1H, m), 2.31 (3H, 8), 2.01 (2H, m), 1.74 (1H,
m), 1.58 (2H, m).

Anal, Calcd for CayHyNsOs © 1.1 H;000.3 TBME: C, 70.73; H, 6.72; N, 12.69. Found: C,
70.58; H, 8.45; N, 12.49,
Example 13: N-{prop-2-ynyl)-2-{3-{(E)-2-(2,4-dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1H-indazol-
G-ylamino}-benzamide

e ,u%""'

Prepered in a simliar manner to that described for Example 7 except using AN-{3-
Cyclopropyl-prop-2-ymyl)-2-{3-{2-(4,6~dimethyt-pyridin-2-yl)-vinyl]-1-{tstrahydro-pyran-2-y1)-
1H-indezol-6-ylamincl-benzamide Instesd of AH4-(tert-butyl-dimethyi-silanyloxy)-but-2-
ynyl)-2-{3-{2-(4.6-dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl]-1-({etrahydro-pyran-2-yl}-1 H-indazo!-6-
ylamino}-benzamide. 'H NMR (DMSO-dg): 8 12.90 (1H, 8), 9.78 (1H, 8), 9.01 {1H,t, J =
5.3 Hz), 8.06 (1H, d, J = B.3 Hz), 7.84 (1H, d, J = 162 Hz), 7.68 (1H, dd, J = 7.9, 1.1 H2),
7.45-7.38 (3H, m), 7.30 {1H, 8), 7.25 (1H, d, J = 1.5 H2), 7.01 (1H, dd, J = 8.7, 1.9 Hz),
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68.98 (1H, 5), 6.88 (1H, dt, J = 8.8, 1.9 Hz), 4.04 (2H, dd, J = 5.8, 2.6 H2), 3.11 (1H, 1, J=
2.0 Hz), 2.48 (3H, 8), 229 (3H, 3).

Example 14: 2-[3-[2-(4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyf}-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-
indazol-6-ylamino]-N-(2-methyi-allyl)}-benzamide

ho¥ven

Prepared In a similar manner to that dascribed for Example 6 above, axcept using
2434{2-(4,8-Dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl}- 1 -{tetrahydro-pyran-2-yi)- 1H-indazol-8-ylamino}-
benzolc acid and 2-Methy-allylamine. 'H NMR (DMSO-dy) 5 9.87 (1H, 9), 8.82 (1H, t, J =
568 H2), 807 (1H,d,J=8.7 H2), 782 (1H, d, J = 16.4 H2), 7.74 (1H, d, J = 7.3 Hz), 743
(4H, m), 7.33 (1H, 8), 7.10 {1H, d, J = 8.7 Hz), 6.99 (1H, 6), 6.82 (1H, {, J = 7.8 Hz), 5.80
(1H, dd, J = 2.2, 9.2 Hz), 4.83 (2H, d, J = 11.8 Hz), 3.B3 (4H,m), 2.47 (3H, s), 2.44 (1H,
m), 2.31 (3H, 8), 2.00 (2H, m), 1.75 (1H, m), 1.73 (3H, 8). 1.58 (2H, m).

Anal. Caicd for CyHuNsOp ¢ 1.09 H;O: C, 71.00; H, .92 N, 12.64. Found: C, 71.40; H,
8.89; N, 12.54.

Exsmple 15: 2-{3-]2-{4,6-Dimethyl-pyridin-2-yl}-vinyl]-1H-indazol-6-ylamino}-N-{2-
methyl-aellyf)-benzamide

Prepared In a simiiar manner fo that described for Example 7 excepl using N-(2-
Metiyl-aliyl)-2-{3-[2-(4,8-dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl]-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-indazol-
6-ylamino}-benzamide instead of AH4-(tert-butyl-dimethyl-silanylaxy)-but-2-ynyl)-24{3-[2-
(4,6-dimethyl-pyricin-2-yi)-vinyl)-1-(istrahydro-pyran-2-yl)-1 H-indazol-6-ylamino}-
benzamide. "H NMR (DMSO-dg) 8 12.89 (1H, s), 9.75 (1H, s), 8.78 (1H, 1, J=5.8 Hz), 8.05
(1H, d, J = 8.7 Hz), 7.85 (1H, d, J=16.2 Hz), 7.74 (1H, d, J=7.9 Hz), 7.45-7.53 (4H, m),
7.23 (1H, d, J= 1.5 Hz), 7.00-6.97 (2H, m), 6.90 (1H, dt, J = 7., 1.1 Hz), 4.81 (2H, d, J=
11.3 Hz), 3.81 (2H, d, J=5.6 Hz), 2.47 (3H, 8), 2.30 (3H. 8), 1.71 (3H, 8).

4
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Alemnative Synthetic Scheme
(1) Buli DPPA

= (2) (CH0), DBU Ny
' THF = Toluene =—

THF
HaN
—<]
Exampie 18(a):Cyciopropyl-prop-2-yn-1-ol
HO
<

To a round bottom flask containing 70 mL entwdrous THF cooled in —10°C Ice
bath was added 85.6 mL 1.6M Bull In hexanes {105 mmol). 5-Chioro-pent-1-yne (5.13 g,
50 mmol) was introduced siowly while maintaining temperature at =10 to 0°C. The
mixture was stirred at 0°C for iwo hours under argon. Paraformaidehyde (3 g, 100 mmal)
was added as a solid. The mbdure was warmed up slowly 10 room temperature and
stired ovemight under argon. The naxt day, water was added and c.a. 50 mL 1 N
aqueous HCl was added. The mixture was extracted with athyl acetate and the combined
organic iayers was washed with trine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated. The
cruds product was purified by column eluting with 20% Et,O In hexanes to give 3 g 3-
cyclopropyl-prop-2-yn-1-ol as an oll (62% yleld). "H NMR (CDCh) 5 4.22 (dd, 2H, J = 8.04,
2.01 H2), 148 (L, 1H, J=6.04 H2), 1.26 (m, 1H), 0.77 {m, 2H), 0.70 (m, 2H).

Example 16(b): 3-Cyciopropyl-prop-2-ynylazide

Ns%q

3-Cyclopropyl-prop-2-yn-1-al {(3.28 g, 34.1 mmol} was dissoived in 40 mL toluene,
DPPA (1128 g, 40.9 mmol) was added. followed with DBU (6.24 g, 40.0 mmol) while
maintaining temperature with a water bath. The mixture was stirred at room temperature
for one hour and was diluted with 100 mL hexane and 15 mL CH,Ch. The mixture was
washad with water four times and once with brine, dried over Na;SO,, fitered and
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concentrated under rotvap with cold water bath to remove most of organic solvent leaving
somae toluene (product volatie). The residual cil was used for the next step.

"H NMR (CDCly) 8 3.85 (s, 2H), 1.26 (m, 1H), 0.80 (m, 2H), 0.72 (m, 2H).

Exampie 16(c): 3-Cyclopropyl-prop-2-ynylamine

HzN

3-Cyciopropyl-prop-2-ynylazide (c.a. 34 mmol) was dissotved in 100 mL THF, 1
mlL water was added, followed with addition of PPh, (13.37 g, 51 mmol) as a solid while
maintaining temperature with a water bath. The mixture was stirred at room temperature
for one hour. 150 mL 1N aqueous HC| was added to the mixiura. The mixhuwre was
washed with methylene chioride three imes. The aqueous layer was basified with 5 N
NaOH to pH 10-12. The mixture was exiracted with ethyl acetats. The aqueous layer
was checked with TLC staining to monlior progress of extraction of amine 1 the organic
phase. The combined organic layer was dried over Ne,SO,, filtered, and concentratsd o
give 1.82 g desired product (product volatile, containg residual EYOAC solvent) (50 % yleid
for twao sieps). 'H NMR (CDCL) 3 3.37 (d, 2H, J= 2 Hz), 1.22 (m, 1H), 0.74 (m, 2H), 0.85
(m, 2H).
Exampie 17: N{3-Cyclopropyl-prop-2-ynyl)-2-{3-[2-{4,6-dimathyl-pyridin-2-yi)-vinyf}-
1-{tetralydro-pyran-2-yi)-1 H-indazol-6-ylamino}-benzamide

G eps”

Was prepared in a similar menner to that described for Example 6 above, except using 2-
[3-|2-(4,8-dimethyl-pyridin-2-y1)-vinyl]- 1-{tetrahydro-pyran-2-yl)-1 H-indazol-6-ylamino}-
benzoic acid E and 3-Cyclopropyl-prop-2-ynylamine. 'H NMR (CDCL): & 6.51 (1H, 3),
7.87 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.81 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.51-7.42 (3H, m), 7.34-720 (24, m),
7.18 (1H, 8), 7.11 (1H, dd, J = 9.0, 1.9 Hz), 6.85 (1H, 8), .81 (1H, dt, J = 7.2, 1.1 Hz),
6.23 (1M, t, J = 7.2 Hz), 5.61 (1H, dd, J = 9.0, 2.6 Hz), 4.17 (2H, dd, J = 5.3, 2.3 Hz), 4.07-
4.00 (1H, m), 3.75-3.66 (1H, m), 2.83-2.50 (1H, m), 2.54 (3H, s), 2.32 (3H, »), 2.20-2.02
(2H, m), 1.76-1.62 (3H, m), 1.28-1.19 (tH, m), 0.77-0.67 {(¢H, m).

7
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Exampie 18: N<3-Cycloprop-2-ynyl)-2-{3-{(E)-2-(4,6-dimsthyl-pyridin-2-yl)}~vinyl}-1H-
indarol-6-ylamino)-benzamide

Prepared In a similar manner to that describad for Example 7 above, except using
243-{2-(4,6-Dimethyl-pyridin-2-y1)-vinyl}-1-(tetrahydro-pyran-2-yl)-1H-indazol-6-ylamino}-N-
prop-2-ynyl-benzamide Instead of N-[4-{tert-butyl-dimetiyl-sllanyloxy)-but-2-ynyl)-2-{342-
(4,8-dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl]-1-{tetrahydro-pyran-2-yl)- t H-indazol-8-ylamino}-
benzamide. 'H NMR (DMSO-dg): & 12.90 (1H, 8). 9.70 (1H, ), 8.81 (1H, t, J = 5.8 HZ),
8.08 (1H,d, J=8.7 Hz), 7.83 (1H, d, J = 16.2 Hz), 7.68 (1H, dd, J = 7.9, 1.1 H2), 7.49-
7.38 (3H, m), 7.20 (1H, 8), 7.25 (1H, d, J = 1.8 Hz), 8.89 (1H, dd, J = 9.0, 2.3 Hz), 8.98
(1H, s), 6.88 (1H, &t, J = 7.8, 1.5 Hz), 4.00 (2H, dd, J = 5.6, 1.9 Hz), 2.48 (3H, 5), 2.20
(3H, 8), 1.31-1.23 (1H, m), 0.75-0.70 (2H, m), 0.57-0.52 (2H, m).

Exampie 19(a): 2-Butyne-1,4-dlol, moncacetate

wo #Z °

To a solution of butyne-1,4-diol (5. 58 mmol) in dry THF at RT was added
portion-wise sodium hydride (60% dispersion in oil, 2.32g. 58Bmmol). After 4.3 hr, acetyl
chioride (4.12 mL, 58 mmoal) was added. After stiving at RT for 22 hr, the mixture was
concentrated under reduced pressure. The residus was concentrated twice from toluene
before purification on siica gel using ethyl acetate/dichloromethane (1:3) as eluent to give
2-Butyne-1,4-diol, monoacetate as an ol in 49% yield. "H NMR (DMSO-dg) 5 5.23 (1H,
bs), 4.70 (2H, &, J= 1.8 HZ), 4.00 (2H, s), 2.03 (3H, 8).

Exampie 18(b): Acstic acid 4-amino-but-2-ynyl ester
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Prapared in a simllar manner as described in Examplo B axcapt 2-Butyne-1,4-dio}
monoacetate was used instead of 4-(tert-Buty-dimethyi-silanyloxy)-but-2-yn-1-of. 'H
NMR (DMSO-dy) 8 4.77 (2H, ), 4.20 (2H, 8), 2.04 (3H, s).

Exampie 20: Acetic acld 4-{2-{3-{(E)-2+{4,6-dimethyl-pyridin-2-yi)}-vinyl}-1-indazo}-6-
yiamino)-benzoylamino)-but-2-ynyl ester

A

Prepared in a similar manner to that described for Exampie 6 above, except
wing  2{3-{2<(4.6-dimethyl-pyridin-2-yi}-vinyi] 1H-indazol-6-ylemino}-benzoic acid p-
toluene sulfonate and Acetic acid 4-amino-but-2-ynyt ester. 'H NMR (CDJCN): 5 11.00
(1H, be), 0.58 (1H, 8), 7.86 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.86 (1H, d, J = 18.4 Hz), 7.58 (1H, d, J =
7.8 Hz), 7.48-7.37 (4H, m), 7.32 (1H,8 ), 7.21 (1H, 8), 7.08 (1H, dd, J = 8.8, 1.8 Hz), 6.96
(1H, 8), 8.80 (1H, t, J = 7.8 Hz), 4.63 (2H, 5), 4.16 (2H, d, J = 5.6 Hz), 2.4 (3H, 5), 2.32
(3H, 8), 2.01 (3H. 8).
Example 21: 2{3-{(E)-2+{4,5-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-{tetrahydro-pyran-2-yl)-
1H-indazol-8-ylaminol-nicotinic acid methyl ester
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Prepared in a similar manner to that described for Example 3 above axcept using
2-Bromo-nicotinic acid methyl ester instead of 2-bromo-benzoic acid mathyt ester. 'H
NMR (DMSO-dy): 5 10.38 (1H, ), 8.50 (1H, dd, J = 4.7, 1.9 K2), 8.38 (1H, d, J=1.4 Ha),
8.30 (1H, dd, J = 7.8, 2.0 Hz), 8.08 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.83 (1H, d, J=16.4 Hz), 7.48 (1H,
5 d,J=7.5Hz2),7.44 (1H, 6), 7.33 (1H, 8), 8.98-6.93 (2H, m), 5.80 (1H, d, J = 7.0 Hz), 2.93
(3H, 8), 3.93-3.90 (1H, m), 3.80-3.75 (1H, m), 2.48 (3H, s). 2.30 (3H, 8), 2.10-1.97 (2H,
m), 1.89-1.80 (3H, m).
Example 22: 2{3-{(E}-2-(4,5-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-(lstrahydro-pyran-2-yl)-
1H-indazol-6-ylamino}-nicatinic ecld
10

Prepared In a similar manner io that described for Exampie 4 except using 2{3-
[(E)-2-({4,8-Dimeathyl-pyridin-2-yl)-vinyl}- 1-{tetrahydro-pyran-2-y)-1 H-indaxol-8-ylamino}
nicotinkc acld methyl ester Instead of 2-[3{2<(4,6-dim ethyl-pyridin-2-y)-vinyl}-1-
(tstrahyciro-pyran-2-yi)-1H-indazol-6-ylamino]-benzoic acid methyl ester. 'H NMR (DMSO-

15 dy): 5 10.73 (1H, 5), 8.40 (1H, d, J = 1.9 Hz), 8.45 (1H, 8), 8.31 (1H, dd, J = 7.7, 1.8 Hz),
8.18-7.87 (3H, m), 7.70 (1H, d, J = 18.4 Hz), 7.50 (1H, ¢, J=8.8 Hz }, 7.37 (1H, s), 6.98
(1M, dd, J = 7.7, 4.8 Hz), 5.87 (1H, d, J = 8.4 Hz ), 3.95-3.90 (1H, m), 3.78-3.70 (1H, m),
2.83 (3H, »), 2.47 (3H, 8). 2.07-1.60 (2H, m), 1.81-1.62 (3H, m).
Example 23: 2-{3-{(E)-2-(4,6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1H-indazol-6-ylamino)-N-{4-
20  hydroxy-but-2-ynyl}-nicotinamide

W

A aude mbdure of N-(4-Hydroxy-but-2-ynyl)-2-{3-[2-(4,6-dimethyl-pyridin-2-yi)-
viny,-1-{tatrahydro-pyran-2-yi)-1 Hindazol-8-ylaminol-nicotinamide and NH{4-(tert-butyl-
dimethyl-silanyloxy)-but-2-ynyl)-2-[3-[2-(4,8-dimathyl-pyridin-2-yl)-vinyi}- 1-(tetrahyxiro-
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pyran-2-y))-1H-ndazol-6-ylamino}-nicotinamide was prepared from 2-4{34(E)-2-(4,8-
Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1 -(tstrahydro-pyran-2-yi}-1H-indazol-§-ylamino}-nicotinic  acid
and 4-(tert-Butyl-dimethyl-slanyloxy)-but-2-ynylamine in a similar fashlon to that described
for Example 8 above and subsequently converied 1o 2-{3-[(E)-2-(4,8-Dimethyl-pyrkiin-2-
yi)vinyl}-1H-Indazol-8-ylamino}-N-{4-hydroxy-but-2-ynyl)-nicotinamide in a similar fashion
to that described for Exampls 7 except using a mbdture of N-(4-Hydroxy-but-2-ynyl)-2-[3-
[2-{4.8-dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}- 1-(tetrahyxiro-pyran-2-yi)- 1 H-indazol-6-ylamino)-
nicotinamide and AH4-{tert-butyl-dimethyi-shianyloxy)-but-2-ynyi)-2-{3-[2{4,6-dimethyl-
pyridin-2-yl)-vinyl}- 1-(tetrahydro-pyran-2-yl)-1 H-indazol-8-ylamino}-nicotinamide nstead of
N-{4-(tart-butyl-dimethyl-allanyloxy)-but-2-ynyl)-2{3{2-{4,6-cimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl]-1-
{tetrahydro-pyran-2-yl)-1 H-indazol-8-ylamino]-benzamide. 'H NMR (DMSO-dy): & 12.99
(1H, 8), 11.21 (1H, 8), .26 (1H, 1, J = 5.3 Hz), 8.50 (1H, d, J = 1.0 Hz), 8.41 (1H, dd, J =
49 186 Hz), 818 (tH, dd, J=83,19 Hz),8.04 (1H,d, J=9.0 H2), 7.85 (1H,d, J = 166
Hz), 742 (1H, d, J = 16.8 H2), 7.91 (1H,8 ), 7.08 (1H, dd, J = 8.7, 1.5 H2), 8.98 (1H, 8),
6.83 (1H, dd, J= 7.5, 4.0 H2), 5.14 (1H, t, J = 5.8 Hz), 4.16 (2H, d, J = 5.6 Hz), 4.08 (2K,
d, J =72 Hz), 2.48 (3H, 8), 2.30 (3H, 8).

Example 24:  2-(312-{4,6-Dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl}-1 H-indazol-6-ylamino)-
nicotinie acid p-toluens sulfonats

0, OH
H H
I\ x N
N

Prepared In a similar manner o that described for Example 5 except using 2-{3-
[{E)}-2-{4.6-Dimethyl-pyridin-2-vi)-vinyl}- 1-{tetrahydro-pyran-2-y{)- 1H-indazol-8-ylamino}-
nicotinic acid Instead of 2{3-4{2-(4,8-Dimethyl-pyridin-2-yi}-vinyl}-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-
1 Hindaxol-6-ylamino}-benzoic acld.

'H NMR (DMSO-d): & 13.48 (1H, 8), 10.80 (1H, s), 8.83 (1H, d, J = 1.5 Hz), 8.40 (1H,
dd, ) = 4.8, 1.8 Hz), 8.31 (1H. dd, J = 7.7, 1.0 Hz), 8.24-8.19 (2H, m), B.06 (1H,d, J= 8.8
H2), 7.80-7.55 {2H, m), 7.48 {(2H, d, J = 8.1 Hz), 7.22 (1H, dd, J = 8.8, 1.7 Hz ), 7.00 (2H,
d,J=7.9 Hz), 6.05 (1H, dd, J = 7.7, 4.7THz), 2.66 (3H, 8}, 2.54 (3H, 5), 2.27 (3H, 8).
Exsmple 25: N-{3-Cyclopropyl-prop-2-ynyi)-2-{3{(E)-24{4.6-dimethyl-pyridin-2-yi)-
vinyl}-1 Hindazol-8-ylamino}-nicotinamide

&2
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Prepared in a similar manner to that described for Example § above, except using
2-{3-{2-{4,8-Dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl}-1 H-indazol-8-ylamino}-nicotinic acid  p-toluene
sulfonate and 3-Cyclopropyl-prop-2-ynylamine. 'H NMR (DMSO-da): 313.01 (1H, 8),
1120 (1H, 8), 8.19 {1H, b), 8.51 (1H, s), 8.40 (1H, d, J = 4.9 H2), 8.15 (1H, d, J = 75 Hz),
8.05 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.83 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.42 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.31 (1H, 8),
7.05 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.96 (1H, 5), 6.92 (1H, dd, J = 7.5, 4.0 Hz), 4.08 (2H, d, J = 4.14
Mz), 248 (3H, 8), 2.29 (3H, 5), 1.33-1.28 (1H, m), 0.77-0.72 (2H, m), 0.80-0.55 (2H, m).
Exampile 28: 4-Methyl-2-vinyl-pyridine

-~
"l o
A yallow mixiure of 2-bromo-4-methyl-pyridine (Aldrich, 5.2 g, 30.5 mmol, 1.0 eq),

2,6-d-tart-butyl-4-methyl-phenol (Aldrich, 67 mg, 0.3 mmol, 1mol%), tibutyl-vinyl-
etannane (Aldrich, 26.8 mL, 91.56 mmol, 3.0 eq) and tetrakis(triphenyiphosphine) paledium
(0) (Strem, 1.8 g, 1.5 mmol, 5moi%) in toluvene (100 mL) was degassed and purged with
argon. An amber solution was obtained after the mixture was warmed to 100 °C. The
reaction mixiure was quenched after 18 hours by the addition of 1.0 M HCL Tha acidic
extract was washed with ether, adjusted 10 pH 9 with soild sodium bicarbonate, and
extraciad with sthyl acetate. The organic extracts were washed with brine, dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product
(3.7 g of a brown oll) was purified by flash chromatography (slica) and eluted with 0-5%
eihyl acetate-dichloromethane, which gave a clear oll (1.9 g, 53%). 'H NMR (DMSO-d,,
300 MHz) 6 6.39 (1H, d, J = 4.9 Hz), 7.33 (1H, 8), 7.10 (1H, dd, J = 5.0, 0.8 Hz), 8.77 (1H,
dd, 17.5, 10.8 Hz), 8.20 (1H, dd, J = 17.5, 1.7 H2), 5.44 (1H, dd, J = 10.8, 1.8 Hz), 2.31
(3H, 8). ESIMS m/z 120 (M + H)".
Example 27: 3-[2-{4-Methyt-pyridin-2-yi)-vinyl}-6-nitro-1-{tetrahydro-pymn-2-yi)-1H-
indazole
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A suspension of 4-Methyl-2-vinyl-pyridine (Example 23) (1.99, 15.97mmol), 6-
Nitro-1-{tetralhydro-pyran-2-yl)-3-vinyl-1H-indazole (4.96g, 13.3mmol), Pd(OAc), (148mg,
0.88mmol), P{o-tolyi),. and DIEA(3.5ml, 19.96mmol) In degassed DMF (S0m) was heated
under argon a1 100°C for 18hr. The reaciion mixture was cooled and the solids removed
by filtration washing with EtOAc. The filtrate was diluted wih EtOAc and washed with brine
{2), drled (MgSOJ and concentrated under reduced pressure. The reskiue was
chromatographed on silica gel eluting Hexsnes: EtOAC (3:1) 1o give 3.40g (70%) of a
bright yeflow solld.

'H NMR (CDCly) 5 8.58 (1H, 8), 8.50 (1H, d, J = 5.0 Hz), 8.11 (2H, m), 7.89 (1H,
d. J = 16.3 Hz), 7.81 (1H, 5), 7.03 (1H, d, J = 4.3 Hz), 5.83 (1H, dd, J = 2.6, 9.0 Hz), 4.08
(1H, m), 3.82 (1H, m), 2,58 (1H, m), 2.39 (3H, &), 2.18 (2H, m), 1.78 (3H, m). Anal. Calcd
for CaoHaeNOy: C, 85.82; H, 5.53; N, 15.38. Found: C, 65.80; H, 5.52; N, 15.15.
Example 28: 3-{2-(4-Methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-{tetrahydro-pyran-2-yi}-1H-indazo}-
G-ylamine

7 -
O

Prepared In a simiar manner to that described for Example 2 except using {2-(4-
Methyl-pyridin-2-yi)-vimyl}-8-nitro-1-(tetrahydro-pyran-2-yl)-1H-indazole  (Example  24)
instead of 3-{2-{4.8-Dimothyl-pyridin-2-yl)-vinyl]-8-nitro-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)- 1H-
indazole. 'H NMR (DMSO-d): 5 8.43 (1H, d, J=4.8 Hz), 7.79-7.73 (2H, m), 7.50 (1H, 8),
7.39 {1H, d, J=16.4 H2), 7.00 (1H, d, J=4.8 Hz2), 6.64-8.62 (2H, m), 5.57 (1H, dd, J = 9.8,
2.5 Hz), 5.48 (2H, bs), 3.92-3.85 (1H, m), 3.72-3.64 (1H, m), 2.43-2.34 (1H, m), 2.33 (3H,
8), 2.07-2.00 (1H, m), 1.96-1.80 (1H, m), 1.78-1.66 {1H, m), 1.60-1.53 (2H, m).
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Example 20: 2:{3{2-{4-Methy}-pyridin-2-yi)-vinyi}-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)}-1H-
indazol-G-ylaminol-benzolc acid methyl esier

é}j

Preparad in a similar manner 1o that described for Example 3 except using 342-
{4-Methyl-pyridin-2-yi)-vinyf}-1-(tetrahydro-pyran-2-yl)-1H-indazol-8-ylamine instsad of 3-
[2-{4,6-dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyl]-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)- 1H-indazol-6-ylamine. 'H
NMR (DMSO-dy): 59.48 (1H, 8), 8.45 (1H, d, J = 4.9 Hz), 8.13 (1H, d, J=8.7 Hz), 7.83
(1H, dd, J = 8.3, 1.9 Hz), 786 (1H, d, J= 182 Hz), 7.58 (1H, d, J=1.9 Hz), 7.54-7.44 (3H,
m), 738 (1N, d, J=7.5Hz2), 7.18 (1H, dd, J = 8.7, 1.9 Hz), 7.11 {1H, d, J = 4.9 H2), 6.87
(11, 4, J = 8.3 H2), 5.83 (1H. dd, J = 0.4, 2.3 H2), 3.87 (3H, 1H), 3.93-3.84 (1H, m), 3.77-
3,00 (1H, m), 2.46-2.37 (1H, m), 2.34 (3H, 8), 2.10-1.94 (2H, m), 1.81-1.53 (3H, m).
Boample 30: 2-3-2-{4-Methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-{tetrmhydro-pyran-2-yi)}-1H-
indazol-8-ylamino}-benzoic acid

Prepared In a similar manner (o that described for Example 4 above except thal
2-{3{2-{4-Methyl-pyridin-2-yi)-vinyi}- 1{tetrahydro-pyran-2-yi)- 1H-indazol-6-ylamino}-
benzoic acld methy! ester was used instead of 2-342-(4.6-Dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-
(tetrahydro-pyran-2-yl)-1H-indazol-8-ylamino}-banzoic acid methyl ester (Example 3). 'H
NMR (DMSO-dy) & 13.17 (1H, broad s), 9.83 (1H, s), 8.51 (1H, d, J = 5.2 Hz), 8.14 (1H, d,
J=8.7Hz), 705 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.94 (dd, tH, J = 1.5, 8.0 Hz), 7.73 (1H, &), 7.60
{(1H,d, Jd = 1.5 H2), 7.50 (1H, 8}, 7.54 (1H, 8), 7.46 (1H, m), 7.37 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.23
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{(2H, m), 6.88 (1H, t, J = 6.9 Hz), 5.87 (1H, d, J = 7.6 Hz), 3.90 (1H, m), 3.78 (1H.m), 2.45
{1H,m), 2.41 (3H, s), 2.03 (2H, m), 1.77 (1H, m), 1.58 (2H, m).

Example 31:  243-[2-(4-Methyl-pyridin-2-yi)-viny(}-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)- 1H-
indazol-8-ylamino}-N-prop-2-ynyl-benzamide

Q o M _#
G0

Prepared in a similar manner to that described for Exampie 6 above, except using
propergyl amine and 2-3{2-{4-Methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}- 1-{tetrahydro-pyran-2-y1)-1H-
indazol-8-ylamino}-banzoic acid. ' NMR (DMSO-dy) 8 9.87 (1H, 8), .03 (1H, 1, J =55
Hz), B.48 (1H, d, J = 4.9 Hz), 8.08 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.88 (1H, d, J = 18.4 Hz), 7.69 (1H,
d, J = 7.3Hz), 7.53 (1H, 8), 7.44 (4H, m), 7.13 (2H, m), 8.91 (1H, 1, J = 7.9 Hz), 5.81 (1H,
dd, J =22, 8.8 Hz), 4.07 (2H, dd, J«2.5, 5.5 Hz), 3.89 {(1H,m), 3.75 {1H, m), 3.12 {(1H, t. J
= 2.5 Hz), 2.42 (1H, m), 2.36 (3H, 8), 2.00 (2H, m), 1.75 (1H, m), 1.58 (2H, m).
Anal. Calcd for CxHzNyOz « 025 TBME: C, 73.07; H, 6.28; N, 13.84. Found: C, 72.95;
H, 8.30; N, 13.64.
Example 32: 2-(3-{(E)-2-(4-Methyi-pyridin-2-yi)-vinyi}-1H-indazol-6-ylamino}-N-prop-

2-ynyl-benzamide
o MN_2Z
S

Prepared In a similar manner to that described for Example 7 except that 2-{3-{2-
(4-Methyl-pyridin-2-yl)-vinyl]-1-(tetrahydro-pyran-2-yf)-1H-indazoi-8-ylamino}-N-prop-2-
yny-benzamide was used instesd of N-{4-(tart-Butyl-dimethyl-silanyloxy)-but-2-ynyl}-2-{3-
[2-(4,6-dmethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-(tetrahydro-pyran-2-yi}-1H-indazol-8-ylamino}-
benzamide. 'H NMR (DMSO-dy) 5 12.93,.8), 8.79 (1H, 8), 8.02 (1H, 1, J = 5.4 Hz), 8.45
(14, d, J=4.9H2), 008 (1H,d,J=8.7Hz), 788 (1H. d, J = 18.4 Hz), 7.80{1H, d,J=77
Hz), 7.45 (4H, m), 7.27 (1H, s), ), 7.10 {(1H, d, J = 4.8 H2), 7.03 (1H, d, J = 8.8 Hz2), 8.90
{(1H,t, J= 7.9 HZ), 4.08 (2H, dd, J = 2.4, 5.4 H2), 3.12 (1H, t, J = 2.4 HZz), 2.35 (3H, 8).
Anal, Caled for CxHyNsO = 0.35 CH,Cly: C, £9.64; H, 5.00; N, 16.02. Found: C, 69.65;
H, 5.15; N, 15.80.

PCT/IB2003/005854
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Bample 33: N-(2-Methyl-aliyl)-2-{3-]2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-{tetrahydro-
pyran-2-yi)-1H-indazol-6-ylamino}-benzamide

Prepared in a similar manner o that described for Example 8 above, axcept using
2-Methyl-allylamine and 2-{34{2-{4-Methyl-pyridin-2-yi)-vinyl]-1-(tetrahydro-pyran-2-y{}-1H-
indazoi-8-yiamino}-benzolc acid. 'H NMR (DMSO-d,) B 9.88 (1H, 8), 8.81 (1H, 1, J= 55
Hz), 848 (1H, d, J=4.9 Hz), 8.07 {1H, d, ) = 8.9 Hz), 7.88 (1H, d, J = 18.4 H2), 7.75 (1H,
d, J = 7.7 Hx), 7.54 (1H, 8), 7.50 (1H, d, J = 18.4 Hz), 7.43 (3H, m), 7.11 (2H, m), 6.92
(1K, t,J = 8.1 H2), 5.81 {1H, dd, J = 2.5, 9.8 HZ), 4.83 (2H, d, J = 11.5 Hz), 3.81 (4H, m),
241 (1H, m), 2.35 (3H, 8), 2.00 (2H, m), 1.76 (1H, m), 1.73 (3H, &), 1.58 (2H, m). Anal
Caled for CyHxNgO; » 0.80 TBME: C, 72.71; H, 7.43; N, 12.11, Found: C, 72.43; H,
T7.57: N, 12.02.

Example 34: N-(2-Methyt-allyl)}-2-{[(E)-2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}- 1H-indazol-6-
yiamino}-benzamide

s en

Prepered in a simllar manner 1o that dascribed for Exampie 7 axcept that N-{2-
Methyt-aliyl)-2-{3-{2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}- 1-{tetrahydro-pyran-2-yi)- 1H-indazol-6-
ylamino}-benzamide was used instead of N-{4-(ten-Buty-dimethyl-silanyloxy)-but-2-ynyl}-
2-{34{2-{4,6-dmethyt-pyridin-2-yl)-vinyl]- 1-{tetrehydro-pyran-2-yi)-1H-indazol-8-ylamino}-
benzamide. 'H NMR (DMSO-dg) 8 12.90 (1H, 8), 9.78 (1H, 3), 8.80 (1H, t, J = 5.5 Hz),
845 (1H, d,J = 5.1 Hz), 8.07 (1H, d, J = 8.9 H2), 7.88 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.75 (1H, d, J
= 7.9 Hz), 7.51 (1H, 8), 7.48 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.43 (2H, m), 7.24 (1H, 8), 7.10 (1H,d, J
= 4.9 Hz), 700 (1H, dd, J = 1.9, 8.9 Hz), 8.91 (1H, 1, J = 8.1 H2), 4.82 (2H, d, J = 11.3 H2),
3.83 (2H, d, J = 5.8 Hz), 2.35 (3H, &), 1.73 (3H. 5).

Anal Calcd for CagHasN:Q « 0.20 M,O: C, 73.11; H, 5.99; N, 16.40. Found: C, 73.13; H,
6.03; N, 18.13.
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Exgmpie 35: N-(3-Cyclopropyi-prop-2-ynyl)-2-[3-{2-(4-methyl-pyridin-2-y1)-vinyl}-1-
(tetrahydro-pyran-2-yi)-1 H-Hndazol-6-ylamino}-benzamide

Q
s

Prepared in a similar manner {o that described for Example 6 above, excepl using
2-43-2-(4-methyl-pyridin-2-yl)-vinyl]- 1-{tetrahydro-pyran-2-yl)- 1 H-indazol-8-ylamino}-
benzolc acid and 3-Cyclopropyl-prop-2-ynylamine. 'H NMR (DMSO-dg): 5 9.88 {1H, bs),
8.93 (1H, ), 8.46 (1H, d, J = 4.8 Hz), 8.08 (1M, d, J = B.7 Hz), 7.85 (1H. d, J = 16.4 Hz),
7.60 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.54-7.40 (SH, m), 7.14-7.11 (2H, m), 6.90 (1H, t, J = 6.1 Hz),
5.81 {(1H, d. J = 7.5 Hz), 4.02 (2H, d. J = 3.6 Hz), 3.95-3.85 (1K, m), 3.78-3.72 (1H, m),
2.49-2.35 (1H, m), 2.35 (3H, s), 2.15-2.01 (24, m), 1.87-1.55 (3H, m), 1.30-1.25 (1H, m),
0.77-0.70 (2H, m), 0.59-0.54 (2H, m).

Example 36: N-{3-Cycloprop-2-ynyl)}-2{3H{(E)-2-{4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}- 1H-
Indazol-6-ylemino}-benzamide

Prapared In a similar manner to that described for Example 7 above except using
N-(3-cycloprop-2-ymyl)-2-[3-{2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl]-1-(tetrahydro-pyran-2-yl)-1H-
indazol-8-ylamino}-benzamide instead of N-4-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxy)-but-2-ynyl)-2-
[3-{2-{4.6-dmethyl-pyridin-2-yi)-vinyl]-1-(tetrahydro-pyran-2-yi}-1 H-indazol-§-ylamino}-
benzamide. 'H NMR (DMSO-dg): & 12.81 (1H, 8}, 9.79 (1H, s), 8.91 (1H, t, J = 5.6 H2),
844 (1H,d, J=4.8 Hz), 8.068 {(1H, d, J=8.7 Hz), 7.87 (1H, d, J= 16.6 Hz), 7.67 {1H, dd, J
=79, 1.5 Hz), 7.50-7.35 (4H, m), 724 (1H, d, J = 1.9 Hz)}, 7.09 (1H, d, J = 4.9 H2), 7.00
(1H, dd, J=B.7, 1.5 H2), 6.88 (1H, di, J = 4.1, 1.5 H2), 4.00 (2H, dd, J = 5.3, 1.9 Hz), 2.34
(3H, ), 1.31-1.23 (1H, m), 0.75-0.88 (2H, m}, 0.56-0.52 (2H. m}.

PCT/IBXM3N05854
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Example 37: 2-{3-{2-{4-Methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1H-indazol-6-ylamino}-N-pyridin-2-
yimethyl-benzamide

Preparad In & sknilar manner 1o that described for Example 6 and Example 7
sbove excapt using 2-{3-{2-{4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl]-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-
Indazol-8-yiamino}-benzoic acid and C-Pyridin-2-yiHmethylamine. 'H NMR (DMSO-ds, 300
MH2) 8§ 12.91 (1H, 8), 8.77 (1H, 6), 8.19 (1H, 1, J = 5.8 Hz), 8.50 (1H, d, J = 4.1 Hz), 8.45
('H, d, J = 5.0H2), 8.06 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.88 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.82-7.70 (2H, m),
7.61-7.25 (TH, m), 7.10 (1H, d, J = 4.8 Hz), 6.88 (1H, dd. J = 8.8, 1.8 H2), 6.06-8.01 (1H,
m), 458 (2H, d, J = 5.9 H2), 2.35 (3H, 8). ESIMS nvVz 461 (M + H)*. Anal. Calcd. for
CutagO x 0.3 MTBE: C, 72.71; H, 5.77; N, 17.25. Found: C, 72.38; H, 5.80; N, 18.88.
Exampie 38: 2-{3-{2-{4-Methyl-pyridin-2-yi}-vinyl}-1H-Indazol-6-ylamino)-N-pyridin-4-
yimathyl-benzamide

Prepared In a similar manner to that described for Examples 6 and 7 sbove

excopt using 2{3-2-{4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl|-1-{tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-indazol-6-
ylamino}-benzoic acid and C-Pyridin-4-yl-methylamine.

'H NMR (DMSO-dy, 300 MH2) 5 12.90 (1H, 8), 9.73 (1H, 8), 921 (1H, L J = 5.9 H2), 8.48-
8.44 (3H, m), 8.08 (1H,d, J = 8.7 H2), 7.88 {(1H. d. J = 18.4 Hz), 7.81 (1M, d. J = 7.5 H2).
7.51-740 (4H, m), 7.31 (2H, d, J = 58 Hz), 724 (1H, 8}, 7.11 (1H, d, J = 4.4 H2), 7.00
{1H, dd, J = 8.7, 1.7H2), 6.97-6.92 (1H, m), 4.50 (2H, d, J = 5.9 Hz), 2.35 (3H, 8). ESIMS
m/z 481 (M + H)". Anal. Calcd. for CaaHaNgO x 0.4 HeO x 0.7 MTBE: C, 71.36; H, 8.45;
N, 15.85. Found: C, 71.27; H, §.29; N, 15.53,
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Exampis 39: N-(6-Methyi-pyridin-2-yimethyt)-2-{3-[2-(4-mathyl-pyridin-2-yi)-vinyi}-
1H-Indazol-6-ylamino}-benzamide

ayh L

o'

Prepared In a similar manner to that described for Examples 6 and 7 above
except using 2-[3-{2<(4-methyt-pyridin-2-yi)-vinyl}- 1-{letrahydro-pyran-2-yi)- 1 H-indazol-8-
ylamino}-benzoic acid and C-{6-Methyl-pyridin-2-yi)-methylamine.

'H NMR {DMSO-d,, 300 MH2) 512.92 {1H, 8), 9.76 {1H, 8), 8.20 {1H, t, J =58 H2), 8.44
(1H,d,J= 4.9 Hz), 8.05 (1H,d, J=8.6 Hz), 7.86 (1H, d, J=~ 16.4 Hz), 781 ('H,d, J= 7.7
Hz), 7.50 (1H, 1, J = 7.7 Hz), 7.48-7.37 {4H, m}, 7.23 (1H, s), 7.11-7.08 (34, m), 8.99 (1H,
dd, J = 8.7, 1.6 Hz), 6.95-6.80 (1H, m), 4.51 (2H, d, J = 5.0 Hz), 2.42 (3H, 8), 2.33 (3H, 9).
ESIMS m/z 475 (M + H)*. Anal. Caled. for CagHogN,O x 0.4 DCM: C, 68.98; H, 529: N,
16.30. Found: C, 68.84; H, 5.42; N, 16.20.

Example 40: N{(2,5-Dimethyl-2H-pyrazol-3-yimethyi)-2-[(E)-3-[2-{4-methyl-pyridin-2-
yi)-vinyf}-1-Qetrahydro-pyran-2-yi)-1 H+-indazol-6-ylamino}-benzamide

N=
",

Prepared In a similar manner to that described for Example 8 above, except using

O -
. ,1,.::.116

2{3-[2-{4-methyi-pyridin-2-yi-vinyl)-1-(tetrahydro-pyran-2-yl)- 1 H-indazok6-ylaminol-
benzolc acid end C-(2,5-Dimethy-2H-pyrazol-3-yl)-methylamine. 'H NMR (DMSO-dy) &
9.81(1H, 8), 9.05 (1H, bt), 8.46 8.7 Hz), 7.85 (1H, d, J=18.4 Hz), 7.71 (1H, d, J=7.5 Hz),
7.54-7.40 (§H, m), 7.11-7.00 (2H, m), 6.91 (1H, 1, J = 6.9 Hz), 5.94 (1H, 8), 5.80 (1H, d.
Ju7.3Hz), 4.45 (2, d, J=5.5 Hz), 3.93-3.85 (1H, m), 3.78-3.69 (1H, m), 3.73 (3H, 3),
2.45-2.35 (1H, m), 2.35 (3H, &), 2.07 {3H, s), 2.06-1.95 (2H, m), 1.85-1.53 (m, 3H).

2.4
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Example 41: N-(2,5-Dimethyl-2H-pyrazol-3-yimethyl)-2-{3-{(E)-2-(4-methyl-pyridin-2-
yl)-vinyl}-1H-indazol-6-ylamino)-benzamide

mm)wbcr%

Prepared in a similar manner to that described for Example 7 except using N-{2,5-
Dimetiryl-2 H-pyrazol-3-yimetityl)-2-{(E)-3H{2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyf]- 1-{tetrahwdro-
pyran-2-y-1Hindazol-8-ylamino}benzamide  Inatead of  A-[4-{tert-butyl-dimethyl-
slianyloxy)-but-2-ynyl)-2{3-{2-(4,8-dimethy}-pyridin-2-yi}-vinyl}-1-{letrahydro-pyran-2-y)-
1H4ndazol-8-ylamino}-benzamide. 'H NMR (DMSO-dg) 0 12.90 (1H, s), 9.70 (1H, s),
9.03 (1H, t, J=6.0 Hz), 8.44 (1H, d, J = 4.9 Hz), B.06 (1H, d, J = 9.0 Hz), 7.57 (1H, d,
J=16.2 Hz), 7.70 (1H, d, J=7.5 Hz), 7.50-7.38 (4H, m), 7.22 (1H, 8). 7.1 (1H,d, J =5.8
Hz), 6.99 (1H, dd, J = 8.7, 1.5 Hz), 8.90 (1H, d, J=7.9, 1.9 H2), 5.91 (1H, s), 4.43 (2H, d,
J=5.6Hz), 8.72 (3H, 8), 2.34 (3H, 8), 2.05 (3H, 8).

Exampie 42: 1-Methyl-1H-benzoimidazole-2-carbaldehyde oxime

N N-OH
Sas
N
\

To a stired suspension of 1-Methyl-1H-benzoimidazole-2-carbaldehyde (980mg,
68.61mmof) in HO (10ml) was added a solution of Sodium Acelate (3.25g, 39.88mmol)
and Hydroxylamine hydrochioride (1.38g, 19.84mmol) in 10mi of H;0. The reaction was
stimed at rt for 2hr and the thick precipitate was collected by fillration, washed with water
and dried under vacuum to give 1.02g (84%) of a white solld. 'H NMR (DMSO-dg) 5 12.08
(1H.8). 828 (1H,8), 785 (1H,d, J=75Hz), 7.60 (1H, d, J = 8.8Hz), 7.32 (1H, t, U =72
Hz); 7.23 (1H, 1, J = 8.8 Hz), 4.00 (3H, 3).

Anal. Calcd for GHgN,O: C, 61.70; H, 5.18; N, 23.98. Found: C, 61.80; H, 5.23; N,
23.08.
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Example 43: C-(1-Methyl-1H-benzoimidazol-2-yl)}-methylamine dihydrochloride

N NH,
-
N
\

A Par preassure boitle was charged with 1-Methyl-1H-banzoimidazole-2-
carbaldehyde oxime M (267mg, 1.6mmol), 10% Pelladium on Carbon (75mg), con HCI
(2drops) and EtOH (25ml). The reaction mixiure was shaken under 45psi H, for 2hr
before the catalys! was removed by filtration, The filtrate was concentrated under reduced
pressure and the residue was triturated with Et;O to give 340mg (90%) of a white sclid as
the dihydrachloride sait and was used without further purification. 'H NMR (DSMO-dy): &
8.87 (2H, broad 3), 7.72 (2H, m), 7.38 (2H, m), 4.50 {2H, s}, 3.89 (3, 8).

Example 44: N-{1-Methyi-1H-benzoimidazol-2-yimethyl)-2{3-[2-{4-methyl-pyridin-2-
yi)-vinyl}-t-(tetrahydro-pyran-2-yl)- 1H-indazol-§-ylamino}-benzamide

TR

Prepared in a similar manner to that described for Exampis 6 above, except using
C-{1-Methy}-1H-benzoimidazol-2-yi)-methylamine hydrochlorida N and 2-[34{2-(4-Methyl-
pyridn-2-y|)-vhyl]-1-(h|raﬁydro—pynn-2—ﬂ)—1 H-indazol-8-ylamino]-benzoic acid. 'H NMR
(DMSO-dy) 6 9.82 (1H, 8), 9.20 {1H, 1, J = 5.3 Hz), 8.46 (1H, d, J = 4.9 Hz), 8.07 (1H, d, J
= 8.9 H2), 7.85 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.74 (1H, d, J = 7.3 H2), 7.58 (1H. d, J = 7.2 H2), 7.50
(6H. m), 7.10 (4H, m), 6.92 (1H,t, J = 8.1 Hz), 5.78 (1H, dd. J = 2.5, 9.5 Hz), 4.79 (2H, d,
J = 5.5 Hz), 3.89 (1H,m), 3.83 (3H, 8), 3.71 (1H, m), 2.41 (1H, m), 2.35 (3H, s}, 2.00 (2H,
m). 1.74 {1H, m), 1.57 (2H, m).

Anal. Calcd for CagHagNyOs » 0.85 Hexanes: C, 73.31; H, 8.80; N, 15.00. Found: C, 72.92;
H, 6.00; N, 14.71.

Example 45: N-{1-Methyl-1H-benzoimidazol-2-yimethyl)-2-{3-[(E)2-{4-methyl-pyridin-
2-yi)-vinyf}-1H-4indazol-6-ylamino)-benzamide

77
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Prepared in a similar menner to that deacrbed for Example 7 axcapt that N-(1-
Methyl-1H-benzolmidazol-2-yimethyl)-2-{3-{2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1 {tetrahydro-
pyran-2-yi)-1H-indazol-8-ylamino}-benzamide was used Instead of of N-{4-{tert-Butyi-
dimethyl-sllanyloxy)-but-2-ynyi}-2-{3{2-{4,6-dimethyl-pyridin-2-yi)-vinyl}- 1-{tetrahydro-
pyran-244)-1H-indazol-8-ylamino}-benzamide. 'H NMR (DMSO-d,) 512.93 (1H, s), 8.73
(1H, 8), 8.18 (1H, t, J = 5.3 Hz), 8.45 (1H, d, J = 4.8 H2), 8.06 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.88
{(1H, d, J= 184 Hz), 7.74 (1H, d, J = 7.9 H2), 7.60-7.36 (6H, m), 7.28-7.14 (3H, m), 7.10
(1H,d,J=4.7Hz),7.04 (1H,dd, J=1.8,89Hz), 891 (1H, L, =73 Hz), 478 (2H, d, J =
5.3 Hz), 3.83 (3H, 8), 2.35 (3H, 8).

Anal Calcd for CayHyyN;O ¢ 1.80H0e 0.40CH,Cly: C, 85.02; H, 5.48; N, 16.91. Found:
C.84.897; H, 5.82; N, 17.08.
Example 48: 1-Methyl-1H-imidazole-2-carbaldehyde oxime

m’

Prepared in a similar manner to that described for Exampla 38 except that
1-Methyl-1H-imidazole-2-carbaldehyde was used Instead of 1-Methyl-1H-benzolmidarole-
2-carbaldehyde.

'H NMR (DMSO-dy): 811.50 (1H, s), 8.05 (1H, s). 7.28 (1H, 8). 6.95 (1H, 8), 3.80 (3H, s).
Anal. Calcd for CgHN;O: C, 47.80; H, 5.64; N, 33.58. Found: C, 48.22; H, 558; N,
33.45.

Example 47: C-{1-Methy}-1H-imidazol-2-yi)-methylamine dihydrochloride

p
LY

Prepared in a similar mamner to that described for Exampie 40 except that 1-
Methyl-1H-imidarole-2-carbaldehyde oxime was used Instead of 1-Methyl-1H-
benzoimkiazole-2-carbaldehyde oxdme. 'H NMR (OMSO-dy): 8 7.45 (1H, 8), 7.20 (1M, 8).

425 (21H, 9), 3.78 (3H, 9).
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Exampls 48: N-{1-Methyl-1H-imidazol-2-yimethyl)-2{3{2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-
vinyl}-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-1H-indazol-8-ylamino}-benzamide

0
TG,

Prepared in a similar manner to that described for Example 6 above axcept using
C~{1-Mathy}-1H-imidazol-2-y)-methylamine hydrochioride and 2-[3-{2-{(4-Methyl-pyridin-2-
yivinyl}-1-(sstrahydro-pyran-2-yi)-1 H-indezol-6-ylamino}-ben2oic acid. 'H NMR (DMSO-
dy) 5 9.83 (1H, 8 9.03 (1H, t, J =55 Hz), 845 (1H, d, J=4.7 H2), .09 (1H,d, J=85
Hz), 7.85 (1H, d , J = 18.5 Hz), 8.67 (1H, d, J = 7.3 Hz), 7.53-7.30 (4H, m), 7.11 (3H, m),
8.90 (1H,d, J= 8.9 Hz), 8.88 (1H, 8), 5.79 (14, d , J = 8.9 Hz), 5.75 (1H, 8), 4.54 (1H,d ,
J= 5.5 Hz), 3.85 - 3.70 (2H, m), 3.668 (3H, 3), 2.35 (3H, 8), 2.10 (2H, m), 1.70 (2H, m),
1.80 (34, m). Anal Calcd for CoHyN,O, 0.8 CH,Cla: C, 63.89; H, 5.672; N, 15.93.
Found: C,83.85;H,5.72; N, 16.01.

Example 48: N-{1-Methyl-iH-imidazol-2-yimethyl)-2-{3-{2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-
vinyl}1H-indazol-6-ylamino)-benzamide

| f‘“tbtm

Prepared in a similar manner to thet described for Example 7 except that N-(1-
Methyt-1H-imidazol-2-yimethyl)-2-{3-{2-(4-methyl-pyridin-2-Wi}-vinyl}- 1 -{tetrahydro-pyran-2-
yi>-1H-indazol-8-ylamino}-benzamide was used instead of of N-{4-(lert-Butyl-dimethyl-
slanyloxy)-but-2ynyf}-2-{3-{2-(4,6-dimethyl pyridin-2-yl)-vinyl}- 1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-
1H-indazol-8-ylamino}-benzamide. 'H NMR (DMSO-dg) 5 12.89 (1H, g 9.72 (1H, 5 8.99
(1H,t, J=58Hz),844 (1H,d, J=49H2),805(1H,d, J=8.7 H), 786 (1H,d , J =164
Hz), 7.88 (14, d , J = 8.7 Hz), 7.49-7.36 (4H, m), 7.24 (1H, m), 7.08 (2H, d, J = 8.1Hz),
7.02 {(1H, d, J = 3.0 H2), 6.88 (1H, 1, J = 6.9 H2), 6.81 (1H, 6), 4.52 (2H, d , J = 5.5 H2),
3.20 (3H, 8), 2.34 (3H, 8). Anal. Calcd for CpHgsN;O ¢ 0.35CH,Cl: €, 68.56; H, 5.25; N,
18.88. Found: C, 68.48; H. 5.85; N, 19.58.

PCTAB2003/HS854
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Example 50:  N-{4-Hydroxy-but-2-ynyl)-2-{3-{2-{4-methyl-pyridin-2-yi}-vinyl]-1-
(tetrahydro-pyran-2-yi)-1 H-indazol-6-ylamino}-benzamide

e ool

Preparad In a similar manner to that described for Example 6 except using 2{3-
{2-{4-methyl-pyridin-2-yl)-vinyl}- 1-{letrahydro-pyran-2-yl)-1 H-indazoi-6-ylamino}-benzolc
acid and 4-(tert-Butyl-dimethyl-silanyloxy)-but-2-ynylamine. 'H NMR (CDChL): & 9.48 (H,
8),8.46 (1H,d,J=5.3 Hz), 7.92 (1H, d, J = 8.0 H2), 7.83 (1H, d, J = 18.2 Hz), 7.52 (1H, d,
J = 16.8 Hz), 7.48-7.41 (2H, m), 7.34-7.31 (3H, m), 7.12 (1H, dd, J = B.7, 1.9 Hz), 8.89
(1H,d, J = 49 Hx). 6.81 (1H, t. J = 6.8 Hz), 6.40 (1H. 1, J = 4.0 Hz), 5.62 (1H, dd, J = 0.4,
3.0 Hz), 4.28-4.23 (4H, m), 4.08-4.01 (1H, m). 3.76-3.67 (1H, m), 2.63-2.49 (1H, m), 2.38
{3H, 8), 2.22-2.06 (2M, m), 1.80-1.60 (3H, m).

Example 51: 2-{(3{(E)-2<(4-Methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-tH-indazol-6-ylamino)}-N-{4-
hydroxy-but-2-ynyl)-benzamide

W™

. Prepared in a simiiar manner to that descyibed for Example 7 except using @

mbdure of N{4-Hydroxy-but-2-ynyl)-2-[3-[2-(4-methyl-pyridin-2-yi)-vinyl}-1-(tetrahydro-
pyran-2-yi)-1H{ndazol-6-ylamino}-benzamide and N-{4-{tert-butyl-dimethyl-sllanyloxy)-but-
2-ynyl)-2-{3-{2-{4-methyl-pyridin-2-yl)-vinyl]- 1-(tetrahydro-pyran-2-yi)- 1 H-indazol-6-
ylamino}-benzamide instead of N{4-(tert-butyl-dimethyi-silanyloxy)-but-2-ynyl)-2-]3-{2-{4.6-
dimethyl-pyridin-2-yl)-vinyf}-1-(tetrahydro-pyran-2-yi)-1 H-indazol-8-ylamino}-benzamide.
'H NMR (DMSO-dy): 8 12.92 (1H, 8), 9.83 (1H, 8), 9.00 (1H, t, J = 5.3 H2), 8.44 {1H, d, J
= 4.9 Hz), 8.08 (1H, d, J = 8.0 Hz), 787 (1H, d, J = 18.6 Hz), 7.68 (1H, d, J = 7.9 Hz),
7.50-7.38 (4H, m), 7.28 (1H, 8), 7.09 (1H, d, d = 5.3 H2), 7.01 (1H, dd, J = 8.7, 1.5 Hz),
6.88 (1H,dt, J = 8.8, 1.5 Hz), 5.11 (1H, 1, J = 3.0 Hz), 4.10-4.04 (4H, m), 2.34 (3H, 8).
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Example 52 2{3-{Pyrrol-1-yliminomethyl)-1-(2-trimethyisiianyl-ethoxymethyl)-1H-
indazol-6-yiamino}-benzolc acld methyl ester

A

Prepared in a similar manner to that described for Examples 2 and 3 above
except starting with 6-Nitro-3-styryl-1-(2-trimethyisilanyl-ethoxymathyl)-1H-indazols
Instead of 8-lodo-3-styry-1-(2-rimethyislianyl-athoxymethyl)- 1H-indazole.
This material was taken on as a crude mixture of peduct and 2-Amino-benzolc acid mathyl
ester In the naxt step.
Example 53: 2{3-(Pyrrol-1-yliminomethyl)-1-(2-trimethyisllanyl-sthoxymethyl)-1H-
indazol-8-ylamino}-benzolc acld

lsclated as a byproduct from reaction of N-[4-{tert-Butyl-dimethyl-slianyloxy)-but-
2-ynyl}-2-{3-{pyrol-1-yiiminomethyl)-1-{2-irimethylelianyl-ethcxymathyl)-1 H-indazol-6-
ylamino}-benzamide and TBAF using a procedure simliar to Example 11 in US Serlal
Number 09/809,335, fied June 30, 2000, hereby incorporatd In s entirety for al
purposes. 'H NMR (DMSO-dy) 5 13.19 (1H, broad § 10.00 (1H, s, 8.13 (1H, ), 8.37 (1H,
d,J=8.7 Hz),8.08 (1H,d, J= 7.5 H2}, 7.75 (1H, 8), 7.64 (2H, t, J = 2.3 H2), 7.54 (2H, m),
7.35 (1H, dd, J = 1.9, 8.7 H2), 6.99 (1H. m), 8.33 (2H, t, J » 2.3 Hz), 5.80 (2H, s), 3.68
{2H, L J= 8.1 H2), 0.64 (2H,t,J = 8.1 Hz), 0.00 (8H, s).
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Example 54  N-{3-Cyclopropyl-prop-2-ynyi)-2-[3-{pyrrol-1-yliminomethyl)-1-(2-

trimetivyisilanyl-sthoxymethyl)-1H-indazol-6-ylamino}-benzamide

s
- J:D,uéu

Prepared In a similar mannef to thet described for Example 6 above, except using
243-(Pymol-1-yiminomethyl)-1-(2-trimethyislanyl-ethoxymethyl)- 1 H-indazol-8-ylaminc)-
benzolc acld and 3-Cydopropyl-prop-2-ynylamine. 'H NMR (DMSO-dy) & 9.83 (1H, g 8.89
(1H.8), 8.96 {1H, d, J = 5.8 Hz), 8.20 (1H, d, J = B9 Hz), 7.88 (1H, d , J = B.1 Hz), 7.51
(4. m), 7T37T(IH, ¢, J=B8B8H2), 714 {(1H, d, J = 8.0 H2), 691 {(1H,$, J =75 Hz), 821
(2H, t, J = 2.3 Hz), 5.74 {2H, 8), 4.00 (2H, dd, J = 2.0, 5.8 Hz), 3.55 (2H, 1, J=7.9 Hz),
1.28 (1H, m), 0.82 (2H, t, J = 7.9 Hz), 0.72 (2H, m) 0.54 (2H, m), -0.12 (0H, 6).

Example 55: N-{3-Cyclopropyl-prop-2-ynyl)-2-{3-{pyrrol-1-viiminomethyl}- 1H-Indazol-
S-ylamino}-benzamide

/—_~q

paacecly
o

Prapared in a similar manner to that dascribed for Example 11 In US Patent
Application Serial Number 09/800,335, fled June 30, 2000, herein incorporated by
meference in s entirety for all purposes, except that N-{(3-Cyclopropyl-prop-2-ymyl)-2{3-
(pymrol-1-yliminomethyl)-1-{2-trimethyisilanyl-ethoxymethyl)-1 H-indazol-8-ylamino})-
benzamide was used instasd of N-methyl-N-{3-styryl-1-{2-trimethyl-silanyl)-sthoxymethyl}-
1H-indazol-8-yl}-benzene-1.3-damine. 'H NMR (DMSO-dg) 5 13:29 (1H, s), 9.83 (1H, 5
8.98 (1H, 8), 8.95 (1H, t, J = 5.5 Hz), 8.18 (1H, d, J = 8.9 Hz), 7.68 (1H, d, J = 7.5 Hz),
752 (2H, 4, J=2.3 Hz). 7.43 (2H, m), 7.29 (1H, 8), 7.07 (1H, ad, J = 1.9, 8.7 H2), 6.91
(1H,t, J=74H2),821 (2H, t, J = 2.3 HZ), 4.0 (2H, dd, J = 1.7, 5.5 H2), 1.27 (1H, m),
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0.73 (2H, m), 0.55 (2H, m). Anal Calcd for CosHNgO « 0.05Hexanes « 0.30 H;O: C,
70.31; H, 5.43; N, 19.45. Found: C, 70.83; H, 5.38; N, 10.18.

Example 56: N-{4-(tert-Butyl-dimethyl-silanyloxy)-but-2-ynyll-2-{3-{pyrrol-1-
yliminomathyl)-1-{2-trimethyisilanyl-ethoxymethyl)-1H-indazol-6-ylamino}-

ol
1 .
C o=
. -N)'_D_H I(_F
Forg

benzamide

Prepared In a similar manner to the! described for Example 6 above except using
2-]3-(Pymrol-1-yiminomethyl)-1-(2-rimethylisilanyl-ethoxymethyl)-1H-Inda2ol-8-ylamino}-
benzoic acld and 4-{iert-Butyl-dimethyl-ellanyloxy)-but-2-yrylamine. 'H NMR (DMSO-dg) B
10.04 (1H, 5 9.16 (1H, 1, J = 5.3 Hz), 9.10 {(1H,5), 8.31 (1H,d, J=8.7Hz),7.78 (1H, d, J =
7.8 Hz), 7.67 (4H, m), 7.48 (1H,1,J =85 Hz), 7.24 (1H, dd, J = 1.7, 8.7 Hz), 7.03 (1H. 1. J
=74 H2),8.33(2H, t, J = 2.3 Hz), 5.85 (2H, 8). 4.83 (2H, 6), 4.19 (2H, d, J = 5.5 Hz), 3.66
(2H, t, J = 7.9 Hz), 0.94 (2H, m), 0.89 (9H, s), 0.13 (6H, s), 0.00 (OH, s).

Example B57: N-(4-Hydroxy-but-2-ynyl)-2-[3-(pyrrol-1-yliminomethyl}-1H-indazol-6-
yiamino}-benzamide

o M_#
M0
&

Prepared in & simlar manner 1o that described for Example 11, In US Patent
Application Serial Number 08/609,335, filed June 30, 2000, herein incorporated by
reference in its entirety for all purposes, except that N-[4-(tert-Butyl-dimethyl-silanyloxy)-
but-2-ynyl]-2-[3-(pymmal-1-yliminomethyl)- 1-(2-trimethylsilanyl-ethoxymethyt)-1H-indazol-6-
ylamino}-benzamide was used instead of N-methyl-N-{3-styryl-1-[2-trimethyi-silanyl)-
ethoxymethyl]-1H-indezol-6-yl}-benzene-1,3-diamine. 'H NMR (DMSO-d,) 8 13.30 (1H,
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8), D.87 (1H, 1 8.04 (1H, t, J = 5.3 Hz), B.99 (1H, 8), 8.19 (tH, d, J = 8.5 H2), 7.70 (1H, d,
Ja7.3Hz), 748 (4H, m), 7.31 (1H, 8), 7.08 (1H, dd, J = 1.7, 8.7 Hz),8.81 (1H, ¢, J = 7.3
Hz), 821 (2H, 1, J =2.1 Hz), 5.14 (1H, 1, J = 5.8 H2), 4.10 (2H,d, J = 5.5 H2), 4.06 (2H, d
,J = 5.8 Hz). Anal. Calcd for CrgHeNeOx 0.35Hexanes =020 H,0; C, 67.45; H, 5.85: N,
18.81. Found: C, 67.70; H, 5.73; N, 18.56.

Exampte 58: 2,5-Dimethyl-2H-pyrazole-3-carbonitrile

2,5-Dimethyt-2H-pyrazoie-3-carbonitrle was prepsred from ethyl 1.3
dimethyipyrazole-5-carbaxdate according io procedures published for 1-methyl-pyrazol-5-
carbonitriie by Castellanos, Marla and Monisermat, Liinas; JCS Perkins Trans | (1885)
1209-1215. 'HNMR (CDCl) 56.52 (1H, 5), 3.98 (3H, ), 2.27 (3H, 8).

Exampie 59: C{(2,5-Dimethyl-2H-pyrazol-3-yiy-methylamine

N\

|

\
H,N N

A suspension of 2,5-Dimathyl-2H-pyrazole-3-carbonitrie (654 mg, 5.4 mmol) and
10% pafisdium on carbon (200 mg) In ethanol (15 mL) was shaken in & Par
hydragenation apparatus under 45 psl Hy for 17 hr. The mixture was fillered through cefite
and the fitrate was concentrated under reduced pressure o give 808 mg of an oil which
was usad without any further purification. 'H NMR (CDCl) 5 501 (1H, s), 3.81, 3.73
(2H,2s), 3.75 (3H, 8),2.21 (3H, 3).
Example 80: A{2.5-Dimethyl-2/-pyrazol-3-yimethyl)-2-{3-(pyrrol-1-yliminomethyl)-1-
(2-trimethyisRanyl-sthoxymethyl)-1H-indazol-$-ylamino}-benzamide
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Prapared In a simliar manner to that described for Exampie 6 above except using
23{Pymoi-1-yiiminomethyl)-  1-(2-timathyisilanyl-ethoxymethyl)-1H-indazol-8-ylamino}-
benzoic acid and C-(2,5-Dimethyl-2H-pyrazol-3-yl)-methylamine. 'H NMR (CDCl,) 8 9.56
(1H, 8), 8.68 (1H, 8), 8.30 {1H, d, J = 8.7 Hz}, 749 (1H, d, J=B.3 H2), 743 (1H, dd, J =
7.9, 1.5 Ha), 7.36-7.31 (2H, m), 723 (2H, t, J=2.6 H2), 7.17 (1H, dd, J = 8.7, 1.9 H2), 6.83
(1H, t, J=7.2 Hz), .32 (1H, bt), 6.29 (2H, t, J=2.3 Hz), 6.01 (1H, ), 5.67 (2H, 3), 4.61 (2H,
d, J=5.8 Hz), 3.60 (3H, 8), 3.58 (2H, 1, J=8.3 Hz}, 222 (3H, s}, 0.90 (2H, t, J=8.7 Hz), 0.08
(9H, s).

Example 61: N-{2,5-Dimethyl-2H-pyrazol-3-yimethyl)-2-{3-(pyrrol-1-yliminomethyl)-
1H-indazol-8-yiamino}-benzamide

$1G
0

Prepared In & similar manner 1o that described for Example 11 in US Patent
Application Serial Number 09/609,335, filed June 30, 2000, herein incorporated by
reference In its entirety for all purposas, except that N-(2,5-Dimethyl-2H-pyrazol-3-
yimathyl)-2{3-{pyrrol-1-yiminomethyl)-1-(2-trimethyisilanyl-athoxymethyl}-1 H-indazol-6-
ylamino}benzamide was used instead of N-melhyl-N-{3-styryl-1{2-trimethyl-silanyl)-
ethoxymethyl}- 1H-indazol-8-yi)-benzane-1,3-dlamine. 'H NMR (DMSO-dg) & 13.27 (1H,
8), 9.72 (1H, 8}, 8.05 (1H, 1, J= 5.3 Hz), 8.97 (1H. 8), 8.16 (1H, d. J = 8.7 Hz2), 768 (1H,
dd, J=8.3, 1.9 Hz), 7.50 (2H, 1, J=2.68 Hz), 7.46-7.38 (2H, m), 7.25 (1H., 8), 7.05 (1H, dd, J
= 8.7, 1.8 Hz), 6.91 (1H, t, J=6.80 Hz), 6.20 (2H, t, J=2.3 Hz), 5.91 (1H, 8), 4.43 (2H, d,
Ju5.8 Hz), 3.71 (3H, s). 2.04 (3H, 5).
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Example 62: 2-3-{Pyrrol-1-yliminomethyl)-1H-indazo}-6-ylamino}-benzolc acid

o
SOy
d_

Prepared in & similar manner to thet described for Example 11 In US Patent
Application Serlal Number 09/609,335, filed June 30, 2000, herein incorporated by
reference in its entirely for all purposes, except using 2-{3-{Pyrrol-1-yliminomathyl)-1-(2-
trimethyisiianyl-ethoxymethyl)-1H-indazol-6-ylamino}-benzolc acid instead of N-methyl-N-
{3-styryt-1-{2-trimathy)-slanyi)-ethoxymethyl}-1 H-indazol-6-yl}-benzene-1.3-dlamine. 'H
NMR (DMSO-dg) 8 13.12 (1H, 8), 12.70 (1H, 8), 8.04 (1H, 8), 8.10 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.91
(H,&.J=17,77H2),7.50 (2H,1, J = 23 H2), 736 (1H, d, 4 = 7.9 Hz), 7.27 (1H. d. J =
15H2), 798 (1H. L J=75Hz), 6.04 (1H, dd, J = 1.7, 8.7 H2), 6.68 {1H,. I, J = 7.5 H2),
8.19(2H, 1, J = 2.3 Hz).

Exampla 63: N-Prop-2-ynyl-2-[3{pyrrol-1-yliminomethyl)-1H-Indazol-6-ylamino}-

s

Prepared in a simiar manner to that described for Example 6 above, except using
2-{3-(Pymrol-1-yiminomethyl)-1H-indazol-6-ylamino]-benzoic acid and propargylamine. 'H
NMR (DMSO-dg) & 13.30 (1H, 8), 9.82 (1H, 8), 5.04 (1H, 1, J = 5.6 Hz), 8.08 {1H, 3), .19
(1H,d,J = 8.6 H2), 7.69 (1H, d, J = 7.9 Hz2), 7.45(4H, m), 7.31 (1H, 8), 7.08 (1H, d, = 8.6
Hz), 881 (1H, t. J = 7.6 H2), 8.21 (2H, s), 4.05 (2H, 8), 3.13 (1H, 8). Anal Calcd for
CaaHgNgO ¢ 0.40H000.05 Hexanes: C, 67.97; H, 5.01; N, 21.33. Found: C, 67.91; H,
4.78; N, 21.00.
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Example 64: N-{4-Hydroxy-but-2-ynyl)-2-{3-(2-pyridin-2-yi-vinyl)-1 H-indazol-6-
ylamino}-benzamide

il

Prepared In a similar manner to that described for Example 6 above, except using
tetrabutyl ammonimum 2-{3-(2-Pyridin-2-yi-vinyl)-1H-indazol-8-ylamino]-benzoate and 4-
Amino-but-2-yn-1-ol. "H NMR (DMSO-dy): 3 12.95 (1H, 8), 9.84 (1H, 5), 9.02 (1H, t, J =
50 Hx), 859 (1H, d, J=4.86 H1),8.08 (1H,d, J = 8.7 Hx), 7.90 (1H, d. J = 16.2 Hz), 7.80
{1H. t. J =72 H2), 7.70-7.64 (2H, m), 7.51 (1H, d, J = 16.2 Hx), 7.45-7.36 (2H, m), 7.27-
724 (2H, m), 7.02 (31H, d, J = 9.0 H2), 6.88 {1H, 1, J = 7.2 HY), 5.13 (1H, 1, J = 5.8 Hz),
4.10-4.04 (4H, m).

Exampis 85: AN{25-Dimethyl-2H-pyrazol-3-yimsthyl)-2{3{2-pyridin-2-ykvinyl)}-1H4-
indaxol-8-ylamino}-benzamide

s
i “‘(E]'
g

Prepared in a similar manner to that described for Example 6 above, except using
tetrabutyl ammonimum 2-[3-{2-Pyridin-2-y}-vinyl)-1H-inda2ol-6-ylamino}-benzoate and C-
(2.5-Dimethyl-2H-pyrazol-3-yi)-methylamine. 'H NMR (DMSO-dg) § 12.83 (1H, s), 9.70
(1H, 8), 9.04 (1H,bt), 8.58 (1H, d, J = 4.0 Hz), 8.07 (1H, d, J = B.8 H2), 7.88 (1M, d, J=16.4
Hz), 7.78 (1H, t, J=08.6 Hz), 7.71-7.64 (2H, m), 7.50 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.44-7.39 (2H,
m), 7.28-7.23 (2H, m), 7.00 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.90 (1H, t, J=8.0 H2), 5.91 (1H, 5), 4.43
(2H, d, J=5.5 Hz), 3.71 (3H. 8}, 2.04 (3H, s).

The exemplary compounds described above may be tested for their activity using
the tests described below.

¥a
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BIOLOGICAL TESTING: ENZYME ASSAYS

The stimulation of cell proliferation by growth factors such as VEFG, FGF, and
others Is dapendont upon thelr Induction of autophosphorylation of each of their respective
receptor's tyrosine kinases. Therefore, the abllity of a protein kinase inhibitor to block
asutophosphorylation can be measured by inhibition of the peptide substrates. To messure
the protein kinase Inhibition activity of the compounds, the following constructs were
devised.

YEGF-R2 Construct for Assgy: This construct determines the abifity of a ltest
campound 10 inhibit tyrosine kinase activity. A construct (VEGF-R2A50) of the cytosolic
domain of human vascular endothelial growth fector recaptor 2 (VEGF-R2) lacking the 50
cantral resikdues of the 68 reskiues of the kinase insart domain was expressed in a
baculevirusinsect cell systern. Of the 1356 residues of fulHength VEGF-R2, VEGF-R2A50
comaine residues 808-039 and 960-1171, and also one point mutation (ESBO0V) within the
kinsse insert domain relative to wild-type VEGF-R2. Autophosphorylation of the purified
construct was performed by incubation of the enzyme at a concentration of 4 pM In the
presence ol 3 mM ATP and 40 mM MgCl In 100 mM HEPES, pH 7.5, containing 5% glycerol
and 5 mM DTT, at 4 °C for 2 h. After autophosphorylation, this construct has been shown to
posseas cataytic activity essentially equivalent to the wiid-type autophosphorylated kinase
domain constuct. See Parast et al., Blochemistry, 37, 16788-16801 (1008).

EGFR1 Constnyct for Assay: The intracellular kinase domain of human FGF-R1 was
expressed using the baculovirus vector expression system starting from the endogenous
methionine residue 456 to glutamate 788, according to the residue numbering system of
Mohammad et al., Mol. Csf. Bol, 16, 977-880 (1966). In sddition, the consiruct also has the
following 3 amino acld substitions: LAS7V, C488A, and C584S.

LCK Construct for Asagy: The LCK tyrosine kinase was expressed in insect calls as an
N-tarminal deletion starting from amino acid residue 223 to the end of the protein at resldue
500, with the following two amino acid substitutions at the N-terminus: P233M and C224D.

CHK1 Construct for Assay: C-terminaly His-tagged full-length human CHK1 (FL-
CHK1) was expressed using the baculoviusinsect cell system. &t containg 6 histidine
residues (6 x His-tag) at the C-terminus of the 476 amino acid human CHK1. The protein was
purified by conventional chromatographic techniques.

CDI2/Cvalin A Congtruct for Assay: COK2 was purified using published methodology
{Rosenbiatt ¢t al., J. Mol Biol, 230, 1317-1319 (1983)) from insact cells that had been
infected with a baculovirus expression vector. Cydin A was puwified from E. coll cells
expressing fullHength recombinant cyclin A, and a truncated cyclin A construct was generated
by imited protaciysls and purified s described previously (Jeffrey et al., Nahwre, 378, 313-320
{1905)).
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CDK4/Cyciin D Congtruct for Asggy: A complex of human CDK4 and cyelin D3, or a
complex of cycin D1 and a fusion protein of human CDK4 and glutathione-S-transferase
{GST-CDKA), was purified using traditional blochemical chromatographic techniques from
insact celis that had been co-infected with the cormesponding baculovirus expression vectors.

EAK Construct for Assay. The catalytic domain of human FAK (FAKcd409) was
expressad using the baculovirus vector expression sysiem. The 280 amino acid domain
axprassed comprises residues mathionine 409 to giutamate 689. One amino acid substitution
axists (P410T) relative to the sequence assession number 113616 published by Whithey, G.S.
at al.. DNA Cell Biol, B, 823-30 {1993). The protein was purliled using classical
chromatography techniques.

TIE=2 (TEX) Congtryct for Assay

The TIE-2 tyrosine kinase domain was exprassad in Insect cells as an N-terminal
delation starting from ammno acid rasidue 774 to the end of the protein at residue 1124, This
construct also carries a R774M mutation, which serves as the inltialing methionine residue in

AUDIE0 SDECIOANMOMBINC (FLVIS-I) ASSA)
The production of ADP from ATP that accompanies phosphoryl transfer was coupled
o oxidation of NADH using phosphoencipyruvate (PEP) and a system having pyruvate kinase
(PK) and lactic dehydrogenase (LDH). The oxidation of NADH was monitored by following the
decrease of absorbance at 340 nm (e = 622 cm™’ mM™) using a Beckman DU 650
spectrophatometer. Assay conditions for phosphorylated VEGF-R2A50 {indicated as FLVK-P
in the tables below) were the following: 1 mM PEP; 250 uM NADH; 50 units of LDH/mL; 20
units of PK/mL; 5 mM DTT; 5.t mM poly(E,Y,); 1 mM ATP; and 25 mM MgCl; in 200 mM
HEPES, pH 7.5. Assay conditions for unphosphorylated VEGF-R2AS0 (indicated as FLVK in
the tables) were the following: 1 mM PEP; 250 pM NADH; 50 units of LDH/mL; 20 units of
PIK/mL; 5 mM DTT; 20 mM poly(E,Y,); 3 mM ATP; and 60 mM MpCh and 2 mM MnC}; in 200
mM HEPES, pH 7.5. Assays were initiated with 5 to 40 nM of enzyme. K, values were
determined by measuring enzyma activity in the pmsencé of varying concentrations of test
compounds. The data were analyzed using Enzyme Kinetic and Kaleidagraph soltware.
ELISA Asany

Formation of phosphogastrin was monitored using bictinylated gastrin peptide (1-17)
as subsirate. Biotinylated phosphogastrin was immobilized using streptavidin coated 96-well
microtitar plates followed by detection using anti-phosphotyrosine-antibody conjugated to
horseradish peroxidase. The activity of horseradish peroxidase was monitored using 2.2'-
azino-ti-{3-ethylbenzathiazoline sulionate(G)] diammonium salt (ABTS). Typical assay
solutiona contaned: 2 uM biotinylated gastrin peptide; 5 mM DTT; 20 pM ATP; 28 mM MgCls;

<23
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and 2 mM MnClo in 200 mM HEPES, pH 7.5. The assay was Initiated with 0.8 nM of

phosphorylated VEGF-R2A50. Horseradish peroxidase activity was assayed using ABTS, 10
mM. The horseradish peroxidase reaction was quenched by addition of acid (HyS0.),
followed by absorbance reading at 405 nm. K; vakies were determined by measuring enzyme
aciivity in the presence of varying concentrations of test compounds. The data were analyzed
using Enzyme Kinetic and Kaleidagraph software.

EGF-R Assay
The spechrophotometric assay was camied out as described above for VEGF-R2,

except for the following changes in concentraton: FGF-R = 50 nM, ATP = 2 mM, and
poly(E4Y1) = 15 mM.

LCK Assgy
The spectrophotometric asssy was camied out as described above for VEGF-R2,

except for the following changes In concantration: LCK = 60 nM, MgCl, = 0 mM, poly(E4Y1) =
20 mM.
CHK1 Assay

The production of ADP from ATP that accompanies phosphoryl transfer to the
synthetic substrate peptide Syntide-2 (PLARTLSVAGLPGKK) was coupled to oxidation of
NADH using phosphoenolpyruvate (PEP) through the actions of pyruvate kinass (PK) and
lactic dehydrogenase (LDH). The oxidation of NADH was monitored by following the dacrease
of absorbance at 340 nm (€340 = 622 cm™ mM™") using a HP8452 spectrophotometsr.
Typical reaction solutions contained: 4 mN PEP: 0.15 mM NADH; 28 units of LDHMmL; 16
units of PI/mL; 3 mM DTT; 0.125 mM Syntide-2; 0.15 mM ATP; 26 mM MgCl; in 50 mM
TRIS, pH 7.5; and 400 mM NaCl|. Assays were Initiated with 10 nM of FL-CHK1. K, values
were delenmined by measuring initlal enzyms activity in the presence of varying
concenirations of fest compounds. The data were analyzed using Enzyme Kinelic and
Kaleldagraph scftwara.
CDI2/Cvelin A and CDK4/Cvciin D Assava

Cyciin-dependent kinase activity was measured by quantifying the enzyme-catalyzed,
time-dependent incorporation of radioactive phosphate from [32PJATP Into a recombinent
fregment of the retinoblastoma protein. Unless noted otherwise, assays ware psrformed in
96-wel plates In a total volume of 50 ut, In the presence of 10 mM HEPES (N-{2-
hydroxyethylipiperazine-N'-{2-sthanesutionic acid]) (pH 7.4), 10 mM MgCiz, 25 sM adenosins
triphosphate (ATP), 1 mg/mL ovalbumin, 5 pg/mL leupeptin, 1 mM dithiothreitol, 10 mM §-
glycerophosphate, 0.1 mM sodium vanadate, 1 mM sodium fluoride, 2.5 mM ethylens glycol-
bis(f-aminoathyl ether)-N,N,N'N'-tetraacstic -acid (EQTA), 2% (wVv) dimethylsulfoxide, and
0.03 - 0.2 xCi [32PJATP. The substute (0.3-0.5 j1g) was purified recombinent retinoblastoma
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protein fragment (Ab) (residues 386-928 of the native retinoblastoma prolein; 62.3 kDa,
containing the majority of the phosphorylation sites found In the native 106-kDa protein, as
well as a tag of six histidine residues for esse of puritication). Reactions were Initiated with
CDK2 (150 nM CDK2/Cyciin A complex) or CDK4 (50 nM CDK4/Cyclin D3 complex),
incubated at 30 °C, ang terminated after 20 minutes (min.) by the addition of
ethylenediamineteiraacetic acid (EDTA) to 250 mM. The phosphorylated substrate was then
caphured on a nitrocellulose membrane using a 96-wel fitration manifold, and unincorporated
radioactivity was removed by repeated washing with 0.85% phosphoric acid. Radioactivity
was quantified by exposing the dried nitrocellulose membranes to a phosphorimager.
Apparent K, values were measured by assaying enzyme activity in the presence of different
compound concenirations and subtracting the background radioactivity measured in the
absence of enzyme. The kinetic paramaters (kcat, Km for ATP) were measured for each
enzyme under the usual assay conditions by determining the dependence of initial rates on
ATP concentration. The data were fit to an equation for competitive inhibition using
Kaleldagraph (Synergy Software), or were fit o en equation for competitive tight-binding
inhibition using the software KineTic (BioKin, Lid.). Measured K; values for known Inhibltors
against COK4 and CDK2 agreed with published ICy values. The specific activity of CDK4
was the same whether complexad to fulHength cyciin D3 or the truncated Cycin D3 construct;
both complexes also ylelded very simllar K, values for selectsd inhibliors,
EAK Assay

FAX HTS wtillzed the fluorescence polarization assay provided by LIL Blosystama.
The kinass reaction contained: 100mM Hepes pH 7.5, 10mM MgCh, imM DTT, 1mM ATP,
and img/mi poly Glu-Tyr {4:1). The reaction is initialed by the addition of 5nM FAKcd400.
The meaction s terminated by the addition of EDTA followed by addition of fluor{abeiled
pepiide and anti-phosphotyrosine antibody, both provided by LJL Biosystams. Inhibition
rasults are read on a Analyst (L.JL) detector.
TIE-2 Specirophotometric Aspay

The kinase-catalyzed production of ADP from ATP that accompanies phosphoryl
transier 10 the random copolymer poly{(GhuTyr) was coupled to the oxidation of NADH through
the activities of pyruvate kinase (PK) and lactate dehydrogenase (LDH). NADH conversion to
NAD' was monitored by the decrease in absorbance at 340 nm (e = 6.22 cm™ mM™") using a
Becionan DUB50 specirophotometer.  Typical reaction solutions contained 1 mM
phosphosnolpyruvate, 0.24 mM NADH, 40 mM MgClk, 5 mM DTT, 2.9 mg/mL poly(Ghu,Tyr),
0.5 mM ATP, 15 units/mL PK, 15 units'mL LDH in 100 mM HEPES, pH 7.5. Assays were
initiaied with the addition of 4 to 12 nM phosphorylated Tie-2 (aa 775-1122). Parcent
inhibilon was determined in triplicate at a 1 uM level of inhibitor.
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TIE-2 DELFIA Assay
Formation of phosphotyrosine was monitored using blotinylated p34cdc? (as6-20 =

KVEKIGEGTYGVVYK) paptide as substrate. Biolinylated peptide was immobiiized using
NeutrAvidin™ coated 98-well microtiter plales folowad by detection using ant-
phosphotyrosing-antibody (PY20) conjugated to suropium N1 chelate. Typical assay solutions
contained: 1 pM biotinyiated p34cdc? peptide, 150 uM ATP, § mM MgCh, 1 mM DTT, 0.01%
BSA, 5% glycerol, 2% DMSO, 25 mM HEPES pH 7.5. The assay was initiated In the
NeutrAvidin plaie with 50 nM of TIE2 intracellular domain. The kinase reaction was
termineted with 50 mM EDTA. Plates were then washed, and europlum antibody added.
Aftar incubation, they were again weshed, and DELFIA™ Enhancement Scktion added.
Plates wore read at standard Europlum time-rescived settings (ex 340 nm, em 815 nm, delay
400 psec, window 400 usec). Percent inhibltion was caiculated with reference o intrapiate
wadls which had added DMSO rather than compound In DMSO, with background subtracied
from both experimental and control with refsrence 10 an intrapiate well which had EDTA added
prior to addition of anzyme.
HUVEG Proiifaration Assay

This assay determines the ability of a test compound to inhibit the growth factor-
stimulated proiferation of human umbliical vein endothellal cefls ("HUVEC™). HUVEC colls
(passage 3-4, Clonetics, Cormp.) ware thawed into EGM2 cuilture medium (Clonetics Corp)
in T75 flasks. Fresh EGM2 medium was added to the flasks 24 hours Iater. Four or five
days later, cells were exposed to another culture medium (F12K medium supplemeanted
with 10% fetal bovine serum (FBS), 60 ug/mL endothellal cell growth supplement (ECGS),
and 0.1 mg/mL heparin). Exponentially-growing HUVEC cells were used In sxperiments
therealter. Ten 1o tweive thousand HUVEC cels were plaied in 856-well dishes in 100 gl of
rich, culture medium (described above). The cells were allowed to attach for 24 hours in
this madium. The medium was then removed by aapiration and 105 pi of starvation meda
{F12K+1% FBS) was added to each well. After 24 hours, 15 pl of test agent dissoived in
1% DMSO In starvation medium or this vehicla alone was added Into each trastment well;
the final DMSO concentration was 0.1%. One hour later, 30 ul of VEGF (30 ng/mL) In
starvation media was added to all wells excopt those containing untraated controls; the
final VEGF conceniration was 8 ng/mL. Celiular proleration was quantified 72 hours later
by MTT dye reduction, at which time cells were aexposed for 4 hours MTT (Promega
Corp.). Dye reduction was stopped by addition of a siop solution (Promege Corp.) and
sbeorbance at 585 A was determined on a 96-well spectrophotometer plate readar.

ICgo values were calculated by curve-fitting the response of A*® 1o varlous
concentrations of the tast agent; typically, seven concentrations separated by 0.5 iog were
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employed, with tripicate wells at each concentration. For screening compound Fbrary
plates, one or two concenirations (one well per concentration) were employed, and the %
inhibldon was calculated by the following formula:

% Inhibition = {contral — tast) + {control — starvation)
where

control = A™* when VEGF i5 present without test agent

test = A™ when VEGF ls present with test agent

starvation = A% when VEGF and test agent are both absent.
Mouse PK Agsay

The pharmacokinsics (e.p.. absorption and elimination) of drugs in mice were
analyzred using the foliowing experiment. Test compounds were formulated as a solution or
suspension in a 30:70 (PEG 400: acidifled H,0) vehicle or as a suspension in 0.5% CMC.
This was administered orally {p.o.) and intraperitoneally {i.p.) at variable doses to two distinct
groups (n=4) of B6 famale mice. Blood samples were collecied via an orblial bleed at time
points: 0 hour (pre-dose), 0.5 h, 1.0 h, 2.0 h, and 4.0 h, and 7.0 h post dose. Plasma was
cbtained from each sampie by centrifugation at 2500 rpm for 5 min. Test compound was
extracted from the piasma by an organic protsin precipitation method. For each time bieed 50
pL of plasma was combined with 1.0 mL of acetonitrie, vortexed for 2 min. and then spun at
4000 rpm for 15 min. to precipitate the protein and exiract out the test compound. Next, the
acetonitriie supematant (the extract containing test compound) weas poured Into new test tubes
and evaporated on a hot plate (25°C) under a staam of N, gas. To each tube containing the
dried test compound exiract 125 pl of mobile phase (60:40, 0.025 M NHH,PO, +2.5 mL/L
TEA:acotonirile) was added. The test compound was resuspendad in the moblle phase by
vortexing and more protein was removed by centrifugation at 4000 pm for 5§ min. Each
sample was poured into an HPLC vial for test compound analysis on an Hewlett Packard 1100
saries HPLC with UV detaction. From each sample, 85 OL was injectad onto a Phenomenex-
Prodigy reverse phase C-18, 150 x 3.2 mm cohumn and eluted with a 45-50% acetonitrile
gradient run over 10 min. Test-compound plasma concentrations (pg/mL) were determined
by a comparison to standard curve (peak area vs. conc. pg/mL) using known concentrations
of test compound extracted from plasma samples in the manner described above. Along with
the standards and unknowns, three groups (n=4) of quality controls (0.25 pg/mL, 1.5 pg/mL,
and 7.5 pg/mL) ware run fo insure the consistency of the analysis. The slandard curve had an
R2> 0.99 and the quality controls weare all within 10 % of their expected vaiues. The
quantitated test samples were plotied for visual display using Kalidagraph software and their
pharmacokinetic parameiers were determined using WIN NONLIN software. Example 1(a)

&
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provided the following resuits: 0.69 (Mouse pK, AUC, Ip, pg-h/ml); 0.33 (Mousa pX, AUC, po,
pg-hvmi).

NOrviauon n A

LA

This asssy detamines the abliity of a iest compound to Inhbit the
autophosphorylation of KDR In porcine aorta endothelial (PAE)-KDR cells. PAE cafs that
overaxpress human KDR were used In this assay. The cells wers cultured in Ham's F12
media supplementsd with 10% fetal bovine serum (FBS) and 400ug/ml G418, Thiny
thousands cells were seeded Into each well of a 56-well plate in 75 pL of growth madia and
allowad to attach for 6 hours at 37°C. Cells were than exposed to the starvetion media
(Ham's F12 media supplementad with 0.1% FBS) for 168 hours. After the starvation pariod
was over, 10 ul of test agent in 5% DMSO (n starvation media were acdded (0 the teat wells
and 10 pl of the vehicia (5% DMSO in stasvation media) were addad into the control wells,
The final DMSO concentration In each well was 0.5%. Plates were incubated at 37uC for 1
hour and the ceils wore then stimulated with 500 ng/iml VEGF (commercially evallable from R
& D Systam) In the presence of 2mM NagVO, for 8 minutes. The cells were washad once with
1 mm Na;VO, In HBSS and lysed by adding 50 ul. per well of iysis buffer. One hundred L of
dilution butfer were then added to each well and the diluted cell lysate was transferred 1o a 98-
well goat ant-rabbit coated plate (commercielly avaidable from Plerce) which was pre-coated
with Rebbit anti Human Anti-flk-1 C-20 antibody (commercielly avaRable from Santa Cruz).
Tha pistes were incubated at room temperature for 2 hours and washed seven imes with 1%
Tween 20 In PBS. HRP-PY20 (commercially avaliable from Santa Cruz) was diuted and
added to the piate for a 30-minute Incubation. Plates were then washed egain and TMB
peraxidase substrate (commearciafly avallable from Kirkegaard & Peny) was added for a 10-
minute incubation. One hundred uL of 0.09 N H,S50, was edded t sach well of the 85-well
plates o stop the reaction. Phosphorylation status was assessed by spectrophotometer
reading at 450 nm. ICx valuos were caiculated by curve fitting using a four-parameter
analysis.

MR DNOSERIOIVIREON [ =P e G IR

This assay determines the ablily of a test compound to Inhbbit the
sutophosphoryiation of PDGFR in porcine aorta endothelial (PAE)- PDGFR] cells. PAE cefls
that overexpress human PDGFRP were used In this assay. The cells were cultured in Ham's
F12 medie supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 400ug/m! G418. Twenty
thousands cells were seeded In each well of & 96-well plate in 50 uL. of growth media and
aliowsd to attach for 6 hours at 37°C. Calls were then exposed to the starvation medla
(Ham's F12 media supplemented with 0.1% FBS) for 16 hours. After the starvation period
was over, 10 pl of test agent In 5% DMSO in starvation media wera acdded to the teat wells
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and 10 ul of the vehicle (5% DMSO in siarvation media) were addad Into the control wells.
The final DMSO concentration In each well was 0.5%. Platas were incubated at 37°C for 1
hour and the cells were then stimulated with 1ug/mL PDGF-BB (R & D System) in the
presance of 2mM NagVO, for 8 minutes. The cells were washed once with 1 mm Na,vVO, in
HBSS and lysed by adding 50 uL per well of lysis buffer. One hundred pl of dilution buffer
were then added to each well and the diiuted cell lysate was transferred to a 96-well goat ant-
rabbit coated plate {Plerce), which was pre-coated with Rabbit anti Human PDGFRP antibody
{Santa Cruz). The piates were incubated at room temperature for 2 hours and washed seven
times with 1% Tween 20 in PBS. HRP-PY20 (Santa Cruz) was diluied and addsd to the plate
for a 30-minute incubation. Plates were then washed again and TMB peroxidase substrate
(Kirkegaard & Perry) was added for a 10-minute Incubation. One hundred pL of 0.08 N H,80,
was added into sach wel of the 98-well plate to stop the reaction. Phogphoryiation status was
sssassed by spectrophotometer reading at 450 nm. ICy, values were calculated by curve
fitting using a four-parameter analysis,
Human Liver Microsome (HLM) Assav
Compound metabolism in human kver microsomes was measured by LC-MS analytical
assay procedures as follows. First, human fiver microsomes (HLM) were thawed and diluted
0 5 mg/mi. with cold 100 mM potassium phosphate (KPO4) buffer. Appropriate amounts of
KPO4 buffer, NADPH-regenerating solution (containing B-NADP, glucose-8-phosphate,
glucoss-8-phosphats dehydrogenase, and MgCL), and HLM were preincubated In 13 x 100
mm giass tubes at 37 C for 10 min. (3 tubes per test compound-triplicate). Test compound (5
OM final) was addad to each wbe to initiale reaction and was mixed by pentle vortexing,
followed by incubation at 37 °C. At =0, 2 h, a 250-ul. sample was removed from each
incubation tube to saparats 12 x 75 mm glaas wbes containing 1 mL lce-cold acetoniiriie with
0.05 puM reserpine. Samplea were centrifuged at 4000 rpm for 20 min. to precipitate protsins
and salt (Beckman Allegra KR, S/N ALK98D06, #634). Supemeatant was transferred lo new
12 x 75 mm glass tubes and evaporated by Speed-Vac cenfrifugal vacuum evaporator.
Samples were reconstituted In 200 pul 0.1% formic aciVacetonitrie (00/10) and vortexed
vigorously to dissolve. The samples were then transferred to separate polypropylene
microcentiifuge twbes and centrifuged a1 14000 x g for 10 min. (Fisher Micro 14, S/N
MO0G17580). For each maplicals {(#1-3) at each iimepoint (0 and 2 h), an sliquot sample of
each test compound was combined into a single HPLC vial insert (6 total samples) for LC-MS
analysis, which is described below.
The combined compound samples were Injected into the LC-MS system, composed
of a Hewlett-Packard HP1100 diode armay HPLC and & Micromass Quattro il triple quadruple
mass spectrometer operating in poslitive electrospray SIR mode (programmed to scan

.57‘
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spacifically for the molecular ion of each lest compound. Each test compound peak was
integrated at each imepoint. For each compound, peak area at each timepoint (n=3) was
averaged, and this mean peak area al 2 h was divided by the average peak area at time 0
hour to obtain the percent test compound remaining at 2 h.

5 The resulte of the testing of the compounds using various assays are summarized in
the table below, where a notation of % @" indicates the parcent inhbition at the stated
concantraion, " values reprasent IG (nM) or % Inhiblion at a compound concentration of 1
WM for * or S0 nM for **, unless otherwise indicaled. "NT™ indicates no significant inhibition or

not tested.
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The development of the retinal vaacular in rats occurs from posinatal day 1 to
postnatal day 14 (P1-P14). This procass is dependent on the activity of VEGF (J. Stone,
ot al, J. Newoscl, 15, 4738 (1985)). Previous work has demonstrated that VEGF also
acts as a survival fector for the vessels of the retina during early vascular devalopment
(Alon, et. al, Nat. Med,, 1. 1024 (1895)). To assess the ability of specific compounds to
inhibit the activity of VEGF in vivo, compounds were formulated in an appropriate vehicie,
usually 50% polysthylene glycol, average malecular weight 400 daltons, and 50% solution
of 300 mM sucrose In delonized water. Typically, two microliters (2 0f) of the drug sokution
was injecied Into the midvitreous of the eye of rat pups on posinatal day 8 or 9. Six days
after the Intravitreal Injection, the animals were sacrificed and the retinas dissected free
from the remaining ocular tissus. The isolated retines were then subjectad o a
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histochemical gtaining protocol that stains endothellal cells specifically (Lutty and Mcleod,
Arch. Ophthaimol, 110, 267 (1962 )), reveaing the extent of vascularization within the
tissue sampls. The Individual retinas are then flat-mount onto glass slides and examined
to determine the extent of vascularization. Eflective compounds inhibi the further
development of the retinal vasculature and induce a regression of all but the largest
vassels within the retine. The amount of vessel regrassion was used to assess the
relative polency of the compounds after in vivo administration. Vessel regression ls
graded on subjective scale of one to three pluses, with one plus being detactable
regreasion judged to be approximately 25 percent or less, two pluses being judged o be
sppraximataly 25-75% regression and three pluses give 10 retinas with near total
regreasion (approximately 75% or greatsr),

For more quantitative analysis of regression, images of ADPase-atained, fiat-
mounted retinas were captured with a digital camera atinched to a dissecting microscope.
Retinal images were then Imported nto an image analysis software (Image Pro Plus 4.0,
Media Cybometics, Silver Spring, MD). The sofiware was employed io determine the
percentage of the area of the retina that contained stained vassels, This value for the
experimental eye was compared to that measured for the vehicle injected, contralateral
oye from the same animal. The reduction in the vascular area seen In the eye that
received compound as compared to the vehicla-injected aye was then expressad as the
‘percent regression™ for that sample. Percent regression values were averaged for
groups of 5-8 animals.

in sampiezs in which cbservation through the microscope indicated near total
regreesion, a percent regression value of 85-70% weas routinely measured. This was due
1o stain deposits within foids of relina, fokds that were induced by the vehicle used for dng
injection. The image analysis sofiware Inlerpreted these stain-containing folds as vessels.
No attempt was made to comect for these foids since they varied from eye to eye. Thus, it
should be noted that the percent regression values reported result from a conservative
measurement that accurately rank ordars compounds, but underestimates their absolute

A second model of VEGF dependent retinal neovascularization was empioyed o
evaluate the ectiviies of this serlss of compounds. In this model {Penn et. al, /nvest
Ophthalmol. Vis. Sci., 38, 2063, (1995)), rats pups (n=18) with their mother are piaced In a
computer controllad chamber that regutates the concentration of oxygen. The animals are
exposed for 24 hours to a concentration of 50% oxygen followed by 24 hours st a
concentration of 10% oxygen. This allemating cycle of hypercxda followed by hypoxia is
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administered via Intravitreal Injection upon removal to room air and the animals are sacrificed
6 days laler (P20). The lsolated ratinas are then Isolated, stsined mounted and analyzed as
detall above In the development model. The eflactiveness was also graded as Is described
for the developmant model.

The exemplary compounds described above may be formulated Into pharmaceutical
compasitions according to the following general examples.
E je 1: Parentaral C i

To prepare a parenieral pharmaceutical composition suitable for administration by
injaction, 100 mg of a water-soluble sait of a compound of Formula | is dissolved in DMSO
and then mixed with 10 mL of 0.9% sterile saling. The mixture is incorporated into a dosage
unit form suitabls for administration by injecton.
Example 2. Oml Composition

To prepare a pharmacsautical composition for oral defivery, 100 mg of a compound of
Formula | Is mixed with 750 mg of Jactose. The mbxiure Is incorporated into an oral dosage
unit for, such as a hard gelatin capsule, which is sultable for oral administration.
Examoie 3. _Inireoculay Composition

To prepare a sustained-release phamaceutical composition for inraocular delivery, a
compound of Formuia | is suspended in a neutral, isotonic solution ol hyaluronic acdd (1.5%
conc.) in phoaphate butfer (pH 7.4) ko form a 1% suspension.

It is to be undersiood that the foregoing description is exemplary and explanatory
in nature, and s intended 1o liustrate the invention and e prefemed embodiments.
Through routine experimentation, the artisan will recognize apparent modifications and
variations that may be made without departing from the epirtt of the invention. Thus, the
invention is intended to be defined not by the above daescription, but by the following
claims and their equivalents.

v
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CLAIMS
What ls claimed Is:
1. A compound, pharmaceutically acceptable prodrug, pharmaceuticaly
aclive metaballte, or pharmaceutically acceplable sait, selected from the group consiating
5 o
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2. A compound represanted by the formula

Or a pharmaceutically acceptable prodrug. pharmaceutically active metabolite, or
pharmaceutically acceptable salt thereol.

3 A method of using a therapedtically effective amount of a compound,
phammaceutically acceptsble prodrug, phamacsutically active metabolite, or
pharmacsutically acceptable salt as defined in claim 1 or 2 to treatl age related macular
degeneration in 8 mammal.

4, A method of using a therapeutically eflective amount of a compound,
pharmacsutically accepteble prodnug, phamaceutically active metabolite, or
pharmaceutically accepiable salt as defined in claim 1 or 2 t» treat choroldal
neovascularizztion in a mammal.

5. A method of using a therapeutically effecive amount of a compound,
phamnacsutically acceptabla prodrug, phammaceutically active metabolite, or
pharmaceutically acceptable salt as defined in cltalm 1 or 2 10 treat retinopathy in a
mammal.

6. The method of claim 5 wherein the retinopathy compiises diabetic
retinopathy, vitreoretinapathy, or retinopathy of prematurity.

7. A method of using a therapeutically sifective amount of a compound,
pharmacsutically accepisble prodrug, pharmmacewtically active metsbolits, or
pharmaceutically acceptable sak as defined in claim 1 or 2 to treat retinitis in 2 mamma).

8. The method of claim 7 whersin the retinitis comprises cytomegalovirus
retnitis.

9. A method of using a therapsutically effective amount of a compound,
pharmaceutically accepisble prodrug, phamaceudtically active metabolite, or
pharmaceutically acceptabla salt as defined in claim 1 or 2 1o treat macular edema In a
mammal.

10. A method of using s therapeutically effective amount of a compound,
pharmaceutically accepiable prodrug, phamaceutically active meteboiite, or
pharmeceutically acceptable salt as defined in claim 1 or 2 to treat an ophthalmic disease
in a mammal.



WO 2004/056806 PCT/1B2003/005854

10

15

-101 -

1. A pharmacautical composition comprising:

(a) a therapeutically effective amount of a compound, phamaceutically
scceptabla prodrug, phamaceutically active meteboiite, or pharmaceutically acceptabile
salt of claims 1 or 2; and

(b) a pharmacseutically acceptable carier, diluent, or vehicle therefor.

12. A method of using a tharapeulically effactive amount of a compound,
pharmaceutically accepiable prodrug, phamaceutically active metabolite, or
pharmeceutically accaptable salt as defined In claim 1 or 2 to freat a mammalian dissase
condition mediated by protein kinase activity,

13. A melthod eccording 1o claim 12, wherein the mammalian disease
condition is associated with tumar growth, cell proliferation, or anglogenesis,

14, A method of modulating the activily of a protein kinase receptor,
comprising contacing the kinase recepior with an effective amount of a compound,
pharmaceutically ecceptable prodrug, phamnaceutically active metsbollte, or
pharmacsutically accaptabte sal as defined in clalm 1 or 2.

15. A method according to claim 14, wherein the prolein kinese mceptoris a
VEGF receptor.

€%
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PC 19172A 1

Ref.: 03868

COMPUESTOS DE INDAZOL Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS PARA
INHIBIR PROTEINQUINASAS, Y PROCEDIMIENTOS PARA SU USO

REFEREN DAAS S RELATIVAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional
de Estados Unidos N° 60/434.902, presentada el 19 de diciembre de 2002,
incorporada en esta memoria descriptiva en su totalidad como referencia para
todos los propésitos.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a compuestos de indazol que median y/o
inhiben enfermedades oftdimicas y la actividad de ciertas proteinquinasas, y a
composiciones farmacéuticas que contienen dichos compuestos. La invencion
también se dirige al uso terapéutico o profilactico de dichos compuestos y
composiciones, y a procedimientos de tratamiento de enfermedades oftdlmicas
y céncer asi como ofros estados de enfermedades asociados con anglogénesis
y/o proliferacién celular no deseada, mediante la administracion de cantidades
eficaces de dichos compuestos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Varias enfermedades y afecciones del segmento del ojo ponen en
peligro la visién. La degeneracion macular relativa a la edad (abreviadamente
en inglas ARMD o AMD), neovascularizacién coroidal (abreviadamente en
inglés CNV), retinopatias (por ejemplo, retinopatia diabética, vitreometinopatia,

retinopatia de premadurez), retinitis (por ejemplo, retinitis por citomegalovirus
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(abreviadamente en inglés CMV)), uveitis, edema macular y glaucoma son
varios ejemplos.

La degeneracién macular relativa a la edad (abreviadamente en inglés
ARMD o AMD) es la causa principal de ceguera en los ancianos. La ARMD
ataca el centro de vision y lo hace borroso, haciendo la lectura, conduccién y
ofras tareas detalladas dificiles o imposibles. Aproximadamente 200.000
nuevos casos de ARMD se producen cada afio sélo en los Estados Unidos.
Estimaciones actuales revelan que aproximadamente el cuarenta por ciento de
la poblacién mayor de 75 afios de edad, y aproximadamente el veinte por
ciento de la poblacién mayor de 60, sufren algtn grado de degeneracion
macular. ARMD “himeda® es el tipo de ARMD que méas a menudo ocasiona
ceguera. En ARMD himeda, los vasos sanguineos coroidales formados
nuevamente (neovascularizacién coroidal (abreviadamente en inglés CNV))
pierden fluido y producen dafio progresivo a la retina. En el caso particular de
CNV en ARMD, se estdn desarrollando actualmente dos procedimientos
principales de tratamiento, (a) fotocoagulacién y (b) el uso de inhibidores de
angiogénesis.

Sin embargo, la fotocoagulacién puede ser perjudicial para la retina y es
impracticable cuando la CNV estd en la proximidad de la fovea. Ademas, la
fotocoagulacion a menudo da como resultado CNV recurrente con el tiempo.
Se estd ensayando también la administracion oral de compuestos anti-
angiogénicos como un fratamiento sistémico para ARMD. Sin embargo, debido
a las restricciones metabdlicas especlificas de los farmacos, la administracién
sistdmica proporciona habitualmente niveles de farmacos subterapéuticos al

ojo. Por lo tanto, para conseguir concentraciones eficaces de farmacos
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intraoculares, se requiere bien una dosis inaceptablemente alta o dosis
repetitivas convencionales. También se han desarrollado diversos implantes
para administrar compuestos anti-angiogénicos locaimente en el 0jo. Los
ejemplos de dichos implantes se describen en la patentes de Estados Unidos
N° 5.824.072 de Wong, la patente de Estados Unidos N° 5.476.511 de Gwon y
col., y la patente de Estados Unidos N°® 5.773.019 de Ashton y col., cada una
de las cuales se incorpora en esta memoria descriptiva en su totalidad como
referencia para todos los propésitos.

Enfermedades neovasculares del ojo

Como se ha indicado anteriormente, la presente invencién también
proporciona procedimientos para tratar enfermedades neovasculares del ojo,
que incluyen por ejemplo, neovascularizacién cémea, glaucoma neovascular,
retinopatia diabética proliferativa, fibroblasia retrolental y degeneracién
macular.

En resumen, la neovascularizacién comeal como resultado de lesion al
segmento anterior es una causa significativa de descenso de agudeza visual y
de ceguera, y un factor de riesgo importante para el rechazo de aloinjertos de
cornea. Como han descrito Burger y col., Lab, Inves. 48: 169 — 180, 1983,
incorporada en esta memoria descriptiva en su totalidad como referencia para
todos los propdsitos, la angiogénesis de cdrnea incluye tres fases: un periodo
latente prevascular, neovascularizacién activa y maduracién y regresién
vascular. La identidad y mecanismo de diversos faclores angiogénicos, que
incluyen elementos de la respuesta inflamatoria, tales como leucocitos,
plaquetas, citoquinas y eicosanoides, o constituyentes de plasma no

identificados todavia tienen que revelarse.



10

15

20

25

Actualmente no existe terapia clinicamente satisfactoria para la inhibicién
de neovascularizacién o regresion de cdémea de nuevos vasos coOmeos
existentes. Los corticosteroides topicos parecen tener alguna utilidad clinica,
presumiblemente limitando la inflamacién del estroma.

De este modo, en un aspecto de la presente invencién se proporcionan
procedimientos para tratar enfermedades neovasculares del ojo tal como
neovascularizacion de comea (incluyendo neovascularizacion de injerto
comeo), que comprende |a etapa de administrar a un paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicién anti-angiogénica (como se ha
descrito anteriormente) a la cérnea, de forma que se inhibe la formacién de
vasos sangulneos. En resumen, la cémea es un tejido que normaimente carece
de vasos sanguineos. Sin embargo, en cierlas afecciones pafoldgicas los
capilares pueden extenderse en el interior de la comea desde el plexo vascular
pericomeal del limbo. Cuando la cémea se llega a vascularizar, también se
nubla, dando como resuitado un descenso en la agudeza visual del paciente.
La pérdida visual puede llegar a ser completa si la cornea se hace opaca
completamente.

Los vasos sanguineos se pueden introducir en la comea en una
diversidad de patrones y profundidades, dependiendo del procedimiento que
provoca la neovascularizacion. Estos patrones se han definido fradicionalmente
por oftaimélogos en los siguientes tipos: pannus (queratitis superficial crénica)
tracomatoso, pannus leproso, pannus filctenulosuo pannus degenerativo y
pannus glaucomatoso. El estroma comeal también puede estar invadido por
ramas de la arteria ciliar anterior (denominada vascularizacion intersticial) que

produce diversas lesiones clinicas distintas: bucles terminales, un patron "de
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tipo cepillo®, una forma de umbela, una forma de red, arcadas intersticiales {de
vasos episclerales) y vasos imegulares aberrantes.

Una amplia diversidad de trastornos pueden dar como resultado
neovascularizacién corneal, incluyendo, por ejemplo, infecciones comeales (por
ejemplo, tracoma, queratitis por herpes simple, leismaniasis y oncocerciasis),
procesos inmunolégicos (por ejemplo, rechazo de transplantes y sindrome de
Stevens — Johnson), quemaduras por dlcalis, trauma, inflamacién (de cualquier
causa), estados de deficiencia toxica y nutricional y como una complicacion en
el uso de lentes de contacto.

Aunque la causa de neovascularizacibn comeal puede variar, la
respuesta de la comea a la lesion y el posterior crecimiento hacia dentro
vascular es similar independientemente de la causa. En resumen, la
localizacién de la lesién parece ser de importancia ya que solamente aquellas
lesiones situadas en una distancia critica del limbo provocard una respuesta
angiogénica. Esto es probablemente debido al hecho de que los factores
angiogénicos responsables de provocar la invasién vascular $e crean en el sitio
de la lesién, y deben difundirse en el sitio de los vasos sanguineos mas
préximo (el limbo) con el fin de ejercer su efecto. Mas alld de una cierta
distancia del limbo, esto no deberla ser posible y no se inducirfa crecimiento del
endotelio limbico en la comea. Probablemente varios factores angiogénicos
estan implicados en este proceso, muchos de los cuales son productos de la
respuesta Inflamatoria. De hecho, la neovascularizacion de la comea parece
producirse solamente en asociacién con un infiltrado celular inflamatorio, y el
grado de angiogénesis es proporcional al grado de la reacciébn inflamatoria.

Ademas ol edema comea! facilita el crecimiento hacia dentro de los vasos
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sanguineos mediante el afiojamiento del marco del estroma comeal y
proporcionando una ruta de “resistencia minima® a través de la cual los
capilares pueden crecer.

Después de la reaccion inicial inflamatoria, el crecimiento capilar en la
cémea procede de la misma manera que se produce en otros tejidos. Las
células endoteliales de los capilares limbicos y venulas normaimente inactivas
se estimulan para dividirse y migrar. Las células endoteliales se proyectan
hacia fuera de sus vasos de origen, digieren la membrana basal circundante y
el tejido a través del cual viajardn y migran hacia la fuente del estimulo
angiogénico. Los brotes ciegos terminales adquieren un lumen y después se
anastomosan juntos para formar bucles capilares. El resultado final es el
establecimiento de un plexo vascular en el interior del estroma corneal.

Los factores y composiciones anti-angiogénicas de la presente invencion
son Utiles ya que bloquean los efectos estimuladores de los promotores de
angiogénesis, reduciendo la division celular endotelial, disminuyendo la
migracién celular endotelial y dafiando la actividad de las enzimas proteollticas
secretadas por el endotelio.

SUMARIO DE LA IN N

Dentro de las realizaciones particularmente preferidas de la invencion,
se puede preparar un factor anti-angiogénico para administracién tépica en
solucion salina (combinado con cualquiera de los agentes conservantes y
antimicrobianos usados comiunmente en preparaciones oculares), y
administrarse en forma de gotas oculares. La solucién o suspension del factor
anti-angiogénico se puede preparar en estado puro y administrarse varias

veces al dila. Como altemativa, las composiciones anti-angiogénicas,
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preparadas como se ha descrito anteriormente, también se pueden administrar
directamente a la comea.

En las realizaciones preferidas, la composicién anti-angiogénica se
prepara con un polimero mucoadhesivo que se une la comea. En
realizaciones adicionales, los factores anti-angiogénicos o composiciones anti-
angiogénicas se pueden ufilizar como un auxiliar a la terapia de esteroides
convencional.

La terapia topica también puede ser Util profilicticamente en lesiones
cormeales que se sabe que tienen una alta probabilidad de inducir una
respuesta angiogénica (tal como quemaduras quimicas). En estos casos el
tratamiento, probablemente en combinacién con esteroides, se puede emplear
inmediatamente para ayudar a prevenir complicaciones posteriores.

En ofras realizaciones, las composiciones anti-angiogénicas descritas
anteriormente se pueden inyectar directamente en el estroma comeal por un
oftaimélogo bajo direccidn microscdpica. E! sitio preferido de inyeccién puede
variar con la morfologla de la lesién particular, pero el objetivo de la
administracién seria situar la composicibn en el frente delantero de la
vasculatura (es decir, Intercalado entre los vasos sanguineos y la comea
normal). En la mayoria de los casos esito implicarla inyeccidn cdmea
perilimbica para "proteger” la comea del avance de los vasos sanguineos. Este
procedimiento también se puede utilizar brevemente después de una lesion
comeal con el fin de evitar profildcticamente la neovascularizacion comeal. En
esta situacién el material se puede inyectar en la cémea perilimbica intercalado
enfre la lesibn comeal y su alimentacion sanguinea limbica potencial no

deseada. Dichos procedimientos también se pueden utilizar de una manera
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similar para evitar la invasion capilar de comeas fransplantadas. En una forma
de liberaci6én sostenida las inyecciones podrian ser solamente necesarias 2 - 3
veces al afio. También se podria afiadir asteroide a la solucién de inyeccion
para reducir |la inflamacién que se-produce de la propia inyeccion.

En otro aspecto de la presente invencidn, se proporcionan
procedimientos para tratar glaucoma neovascular, que comprende la etapa de
administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicién anti-angiogénica al ojo, de manera que se inhiba la formacién de
los vasos sanguineos.

En resumen, el glaucoma neovascular es una afeccion patoldgica en la
que se desamollan nuevos capilares en el iris del ojo. Habituaimente la
angiogénesis se origina de los vasos localizados .en el margen de la pupila y
progresa a través de la ralz del iris y en la malla trabecular. Los fibroblastos y
otros elementos tisulares coneclivos se asocian al desarrolio capilar y se
desarrolla una membrana fibrovascular que se extiende a través de Ia
superficie anterior del iris. Eventuaimente este tejido alcanza el angulo de la
camara anterior donde forma sinequias. Estas sinequias a su vez se unen, se
cicatrizan y se contraen para cerrar por Gltimo el angulo de la camara anterior.
La formacién de cicatriz evita el drenaje adecuado de humor acuoso a través
del angulo y en la malla frabecular, dando como resultado un incremento de la
presion intraocular que puede dar como resultado ceguera.

El glaucoma neovascular generalmente se produce como una
complicacion de enfermedades en las que es predominante la isquemia retinal.
En particular, aproximadamente un tercio de los pacientes con este trastomo

tienen retinopatia diabética y 28% tienen oclusién de las venas centrales de la
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retina. Otras causas incluyen desprendimiento de retina crénico, glaucoma de
fase terminal, enfermedad obstructiva de la arteria cardtida, fibroplasia
retrolental, anemia de células falciformes, tumores intraoculares y fistulas
cavemnosas cardtidas. En sus fases tempranas, el glaucoma neovascular se
puede diagnosticar mediante biomicroscopla de hendidura de alta
magnificacion, donde descubre capilares pequefios, dilatados vy
desorganizados (que pierden fluoresceina) en la superficie del iris. La
gonioscopla posterior demuastra obliteracién progresiva del angulo de la
camara anterior mediante bandas fibrovasculares. Mientras que el dngulo de la
camara anterior todavia esta abierto, las terapias conservadoras pueden ser de
ayuda. Sin embargo, una vez que se cierra el angulo se requiere intervencion
quirdrgica con el fin de aliviar la presion.

Por lo tanto, en una realizacion de la invencién se pueden administrar
tépicamente faclores anti-angiogénicos (bien solos 0 en una composicion anti-
angiogénica, como se ha descrito anteriormente) al ojo con el fin de tratar
formas tempranas de glaucoma neovascular.

En otras realizaciones de la invencién, las composiciones anti-
angiogénicas se pueden implantar mediante inyeccion de la composicion en la
region del angulo de la camara anterior. Esto proporciona un incremento
localizado sostenido de factor anti-anglogénico y evita el crecimiento de los
vasos sanguinecs en el drea. Las composiciones anti-angiogénicas
implantédas o inyectadas que se sitdan entre los capilares delanteros del iris y
el angulo de la cdmara anterior pueden “defender” el 4ngulo de abertura de la
neovascularizacion. Ya que los capilares no crecerdn en un radio significativo

de la compasicién anti-angiogénica, se podria mantener la abertura del angulo.
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En ofras realizaciones, las composiciones anti-angiogénicas se pueden
también situar en cualquier lugar de manera que el factor anti-angiogénico se
libere continuamente en el humor acuoso. Esto incrementaria la concentracién
del factor anti-angiogénico en el humor, que a su vez bana la superficie del iris
y sus capilares anormales, por lo tanto proporcionando otro mecanismo
mediante el que distribuye la medicacién. Estas modalidades terapéuticas
también pueden ser Utiles profildcticamente y en combinacién con tratamientos
existentes.

En otro aspecto de la presente invencién, se proporcionan
procedimientos para tratar retinopatia proliferativa diabética, que comprende la
etapa de adminisirar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicién anti-angiogénica a los ojos, de manera que se inhiba la
formacion de los vasos sanguineos.

En resumen, la patologla de retinopatia diabética se cree que es similar
a la descrita anteriormente para glaucoma neovascular. En particular, la
retinopatia diabética antecedente se cree que se convierte en retinopatia
diabética proliferativa bajo la influencia de hipoxia retinal. En general, el tejido
neovascular brota del nervio 6ptico (habituaimente en 10 mm del borde), y
desde la superficie de la retina en regiones donde la perfusion del tejido es
escasa. Inicialmente los capilares crecen enire la membrana limitante intema
de la retina y la superficie posterior del vitreo. Eventualmente, los vasos crecen
en el vitreo y a través de la membrana limitante intema. A medida que el vitreo
se conirae, la traccién se aplica a los vasos, dando a menudo como resultado
cortes en los vasos y cegando el vitreo debido a la hemorragia. La traccién

fibrosa de la cicatrizacién en la retina puede también producir desprendimiento
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de la retina.

La terapia convencional de eleccién es fotocoagulacion panretinal para
disminuir el tejido retinal, y por lo tanto diminuir las demandas de oxigeno
retinal. Aunque inicialmente eficaz, existe una gran tasa de recalda con nuevas
lesiones que se forman en otras partes de la retina. Las complicaciones de esta
terapia incluyen una disminucion de la visién periférica de hasta 50% de los
pacientes, abrasiones mecénicas de la cdmea, formacion de cataratas
inducidas por laser, glaucoma agudo y estimulacién de crecimiento neovascular
subrretinal (que puede dar como resultado pérdida de vision). Como resultado,
este procedimiento se realiza solamente cuando estdn presentes varios
factores de riesgo, y la relacién riesgo — beneficio estd claramente a favor de la
intervencion.

Por lo tanto, en las realizaciones particularmente preferidas de la
invencion, la retinopatia diabética proliferativa se puede fratar mediante
inyeccion de un (os) factor (es) anti-angiogénico (8) (0 composicién anti —
angiogénica) en el humor acuoso o el vitreo, con el fin de incrementar la
concentracion local del factor anti-angiogénico en la retina. Preferiblemente,
este tratamiento se deberfa iniciar antes de la adquisicién de enfermedad grave
que requiere fotocoagulacion. En otras realizaciones de la invencion, las
arterias que alimentan las lesiones neovasculares se pueden embolizar
(utlizando composiciones anti-angiogénicas, como se ha descrito
anteriormente).

En otro aspecto de la presente invencién, se proporcionan
procedimientos para tratar fibroblasia retrolental, que comprende la etapa de

administrar a un paciente una cantidad terapéuicamente eficaz de un factor
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anti-angiogénico (o composicion anti-angiogénica) al ojo, de manera que se
inhiba |la formacién de vasos sanguineos.

En resumen, |a fibroblasia retrolental es una afeccién que se produce en
nifios prematuros que reciben terapia de oxigeno. La vasculatura retinal
periférica, particularmente en el lado temporal, no se llega a formar totaimente
hasta el final de la vida fetal. Oxigeno excesivo (Incluso niveles que estarlan
fisiolégicamente en orden) y la formacion de radicales libres de oxigeno se cree
que son importantes produciendo dafio en los vasos sanguineos de la retina
inmadura. Estos vasos se estrechan y después se llegan a destruir
estructuraimente con la exposicién al oxigeno. Como resultado, la retina
periférica falla de vascularizar y se produce Isquemia retinal. En respuesta a la
isquemia se induce neovascularizacién en la unién de la retina nomal e
isquémica.

En el 75% de los casos estos vasos entran en regresion
espontaneamente. Sin embargo, en el 25% restante existe un crecimiento
capilar continuado, contraccién del componente fibrovascular y traccién tanto
en los vasos como en la retina. Esto da como resultado hemorragia en el vitreo
y/o desprendimiento de retina que puede conducir a ceguera. El glaucoma
neovascular por cierre angular es también una complicacién de esta afeccién.

Ya que es a menudo imposible determinar qué casos se resolverdn
espontaneamente y cuales se transformardn en graves, tratamiento
convencional (es decir, cirugla) se comienza generalmente solamente en
pacientes con una enfermedad establecida y una patologia bien desarroliada.
Este planteamiento "esperar y ver" excluye la intervencién temprana y permite

el progreso de la enfermedad en el 25% que sigue un curso complicado. Por lo
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tanto, en una realizacién de la invencién, la administraciéon tdpica de factoras
anti-angiogénicos (o composiciones anti-angiogénicas, como se ha descrito
anteriormente) se puede llevar a cabo en nifios que tienen un alto riesgo de
desarrollar esta afeccion en un intento de cortar la incidencia de progresion de
fibroplasia retrolental. En ofras realizaciones, se pueden utilizar inyecciones
intravitreas y/o implantes intraoculares de una composicidén anti-angiogénica.
Dichos procedimientos se prefieren particularmente en casos de una
enfermedad establecida, con el fin de reducir la necesidad de cirugia.

Proteinquinasas

Las proteinquinasas son una familia de enzimas que cataliza la
fosforilacién del grupo hidroxilo de restos especlficos de tirosina, serina o
treonina en proteinas. Tipicamente, dicha fosforilacién perturba drasticamente
la funcin de la protelna, y de esta manera las proteinquinasas son
fundamentales en la regulaciéon de una amplia diversidad de procesos
celulares, que incluyen metabolismo, proliferacién celular, diferenciacién celular
y supervivencia celular. De las muchas funciones celulares diferentes en las
que se sabe que se requiere la actividad de las proteinquinasas, algunos
procesos representan dianas atractivas para intervencion terapéutica para
ciertos estados de enfermedad. Dos ejemplos son angiogénesis y control de
ciclo celular, en los que las proteinquinasas juegan un papel fundamental; estos
procedimientos son esenciales para el desarrollo de tumores sélidos asi como
de ofras enfermedades.

La angiogénesis es el mecanismo mediante el cual se forman nuevos
capilares a partir de vasos existentes. Cuando se requiera, el sistema vascular

tiene el potencial de generar nuevas mallas capilares con el fin de mantener la
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funcién adecuada de tejidos y 6rganos. Sin embargo, en el adulto, la
angiogénesis esta ciaramente limitada, produciéndose solamente en el proceso
de cicafrizacion de heridas y neovascularizacién del endometrio durante la
menstruacién. Véase Merenmies y col., Celf Growth & Differentiation, 8, 3 - 10
(1897), incorporado en esta memoria descriptiva como referencia en su
totalidad para todos los propésitos. Por otra parte, la angiogénesis no deseada
es una marca de varias enfermedades, tales como retinopatias, psoriasis,
artritis reumatoide, degeneracion macular relativa a la edad (abreviadamente
AMD) y céncer (tumores sélidos). Folkman, Nafure Med., 1, 27 - 31 (1895),
incorporada en esta memoria descriptiva como referencia en su totalidad para
todos los propésitos. Se ha mostrado que las proteinquinasas que estdn
implicadas en el proceso angiogénico incluyen tres miembros de la familia de
tirosina quinasa de receptores de factor de crecimiento: VEGF-R2 (receptor del
factor de crecimiento endotelial vascular 2, también conocido como KDR
(receptor del dominio de insercién de quinasa) y como FLK-1); FGF-R (receptor
del factor de crecimiento de fibroblastos); y TEK (también conocido como Tie-
2).

VEGF-R2, que se expresa solamente en las células endoteliales, se une
al potente factor de crecimiento angiogénico VEGF y media la transduccion de
la sefial posterior a través de la activacién de su actividad intracelular quinasa.
De este modo, se espera que [a inhibicién directa de la actividad quinasa de
VEGF-R2 dard como resultado la reduccion de angiogénesis incluso en
presencia de VEGF exdgeno (véase Strawn y col., Cancer Research, 58, 3540
- 3545 (1996)), como se ha mostrado con mutantes de VEGF-R2 que no

median en |a transduccién de ia senal. Millauer y col., Cancer Research, 56,
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1615 - 1620 (1996). Ademas, VEGF-R2 parece que no tiene ninguna funcién
en el adulto mas allé de la mediacién de la actividad anglogénica de VEGF. Por
lo tanto, se esperarla que un inhibidor selectivo de la actividad quinasa de
VEGF-R2 exhibiera poca toxicidad.

De manera similar, FGF-R se une a los factores de crecimiento
angiogénicos aFGF y bFGF y media posteriormente la transduccion de la sefial
intracelular. Recientemente, se ha sugerido que los factores de crecimiento
tales como bFGF pueden jugar un papel critico en la induccién de angiogénesis
en tumores sélidos que han alcanzado un cierto tamafio. Yoshiji y col., Cancer
Research, 57, 3924 — 3828 (1997). Sin embargo, a diferencia de VEGF-R2,
FGF-R se expresa en numerosos tipos de células diferentes por todo el cuerpo
y puede o puede no jugar papeles importantes en otros procedimientos
fisiolégicos normales en el adulto. Sin embargo, la administracion sistémica de
un inhibidor de molécula pequefia de la actividad quinasa de FGF-R se ha
indicado que bloquea la angiogénesis inducida por bFGF en ratones sin
toxicidad aparente. Mohammad y col., EMBO Joumnal, 17, 5996 — 5904 (1998).

TEK (también conocido como Tie-2) es otra tirosina quinasa receptora
expresada solamente en células endoteliales que se ha mostrado que juega un
papel en angiogénesis. La union del factor angiopoyetina-1 da como resultado
autofosforilacién del dominio quinasa de TEK y da como resultado un proceso
de fransduccion de la sefal que parece mediar la interaccién de las células
endoteliales con células de soporte periendotelial, facilitando por lo tanto la
maduracién de vasos sanguineos formados nuevamente. Por otra parte, el
factor angiopoyetina-2 parece antagonizar la accién de angiopoyetina-1 sobre

TEK e interrumpe la angiogénesis. Maisonpierre y col., Science, 277, 55 — 60
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(1997).

Como resultado de los desarrolios descritos anteriormente, se ha
propuesto tratar la angiogénesis mediante el uso de compuestos que inhiben la
actividad quinasa de VEGF-R2, FGF-R, y/o TEK. Por ejemplo, la publicacién
intemnacional WIPO N° WO 97/34876 describe ciertos derivados de cinolina que
son inhibidores de VEGF-R2, que se pueden usar para el tratamiento de
estados de enfermedad asociados con angiogénesis anormal y/o permeabilidad
vascular aumentada tal como cancer, diabetes, psoriasis, artritis reumatoide,
sarcoma de Kaposi, hemangioma, nefropatias agudas y crénicas, ateroma,
retinosis arterial, enfermedades autoinmunes, inflamacién aguda vy
enfermedades oculares con proliferacién de vasos retinales.

La fosforilasaquinasa activa la glucégenofosforilasa, incrementando de
esta manera la rotura de glucégeno y la liberacién de la glucosa hepatica. La
produccion de glucosa hepética se desmregula en la diabetes tipo 2, y es la
causa primaria de hiperglucemia por ayuno, que da como resultado muchas de
las complicaciones secundarias que aquejan a estos pacientes. De este modo,
la reduccién de liberacién de glucosa del higado reduciria los niveles elevados
de glucosa en plasma. Por lo tanto, los inhibidores de fosforilasaquinasa
deberian disminuir la actividad de la fosforilasa y la glicogendlisis, reduciendo
de esta manera la hiperglucemia en pacientes.

Ofra respuesta fisiolégica a VEGF es hiperpermeabilidad vascular, que
se ha propuesio que juega un papel en las fases tempranas de la
angiogénesis. En tejidos isquémicos, tales como los que se producen en el
cerebro de victimas de accidentes vasculares, la hipoxia dispara la expresién

de VEGF, conduciendo a un aumento en la permeabilidad vascular y por dlimo
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a edema en los tejidos circundantes. En un modelo de rata de accidente
vascular, van Bruggen y col., J. Clinical invest., 104 1613 — 20 (1999} han
mostrado que la administracién de un anticuerpo monoclonal a VEGF reduce el
volumen de infarto. De este modo, se anticipa que los inhibidores de VEGFR
son Utiles para el tratamiento de accidentes vasculares.

Ademéas de su papel en angiogénesis, las proteinquinasas también
juegan un papel crucial en el control del ciclo celular. La proliferacién celular no
confrolada es la insignia de cdncer. La proliferacién celular en respuesta a
diversos estimulos se manifiesta por una desregulaciéon del ciclo de divisién
celular, el proceso mediante el cual las células se dividen y multiplican. Las
células tumorales tipicamente han dafado los genes que directa o
indirectamente regulan la progresién a lo largo del ciclo de division celular.

Las quinasas dependientes de ciclina (abreviadamente en inglés CDK)
son serina-treonina proteinquinasas que juegan papeles criticos en la
regulacién de las transiciones entre fases diferentes del ciclo celular. Véase,
por ejemplo, los articulos recopilados en Science, 274, 1643 — 1677 (1896). Los
complejos de CDK se forman mediante la asociacién de una subunidad
reguladora de ciclina (por ejemplo, A, B1, B2, D1, D2, D3 y E) y una subunidad
de quinasa catalltica (por ejemplo, cdc2, (CDK1), CDK2, CDK4, CDK5 y
CDK8). Como el nombre da a entender, las CDK muestran una dependencia
absoluta de la subunidad de ciclina con el fin de fosforilar sus sustratos diana y
diferentes pares de quinasa/ciclina funcionan para regular la progresiéon a lo
largo de las fases especificas del ciclo celular.

La CDK4 complejada a las ciclinas D es la que juega una parte critica en
la iniciacién del ciclo de division celular a partir de una fase de reposo o latente
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a una en la que las células llegan a comprometerse en la division celular. Esta
progresién se somete a una diversidad de mecanismos reguladores de
crecimiento, tanto negativos como positivos. Las aberraciones en este sistema
de control, particularmente las que afectan a la funcibn de CDK4 se han
implicado en el progreso de las células hasta el estado altamente proliferativo
caracteristico de las malignidades, particularmente melanomas familiares,
carcinomas esofégicos y cénceres pancreaticos. Véase, por ejemplo, Kamb,
Trends in Genetics, 11, 136 ~ 140 (1995); Kamb y col., Science, 264, 436 — 440
(1994).

Mditiples publicaciones describen una diversidad de compuestos
quimicos dtiles contra una diversidad de dianas terapéuticas. Por ejemplo, las
publicaciones intemacionales WIPO nimeros WO 998/23077 y WO 99/23076
describen compuestos que contienen indazol que tienen actividad Inhibitoria de
fosfodiesterasa de tipo IV producida por un reemplazamiento bioiséstero de
indazol por catecol. La patente de Estados Unidos N° 5.760.028 describe
heterociclos que incluyen acido 3-[1{3-(imidazolin-2-ilamino)propillindazol-5-
ilcarbonilamino]-2-(benciloxicarbonilamino)propiénico, que es Gti como
antagonista de la a3 integrina y receptores relativos de proteinas adhesivas
de superficie celular. La publicacion internacional WIPO N° WO 98/099861
describe ciertos derivados de indazol y su uso como inhibidores de
fosfodiesterasa (abreviadamente en inglés (PDE) de tipo IV o la produccién de
factor de necrosis tumoral (abreviadamentie en inglés TNF) en un mamifero.
Las reclentes adiciones a la biblioteca vitual de compuestos conocidos
incluyen los descritos como que son agentes terapéuticos antiproliferativos que
inhiben las CDK_ Por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.621.082 de

>2_
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Xiong y col., describe dcido nucleico que codifica un inhibidor de CDK®, y la
publicacion de patente europea N° 0 666 270 A2 describe péptidos y miméticos
de péptidos que actian como inhibidores de CDK1 y CDK2. La publicacién
internacional WIPO N° WO 97/16447 describe ciertos andlogos de cromonas
que son inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina, en particular de
complejos CDK/ciclina tales como CDK4/ciclina D1, que se pueden usar para
inhibir proliferacion celular excesiva o anormal, y por o tanto para tratar cancer.
La publicacién internacional WIPO N°® WO 98/21845 describe derivados de 4-
aminotiazol que son dtiles como inhibidores de CDK. Cada una de las patentes
y/o solicitud enumeradas anteriormente se incorpora en esta memoria
descriptiva como referencia en su totalidad para todos los propdsitos.

Sin embargo, todavia existe una necesidad de compuestos de moléculas
pequefia que se pueden sintetizar facilmente y son eficaces en la inhibicion de
una o mas CDK o complejos CDK/ciclina. Debido a que la CDK4 puede servir
como un activador general de divisidn celular en la mayorfa de las células, y los
complejos de CDK4 y ciclinas de tipo D gobieman la fase temprana G del ciclo
celular, existe necesidad de inhibidores eficaces de CDK4 y complejos de
ciclinas de tipo D de los mismos, para tratar uno 0 méas tipos de tumores.
También, los papeles fundamentales de ciclina E/CDK2 y ciclina B/CDK1
quinasas en la fase G,/S y transiciones G>/M, respectivamente, ofrecen unas
dianas adicionales para intervencién terapéutica en la supresiébn de Ila
progresién del ciclo celular desrregulada en cancer.

Ofra proteinquinasa, CHK1, juega un papel importante como punto de
control en ja progresion del ciclo celular. Los puntos de control son sistemas de

control que coordinan progresién del ciclo celular influenciando la formacion,
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activacion y posterior inactivacion de las quinasas dependientes de ciclina. Los
puntos de control evitan la progresién del ciclo celular en momentos
inadecuados, mantienen el balance metabélico de las células mientras que la
célula se detiene, y en algunos casos pueden inducir apoptosis (muerte celular
programada) cuando no se han reunido los requerimientos de los puntos de
control. Véase, por ejemplo, O'Connor, Cancer Surveys, 29, 151 — 182 (1997);
Nurse, Cell, 91, 865 — 867 (1997); Hartwell y col., Science, 266, 1821 — 1828
(1894); Hartwell y col., Science, 246, 629 — 634 (1989).

Una serie de puntos de control controla la integridad del genoma vy, tras
detectar dafios en el DNA, estos "puntos de control de lesion de DNA®
bloquean la progresion del ciclo celular en las fases Gy y Gz, y retrasan la
progresion a través de la fase S. O'Connor, Cancer Surveys, 29, 151 — 182
(1997); Hartwell y col., Science, 266, 1821 — 1828 (1994). Esta accion permite
los procesos de reparacion de DNA que completan sus tareas antes de la
replicacién del genoma y tiene lugar la posterior separacién de este material
genético en células nuevas hijas. Sustancialmente, el gen mds cominmente
mutado en cancer humano, el gen supresor del tumor p53, produce una
proteina de punto de control de dafo en el DNA que bloquea la progresién del
ciclo celular en la fase Gy y/o induce apoptosis (muerte celular programada)
que sigue al dafic en el DNA. Hartwell y col., Science, 266, 1821 — 1628 (1994).
Se ha mosirado también que el supresor del tumor p53 fortalece la accién de
un punto de control de dafio en el DNA en la fase G, del ciclo celular. Véase,
por ejemplo, Bunz y col., Science, 28, 1497 — 1501 (1998); Winters y cal,,
Oncogene, 17, 673 - 884 (1998), Thompson, Oncogene, 15, 3025 — 3035
(1997).
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Dada la naturaleza fundamental de |a ruta del supresor del tumor p53 en
un cdncer humano, se ha buscado activamente las intervenciones terapéuticas
que exploten vulnerabilidades en cédncer deficiente en p53. Una vulnerabilidad
emergente se sitia en la operacion del punto de control de G, en las células
cancerosas deficientes en p53. Las células cancerosas, debido a que carecen
del control de los puntos de control de G4, son particularmente vulnerables a la
abolicion de la ditima barrera restante que las protege de los efectos
anticancerigenos de los agentes dafiinos para el DNA: el punto de control de
Ga. El punto de control de G se regula mediante un sistema de control que se
ha conservado a partir de levaduras a humanos. Es importante en este sistema
conservado una quinasa, CHK1, que transduce sefiales del complejo sensorial
de dafio en el DNA para inhibir la activacién de la ciclina B/Cdc2 quinasa, que
promueve la entrada mitdtica. Véase, por ejemplo, Peng y col., Science, 277,
1501 — 1505 (1997); Sanchez y col., Science, 277, 1497 — 1501 (1997). La
inactivacién de CHK1 se ha mostrado que elimina 1a deteccién de G; inducida
por dafios en el DNA causada bien por agentes anticancerigenos como por
dafic en el DNA endégeno, asl como da como resultado la muerte preferencial
de las células resultantes deficientes en puntos'de control. Véase, por ejemplo,
Nurse, Cell, 91, 865 — 867 (1997); Weinert, Science, 277, 1450 — 1451 (1997);
Walworth y col., Nature, 363, 368 — 371 (1993); y Al-Khodairy y col., Molec.
Biol. Cell, 5, 147 — 160 (1984).

I_.a manipulacién selectiva del control del punto de control en las células
cancerosas podria proporcionar una utilizacion amplia en regimenes de
quimioterapia y radioterapia de cancer y puede, ademas, ofrecer una sefial

comln de “inestabilidad gendémica" de céancer humano que se va a explotar
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como base selectiva para la destruccion de células cancerosas. Numerosos
factores sitian CHK1 como una diana fundamental en el control de los puntos
de control de los dafios en el DNA. La explicacién de los inhibidores de esta y
las quinasas funci-onalmente relacionadas tales como Cds1/CHK2, una quinasa
recientemente descubierta para cooperar con CHK1 en {a regulacién de la
progresion de la fase S (véase Zeng y col., Nature, 395, 507 — 5§10 (1998);
Matsuoka, Science, 282, 1893 — 1897 (1998)), podria proporcionar valiosas
entidades terapéuticas nuevas para el tratamiento de céncer.

El receptor de integrina que se une a ECM inicia sefiales intracelulares
mediadas por FAK (quinasa de adhesion focal) que estan implicadas en la
motilidad celular, proliferacién celular y supervivencia. En canceres humanos,
la sobreexpresion de FAK estd implicada en la tumorogénesis y potencial
metastasis potencial a través de su papel en las rutas de sefializacién
mediadas por integrina.

Las tirosinaquinasas pueden ser del tipo receptor (que tiene dominios
extracelulares, de transmembrana e intracelulares) o de tipo no receptor (que
son totaimente intracelular). Al menos una de las protelnas tirosinaquinasas de
tipo no receptor, llamada, LCK, se cree que media la transduccién en células T
de una sefial de la interaccién de una proteina de la superficie celular (Cd4)
con un anticuerpo anti-Cd4 reticulado. Una descripcién mas detallada de las
tirosinaquinasas de tipo no receptor se proporciona en Bolen, Oncogene, 8,
2025 - 2031 (1993), que se incorpora en esta memoria descriptiva como
referencia en su totalidad para todos los propdsitos.

Ademas de las proteinquinasas identificadas anteriormente, se han

considerado muchas otras proteinquinasas para ser dianas terapéuticas y
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numerosas publicaciones describen inhibidores de la actividad quinasa, como
se informa en las siguientes: patente de Estados Unidos N° 6.534.524,
expedida el 18 de marzo de 2003, patente de estados Unidos N° 6.531.491,
expedida el 11 de marzo de 2003, publicacién de la solicitud de patente
intemacional PCT N° WO 00/386865 (publicada el 6 de julio de 2001),
publicacién de la solicitud de patente intemacional PCT N° WO 97/49688
(publicada el 31 de diciembre de 1997), publicacién de la solicitud de patente
intemacional PCT N° WO 98/23613 (publicada el 4 de junio de 1898), patente
de Estados Unidos N° 6.071.935, expedida el 8 de junio de 2000, publicacion
de la solicitud de patente intemacional PCT N° WO 986/30347 (publicada el 3 de
octubre de 1996), publicacién de la solicitud de patente internacional PCT N°
WO 96/40142 (publicada el 18 de diciembre de 1996), publicacién de la
solicitud de patente intemacional PCT N°® WO 97.!13771 (publicada el 17 de
abril de 1987), publicacion de la solicitud de patente internacional PCT N® WO
95/23141 (publicada el 31 de agosto de 1895), publicacién de la solicitud de
patente internacional PCT N° WO 03/006059 (publicada el 23 de enero de
2003), publicacién de la solicitud de patente intermacional PCT N° WO
03/035047 (publicada el 1 de mayo de 2003), publicacién de la solicitud de
patente internacional PCT N° WO 02/064170 (publicada el 22 de agosto de
2002), publicacién de la solicitud de patente intemacional PCT N° WO
02/41882 (publicada el 30 de mayo de 2002), publicacién de la solicitud de
patente internacional PCT N° WO 02/30453 (publicada el 18 de abril de 2002),
publicacion de la solicitud de patente intemacional PCT N° WO 01/85796
(publicada el 15 de noviembre de 2001), publicacién de la solicitud de paténte
intemacional PCT N° WO 01/74360 (publicada el 11 de octubre de 2001),
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publicacién de la solicitud de patente intemacional PCT N° WO 01/74296
(publicada el 11 de octubre de 2001), publicacién de la solicitud de patente
interacional PCT N° WO 01/70268 (publicada el 27 de septiembre de 2001),
publicacion de la solicitud de la patente europea EP N° 1086705 (publicada el
28 de marzo de 2001) y publicacién de la solicitud de la patente intemacional
PCT N° WO 98/51344 (publicada el 19 de noviembre de 1998). Las patentes y
solicitudes anteriores se incorporan cada una de ellas en esta memoria
descriptiva como referencia en su totalidad para todos los propésitos.

Sin embargo, todavia existe una necesidad de inhibidores eficaces de
proteinquinasas. Ademas, como entienden los experios en la técnica, es
deseable que los inhibidores de quinasa posean tanto alta afinidad para la
quinasa como las quinasas diana asl como una alta selectividad frente a otras
proteinquinasas.

De este modo, un objetivo de la invencién es descubrir agentes potentes
para el tratamiento de enfermedades oftdimicas, tales como degeneracion
macular relativa a la edad (abreviadamente en inglés ARMD),
neovascularizacion coroidal (abreviadamente en inglés CNV), retinopatias (por
ejemplo, retinopatia diabética, vitreomretinopatia, retinopatia de cardcter
prematuro), retinitis, (por ejemplo, retinitis por citomegalovirus (abreviadamente
en inglés CMV)), uveitis, edema macular y glaucoma.

Ofro objetivo de la presente invencion es descubrir potentes inhibldores
de proteinquinasas.

Otro objetivo de la presente invencién es descubrir inhibidores eficaces
de quinasas que tienen una afinidad fuerte y selectiva para una o mas quinasas

particulares.
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Esios y ofros objetives de la invencién, que serdn aparentes de la
siguiente descripcion, se han llevado a cabo mediante el descubrimiento de los
compuestos de indazol, fArmacos farmacéuticamente aceptables, metabolitos
farmacéuticamente activos y sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos (dichos compuestos, profarmacos, metabolitos y sales se denominan
colectivamente “agentes”) descritos mas adelante, que modulan y/o inhiben la
actividad de proteinquinasas. Las composiciones farmacéuticas que contienen
dichos agentes son Utiles en el tratamiento de enfermedades mediadas por la
actividad quinasa, tal como cancer, as{ como ofros estados de enfermedades
asociados con angiogénesis no deseada y/o proliferacion celular, tal como
retinopatia diabética, glaucoma neovascular, artritis reumatoide y soriasis.
Ademas, los agentes tienen propiedades ventajosas relativas a la modulacion
y/o inhibicién de ia actividad quinasa asociada con VEGF-R, FGF-R, complejos
de CDK, CHK1, LCK, TEK, FAK, y/o fosforilasaquinasa.

En un aspecto general, Ia Invencion se reflere a compuestos que

tienen las sigulentes estructuras:
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La invenciéon también se refiere @ un procedimiento de modulacién y/o
inhiblcion de la actividad quinasa de VEGF-R, FGF-R, un complejo de CDK,
CHK1, LCK, TEK, FAK y/o fosforilasaquinasa mediante la administracién de un
compuesto de férmula |, II, Il o IV, o un profdrmaco farmacéuticamente
aceptable, metabolito farmacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos. Los compuestos preferidos de la presente invencion
que tienen actividad quinasa selectiva — es decir, poseen aclividad significativa
contra una o mas quinasas aspecificas mientras que poseen actividad inferior o
minima contra una o mds quinasas diferentes. En una realizacién preferida de
la invencién, los compuestos de la presente invencion son los de férmuila | que
poseen sustancialmenta mayor potencia contra la tirosinaquinasa del receptor
VEGF que conira la tirosinaquinasa del receptor FGR R1. La invencién también
se refiere a procedimientos de modulacién de la actividad de tirosinaquinasa
del receptor VEGF sin modular significativamente actividad de Ia
tirosinaquinosa del receptor FGF.

Los compuestos de la invencién se pueden usar ventajosamente en
combinaciébn con otros agentes terapéuticos conocidos. Por ejemplo, los
compuestos de férmula |, II, Ill o IV que poseen actividad antiangiogénica se
puede coadministrar con agentes quimioterapéuticos citotéxicos, como taxol,
taxotere, vinblastina, cisplatino, doxorrubicina, adrimicina y similares, para
producir un efecto antitumoral potenciado. La potenciacién aditiva o sinérgica
del efecto terapéutico se puede también obtener mediante la coadministracién
de los compuestos de forrnula 1, I, Il o IV que poseen actividad
antiangiogénica con ofros agentes antiangiogénicos, tales como

combretastatina A-4, endostatina, priniomastat, celecoxib, rofocoxib, EMD
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121974, IM862, anticuerpos monoclonales anti-VEGF, y anticuerpos
monoclonales anti-KDR. Las combinaciones adicionales se ejemplifican en los
documentos WO 0038716, WO 00387171, WO 0038715, WO 0038730, WO
0038718, WO 0038685, WO 0037107, WO 0038786, WO 0038719, todos
presentados simultaneamente el 22 de diciembre de 1999, incorporados en
esta memoria descriptiva como referencia en su totalidad para todos los
propdsitos.

La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas,
comprendiendo cada una de ellas una cantidad eficaz de un agente
seleccionado entre los compuestos de férmula | y sales farmacéuticamente
aceptables, metabolitos farmacéuticamente activos y profdrmacos
farmacéuticamente aceptables de los mismos, y un excipiente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable para dicho agente. La invencidn ademas
proporciona procedimientos de tratamiento de enfermedades/afecciones
oftdlmicas y cancer asl como otros estados de enfermedades asociadas con
angiogénesis y/o proliferaciéon celular no deseadas, que comprende Ila
administracion de cantidades eficaces de dicho agente a un paclente en
necesidad de dicho tratamiento.

Los compuestos de la invencién de férmula |, Il, il o IV son Utiles para
tratar enfermedades oftdlmicas y mediar la actividad de las proteinquinasas.
Mas particularmentse, los compuestos son Litiles como agentes antiangiogénicos
y como agentes para modular y/o inhibir la actividad de proteinquinasas,
proporcionando de esta manera tratamientos para enfermedades oftadlmicas y
céancer u otras enfermedades asociadas con proliferacion celular mediadas por

proteinquinasas.
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El término "alquilo® como se utiliza en esta memoria descriptiva se refiere
a grupos alquilo de cadena lineal y ramificada que tienen entre uno y doce
dtomos de carbono. Los grupos ejemplares alquilo incluyen metilo
(abreviadamente Me), etilo (abreviadamente Et), n-propilo, isopropilo, butilo,
isobutilo, sec-butilo, terc-butiio (abreviadamente t-Bu), pentilo, isopentilo, terc-
pentilo, hexllo, isohexilo y similares. El término “alquilo inferior” designa un
alquilo que tiene entre 1 y 8 atomos de carbono (un alquilo (C; — Cg)). Los
alquilos sustituidos adecuados incluyen, fluorometilo, difluorometilo,
trifluvorometilo, 2-fluoroetilo, 3-fluoropropilo, hidroximetilo, 2-hidroxietilo, 3-
hidroxipropilo y similares.

El término “alquilideno® se refiere a un radical divalente que tiene entre
uno y doce atomos de carbono. Los grupos alquilideno ilustrativos incluyen
CHz, CHCH,, (CHa)2 y similares.

El término"alquenilo® se refiere a grupos alquenilo de cadena lineal y
ramificada que tienen entre dos y doce atomos de carbono. Los grupos
alquenilo ilustrativos incluyen prop-2-enilo, but-2-enilo, but-3-enilo, 2-metilprop-
2-enilo, hex-2-enilo y similares.

El término “alquinilo® se refiere a grupos alquinilo de cadena lineal o
ramificada que tienen entre dos y doce atomos de carbono.

El término”cicloalquilo” se refiere a carbociclos saturados o parcialmente
insaturados que tienen entre ires y doce atomos de carbono, que inciuyen
estructuras cicloalquilo biciclicas y friciclicas. Los cicloalquilos adecuados
incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y similares.

Un grupo "heterocicloalquilo® tiene la intencién de significar un radical

monociclico saturado o parciaimente insaturado que contiene atomos de

L\



10

15

20

25

33

carbono, preferiblemente 4 ¢ 5 atomos de carbono en el anillo y ai menos un
hetero4tomo seleccionado enire nitrégeno, oxigeno y azufre.

Los términos "arilo” y "heterocarilo® se refieren a estructuras de anillo
aromatico o insaturado monociclico y policiclico, con "arilo” refiriéndose a los
que son carbociclos y “heteroarilo® refiriéndose a los que son heterociclos. Los
ejemplos de estructuras de anillos aromaticos incluyen fenilo, naftilo, 1,2,3,4-
tetrahidronatftilo, furilo, tienilo, pirrolilo, piridinilo, pirazolilo, imidazolilo, pirazinilo,
piridazinilo, 1,2,3-triazinilo, 1,2,4-oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, 1-H-tetrazol-5-
ilo, Indolilo, quinolinilo, benzofuranilo, benzotiofenilo (tianaftenilo) y similares.
Dichos restos se pueden sustituir opcionaimente mediante una estructura de
anillo condensado o puente, por ejemplo OCH2-O.

El término “alcoxi® tiene la intencién de significar el radical -O—alquilo.
Los ejemplos ilustrativos incluyen metoxi, etoxi, propoxi y similares.

El término “ariloxi® representa —O-arilo, en el que arilo se ha definido
anteriormente.

El término “cicloalcoxilo® representa —O-cicloalquilo, en el que
cicloalquilo se ha definido anteriormente.

El tdrmino "halégeno” representa cloro, fitior, bromo o yodo. El término
*halo” representa cloro, fluoro, bromio o yodo.

En general, los diversos restos o grupos funcionales para variables en
las férmulas se pueden sustituir opcionaimente por uno 0 mas sustituyentes
adecuados. Los sustituyentes ejemplares incluyen un halégeno (F, Cl, Bro ),
alquilo inferior, -OH, -NOz, -CN, -COzH, -O-alquiloinferior, -arilo, -aril-alquilo
inferior, -CO2CHj, -CONH,;, -OCH,CONH,, -NH;z, -SO2NH;, haloalquilo {por
ejemplo, -CF3, -CH;CF3), -O-haloalquilo (por ejemplo, -OCF3, -OCHF3) y
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similares.

Los términos “‘comprendiendo’ e “incluyendo® se usan en un sentido
abierto, no limitante.

Se entiande que aunque un compuesto de férmula | puede mostrar el
fenémeno de tautomeria, los dibujos de las férmulas dentro de esta memoria
descriptiva describen expresamente solamente una de las posibles formas
tautdmeras. Por lo tanto se entiende que en la invencién las fdrmulas se intenta
que representen cualquier forma tautémera del compuesto descrito y no se
limita meramente a una forma tautdmera especlfica descrita por los dibujos de
las férmulas.

Algunos de los compuestos de la invencion pueden existir en forma de
esterecisomeros Unicos (es decir, esenciaimente exentos de otros
estereocisémeros), racematos, y/o mezclas de enantibmeros y/o
diasterecisdmeros. Todos estos estereocisémeros (inicos, racematos y mezclas
de los mismos se pretende que estén dentro del alcance de la presente
invencién. Preferiblemente, los compuestos de la invencibn que son
optimamente activos se usan en forma dpticamente pura.

Como generalmente entienden los expertos en la técnica, un compuesto
dpticamente puro que tiene un centro quiral s uno que consiste esenciaimente
en uno de los dos posibles enantibmeros (es decir, es enantioméricamente
puro) y un compuesto épticamente puro que tiene mas de un centro quiral es
uno que es tanto diastereoméricamente puro como enantioméricamente puro.
Preferiblemente, los compuestos de la presente Invencién se usan en una
forma que es al menos 90% opticamente pura, es decir, una forma que

contiene al menos 80% de un sdlo isbmero (80% de exceso enatiomérico

<d
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(abreviadamente “e. e" 0 exceso diastereomérico (abreviadamente en inglés “d.
@.")), mas preferiblemente al menos 95% (90% de e. e. o d. e.), incluso mas
preferiblemente al menos 97,5% (85% de e. e. 0 d. e.), y mas preferiblemente
al menos 99% (98% de e.e. 0 d. e.).

Adicionalmente, las férmulas tienen la intencién de cubrir tanto formas
solvatadas como no solvatadas de las estructuras identificadas. Por ejemplo, la
formula | incluye compuestos de !a estructura indicada en formas tanto
hidratadas como no hidratadas. Otros ejemplos de solvatos incluyen las
estructuras en combinacién con isopropanol, etanol, metanol, DMSO, acetato
de etilo, acido acético o etanclamina.

Ademds de los compuestos de la fdrmula I, 1I, Il y IV, la invencién
incluye profairmacos  farmacéuticamente  aceptables, metabolitos
farmacéuticamente activos y sales farmacéuticamente aceptables de dichos
compuestos.

*Un profarmaco farmacéuticamente aceptable™ es un compuesto que se
puede convertir en condiciones fisiolégicas o mediante solvélisis en el
compuesto especificado o en una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto.

“Un metabolito farmacéuticamente activo® tiene la intencién de significar
un producto farmacolégicamente activo producido mediante metabolismo en el
cuerpo de un compuesto aspecificado o sal de los mismos.

Los metabolitos de un compuesto se pueden identificar usando técnicas
habituales conocidas en la técnica y sus actividades determinadas usando
ensayos tales como los descritos en esta memoria descriptiva.

Los profdrmacos y metabolitos activos de un compuesto se pueden
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identificar usando técnicas habituales conocidas en la técnica. Véase, por
ejemplo, Bertolini, G. y col., J. Med. Chem., 40, 2011 — 2016 (1997); Shan, D. y
col., J. Pharm. Sci.,, 86 (7), 765 — 767; Bagshawe K., Drug Dev. Res., 34, 220 —
230 (1995); Bodor, N., Advances in Drug Res., 13, 224 - 331 (1984);
Bundgaard, H., Design of Prodrugs (Elsevier Press 1985); y Larsen, |. K,
Design and Application of Prodrugs, Drug design and Development
(Krogsgaard — Larsen y col., eds., Harwood Academic Publishers, 1991).

Una “sal farmacéuticamente aceptable® tiene la intencién de significar
una sal que retiene la eficacia biocldgica de los acidos y bases libres del
compuesto especificado y que no biclégicamente o de otra manera no
deseable. Un compuesto de la invencidon puede poseer un grupo funcional
suficientemente acido, suficientemente bésico o ambos, y por consiguiente
reaccionar con cuaiquiera de un nimero de bases inorganicas u organicas, y
dcidos inorganicos y organicos para formar una sal farmacéuticamente
aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables ejemplares incluyen las
sales preparadas mediante la reaccion de los compuestos de la presente
invencién con un acido mineral u organico o una base inorgdnica, tales como
las sales que incluyen sulfatos, pirosulfatos, bisulfatos, sulfitos, bisulfitos,
fosfatos, fosfatos monodcidos, fosfatos didcidos, metafosfatos, pirofosfatos,
cloruros, bromuros, yoduros, acetatos, propionatos, decanoatos, caprilatos,
acrilatos, formiatos, isobutiratos, caproatos, heptanoatos, propiolatos, oxalatos,
malonatos, succinatos, suberatos, sebacatos, fumaratos, maleatos, butino-1,4-
dioatos, hexino-1,6-dioatos, benzoatos, clorobenzoatos, metilbenzoatos,
dinitrobenzoatos, hidroxibenzoatos, metoxibenzoatos, ftalatos, sulfonatos,
xilenosulfonatos, fenilacetatos, fenilpropionatos, fenilbutiratos, citratos, lactatos,
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y-hidroxibutiratos, glicolatos, tartratos, metanosulfonatos, propanosulfonatos,
naftaleno-1-sulfonatos, naftaleno-2-sulfonatos y mandelatos.

Si el compuesto de la invencién es una base, la sal farmacéuticamente
aceptable deseada se puede preparar mediante cualquiera de Ilos
procedimientos disponibles en la técnica, por ejemplo, tratamiento de la base
libre con un #cido inorgénico, tal como dacido clorhlidrico, acido bromhidrico,
dcido sulfurico, acido nitrico, acido fosforico y similares, 0 con un écido
orgénico, tal como 4cido acético, acido maleico, acido succlnico, acido
mandélico, dcido fumarico, acido malbnico, dcido pinivico, &cido oxdlico, cido
glicdlico, écido salicllico, un éacido piranosidilo, tal como &cido glucurdnico o
acido galacturénico, un &cido alfa-hidroxi, tal como &cido clirico o acido
tartarico, un aminodacido, tal como acido aspartico o acido glutdmico, un acido
aromatico, tal como acido benzoico o écido cindmico, un écido sulfénico, tat
como #écido p-toluenosulfonico o acido etanosulfénico o similares.

Si el compuesto de la invencion es un éacido, la sal farmacéuticamente
aceptable deseada se puede preparar mediante cualquier procedimiento
adecuado, por ejemplo, tratamiento del acido libre con una base inorganica u
orgdnica, tal como una amina (primaria, secundaria o terciaria), un hidréxido de
metal alcalino o hidréxido de metal alcalinotémeo, o similares. Los ejemplos
ilustrativos de las sales adecuadas incluyen sales orgdnicas derivadas de
aminoicidos, tales como glicina y arginina, amoniaco, aminas primarias,
secundarias y terciarias, y aminas cliclicas, tales como piperidina, morfolina y
piperazina, y sales inorgédnicas derivadas de sodio, calcio, potasio, magnesio,
manganeso, hierro, cobre, cinc, aluminio y litio.

En el caso en que los agentes sean sdlidos, los expertos en la técnica
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entienden que los compuestos y sales de la invencidn pueden existir en
diferentes formas cristalinas o polimérficas, todas los cuales se pretende que
estén dentro del alcance de la presente invencion y formulas especificadas.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de los agentes de la invencion
se pueden usar para fratar enfermedades mediadas por modulacidn o
regulacion de proteinquinasas. Una "cantidad eficaz® fiene la intencion de
significar la cantidad de un agente que, cuando se administra a un mamifero en
necesidad de dicho tratamiento, es suficiente para efectuar el tratamiento de
una enfermedad mediada por la actividad de una o mas proteinquinasas, tales
como firosinaquinasas. De este modo, por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula |, sal, metabolito activo o
profarmaco del mismo es una cantidad suficiente para modular, regular o inhibir
la actividad de una o méas proteinquinasas de manera que un estado de
enfermedad que se media mediante esa actividad se reduce o se alivia.

La cantidad de un agente dado que correspondera a dicha cantidad
variara dependiendo de factores tales como el compuesto particular, estado de
la enfermedad y su gravedad, la identidad (por ejemplo, peso) del mamifero en
necesidad de iratamiento, pero puede independientemente determinarse
rutinariamente por un experto en la técnica. “Tratamiento® tiene la intencién de
significar al menos la mitigacién de una afeccién de la enfermedad en un
mamifero, tal como un ser humano, que esta afectado, al menos en parte, por
la actividad de una o més proteinquinasas, tal como tirosinaquinasas e incluye:

la prevencién de que la afeccién de la enfermedad se produzca en un

mamifero, particularmente cuando se encuenira que el mamlifero esta.

predispuesto para tener la afeccién de la enfermedad pero todavia no se ha
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diagnosticado que la tiene; modulando y/o inhibiendo la afeccién de la
enfermedad; y/o aliviando el estado de la enfermedad.

Los agentes de la invencién se pueden preparar usando las vias de
reaccion y esquemas de sintesis como se describen méas adelante, empleando
técnicas disponibles en la técnica usando los materiales de partida que estan
facilmente disponibles.

En un procedimiento general de sintesis, los compuestos de formula | se

prparan segun el siguiente esquema de reaccion:
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6-Nitroindazol (compuesto V) se trata con yodo y base, por ejemplo, NaOH, en
una mezcla acuosa/orgdnica, preferiblemente con dioxano. La mezcla se
acidifica y el producto se alsla mediante filtracion. Al 3-yodo-8-nitroindazol
resultante en diclorometano - KOH acuoso al 50% a 0°C se afade un reactivo
del grupo protector (abreviadamente “Pg") (en el que X = halo), preferiblementes
cloruro de trimetilsililetoximetilo (abreviadamente en inglés SEM-CI), y un
catalizador de transferencia de fases, por ejemplo, bromuro de tetrabutiltamonio
(abreviadamente TBABr). Después de 1 — 4 horas, las dos fases se diluyen, se
separan los productos organicos, se secan con sulfato sddico, se filtran y se
concentran. El producto bruto se purifica mediante cromatografia en gel de
sllice para proporcionar compuestos de formula VI. El tratamiento de los
compuestos de férmula VI en un disolvente organico adecuado con un reactivo
R'-organometélico, preferiblemente un édcidoe R'-bordnico, en presencla de una
base acuosa, por ejemplo, carbonato sédico y un catalizador adecuado,
preferiblemente Pd(PPh3)4 proporciona, después de un tratamiento extractivo y
cromatografia en gel de sllice, los compuestos de férmula Vil. El sustituyente
R' se puede intercambiar en compuestos de férmula VIl o intermedios
posteriores durante este esquema mediante escision oxidante (por ejemplo,
ozondlisis) seguido de adiciones a la funcionalidad aldehido resultante con
transformaciones de Wittig 0 de condensacion (tipificados en el ejemplo 42 (a-
e)). El tratamiento de los compuestos de fdrmula VIl con un agente reductor,
preferiblements SnClk, proporciona después de f{ratamiento acuoso
convencional y purificacién, compuestos de férmula VIIl. Para la serie de
derivados en los que Y = NH o N-alquilo inferior, los compuestos de férmula

VIII se pueden tratar con cloruros, bromuros, yoduros o triflatos de arilo o
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hetercariio en presencia de una base, preferiblemente Cs;CO; y un
catalizador, preferiblemente Pd-BINAP, (y donde Y = N-alquilo inferior, con una
etapa posterior de alquilacién) para proporcionar compuestos de formula X.
Para producir otros enlaces Y, se afiade nitrito sédico a los compuestos de
formula VIl en condiciones acidas acuosas frias habituales seguido de la
adicion de yoduro potasico y calentamiento suave. El tratamiento y purificacién
habitual produce compuestos de yodo de férmula IX.

El tratamiento de los compuestos de formula IX con un reactivo
organometdlico, por ejemplo butillitio, promueve intercambio de halégeno litio.
Después este intermedio reacciona con un electrdfilo R2, por ejemplo, un
carbonilo o friflato, mediante la posible mediacién de metales adicionales y
catalizadores, preferiblemente cloruro de cinc y Pd(PPha)s para proporcionar
los compuestos de formula X. Alternativamente, los compuestos de formula IX
se pueden tratar con un reactivo organometdlico tal como écido organobdrico
en presencia de un catalizador, por ejemplo, Pd(PPhs)s, @n una atmésfera de
monéxido de carbono para proporcionar los compuestos de formula X
Alternativamente, para derivados donde Y = NH o S, los compuestos de
formula IX se pueden fratar con aminas adecuadas o tioles en presencia de
una base, preferiblemente Cs;CO3; 0 KyPO4 y un catalizador, preferiblemente
Pd-BINAP o Pd-(bis-ciclohexil)blfenilfosfina para proporcionar los compuestos
de fdrmula X. Después se pueden emplear intercambios de grupos funcionales,
tales como oxidaciones, reducciones, alquilaciones, acilaciones,
condensaciones y desprotecciones para derivatizar posteriormente estae series
proporcionando los compuestos finales de formula 1.

Los compuesios de la invencion de formula | se pueden también
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preparar segun el procedimiento general mostrado en el siguiente esquema:

o e f
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6-yodoindazol (XI) se trata con yodo y base, por ejemplo, NaOH, en una

mezcla acuosa/orgénica, preferiblemente con dioxano. La mezcla se acidifica y
el producto Xll se alsla mediante filtracién. Al 3,8-diyodoindazol resultante en
diclorometano - KOH acuoso al 50% a 0°C se aflade un reactivo del grupo
protector, preferiblemente SEM-CI, y un catalizador de transferencia de fases,
por ejemplo, TBABr. Se diluyen las dos fases, se separan log productos
organicos, se secan con sulfato sédico, se filtran y se concentran. El producto
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bruto se purifica mediante cromatografia en gel de sllice para proporcionar
compuestos de formula XIllIl. El tratamiento de los compuestos de férmula Xl
en un disolvente orgdnico adecuado con un reactivo RZ-organometdlico
adecuado, por ejemplo, R%-ZnCl, o un reactivo de boro de R%*boro y un
catalizador adecuado, preferiblemente Pd(PPhs)4 proporciona, después de un
tratamiento extractivo y cromatografla en gel de sllice, los compuestos de
férmula XIV. El tratamiento de los compuestos de férmula XIV en un disolvente
orgdnico adecuado con un reactivo R'-organometdlico adecuado (por ejemplo,
reactivo de boro de R'-boro o R'-ZnCl) en presencia de una base acuosa,
carbonato sédico y un catalizador adecuado, preferiblemente Pd(PPha)s
proporciona, después de un tratamiento extractivo y cromatografia en gel de
sllice, los compuestos de fGbrmula XV. Después se pueden emplear
intercambios de grupos funcionales convencionales, tales como oxidaciones,
reducciones, alquilaciones, acilaciones, condensaciones y desprotecciones
para derivatizar esta serie proporcionando los compuestos finales de férmula I.
Altemativamente, los compuestos de formula | en los que R® es un Y-Ar
sustituido o no sustituido, en el que Y es O o S se pueden preparar segin el

esquema general siguiente:
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Una solucion agitada en acetona de 3-clorociclohex-2-enona (XV), H-R?,
y carbonato potésico anhidro se calienta a reflujo durante 15 — 24 horas, se
enfria y se filtra. Concentrando y cromatografiando el filtrado sobre gel de sliice
se proporciona 3-R2-ciclohex-2-enona (XVI).

Las cetonas de formula XV1 se pueden hacer reaccionar con una base
adecuada (M-B), preferiblemente bis(trimetilsilillamiduro de litio y se hacen
reaccionar con R'-CO-X (donde X = halégeno), que después de fratamiento
acido habitual y purificacion proporciona compuestos de férmula XVIl. Este
producto, en AcOH/EtOH, combinado con monohidrato de hidracina, se

calienta a una temperatura adecuada durante un periodo de tiempo adecuado,
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preferiblemente 60 — 80°C durante 2 — 4 horas. Después de enfriar, la mezcla
se vierte en solucion saturada de bicarbonato sodico, se extrae con un
disolvente orgdénico, se concentra y se purifica sobre gel de sllice para
proporcionar compuestos de férmula XVIIl. Los compuestos de férmula XVl se
pueden oxidar usando una diversidad de procedimientos conocidos para

proporcionar los compuestos de férmula .
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Un procedimiento alternativo para sintetizar los compuestos de la

presente invencion es el siguiente:

Mediante el cual las condiciones de las etapas a) hasta i) son las
5 siguientes:

a)
b)

c)

d)

g)

h)

NaNOz, Brz, HBr, 0°C - -5°C, rendimiento de 48%;

Pd(OAc)z, Pd(o-tolil);, diisopropiletilamina (abreviadamente en inglés
DIEA), DMF, H;O, desgasifigado, microondas, 110°C, 1 hora; 88% de
rendimiento;

Hiero en polvo, NH,OH acuoso saturado, EtOH, 45°C, 72% de
rendimiento;

2-bromobenzoato de metilo, R-BINAP, Pda(dba);, Cs2CO;, tolueno,
desgasificado, 110°C durante una noche; 74% de rendimiento;

KOH, MeOH:THF:H20 (3:1:1) 70°C, 2 — 3 horas; cuantitativo;

Amina protegida, HATU, NEt;, DMF, temperatura ambiente durante 2
horas; 80% de rendimiento;

TsOH (12% de TsOH en AcOH), EtOH (10% acuoso); 44% de
rendimiento;

Tributilvinilestafio, Pd(PPhs), 2,6-di-t-butil-4-metilfenol, tolueno,
desgasificado, 105°C, 31% de rendimiento;

Pd(OAc)2, Pd(o-tolil)s, DIEA, DMF, desgasificado, 100°C,

aproximadamente 70% de rendimiento.

Otros compuestos de formula | se pueden preparar de manera andloga a

los procedimientos generales descritos anteriormente o los procedimientos

25 detallados descritos en los ejemplos de esta memoria descriptiva. La afinidad
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de los compuestos de la invenciébn por un receptor se puede potenciar
proporcionando multiples copias del ligando en proximidad cercana,
preferiblemente usando un andamiaje proporcionado por un resto de vehiculo.
Se ha mostrado que la provisién de tales compuestos de vatencia multiple con
un espacio 6ptimo entre ios restos mejora notablemente la unién a un receptor.
Véase, por ejemplo, Lee y col., Biochem, 23, 4255 (1984). El espacio y la
multivaiencia se pueden controlar mediante la selecciéon de un resto de
vehiculo adecuado o unidades de engarce. Dichos restos incluyen soportes
moleculares que contienen una multiplicidad de grupos funcionales que se
pueden hacer reaccionar con grupos funcionales asociados a los compuestos
de la invencion. Ciertamente, se pueden usar una diversidad de vehiculos,
incluyendo protelnas tales como BSA o HSA, una multiplicidad de péptidos
incluyendo, por ejemplo, pentapéptidos, decapéptidos, pentadecapéptidos y
similares. Los péptidos o protelnas pueden contener el nimero deseado de
restos de aminoacidos que tienen grupos amino libres en sus cadenas
laterales; sin embargo, otros grupos funcionales, tales como grupos sutthidrilo o
grupos hidroxilo, también se pueden usar para obtener enlaces estabies.

Se desean compuestos que regulan, modulan o inhiben de forma
potente la actividad proteinquinasa asociada a receptores VEGF, FGF,
complejos de CDK, TEK, CHK1, LCK, FAK y fosforilasaquinasa entre otros, y
que inhiben angiogénesis y/o proliferacién celular y es una realizacién preferida
de la presente invencion. La presente invencion se refiere ademas a
procedimientos de modulacién o inhibiciéon de la actividad de proteinquinasa,
por ejemplo, en tejido de mamiferos, mediante la administracién de un agente

de la invencion. La actividad de los compuestos de la invencién como
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moduladores de la actividad de proteinquinasa, tales como la actividad de
quinasas, se puede medir mediante cualquiera de los procedimientos
disponibles por los expertos en la técnica incluyendo los ensayos in vivo y/o in
vitro. Entre los ejemplos de ensayos adecuados para las mediciones de
actividad se incluyen los descritos en Parast C. y col., Biochemistry, 37 16788 —
16801 (1998); Jeffrey y col., Nature, 376, 313 — 320 (1995); la publicaci6n
internacional WIPO WO 97/34876; y la publicacidon intemacional WIPO WO
96/14843. Estas propiedades se pueden valorar, por ejemplo, usando uno o
mas de los procedimientos de ensayo biolégico establecidos en los ejemplos
més adelante.

Los agentes activos de la invencibn se pueden formular en
composiciones farmacéuticas como se describe mas adelante. Las
composiciones farmacéuticas de esta invencion comprenden una cantidad
eficaz moduladora, reguladora o inhibidora de un compuesto de férmula |, I, 1l
o IV y un vehiculo o diluyente inerte farmacéuticamente aceptable. En una
realizacion de las composiciones farmacéuticas, se proporcionan niveles
eficaces de los agentes de la invenciébn de manera que se proporcionan
beneficios terapéuticos que implican modulacién de proteinquinasas. Por
“niveles eficaces” se entiende niveles en los que los efectos de proteinquinasas
estan, por lo menos, regulados. Estas composiciones se preparan en forma de
dosificacién unitaria adecuada para el modo de administracion, por ejemplo,
administracién oral o parenteral.

Un agente de la invencién se adminisira en forma de dosificacion
convencional preparada mediante la combinacion de wuna cantidad

terapéuticamente eficaz de un agente (por ejemplo, un compuesto de férmula [)
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como ingrediente activo con vehliculos o diluyentes farmacéuticos adecuados
segun procedimientos convencionales. Estos procedimientos pueden incluir
mezcla, granulacién y compresion o disolucién de los ingredientes de manera
adecuada a la preparacion deseada.

E! vehiculo farmacéutico empleado puede ser sdlido o liquido. Los
ejemplos de vehiculos sdlidos son lactosa, sacarosa, taléo, gelatina, agar,
pectina, goma arabiga, estearato de magnesio, acido estedrico y similares. Los
ejemplos de vehlculos liquidos son jarabe, aceite de cacahuete, aceite de oliva,
agua y similares. De manera similar, el vehiculo o diluyente puede incluir
material de retardo o de liberacién con el tiempo conocido en la técnica, tales
como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo solos o con una cera,
etilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, metacrilato de metilo y similares.

Se pueden emplear una diversidad de formas farmacéuticas. De ese
modo, si se usa un vehiculo sélido, la preparacién se puede comprimir, situar
en una cédpsula dura de gelatina en forma de polvo o gréanulo o en forma de un
trocisco o gragea. La cantidad de vehiculo sdlido puede variar, pero
generalmente estard enire aproximadamente 25 mg y aproximadamente 1 g. Si
se usa un vehiculo liquido, la preparacién estara en forma de jarabe, emulsion,
gotas, cdpsula blanda de gelatina, solucién o suspensién inyectable estéril en
una ampolla o vial o suspension liquida no acuosa.

Para obtener una dosis hidrosoluble estable, se disuelve una sal
farmacéuticamente aceptable de un agente de ia invencién en una solucién
acuosa de un acido organico o inorgénico, tal como una solucién 0,3 M de
4cido succlnico o dcido cltrico. Si no estd disponible una forma de sal soluble,

el agente se puede disolver en un codisolvente adecuado o combinaciones de
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codisolventes. Los ejemplos de codisolventes adecuados incluyen, pero no se
limitan a, alcohol, propilenglicol, polietilenglicol 300, polisorbato 80, glicerina y
similares en concentraciones que varian entre 0 — 60% del volumen total. En
una realizacién ejemplar, un compuesto de férmula | se disuelve en DMSO y se
diluye con agua. La composicion también puede estar en la forma de una
solucién de una forma de sal del ingrediente activo en un vehiculo acuoso
adecuado tal como agua o solucién salina isotonica o solucién de dextrosa.

Se apreciard que las dosificaciones reales de ios agentes usados en las
composiciones de esta invencion variardn segin el complejo particular que se
esté usando, la composicion particular formulada, el modo de administracion y
el sitio en particular, huésped y enfermedad que se esta tratando. Las
dosificaciones Optimas para un conjunto dado de afecciones se puede
averiguar por los expertos en la técnica usando ensayos de determinacién de
dosificaciones convencionales en vista de los datos experimentales para un
agente. Para la administracion oral, una dosis diaria ejemplar generalmente
empleada esta entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 1000 mg/kg
de peso corporal, mds preferiblemente entre aproximadamente 0,001 y
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal, con cursos de tratamiento
repetidos a intervalos adecuados. La administracién de profarmacos se dosifica
tipicaments a niveles de peso que son quimicamente equivalentes a los niveles
en peso de la forma totalmente activa.

Las composiciones de la invencion se pueden fabricar de modos
generaimente conocidos para preparar composiclones farmaceéuticas, por
ejemplo, usando técnicas convencionales tales como mezcla, disolucion,

granulacion, preparacién de grageas, produccion de pasta o poivo fino,
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emuisificacién, encapsulacién, envolvimiento o liofilizacién. Las composiciones
famacéuticas se pueden formular de una manera convencional usando uno o
mas vehiculos fisioldgicamente aceptables, que se pueden seleccionar de
excipientes y auxiliares que facilitan la elaboracién de los compuestos activos
en preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente.

La formuiacion adecuada depende de la via de administracion elegida.
Para inyeccion, los agentes de la invencion se pueden formular en soluciones
acuosas, preferiblemente en tampones compatibles fisioldgicamente tales
como solucion de Hanks, solucion de Ringer o tampon de solucién salina
fisioldgica. Para la administracion transmucosal, se usan en la formulacién los
penetrantes adecuados de la barrera a permear. Dichos penetrantes se
conocen generaimente bien en la técnica.

Para la administracion oral, los compuestos se pueden formular
fdcimente combinando los compuestos activos con vehiculos
farmacéuticamente aceptables conocidos en la técnica. Dichos vehiculos
permiten que los compuestos de la invencién se formulen en forma de
comprimidos, plidoras, gragea, cdpsulas, llquidos, geles, jarabes, pastas,
suspensiones y similares, para la ingestién oral por un paciente a tratar. Las
preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener usando un
excipiente sélidko en mezcla con el ingrediente activo (agente), triturando
opcionalmente la mezcla resultante y fratando la mezcla de granulos después
de afnadir los productos auxiliares adecuados, si se desea, para obtener
comprimidos o nicleos de grageas. Los excipientes adecuados incluyen:
cargas tales como az(cares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; y

preparaciones de celulosa, por ejemplo, almidén de mailz, aimidon de trigo,
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almidén de arroz, almidon de patata, gelatina, goma, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilceluiosa, carboximetilcelulosa de sodio o polivinilpirrolidona
(abreviadamente PVP).

Si se desea, se pueden afadir agentes disgregantes, tales como
polivinilpirrolidona reticulada, agar, o acido alginico o una sal de los mismos tal
como alginato sddico.

Los nicleos de grageas se proporcionan con revestimientos adecuados.
Para este propésito, se pueden usar soluciones concentradas de azicar, que
pueden contener opcionaimente goma arébiga, polivinilpirrolidona, gel de
carbopol, polietilenglicol y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolvantas
orgénicos 0 mezclas de disolventes adecuadas. Se pueden afladir materias
colorantes o pigmentos a los comprimidos o revestimientos de grageas para
identificacion o caracterizacién de las diferentes combinaciones de los agentes
actlivos.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar oraimente
incluyen capsulas de ajuste por presién hechas de gelatina, asl como cépsulas
selladas blandas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o
sorbitol. Las cdpsulas de ajuste por presion pueden contener los ingredientes
actives en mezcla con cargas, tales como lactosa, agiutinantes tales como
almidones, y/o lubricantes tales como talco o estearato de magnesio, y
opcionalmente, estabilizantes. En cApsulas blandas, los ingredientes activos se
pueden disolver o suspender en liquidos adecuados, tales como aceites
grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademds, se pueden afiadir
estabilizantes. Todas las formulaciones para administracién oral deben estar en
dosificaciones adecuadas para dicha administracién. Para administracion

A\
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bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o grageas
formuladas de una manera convencional.

Para la administracion intranasal o por inhalacién, los compuestos para
uso segun la presente invencion se distribuyen convenientemente en forma de
una presentacién de pulverizador en aerosol de envases presurizados o un
nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, didxido de
carbono u ofros gases adecuados. En el caso de un aerosol presurizado la
unidad de dosificacién se puede determinar proporcionando una vilvula para
distribuir una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos de gelatina para uso
en un inhalador o insuflador y similares se pueden formular conteniendo una
mezcla en poivo del compuesto y una base de polvo adecuada tal como lactosa
o almidén.

Los compuestos se pueden formular para administracion parenteral por
inyeccién, por ejemplo, inyeccibn de bolo o infusion continua. Las
formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacion
unitaria, por ejemplo, en ampollas o recipientes de dosis multiples, con un
conservante afadido. Las composiciones pueden tomar formas tales como,
suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y
pueden contener agentes de formulacién tales como agentes de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes.

Las formulaciones fammacéuticas para administracion parenteral
incluyen soluciones acuosas de los compuestos activos en forma hidrosoluble.
Adicionalmente, las suspensiones de los agentes activos se pueden preparar

en forma de suspensiones de inyecciones olecsas adecuadas. Los disolventes
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o vehiculos lipofilos adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de
sésamo, 0 ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo, o
triglicéridos o liposomas. Las suspensiones para inyecciones acuosas pueden
contener sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension, tales
como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalimente, ia
suspension también puede contener estabilizantes o agentes adecuados que
incrementan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacion de
soluciones altamente concentradas.

Para la administracién ocular, un compuesto de formula I, Il, Il o IV se
distribuye en un vehiculo oftdlmico farmacéuticamente aceptable de manera
que el compuesto se mantiene en contacto con la superficie ocular durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir que el compuesto penetrs la comea
y/o esclerética y las regiones intemas del ojo, incluyendo, por ejemplo, la
cdmara anterior, cmara posterior, cuerpo vitreo, humor acuoso, humor vitreo,
comea, iris/cuerpo clliar, lente, coroide/retina y esclerética. El vehiculo
oftdlmico farmacéuticamente aceptable puede ser una pomada, aceite vegetal,
o material de encapsulacién. Un compuesto de la invencidn puede también
inyectarse directamente en el humor vitreo o en el humor acuoso.

Ademds, también se puede administrar un compuesto mediante
procedimientos aceptables bien conocidos, tales como inyecciones subtenon
y/o subconjuntivales. Como se conoce bien en la técnica oftdimica, la macula
se compone principaimente de conos retinales y es la region de maxima
agudeza visual en la retina. Una cédpsula de Tenon o0 membrana de Tenon se
dispone en la esclerética. Una conjuntiva 36 cubre un drea corta del giobo del

del ojo hasta posterior (la conjuntiva bulbar) y se pliega hacia arriba (la via sin
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salida superior) o hacia abajo (la via sin salida inferior) para cubrir las dreas
intemas del parpado superior y parpado inferior, respectivamente. La conjuntiva
sa dispone en |a parte superior de la capsula de Tenon.

La esclerética y capsula de Tenon definen la superficie exterior del globo
del ojo. Para tratamiento de ARMD, CNV, retinopatias, retinitis, uveitis, edema
macular cistoide (abreviadamente en inglés CME), glaucoma, y ofras
enfermedades © afecciones del segmento posterior del ojo, es preferible
disponer de un depdsito de una cantidad especifica de un agente activo
oftdlmico y farmacéuticamente aceptable directamente en la superficie exterior
de la esclerdtica y debajo de la cdpsula de Tenon. Ademas, en los casos de
ARMD y CME es mas preferible disponer del depdésito directamente sobre la
superficie exterior de la esclerdtica, debajo de la cépsula de Tenon, y
generaimente encima de la méacula. En un estudio que usa conejos Nueva
Zelanda blancos, un depdsito de farmaco de 4,9(11)-pregnadien-17.alfa.,21-
diol-3,20-diona-21-acetato, un esteroide angiostatico disponible de Steraloids,
Inc. de Wilton, New Hampshire, se dispuso directamente en la superficie
extena de la esclerdtica, debajo de la céapsula de Tenon y ligeramente
posterior al ecuador de los ojos del conejo. Dicho depésito de farmaco daba
como resultado una concentracién del esteroide angiostatico, promediada en la
retina entera y medida el dia después de la inyeccion, aproximadamente diez
veces mayor que una concentracion similar distribuida mediante un depdésito
localizado debajo de la conjuntiva pero encima de la cépsula de Tenon de los
ojos del conejo. Dado el hecho de que la cdpsula de Tenon de un conejo
Nueva Zelanda blanco muy fina, estos resultados beneficiosos son

altamente inesperados. Es importante destacar que la capsuta de Tenon del ojo
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humano es también muy fina. 4,9(11)Pregnadien-17.alfa.,21-diol-3,20-diona-21-
acetato, y el compuesto relativo 4,9(11)-Pregnadien-17-alfa 21-diol-3,20-diona
se describen mas completamente en las patentes de Estados Unidos N°
5.770.592 y 5.679.666, que se incorporan en esta memoria descriptiva en su
totalidad como referencia.

Alterativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo
para constitucién con un vehlculo adecuado, por ejemplo, agua estéril exenta
de pirégenos, antas de uso. Los compuestos también se pueden formular en
composiciones rectales tales como supositorios 0 enemas de retencién, por
ejemplo, que contienen bases de supositorios convencionales tales como
manteca de cacao u otros glicéridos.

Ademads de las formulaciones descritas anteriormente, los compuestos
también se pueden formular como una preparacién de liberacién retardada.
Estas formulaciones de accién prolongada se pueden administrar mediante
inyecciéon inframuscular de implantacién (por ejemplo, subcutanea o
inframuscularmente) o mediante la inyeccidn subtenon o intravitreal
anteriormente mencionadas.

En realizaciones particularmente preferidas de la Invencién, los
compuestos se puaden preparar para administracion topica en solucién salina
(combinados con cualquiera de ios conservantes y agentes antimicrobianos
cominments usados en preparaciones oculares) y administrarse en forma de
gotas para los ojos. La solucidn o suspension del factor anti-angiogénico se
puede preparar en su forma pura y administrarse varias veces al dla.
Altemativamente, ias composiciones anti-angiogénicas, preparadas como se ha

descrito anteriormente, se pueden también administrar directamente a la
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comea.

En realizaciones preferidas, ia composicion se prepara con un pollmero
mucoadhesivo que se une a la comea. De este modo, por ejemplo, los
compuestos se pueden formular con materiales poliméricos o hidréfobos
adecuados (por ejemplo, en forma de una emulsién en un aceite aceptable) o
resinas de intercambio iénico, o en forma de derivados escasamente solubles,
por ejemplo, en forma de una sal escasamente soluble. En realizaciones
posteriores, los factores anti-angiogénicos o composiciones anti-angiogénicas
se pueden utilizar como adjuntos a la terapia esteroide convencional.

Un vehlculo farmacéutico para los compuestos hidréfobos es un sistema
codisolvente que comprende alcohol bencilico, un tensioactivo no polar, un
polimero orgénico miscible en agua y una fase acuosa. El sistema codisolvente
puede ser un sistema codisolvente de VPD. VPD s una solucion al 3% p/v de
alcohol bencilico, 8% p/v del tensioactivo no polar polisorbato 80, y 65% p/v de
polietilenglicol 300, preparada hasta un volumen en etanol absoluto. El sistema
codisolvente VPD (VPD:5W) contiene VPD diluida 1:1 con un 5% de dexirosa
en solucién acuosa. Este sistema codisolvente disuelve compuestos hidréfobos
bien, y él mismo produce baja toxicidad tras la administracién sistémica.
Naturaimente, las proporciones de un sistema codisolvente se pueden variar
considerablemente sin destruir su solublilidad y caracteristicas toxicas. Ademas,
la identidad de los componentes codisolventes se pueden variar. por ejemplo,
otros tensioactivos no polares de baja toxicidad se pueden usar en lugar de
polisorbato 80; el tamafio de la fraccidn de polietilenglicol se puede variar; otros
polimeros biocompatibles pueden reemplazar al polietilenglicol, por ejemplo,

polivinilpirrolidona; y ofros azicares o polisacdridos pueden sustituir a la
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dextrosa.

Alternativamente, se pueden emplear otros sistemas de administracion
para compuestos farmacéuticos hidréfobos. Los liposomas y emulsiones son
ejemplos conocidos de vehiculos o excipientes de distribucién para farmacos
hidréfobos. También se pueden emplear ciertos disolventes orgdnicos tales
como dimetilsulféxido, aunque usuaimente con el coste de una mayor toxicidad.
Adicionalmente, los compuestos se pueden distribuir usando un sistema de
liberacién sostenida, tales como matrices semipermeables de poilmeros
hidréfobos sdlidos que contienen el agente terapéutico. Se han establecido
diversos materiales de liberacién sostenida y son conocidos por los expertos
en la técnica. Las capsulas de liberacidn sostenida pueden, dependiendo de su
naturaleza quimica, liberar los compuestos durante unas pocas semanas hasta
més de 100 dias. Dependiendo de la naturaleza quimica y de la estabilidad
biolégica del reactivo terapéutico, se pueden emplear estrategias adicionales
para la estabilizacion de protelnas.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender
vehiculos o excipientes de fase sdlida o de gel adecuados. Los ejemplos de
dichos vehiculos o excipientes incluyen carbonato cdicico, fosfato calcico,
azlcares, aimidones, derivados de celulosa, gelatina y polimeros tales como
polietilenglicoles.

Algunos de los compuestos de la invenciébn se pueden proporcionar en
forma de sales con coniraiones farmacéuticamente compatibles. Las sales
farmacéuticamente compatibles se pueden formar con muchos acidos,
incluyendo, clorhidrico, sulfirico, acético, lactico, tartarico, malico, succinico,

etc. Las sales ftienden a ser mas solubles en disolventes acuosos u ofros
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protdnicos que son las formas de base libres comespondientes.

La preparacién de los compuestos preferidos de la presente invencion se
describe en detalle en los siguientes ejemplos, pero el {écnico reconocera que
las reacciones quimicas descritas se pueden adaptar facilmente para preparar
numerosos otros inhibidores de proteinquinasas de la invencién. Por ejemplo,
la sintesis de compuestos no ejemplificados segun la invencién se puede
realizar exitosamente mediants modificaciones evidentes para los expertos en
la técnica, por ejemplo, mediante la proteccién adecuada de grupos que
interfieren, mediante el cambio a otros reactivos adecuados conocidos en la
técnica, o mediante modificaciones rutinarias de las condiciones de reaccion.
Altemativamente, se reconocerdn otras reacciones descritas en esta memoria
descriptiva o conocidas en la técnica que tienen aplicabilidad para la
preparacion de otros compuestos de la invencion.

SC ON E INVENCION Y REALIZACIONES
PREFERIDAS
EJEMPLOS

En los ejemplos descritos mas adelante, salvo que se indique otra cosa
todas las temperaturas se exponen en grados Celsius y todas las partes'y
porcentajes estdn en peso. Los reactivos se compraron en proveedores
comerciales tales como Aldrich Chemical Company o Lancaster Synthesis Ltd.
y se usaron sin posterior purificacion salvo que se indique otra cosa.
Tetrahidrofurano (abreviadamente THF), N,N-dimetilformamida
(abreviadamente DMF), diclorometano, toluenc y dioxano se compraron en
Aldrich en botellas cerradas herméticamente y seguras y se usaron tal como se

recibieron. Todos los disolventes se purificaron usando procedimientos
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indique otra cosa.

Las reacciones expuestas mas adelante se hicieron generalmente en
una presion positiva de argén o nitrégeno o con tubo de secado, a temperatura
ambiente (salvo que se indique otra cosa), en disolventes anhidros, y los
matraces de reaccidn se cerraron con septum de caucho para la introduccién
de sustratos y reactivos mediante una jeringa. Los articulos de vidrio se
secaron hormo y/o se secO por calor. La cromatografla analltica en capa fina
(abreviadamente en inglés TLC) se realizé sobre placas de gel de sllice sobre
vidrio 60 F 254 Analtech (0,25 mm) y se eluyeron con las relaciones de
disolventes adecuados (v/v) y se indican cuando es apropiado. Las reacciones
se ensayaron mediante TLC y se terminaron segin se juzgaba por el consumo
del material de partida.

La visualizacion de las placas de TLC se hizo con un reactivo de
pulverizacion de p-anisaldehido o reactivo de &cido fosfomolibdico (Aldrich
Chemical 20% en peso en etanol) y se activaron con calor. Los tratamientos se
realizaron tipicamente duplicando.el velumen de la reaccién con el disolvente
de reaccioén o disolvente de extracciéon y después lavando con las soluciones
acuosas indicadas usando 25% en volumen del volumen de extraccién salvo
que se indique otra cosa. Las soluciones de productos se secaron con Na; SO,
anhidro antes de la filtracién y la evaporaciéon de los disolventes a presién
reducida en un rotavapor y se describieron como disolventes retirados a vaclo.
La cromatografia ultrarrdpida en columna (Still y col., J. Org. Chem., 43, 2923
(1978)) se realizé usando gel de sllice ultrardpida de calidad Baker (47 — 61

pm) y gel de sllice: la relacion de material bruto de aproximadamente 20:1 a
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50:1 salvo que se indique ofra cosa. La hidrogenolisis se realizé a la presién
indicada en los ejemplos o a presién ambiente.

Los espectros de 'H — RMN se registraron en un instrumento Bruker que
funcionaba a 300 MHz y los espectros de '°C — RMN se registraron
funcionando a 75 MHz. Los espectros de RMN se obtuvieron como soluciones
de CDCl, (indicados en ppm), usando cloroformo como patrén de referencia
(7,25 ppm y 77,00 ppm) o CD30D (3,4 y 4,8 ppm y 49,3 ppm), o intemamente
tetrametiisilano (0,00 ppm) cuando fuera adecuado. Otros disolventes de RMN
se 'usaron segun fuera necesario. Cuando se describe la multiplicidad de picos,
se usan las siguientes abreviaturas: s (singlete), d (doblete), t (friplete), m
(multiplete), a (ancho), dd (doblete de dobletes), dt (doblete de tripletes). Las
constantes de acoplamiento, cuando se proporcionan, se indican en Hercios
(Hz).

Los espectros de infrarojos (abreviadamente IR) se registraron en un
espectrometro Perkin Elmer FT - IR en forma de aceites puros, en forma de
granulos de KBr, o en forma de soluciones de CDCla, y cuando se proporcionan
se indican en numeros de onda (cm™) Los espectros de masas se obtuvieron
usando LSIMS o electropulverizacién. Todos los puntos de fusién
(abreviadamente p. f.) estén sin comegir.

EjJemplo 1(a) Ester dimetiiico del &cldo 2-{4-cioro-2-nitro-fenil)-maiénico

l .
%9 no,
-
(o]
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A una suspension agitada de NaH (36,0 g, 1500 mmol) en NMP (1,0 ) se
afiadié dimetiimalonato (137,4 ml, 1200 mmol) gota a gota. La reaccidn se
enfrié lo necesario para mantener la temperatura intema por debajo de 30
grados Celsius. Después de que cesara el desprendimiento de gas, se afadi6
2, 4-dicloronitrobenceno (192 g., 1000 mmol) a la reaccién. Se calentd
cuidadosamente a 65 grados Celsius hasta que la reaccldn se completd seguin
se determiné mediante HPLC. La reaccién se enfrié a temperatura ambiente, y
después se vertid sobre 500 ml de hielo mezclados con 150 ml de HCI
concentrado. El pH de la fase acuosa se ajust6 a neutral usando NaOH 1N. Los
sdlidos se eliminaron mediante filirado a través de un filtro grueso sinterizado, y
se aclararon con agua (3L). Los sélidos amarillos se dejaron secar durante una
noche. El rendimiento fue de 261,5 gr, 91%.

Ejemplo 1(b) Ester metilico del &cldo (4-cloro-2-nitro-fenll)-acético

Una disolucién de éster dimetllico del acido 2-(4-cloro-2-nitro-fenil)-
malénico (1959, 679,4 mmol) en agua (100 ml) y NMP (1000 ml) se calentaron
hasta el refluyjo durante 3,5 horas. El disolvente se eliminé mediante
evaporacién con rotavapor para dar un aceite. El aceite se disolvié en acetato
de efilo, y después se lavé con agua (5 x 300 ml). La fase acuosa se extrajo
entonces con acetato de etilo (4 x 300 ml). El extracto orgénico se lavd con

agua. Las fases organicas se combinaron y secaron sobre MgSO,. Después de

la eliminacién de los sélidos por filtracién, el disolvente se evapord para
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producir el producto deseado como un sélido mamén-anaranjado (160,0 g,
95%).
EJemplo 1(c) Ester metillco del &cldo {2-acstilamino-4-cloro-fenil)-acético

iNH

T,

Un matraz lleno de argén se cargd con éster metllico del acido (4-cloro-
2-nitro-fenil)-acético (40 g, 175 mmol), Pd/C 10% (2,5 g), anhidrido acético (64
ml, 877 mmol), agua (8 ml) y acido acético (150 ml). Al matraz se le inyectd
hidrégeno a 30 PS! (206.850 kPa) mediante un sistema de vaclo, y se agitd
vigorosamente. Después de dos horas, se afiadié mas Pd/C al 10% (2 g), y se
completd la reaccién después de un total de 4 horas de tiempo de reaccién. El
Pd/C al 10% se eliminé por filtracién, y el disolvente se eliminé con rotavapor.
Ejemplo 1(d) Ester metilico del &cldo 6-cloro-1H-Indazol-3-carboxilico

A una disolucién de éster metllico del acido (2-acetilamino-4-cloro-fenil)-
acético (32,0 g, 133 mmol) en écido acético (200 ml) agitado a 80 grados
Celsius se afadio nitrito de ferc-butilo (20,5 ml, 172,3 mmol) durante una hora.
La reaccion se vertié en agua (1,4 |) y los sdlidos se recuperaron por filtracién.

E! precipitado amarillo se disolvi6 en acetato de etilo, después se lavé con NaCl
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saturado. La fase organica se sect sobre MgSQO,, se filir6, y se conceniré para
dar un sdlido. Los sélidos se trituraron con hexanos y se filtraron para
proporcionar el material deseado (21,63 g, 77%).

Ejemplo 1(e) Ester metilico del dcido 6-cloro-1-{tetrahidro-piran-2-ll)-1-H-

indazol-3-carboxllico

5
0,

A una suspension del éster metilico del écido 8-cloro-1H-indazol-3-
carboxllico (8,3 g, 39,5 mmol) en MeCN (200 ml) se afadié 3,4-dihidro-2H-
pirano (5,4 mi, 59,3 mmol) y écido p-toluenosulfénico (237 mg, 1,25 mmol).
Después de dejar a la reaccion agitdndose durante 10 minutos, el NaHCO,
saturado (1 ml) se afadid y el disolvente se elimind con rotavapor hasta un
volumen de 100 ml. La mezcla se diluyd con acetato de etilo y se lavé con agua
(50 ml) y después con NaCl saturado (50 ml). La fase orgénica se secd
entonces sobre Na:SO, Después de que los sdlidos se eliminaran por
fillracion, la fase orgénica se concentré hasta un aceite con rotavapor. El
producto se precipitd a partir del aceite usando hexanos para producir el
producto deseado (7,667 g, 66% de rendimiento).

Ejemplo 1(f) Ester metilico del &cldo 6-(2-metoxicarbonlii-fenliamino)-1-
(tetrahidro-piran-2-l)-1H-indazol-3-carboxllico
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A una solucion del éster metflico de 6-cloro-1-1H-indazol-3-carboxllico
(2,94 g, 10,0 mmoles) en 1,2-dimetoxietano (30ml) se le afadidé KsPO, (5,32 g,
25,0 mmoles), tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (459 mg, 0,05 mmol), 2-
(diciclohexilfosfino)bifenilo (701 mg, 2,0 mmol), y antranilato de metilo (2,59 mi,
20,0 mmol). La solucién se inundd con argén a vacio tres veces antes de ser
calentada a 80° Celsius durante 18 horas. La reaccién se enfrié a temperatura
ambiente y los sélidos se retiraron por filtracién. Después de lavar los sdlidos
conacetato de etilo, el disolvente se eliminé con rotavapor. El aceite residual se
purificé por cromatografia (150g gel de sllice, AcOEt/Hex del 10-30%) para dar
1,23 g (51%) del producto deseado.

EJemplo 1(g) &cldo 6-(2-metoxicarbonli-fenllamino)-1-{tetrahidro-pirano-2-
1)-1Hindazol-3-carboxllico

%‘%"‘
N,

A una disolucibn de éster metllico del acido 6-(2-metoxicarbonil-
fenilamino)-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-3-carboxilico (2,05 g, 5 mmol) en

4
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metanol (18 ml) y tetrahidrofurano (8 ml), se afiadié una disolucién de hidréxido
de sodio {0,30 g, 7.5 mmol) en agua (2,7 ml). La reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 3 horas y después se neutralizé6 con HCI 1 N a
un pH de 1. La mezcla se diluyé con acetato de etilo (25 ml) y agua (25 ml).
Después de separarse |as fases, la fase acuosa se lavd con CHzClz (3 x 25 ml).
Los extractos organicos combinados se lavaron con NaCl saturado (100 ml) y
después se secaron sobre Na;SO.. Los sélidos se filtraron y el liquido se
concentré a un aceite. El producto se criatalizé con acetato de etilo y hexanos
para producir el producto deseado (1,616 g, 82%).

Ejemplo 1(h) éster metilico del éacido 2{3-metlicarbamolil-1-{tetrahidro-
piran-2-il)}-1H-Indazolll-6-amino]-benzolco

S

A una disolucion de acido 6-(2-metoxicarbonil-fenilamino)-1-(tetrahidro-
piran-2-il)-1H-indazol-3-carboxllico (0,560 g, 1,27 mmol) en DMF se afadid
trietilamina (0,42 ml, 3,04 mmol), metilamina (1,9 ml, 3,81 mmol), y HATU
(0,578 g, 1,52 mmol). La reaccién se agitd durante tres horas y después se
concenird mediante rotavapor. El aceite bruto se cromatografié (50 g de gel de
sllice, 25-50% de acetato de etilo/hexanos) para producir el producto deseado
(214 mg, 42%).

Ejemplo 1(l) Acido 2-[3-metilcarbamoil-1-{tetrahldro-2-piranil)-1H-Indazol-

6-llamino]-benzoico
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¢ X
A una disolucion de éster metllico del dcido 2-[3-metilcarbamoil-1-
(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-8-ilamino]-benzoico (0,20 g, 0,49 mmol) en
metanol (1,4 ml) y tetrahidrofurano (0,6 ml) se le afiadi6 una disolucién de
hidréxido de sodio (59 mg, 1,47 mmol) en agua (0,3 ml). La reaccién se calentd
a 60 grados Celsius durante 1 hora y se enfri6 entonces a temperatura
ambiente. E| pH se ajustd con HCl 2 N a un pH de 2. Se afadieron acetato de
etilo (30 mi) y agua (30 m!) y las fases se separaron. La fase acuosa se extrajo
con acetato de etilo (3 x 20 ml) y las fases orgédnicas se combinaron. Después
de lavar con agua (15 ml), la fase organica se sect sobre Na;SO,. Los sdlidos
se filtraron y se retiraron, y la fase organica se evapord para producir un sélido
amarillo (193 mg, 100%).
Ejemplo 1(]) Metllamida del &cido 6-{2-prop-2-iniicarbamolil-fenllamino)-1-
(tetrahldro-piran-2-i)-1H-indazol-3-carboxilico

Q e
%U%
H
A una disolucién de dcido 2{3-metilcarbamoil-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-
indazol-6-ilamino}-benzoico (150 mg, 0,381 mmol) en DMF (3,6 ml) se le afadio

propargilamina (0,052 ml, 0,761 mmol), TEA (0,264 mi, 1,90 mmol) y HATU
(217 mg, 0,571 mmol). La reaccién se agitd durante 4 horas, y entonces se

/5’
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diluy6 con acetato de etilo (30 ml) y agua (30 ml). Las fases se separaron, y la
acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 20 ml). Los extractos organicos
combinados se lavaron con NaCl saturado

(15 ml) y entonces se secaron sobre Na;SO,. Los sdlidos se eliminaron
mediante filtracién, y el liquido se concentré mediante rotavapor hasta un aceite
amarillo (184 mg, 100%).

Ejemplo 1(k) Metilamida del &cldo 6-(2-propinii-2-inlicarbamolifenllamino)-

1H-Indazol-3-carboxilico.

/

H_»

Se disueve la metilamida del 4cido 6-(2-prop-2-inilcarbamoil-fenilamino)-
1-(tetrahidropiran-2-il)-1H-indazol-3-carboxllico (30 mg) en 1,5 mi ;ie una
mezcla 90:10:1 de CH:Cl:TFA:trietil silano y se calienta a refiujo por 2 horas.
Se diluye la disolucién con tolueno (40 ml) y se concentra con rotavapor a un
aceite. Se disuelve el aceite en DMF (1 ml) y se filtlra usando un filtro de

jeringuilla de 0,2 micrones. Se usa HPLC preparativa para aislar el compuesto

. deseado (12 mg, 50%). 'H NMR (CDCls-d) 5 9,96 (1H. 8),8,28(1H, d,J = 8,85

Hz), 7.47 (1H, m), 7,34 (1H, m), 7.22 (1H, m), 7,15 (1H, dd, J;=8,76 Hz,
J2=1,79 Hz), 6,99 (1H,m), 6,86 (1H, t, J=6,987 Hz), 8,31 (1H,m), 4,23 (2H,dd, J1
= 5,18 Hz, Jz = 2,54 Hz), 3,49 (3H, 8), 2,29 (s, 1H).

Anal. Calcd. Para CyoHi7NsO; 1,0MeOH-0,1 TFA: C,
62,08; H, 5,44; N, 17,92. Encontrado: C, 61,78; H, 5,45; N, 18,4.

/32,
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EJemplo 2(a) [6-cloro-1-{tetrahidro-piran-2-il)-1H-3-Indazolil]-metanol

A una disolucién del éster metllico del acido 8-cloro-1H-indazol-3-
carboxllico (2,94 g, 10,0 mmol) en CH;Cl> seco (50 mi) enfriado a —78 grados
Celsius se afiadié DIBAL-H (3,56 ml, 20 mmol) lentamente. Después de que la
adicién estuvo completa, se dejo calentar la reacciébn a temperatura ambiente,
donde HPLC mostré que habla un 10% de material inicial remanente. Se
afiadid después DIBAL-H extra (0,35 ml) y se agité durante 10 minutos. La
reaccion se diluyd con acetato de etilo (1000 ml) y se lavé con HCI 1 N (2 x 100
ml). Ademds, se lavé con NaHCO; 1 N (100 ml), y entonces con NaCl saturado
(100 ml). La fase organica se sectd sobre MgSQO,, se filtré y entonces se
concentré a un sélido blanco (2,65 g, 99,5%).

EjJemplo 2(b) 6-cloro-1-{tetrahidro-piran-2-ll)-1H-indazol-3-carbaldehido

50
2%

Una disolucion de [6-cloro-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-3-indazolil]-
metanol (1,75 g, 6,58 mmol), IBX (2,76 g, 9,87 mmol) y DMSO (27 ml) se dej6
agitando durante una noche. La reaccién se diluyé en acetato de etilo y agua.

Las fases se separaron, y la acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 100 ml).
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Los extractos orgénicos se combinaron y lavaron con una disolucién saturada
de NaCl (100 ml). La fase organica se sect sobre MgSO,, se filtré y después
se concenird en un sélido. El sdlido se disolvié en CHxCl, y se filtrd. La fase
organica se evapord para producir el producto deseado (1,707 g, 92%).
EJemplo 2{c) 1-{6-cloro-1H-3-indazolll)-2-(5-etil-piridin-2-l1)-etanol

A una disolucion agitada de 4-etil-2-metilpiridina (0,458 g, 3,79 mmol) en
THF (4 ml) a —50 grados Celsius, se le afiade lentamente una disolucién de
butillitio (1,5 ml, 2,5 M, 3,79 mmol) y se agita durante 10 minutos. A la reaccion,
se le afade lentamente una disolucién de 6-cloro-1H-indazol-3-carbaldehido
(0,5 g, 1,89 mmol) en THF (4 ml). Después de agitar durante 10 munitos, la
reaccién se desactivd con 4cido citrico 1 N (10 ml). La mezcla se diluyd con
acetato de etilo (50 mi), agua (20 ml), y una disolucién saturada de NaCl (10
ml). Las fases se separaron, y la acuosa se exirajo con acetato de efilo (3 x 15
mil). Los extractos orgdnicos se combinaron y lavaron con una disolucion
saturada de NaCl (20 ml). Después de secar la fase organica sobre NazSO,,
los sélidos se eliminaron por filtracién y los liquidos se concentraron a un aceite
mediante rotavapor. La cromatografila (40 g de gel de sllice, 60-100% de
acetato de etilo/hexanos) produjo el producto deseado (142 mg, 32%) y
recuperd 6-cloro-1H-indazol-3-carbaldehido (348 mg).
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EJemplo 2(d) 6-cloro-3-[2-{5-etll-piridin-2-l1)-vinil}-1H-Indazol

A una disolucién agitada de 1-(6-cloro-1H-3-indazolil)-2-(5-etil-2-piridinil)-
etanol (232 mg, 0,60 mmol) en CHzCl2 se le afadié TEA (0,25 ml, 1,81 mmol) y
cloruro de mesilo (0,070 ml, 0,90 mmol). La reaccién se agitdé durante 30
minutos, y después se afadié DBU (2 ml). La reaccién se calentd a refiujo
durante 18 horas, y entonces se desaclivé con 40 ml de &cido cifrico 1 N. Las
fases se separaron, y la acuosa se extrajo con 20 ml de CHzCl.. Los extractos
organicos combinados se secaron sobre Na;SO,, se filtraron, y se concentraron
con rotavapor. La purificacién por cromatografia (12 g de gel de sllice, 50 —70%
de acetato de etilo/hexanos) produjo el compuesto deseado (135 mg, 71%).
EJemplo 2(c) Ester metilico del &cido 2-{3-[2-{5-etll-2-piridinll)-vinil]-1H-

Indazol-8-llamino}-benzoico
O
"5

’

Se afiadié 1,2-dimetoximetano (2 ml) a 6-cloro-3-[2-(5-etil-piridin-2-il)-
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vinil}-1H-indazol (130 mg, 0,354 mmol), tris(dibencilidenacetona)dipaladio (16
mg, 0,018 mmol), -(diciclohexilfosfino)bifenilo (25 mg, 0,071 mmol), KsPO,
(0,188 g, 0,885 mmol), y antranilato de metilo (0,092 ml, 0,71 mmol). Se hizo el
vaclo inyectando argén en la reaccién (4x) y después se calentd a 80° C
durante 19 horas. La reaccion se diluyd con acetato de etilo (20 ml) y se filtrd a
través de un lecho de gel de silice. Después de lavar con acetato de etilo (50
ml), el disolvente se eliminé mediante rotavapor. El aceite bruto se purificé por
cromatografla (40 g de gel de slilice, 30-40% acetato de etilo/hexanos) para
producir el producto deseado (54 mg, 32%).

Ejlemplo 2(f) Acido 2-{3-[2{5-etil-piridin-2-I)-vinil]-1H-Indazol-8-llaminc}-

o N

A una digolucién de éster metllico del dcido 2-{3-[2-(5-etilpiridin-2-il)-
vinil}-1H-indazol-8-lamino}-benzoico (50 mg, 0,104 mmol) en metanol (0,42 mi)
y THF (0,10 ml) se afadié una disolucion de hidréxido de sodio (12 mg, 0,311
mmol) en agua (0,05 ml). La disolucién se calenté a 60 grados Celsius durante
3,5 horas y entonces s8 neutralizé con disolucion saturada de NH.CI. La
reaccion se diluyé con agua (20 ml), y entonces se extrajo con acetato de etilo
(2 x 20 ml). Los extractos combinados se secaron primero sobre Na;SO,, y

entonces los sélidos se eliminaron por filtracién. El producto deseado (48,7 mg,

236
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100%) se recuperd después de la evaporacidn con rotavapor para eliminar ios
disolventes.

Ejemplo 2(g) 2-{3-[2-{5-etll-piridin-2-II)-vinil]-1H-Indazol-6-llamino}-N-prop-
2-Inll-benzamida

Al dcido 2-{3-[2-(5-etil-piridin-2-il)-vinil]-1H-indazol-6-ilamino}-benzoico
(49 mg, 0,105 mmal) se le afiadieron 2 ml de una mezcla 90:10:1 de
CH:Clz: TFA:TES. La reaccién se agit6é en condiciones de reflujo durante 1 hora,
y entonces se diluyd con tolueno (20 ml). E! disolvente se eliminé mediante
rotavapor para producir un aceite espeso. El aceite se disolvid en DMF (1 ml) y
a esta disolucion se afadié TEA (0,072 ml, 0,52 mmol), propargilamina (0,014
mi, 0,208 mmol), y HATU (59 mg, 0,156 mmol). La reaccién se agité durante
tres horas, y entonces se purifico mediante HPLC preparatoria para producir el
producto deseado (29 mg, 66%). 'H NMR (CDCls-d): 5 9,83 (1H, s), 8,63 (2H,
8), 8,04 (2H, m), 7,68 (2H, s), 7,47 (1H, m), 7,32 (1H, d, J = 1,51 Hz), 7,10 {1H,
dd, J1 = 8,67 Hz, J2 = 1,88 Hz), 6,83 (1H, m), 6,07 (2H, dd, J1 = 5,09 Hz, J2 =
2,26 Hz), 3,15 (1H, t, J = 2,35 Hz), 2,97 (2H, s), 2,74 (1H, s), 2,29 (1H, 8), 1,27
(3H,t, J =744 H2)
Anal. Calcd. para CagH2aNs0-0,3 H20-1,2 TFA: C, 60,51; H, 4,43; N, 12,42, Se
hallaron: C, 60,38; H, 4,73; N, 12,44.
EJemplo 2(h) N-ciclopropil-2-{3-{(E)-2-{(4-metil-piridin-2-li}-vinil}-1H-Indazol-
8-llamino}-benzamida

A7



10

15

20

25

74

g

El compuesto titulo se prepar6 andlogamente a 2-{3-[2-(5-etil-piridin-2-1)-
vinil]-1H-indazol-6-ilamino}-N-prop-2-inil-benzamida descrita anteriormente en
este documento, sustituyendo 4-etil-2-metilpiridina por 2,4-dimetilpiridina en la
etapa donde se preparé 1-(6-cloro-1H-indazol-3-il)-2-(5-etil-piridin-2-il)-etanol, y
usando ciclopropilamina en lugar de propargilamina en la etapa final de la
secuencia. 'H NMR (DMSO-de): 5 9,85 (1H, ), 8,56 (2H, m), 8,20 (3H, m), 7,53
(5H, m), 7,35 (1H, s), 7.2 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,0 (1H, s), 2,83 (1H, m), 0,70
(2H, m), 0,56 (2H, m). ESIMS (M+H"): 410,3.

Ejemplo 3(a) N-metoxi-2{3-{(E)-2-piridin-2-li-vinll}-1H-Indazol-8-llamino]-
benzamida

Una disolucion de acido 2-3-(2-piridin-2-il-vinil)-1H-indazol-6-ilamino}-
benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), clorhidrato de O-metilhidroxilamina (15 mg,
0,17 mmol), trietilamina (58 pi, 0,42 mmol), disuelta en DMF (0,8 ml), se tratd
con HATU (48 mg, 0,13 mmol). La mezcla se agité durante toda una noche,
después se purificé mediante HPLC de fase inversa produciéndose 21,6 mg
(67%) del compuesto titulo como un sdlido amarillo. 'H NMR (DMSO-dg): 5 9,23

Ze
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(1H, 8), 8,71(1H, d, J = 2,2), 8,05 (4H, m), 7,51 (5H, m), 7,25 (1H, s), 7,10 (1H,
d, J =7,7 Hz), 6,91 (1H, m), 5,98 (1H, m), 4,31 (1H, d, J = 14,3), 7,20 (1H, d, J
=7.,3), 4,42 (2H, d, J = 3,2). ESIMS (M+H"): 412,1.

Ejemplo 3(b) N-allloxI-2-[3{(E)-2-piridin-2-ll-vinil)-1H-Indazoi-6-llamino]-
benzamida

Una disolucion de acido 2-{3-(2-piridin-2-il-vinil)-1H-indazol-8-llamino]-
benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), clorhidrato de O-alil-hidroxilamina (18.3 mg,
0,17 mmol), frietilamina (58 i, 0,42 mmol), disuelta en DMF (0,8 ml), se tratd
con HATU (48 mg, 0,13 mmol). La mezcla se agit6 durante toda una noche,
después se purificé mediante HPLC de fase inversa produciéndose 25,5 mg
(74%) del compuesto tltulo como un sélido amarillo. '"H NMR (DMSO-dg): 6 9,28
(1H, 8), 8,67 (2H, d, J = 3,4), 8,05 (4H, m), 7,48 (5H, m), 7.23 (1H, s), 7.04 (1H,
d, J = 7,6 Hz), 6,91 (1H, m), 3,69 (3H, s). ESIMS (M+H"): 386,1.

Ejemplo 3 (c) N-isopropoxi-2-[34{(E)-2-piridin-2-lI-vinil)-1H-indazol-6-

llamino]-benzamida

Una disolucién de acido 2-[3-(2-piridin-2-il-vinil)-1H-indazol-6-ilamino}-
benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), clorhidrato de O-isopropil-hidroxilamina (18,7



10

15

20

25

76

mg, 0,17 mmol), trietilamina (58 yl, 0,42 mmol), disuelta en DMF (0,8 ml), se
tratd con HATU (48 mg, 0,13 mmol). La mezcla se agité durante toda una
noche, después se purificé mediante HPLC de fase inversa produciéndose 17,4
mg (50%) del compuesto titulo como un sélido amarillo. 'H NMR (DMSO-de): &
9,23, (1H, s), 8,68 (H, d, J = 2,1), 8,03 (4H, m), 7,50 (5H, m), 7,23 (1H, s), 7,04
(1H, d, J = 6,7 Hz), 6,92 (1H, m), 5,98 (1H, m), 4,13 (1H, m), 1,29 (6H, d, J =
8,1). ESIMS (M+H"): 414,1.

Ejemplo 3(d) N-ciclopropil-2-[3-<{(E)-2-piridin-2-ll-vinil)}-1H-indazol-6-

llamino]-benzamida

Una disolucién de é&cido 2-{3-(2-piridin-2-il-vinil)-1H-indazol-6-ilamino}-
benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), ciclopropilamina (11,6 pl, 0,17 mmol),
trietilamina (58 pl, 0,25 mmol), disueita en DMF (0,8 ml), se tratd con HATU (48
mg, 0,13 mmol). La mezcla se agitd durante toda una noche, después se
purificd mediante HPLC de fase inversa produciéndose 11,7 mg (35%) del
compuesto titulo como un s6lido amarillo. '"H NMR (DMSO-dg): & 9,81 1H, s),
8,68 (1H, d, J = 1,7), 8,51 (1H, s), 8,01 (4H, m), 7,50 (5H, m), 7,24 (1H, s), 7,03
(1H, d, J = 5,3), 6,89 (1H, t, J=4,2), 2,84 (1H,m), 0,72 (2H, m), 0,56 (2H, m).
ESIMS (M+H"): 396,1.

Ejemplo 3{f) N'{1-{2-[34{(E)-2-piridin-2-l-vInil)-1H-indazol-8-llamino]-fenil}-
metanoil)-hidrazida del 4cido 1-metil-1H-pirrol-2-carboxlilico
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Una disolucibn de acido 2-[3-(2-piridin-2-il-vinil)-1H-indazol-6-ilamino]-
benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), hidrazida del acido 1-metil-1H-pirrol-2-
carboxilico (23,3 mg, 0,17 mmol), trietilamina (58 pl, 0,42 mmol), disuelta en
DMF (0,8 ml), se traté con HATU (48 mg, 0,13 mmol). La mezcla se agitd
durante toda una noche, después se purificO0 mediante HPLC de fase inversa
produciéndose 16,1 mg (40%) del compuesto titulo como un sdlido amarillo. *H
NMR (DMSO-dg): & 10,39 (1H, s), 10,00 (1H, s), 9,52 (1H, s), 8,67 (1H, d, J =
2,4), 8,07 (4H, m), 7,77 (1H, d, J = 5,2), 7,51 (4H, m), 7,32 (1H, s), 7.09 (1H, d,
J =6,3), 6,98 (3H, m), 6,13 (1H, m), 3,87 (3H, s). ESIMS (M+H"): 478,1.
Ejemplo 3{g) N-bencil-2-[3-((E)-2-piridin-2-il-vinll)-1H-Indazol-8-llamino]-

benzamida w
H HE

Una disoluciébn de &cido 2-[3«{2-piridin-2-il-vinil}-1H-indazol-8-lamino}-
benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), bencilamina (18,2 pl, 0,17 mmol), trietilamina
(58 pl, 0,42 mmol), disuelta en DMF (0,8 mi), se traté con HATU (48 mg, 0,13
mmol). La mezcla se agitdé durante toda una noche, después se purificd
mediante HPLC de fase inversa produciéndose 45,2 mg (76%) del compuesto
titulo como una sal de TFA (1,5 H20, 2,1 TFA, peso molecular efectivo =
711,98). 'H NMR (DMSO- dg): 5 9,86 (1H, 8), 9,14 (1H, t,J=5,4), 8,73 (1H,d, J
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= 4,8), 8,29 (4H, m), 7,56 (1H, d, J = 7,0), 7,74 (2H, m), 7,89 (2H, m), 7,31 (5H,
m), 7,16 (1H, d, J = 7.8), 8,93 (1H, t, J = 7,3), 4,46 (2H, d, J = 6,1). ESIMS
(M+H"): 446,5.

Ejemplo 3(h) N-{2-metoxi-bencll)-2-[3-{(E)-2-piridin-24l-vinil)-1H-indazol-6-

Una disolucién de éacido 2-[3-(2-piridin-2-il-vinil)-1H-indazol-6-ilamino}-
benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), o-metoxibencilamina (21,8 pl, 0,17 mmol),
trietilamina (58 ul, 0,42 mmol), disueita en DMF (0,8 ml), se tratd con HATU (48
mg, 0,13 mmol). La mezcla se agitd durante toda una noche, después se
purificd mediante HPLC de fase inversa produciéndose 46 mg (81%) del
compuesto titulo como una sal de TFA (1,5 H20, 1,5 TFA, peso molecular
efectivo = 673,59). '"H NMR (DMSO- dg): 5 9,83 (1H, 8), 9,03 (1H, t, J = 3,4),
8,70 (1H, d, J = 3,7), 8,08 (4H, m), 7,82 (1H, d, J = 7,4), 7,49 (4H, m), 7,21 (3H,
m), 6,96 (4H, m), 4,48 (2H, d, J = 6,3). ESIMS (M+H"): 476,1.

Ejemplo 3(l) N-furan-2-iimetil-2{3<{(E)-2-piridin-2<l-vinil)-1H-Indazol-6-

ylamino]-benzamida

Una disolucién de acido 2-[3<{2-piridin-2-il-vinil)-1H-Indazoi-6-ilamino]-
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benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), C-furan-2-il-metilamina (19 pl, 0,17 mmol),
trietilamina (58 pl, 0,42 mmol), disueita en DMF (0,8 ml), se traté con HATU (48
mg, 0,13 mmol). La mezcla se agitd durante toda una noche, después se
purificd mediante HPLC de fase inversa produciéndose 45 mg (85%) del
compuesto titulo como una sal de TFA (1,5 H.0, 1,5 TFA, peso molecular
efectivo = 633,52). '"H NMR (DMSO- dg): 5 9,82 (1H, s), 8,05 (1H, t, J = 2,6),
8,73(1H,d, J=3,7), 8,13 (4H, m), 7,73 (1H, d, J = 6,8), 7,57 (2H, m), 7,26 (1H,
), 7,03 (1H, d, J = 7,5), 6,40 (1H, m), 6,28 (1H, m), 4,48 (2H, d, J = 6,5).
ESIMS (M+H"): 436,1.

Ejemplo 3{j) N-ciclobutil-2-[3-{{E)-2-piridin-2-ll-vinil)-1H-indazol-8-llamino]-

benzamida

AT
Una disolucién de acido 2{3-(2-piridin-2-il-vinil)-1H-indazol-8-ilamino}-
benzoico (50,0 mg, 0,084 mmol), ciclobutilamina (18,2 ul, 0,17 mmol),
frietilamina (58 pl, 0,42 mmol), disuelta en DMF (0,8 ml), se traté con HATU (48
mg, 0,13 mmol). La mezcla se agitdé durante toda una noche, después se
purificd mediante HPLC de fase inversa produciéndose 43,2 mg (92%) del
compuesto titulo como una sal de TFA (1,5 Hz0, 1,1 TFA, peso molecular
efectivo = 561,92). 'TH NMR (DMSO- dg): 5 8,78 (1H, s), 8,72 (2H, m), 8,13 (4H,
m), 7,70 (1H, d, J = 7,1), 7.58 (2H, m), 7,41 (2H, m), 7,27 (1H, 8), 6,88 (1H, t, J
= 4,2), 2,84 (1H, m), 0,72 (2H, m), 0,56 (2H, m). ESIMS (M+H"): 396,1.
Ejemplo 3(k) N-(2-metil-alll)-2-[3{(E)-2-piridin-2-il-vinil)}-1H4ndazol-§-
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Una disolucién de acido 2-[3-(2-piridin-2-il-vinil)-1H-indazol-6-ilamino]-
benzoico (50,0 mg, 0,064 mmol), 2-metil-alilamina (16,4 ul, 0,17 mmol),
trietilamina (58 pl, 0,42 mmol), disuelta en DMF (0,8 ml), se traté con HATU (48
mg, 0,13 mmol). La mezcla se agitd durante toda una noche, después se
purificd mediante HPLC de fase inversa produciéndose 45 mg (81%) del
compuesto titulo como una sal de TFA (1,6 Hz:O, 1,3 TFA, peso molecular
efectivo = 586,53). "H NMR (DMSO- de): 5 9,78 (1H, 8), 8,72 (2H, m), 8,13 (4H,
m), 7,70 (1H, d, 4 =7,1), 7,58 (2H, m), 7,41 (2H, m), 7,27 {1H, 8), 7,08 (1H, d, J
=7,1), 6,91 (1H, t, J = 7,5), 4,42 (1H, m), 2,22 (2H, m), 2,08 (2H, m), 1,68 (2H,
m). ESIMS (M+H"): 410,1. )

Ejemplo 3(l) 6-nitro-3-piridin-2-letinil-1{2-trimetiisilanil-etoximetl)-1H-

Una mezcla de 3-yodo-8-nitro-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)}-1H-indazol
(838 mg, 2,0 mmol), 2-etinil-piridina (242 pl, 2,4 mmol), y trietilamina (6,0 mi),

se desgasificaron y se inundaron al vaclo con atmésfera de argén, después se
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trataron con Cul (8 mg, 0,042 mmol), y Pd(PPha)2Clz (18 mg, 0,023 mmol). La
mezcla resultante se agitd durante toda la noche a temperatura ambiente, al
tiempo que HPLC indicd que todo el material de partida se habla consumido.
La mezcla se purificd mediante la eliminacién de los volatiles a alto vaclo,
pasando después el residuo a través de un lecho de sllice eluido con acetato
de etilo. El producto resultante se usé en el paso siguiente sin mas purificacién.
ESIMS (M+H"): 395,1.

Ejemplo 3(m) 3-piridina-2-letinil-1-{2-trimetislianil-etoximetil)-1H-Indazol-

6-llamina

Una mezcla de 6-nitro-3-piridin-2-iletinil-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-
indazol (2 mmol), SnCl; (1,37 g, 6,0 mmol), agua (0,5 ml), y MeOH {10 ml), se
agitaron en un bafio de aceite a 60 grados durante 30 minutos al tiempo que
HPLC indicé la reduccién completa. A la mezcla resultante se le quitd el
metanol por destilacién, se suspendié en acetato de etilo (50 ml) y se diluy6
con 1M de NaOH (18 ml). La emulsién resultante se extrajo con cuidado con
acetato de etilo (10 x 25 ml). Los exiractos orgadnicos combinados se extrajeron
con 1 M de Na;CO,, saimuera, se secaron sobre MgSQO,, se concentraron y
fitraron a través de un lecho de sflice eluldos con acetato de etilo. El
rendimiento del producto bruto para las dos etapas fue de 701 mg, 96% de
masa recobrada. ESIMS (M+H"): 365,1.

EJemplo 3(n) Metll éster del dcido 2{3-piridina-2-lietinil-1{(2-trimetiislianil-
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etoximetil)-1H-indazol-6-llamino]-benzoico

O,aélx

Una mezcla de 3-piridin-2-iletinil-1-(2-frimetilsilanil-etoximetil)-1H-indazol-
6-ilamina (560 mg, 1,54 mmol), 2-bromometilbenzoato (647,5 ul, 4,61 mmol),
bifenil-2-il-diciclohexil-fosfano (107,8 mg, 0,308 mmol), Pdz(dba); (70,5 mg,
0,0768 mmol), KsPO, (816 mg, 3,844 mmol), y dimetoxietano (1,7 ml), fue
inundada al vaclo con atmésfera de nitrdgeno, calentdndose entonces en un
bafio de aceite a 70 grados Celsius durante 24 horas. La mezcla negra se
diluyé con cloruro de metileno, y se filtré, concentré y cromatografié (20% a
40% acetato de etilo/hexanos). La produccion de aceite amarillo/naranja fue de
260 mg, 35% de rendimiento para las tres etapas.

Ejemplo 3(0) Acido 2-[3-piridin-2-lletinii-1-{2-trimetiislianil-etoximetil)-1H-

indazoi-6-llamino]-benzoico

Se afiadi6 éster metllico del dcido 2-[3-piridin-2-iletinil-1-{2-trimefilsilanil-
etoximetil)-1H-Indazol-6-llamino}-benzoico (253 mg, 0,517 mmol) a una
solucién de NaOH (62 mg, 1,55 mmol); se disolvi6 en THF (1,0 mi), MeOH
(2,25 ml), y agua (0,5 ml). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante
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1 hora, al tiempo que la HPLC indica que todo el material de partida se ha
consumido. La reaccién se neutralizé con HCI 1N, extraldo con acetato de etilo,
el cual se lavé entonces con saimuera y se secd con MgSO,. Después de
concentrar a vaclo, se obtuvieron 249 mg de sdlido amarillo (99% de masa
recobrada). Este material se usé sin purificacién adicional. ESIMS (M-H):
483,0.

EjJemplo 3(p) Acldo 2-[3-piridin-2ietinll-1H-Indazol-6-llamino]-benzolco

Una disolucion de acido 2-[3-piridin-2-iletinil-1-(2-frimetilsilanil-etoximetil)-
1H-indazol-6-llaminoj-benzoico (231 mg, 0,477), fluoruro de tetrabutilamonio
1M en THF (3,8 ml, 3,816 mmol), y etilendiamina (127 pl, 1,908 mmol), se
agitaron en un bafio de aceite a 80 grados durante 6 horas. La reaccion se
desactivé con dcido acético (218 pl, 3,816 mmol), diluido con agua, y extraldo
con acetato de etilo (10 x 50 ml). Los extractos organicos combinados se
lavaron con salmuera y se secaron sobre MgSO,. Después de concentrarse se
formé un sélido que se triturd con CH;Clz, dando el producto en forma de polvo
amarillo (124 mg, 73%). ESIMS (M-H'): 353,0.

Ejemplo 3(q)  N-prop-2-inil-2-[3-{(E)-2-piridin-2-l-vinil)}-1H-Indazol-8-
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Una disolucion de &acido 2-(3-piridin-2-letinil-1H-indazol-8-ilamino)-
benzoico (41 mg, 0,117 mmol), propargilamina (24 pl, 0,35 mmol), trietilamina
(81 pl, 0,58 mmol), disuelta en DMF (0,5 mi), se traté con HATU (89 mg, 0,233
mmol). La mezcla se agitdé durante toda una noche, después se purificd
mediante HPLC de fase inversa que produce 27 mg (59%) del compuesto titulo
como un sdlido amarillo. 'TH NMR (DMSO- dy): 5 9,78 (1H, s), 8,99 (1H, m), 8,61
(1H, d, J = 2,1), 7,88 (1H, 8), 7,72 (3H, m), 7.43 (4H, m), 7,29 (1H, s), 7,04 (1H,
d, J =73),691 (1H, t, J = 5,2), 404 (2H, s), 3,04 (1H, s). ESIMS (M+H"):
392,1.

Ejemplo 4(a): 2-bromo-4,6-dimetil-piridina

ol

Una disolucién de HBr al 48% (acuosa) (Aldrich, 656 ml, 1,2 mol, 10 eq)
se enfrié a -5°C y se trat6 con 4,6-dimetil-piridin-2-ilamina (Aldrich, 15,0 g, 0,12
mol. 1,0 eq). La mezcla de sal gruesa blanca se agit6é con un agitador mecanico
mientras se afadia bromo gota a gota (Aldrich, 19,7 ml, 0,38 mol, 3,1 eq). La
mezcla roja resultante se tratd con una disolucién acuosa (32 ml HzO) de
NaNO; (Aldrich, 22,1 g, 0,32 mol, 2,6 eq) durante una hora. La temperatura se
mantuvo por debajo de 5°C durante la adicién de nitrito, y después se calentd
graduaimente hasta 20°C durante 2 horas. La mezcla de reaccion se ajusté a
pH 14 con NaOH (acuoso), y se exirajo con MTBE. Los exiractos organicos se
lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron

y concentraron bajo presién reducida. El producto bruto (29 g de un aceite rojo)

jud
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se purific6 mediante cromatografla ultrarrdpida (sflice, 350 g) y eluyd con
acetato de etilo-ciclohexano al 2-7%, lo cual dio un aceite naranja (11,0 g,
48%). '"H NMR (DMSO- dg, 300 MHz) 5 7,30 (1H, s), 7,13 (1H,s), 2,39 (3H, 8),
2,26 (3H, 8). 1C NMR (DMSO- ds, 75 MHz) 5 159.4, 151,3, 140,9, 125,7, 124,0,
23,7, 20,3. ESI m/z 186/188 (M + H)".

Ejemplo 4(b): 3{2-{4,6-dimetll-piridin-2-I1)-vinii]-6-nitro-1-(tetrahidro-piran-

2-1}-1H-indazol

Una suspension de 2-bromo-4,6-dimetilpiridina (2,42 g, 13 mmol), 3-vinil-
6-nitro-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol (2,37 g, 8,67 mmol), acetato de
paladio (0,145 g, 0,65 mmol), triorto-tolilfosfina (0,791 g, 2,6 mmol), y
diisopropiletilamina (2,4 ml, 13,8 mmol) en DMF acuoso (85%, 34,5 ml) se
desgasificd burbujeando con argédn durante 5 minutos, seguido de sonicacién
durante 5 minutos antes de calentar en un homo de microondas (300 watios,
10% de potencia) a 110°C durante 40 minutos. Después de enfriar, la mezcla
se afadid gota a gota en agua fria. El precipitado amarillo resultante se recogié
por filtracién. Los sélidos se disolvieron en acetato de etilo, se secaron (sulfato
de sodio), y se concentraron bajo presién reducida. El residuo se purifico en gel
de sllice utilizando un gradiente de 0 a 20% de acetato de etilo en una mezcla
de cloroformo y hexanos {1:1) como eluyente. Los productos resultantes de la
cromatografla se trituraron con MTBE/hexanos para obtener un producto limpio
en forma de sélido amarillo. Las aguas madres se repurificaron de una forma

similar en gel de sllice, seguido de la trituracion para obtener més producto
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limpio con un rendimiento del 68%. 'H NMR (CDCly): 5 8,54 (1H, s), 8,15 (1H,
d, 4 = 9,4 Hz), 8,08 (1H, dd, J = 9,04, 1,8 H2), 7,87 (1H, d, J = 16,6 Hz), 7,55
(1H, d, J = 16,6 Hz), 7,14 (1H, s), 6,90 (1H, s), 5,862 (1H, dd, J = 9,0, 3,0 Hz),
4,08-4,01 (1H, m), 3,84-3,76 (1H, m), 2,56 (3H, s), 2,62-2,54 (1H, m), 2,34 (3H,
8), 2,24-2,10 (2H, m), 1,88-1,68 (3H, m).

Ejemplo 5: 3-[2-{4,6-dimetil-piridin-2-l)-vinil]-1-<{tetrahidro-piran-2-lI)-1H-

indazol-8-llamina
; NH,

Una suspension de 3-[2-(4,8-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-8-nitro-1-(tetrahidro-
piran-2-il)-1H-indazol (4,22 g, 11,16 mmol), hiero en polvo (2,71 g, 48,51
mmol) y NH,Cl acuoso saturado (25 ml) an 25 ml de etanol se calenté a 45°C
durante 18 horas. La reaccion se enfrié y se filtrd a través de papel de fillro
lavando con metanol. Los disolventes se eliminaron bajo presion reducida y la
fase acuosa se exirajo con acetato de efilo (2x). Las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron (MgSQO,) y se concentraron
bajo presion reducida para dar 4,02 g (cuantitativos) de un sélido de color
herrumbre y se usaron sin purificacién adicional. 'H NMR (DMSO- dg) 5 7,79
(1H, 8), 7,74 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,35 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,29 (1H, s), 6,96
(1H, s), 6,63 (2H, m), 5,57 (1H, dd, J = 2,4, 9,5 Hz), 5,44 (2H, s ancho), 3,68
(1H, m), 3,67 (1H, m), 2,45 (3H, s), 2,37 (1H, m), 2,29 (3H, s), 1,99 (2H, m),
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1,73 (1H, m), 1,57 (2H, m).
Ejemplo 8: Ester metilico del dcldo 2{3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-II)-vinIl]-1-
(tetrahldro-piran-2-11)-1H-indazol-8-lamino}-benzolco

Una suspension agitada de 342-(4,6-dimetil-piridin-2-if)-vinil}-1-
(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-lamina (870 mg, 2,5 mmol), éster metflico
del acido 2-bromo-benzoico (0,44 ml, 3,12 mmol), R-BINAP (78 mg, 0,125
mmol), Pdx(dba)s (29 mg, 0,03 mmol) y carbonato de cesio (1,22 g, 3,75 mmol)
en tolueno (6 ml) se desgasificé) y se calenté a 100°C durante 18 horas. La
mezcla de reaccién se enftid, vertiéndose en NaHCO; saturado y extrayéndose
con acetato de etilo (2x). Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron (MgSO,) y se concentraron bajo presion reducida. El
residuo se sometié a cromatografia ultrarrdpida sobre gel de sllice eluyendo
con un gradiente de 5-10% de acetato de etilo en CH,Cl, para dar 964 mg
(80%) de una espuma amarilla. 'H NMR (DMSO- dg) 5 9,49 (1H, s), 8,13 (1H, d,
J =8,7 Hz), 7,94 (1H, dd, J = 1,5, 8,0 Hz), 7,85 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,58 (1H,
d, J=1,5 Hz), 7,48 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,47 (1H, m), 7,37 (1H, d, J = 7,7 Hz),
7,34 (1H, s), 7,19 (1H, dd, J = 1,7, 8,7 Hz), 6,99 (1H, s), 6,89 (1H, t, J = 8,1 Hz),
5,83 (1H, d, J = 7,2 Hz), 3,88 (3H, 8), 3,75 (1H, m), 2,48 (3H, &), 2,41 (2H, m),
2,31 (3H, s), 2,02 (2H, m), 1,75 (1H, m), 1,58 (2H, m). Anal. Calcd. para
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C20H30N4O5 - 0,15 acetato de etilo: C, 71,71; H, 6,34; N, 11,30. Se encontré: C,
71,80; H, 8,14; N, 11,37.
Ejemplo 7: Acldo 2-[3-]2-(4,6-dimetll-piridin-2-11)-vinIl]-1-{tetrahldro-piran-2-

l1)-1H-Indazol-6-llaminc}-benzolco

: .?‘, %ou

A una disolucién agitada de éster metllico del acido 2-[3{2-(4,6-dimetil-
piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-ilamino}-benzoico (1,98 g,
4,11 mmol) en THF:MeOH (12 ml, 3:1) se afiadi6 hidréxido de potasio (1,15 g,
20,5 mmol) disueito en agua (3 ml). La reaccion se calenté a 70°C durantre 2
horas, se enfrid, se concentré bajo presion reducida a aproximadamente 5 ml y
se diluyé con mas agua. La disolucién se neutralizé con HCI 2N y el precipitado
88 recogié por filtracién y se lav6 con agua para dar 2,00 g (cuantitativos) de un
sélido amarillo brillante. 'TH NMR (DMSO- dg) 5 13,12 (1H, s ancho), 9,82 {1H,
s), 8,13 (1H,d, J =8,7 Hz), 7,95 (1H, dd, J = 1,5, 80 Hz), 7,89 (1H, d, J = 16,4
Hz), 7,60 (1H, 8), 7,50 (1H, d, J = 16/4), 746 (1H,d, J =8,9), 7,37 (1H, d, J =
7,7 Hz), 7,20 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,06 (1H, s), 8,86 (1H, t, J = 6,9 Hz), 5,85 (1H,
d, J = 7,3 Hz), 3,82 (2H, m), 2,50 (3H, s, oscurecido por |a sefial del dmso),
2,48 (2H, m), 2,34 (3H, s), 2,03 (2H, m), 1,76 (1H, m), 1,58 (2H, m). Anal.
Calcd. para Cz.Hzal-'hOa - 0,5 KOH: C, 67,72; H, 5,79; N, 11,28. Se encontré: C,
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67,85; H, 5,88; N, 11,07.
Ejemplo 8:p-Toluenosulfonato del écldo 2-{3-[2-{4,6-dimetll-piridin-2-l)-
vinli]-1H-indazol-6-llamino}-benzolco

Una mezcla de é4cido 2-[3-{2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-
piran-2-il}-1H-indazol-8-ilamino]-benzoico (2 mmol) y dcido p-tolueno suffénico
(10 mmol) en metanol acuoso (90%, 20 mi) se agité a 70°C durante 18 horas.
Después de enfriar, la suspension amarilla espesa resultante se filtrd, y los
sélidos se lavaron con metanol para dar acido 2-{3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-
vinil}-1H-indazol-6-ilamino}-benzoico como la sal tosilato a un rendimiento del
85% como un sélido amarillo palido. 'H NMR (DMSO- dg) § 13,43 (1H, s), 9,78
(1H, s), 8,24-8,19 (2H, m), 8,08 (1H, d, J = 9,04 Hz), 7,95 (1H, dd, J = 7,9, 1,1
Hz), 7,62-7,55 (2H, m), 7,49-7,38 (S5H, m), 7,20 (1H, dd, J = 9,0, 1,9 Hz), 7,09
(2H, d, J =8,3 Hz), 6,88 (1H, dt, J = 7,9, 1,1 Hz), 2,67 (3H, s), 2,54 (3H, s), 2,27
(3H, 8).

Ejemplo 9: N-[4-{terc-butli-dimetil-silanlioxi)-but-2-inif]-2-[3-{2-(4,8-dIimetil-
piridin-2-l1)-vinii]-1-{tetrahidro-piran-2-ii)-1H-indazol-8-llamino}-benzamida



10

15

20

25

Preparada de forma similar a la que se describe para el Ejemplo 33(a)
etapa (v), en la solicitud de patente de los Estados Unidos con niimero de serie
09/609.335, presentada el 30 de junio de 2.000, incorporada en este
documento mediante referencia en su totalidad para todos los propésitos,
excepto por el uso de 4-(ferc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inilamina y acido 2-3-
[2~(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil}- 1-(tetrahidro-piran-2-it)-1H-indazol-6-ilamino]-
benzoico. 'H NMR (DMSO- ds) 5 9,56 (1H, 8), 9,01 {(1H, t, J = 5,7 Hz), 8,06 (1H,
d, J=87Hz),781(1H,d, J=184 Hz), 7,68 (1H, d, J = 7,5 HZ), 7,41 (4H, m),
7.32 (1H, 8), 7,09 (1H, dd, J = 1,8, 8,7 Hz), 6,98 (1H, s), 6,88 (1H, t, J = 8,0 Hz),
5,79 (1H, dd, J = 2,4, 8,2 Hz), 4,28 (2H, 8), 4,09 (2H, m), 3,86 (1H, m), 3,72
(1H, m), 2,48 (3H, s), 2,42 (1H, m), 2,30 (3H, s), 2,08 (2H, m), 1,74 (1H, m),
1,57 (2H, m), 0,80 (8H, s), 0,03 (6H, s). Anal. Calcd. para C3sH47NsO3Si - 0,7
H,0: C, 68,89; H, 7,36; N, 10,57. Se encontré: C, 68,99; H, 7,36; N, 10,21.
Ejemplo 10: 2-{3-1{E)-2-{4,6-dimetll-piridin-2-il)-vinii]-1H-indazol-8-
ylamino}-N-(4-hldroxI-but-2-nil)}-benzamida

I;',;tr:r%"_“

iy f
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Una disolucion agitada de N-{4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inil}-2-
[3-{2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-{tetrahidro-piran-2i)-1H-indazol-8-ilaminoc}-
benzamida (737 mg, 1,13 mmol) y acido p-tolueno-sulfénico (8,2 ml, 12% en
acido acético) se calentd a 70°C durante 2 horas. La reaccion se enfrid, y se
vertid cuidadosamente en solucion saturada de NaHCO; y se extrajo con
acetato de etilo (2x). Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera
(2x), se secaron (MgSO,) y se concentraron bajo presiéon reducida. El residuo
se sometié a cromatografia ultrarapida sobre gel de silice fluyendo con CHzClz:
acetato de etilo:MeOH (1:1:0,1) para dar 225 mg (44%) de un sdlido blanco. 'H
NMR (DMSO- dg) 8§ 12,91 (1H, s), 9,84 (s,1H), 8,01 (1H, t, J = 5,3 Hz), 8,07
(1H,d, J=8,7 Hz), 7,84 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,70 (1H, d, J = 7,2 Hz), 7,43 (3H,
m), 7,31 (1H, s), 7,26 (1H, s), 7,02 (1H, dd, J = 1,6, 8,7 Hz), 6,97 (1H, s), 6,89
(1H, t, J =6,7 Hz), 5,12 (1H, t, J = 5,8 Hz), 4,10 (2H, d, J = 5,3 Hz), 4,07 (2H, d,
J = 5,8 Hz), 2,47 (3H, s), 2,31 (3H, s).

Anal. Calcd. para CxH2sNsO2 - 1,1 H20: C, 68,80; H, 5,82; N, 14,86. Se
encontrd: C, 68,72; H, 5,81; N, 14,65.
Ejemplo 11: 4-{terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inllamina
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A una disolucién enfriada con hielo y agitada del conocido 4-(ferc-butil-
dimetil-silaniloxi)-but-2-in-1-ol (3,14 g, 15,7 mmol) en THF (50 ml) se afadié
DBU (2,6 ml, 17,4 mmol) y DPPA (3,8 mil, 17,6 mmol). La disolucién se calenté
a temperatura ambiente y se agité bajo una atmésfera inerte durante toda una
noche. La reaccidn se vertié sobre NaHCOj; saturado y las fases se separaron.
La fase acuosa se reexirajo con acetato de etilo (2x) y las fases organicas
combinadas se secaron (NazSO4), y se concentraron a vaclo. La trifenilfosfina
(461 g, 17,6 mmol) se afadié a esta azida bruta disueita en THF (50 mil),
seguida por la adicién de H,O (0,44 mi). La disolucién resultante se agité
durante toda la noche a temperatura ambiente, se concentré bajo presién
reducida, y el residuo fue puesto en suspension en una mezcla 1:1 de
EtzO/éter de petrélec. Los sdlidos se eliminaron y el filrado se concentrd y
purificé mediante cromatografia ultrarrdpida sobre gel de sflice eluyendo con
CHzClz/MeOH (19:1) para dar un aceite ambarino. 'H NMR (CDCl): 5 4,18 (2H,
t,J =1,9 Hz), 3,33 (2H, t, J = 1,9 Hz), 0,78 (8H, s), 0,00 (6H, 8).

Ejemplo 12: 2-[3-]2-{4,6-dimetli-piridin-2-l}-vinil}-1-(tetrahidro-piran-24l)-
1H-Indazol-6-llamino]-N-prop-2-inil-benzamida

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6

anteriormente en este documento, excepto en el uso de &cido 2-[3-[2-(4,6-
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dimetil-piridin-2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-8-ilamino}-benzoico

y propargilamina. 'TH NMR (DMSO- dg) 8 9,87 (1H, 8), 9,04 (1H, t, J = 5,8 Hz),
8,08 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7.83 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,69 (1H, d, J = 7.5 Hz),
7,44 (4H, m), 7,34 (1H, 8), 7,12 (1H, dd, J = 1.7, 8,7 Hz), 6,99 (1H, s), 6,91 (1H,
t,J=5,8 Hz), 5,81 (1H, dd, J = 2,4, 9,2 Hz), 4,07 (2H, dd, J = 2,5, 5,7 Hz), 3,88
(1H, m), 3,74 (1H, m), 3,12 (1H, t, J = 2,5 Hz), 2,48 (3H, s), 2,43 (1H, 8), 2,31
(3H, m), 2,01 (2H, m), 1,74 (1H, m), 1,58 (2H, m).

Anal. Calcd. para C31HaiNsO2 © 1,1 H:O - 0,3 TBME: C, 70,73; H, 6,72; N,
12,60. Se encontré: C, 70,56; H, 6,45; N, 12,49.

Ejemplo 13: N-<{prop-2-nil)-2{3-[(E)-2-(2.4-dimetli-piridin-2-1)-vinil]-1H-

indazol-8-ilamino}-benzamida

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7
anteriormente an este documento, excepto en el uso de N-(3-ciclopropil-prop-2-
nii)-2-{3-{2-(4, 6-dimetil-piridin-2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazo}-6-
ilamino)-benzamida en lugar de N-[4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inil}-2-[3-
[2-(4,6-dimetil-piridin-2-il}-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-8-ilamino}-
benzamida. '"H NMR (DMSO- dg) 6 12,80 (1H, s), 9,78 (1H, 5), 8,01 (1H, t, J =
5,3 Hz), 8,06 (1H,d, J=8,3 Hz), 7,84 (1H, d, J = 18,2 Hz), 7,68 (1H, dd, J =
7.9, 1,1 Hz), 7,45-7,36 (3H, m), 7,30 (1H, 8), 7.25 (1H, d, J = 1,5 Hz), 7,01 (1H,
dd, J = 8,7, 1,9 Hz), 6,96 (1H, 8), 6,88 (1H, dt, J = 6,8, 1,9 Hz), 4,04 (2H, dd, J =
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5,6, 2,6 Hz), 3,11 (1H, t, J = 2,6 Hz), 2,46 (3H, s), 2,29 (3H, 8).
Ejemplo 14: 2J3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-l)-vinil]-1-{tetrahidro-piran-2-il)-
1H-Indazol-6-ilamino]-N-{2-metil-alil)-benzamida

N

S-S

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de acido 2-[3-[2-(4,6-
dimetil-piridin-2-il}-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-8-ilamino]-benzoico
y 2-metilalitamina. 'H NMR (DMSO- dg) 5 9,87 (1H, ), 8,82 (1H, t, J = 5,8 Hz),
8,07 (1H,d, J=8,7Hz), 782 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,74 (1H, d, J = 7,3 Hz),
7.43 (4H, m), 7,33 (1H, 8), 7,10 (1H, d, J = 8,7 Hz), 6,99 (1H, 8), 6,92 (1H, t, J =
7.8 Hz), 5,80 (1H, dd, J = 2,2, 8,2 Hz), 4,83 (2H, d, J = 11,8 Hz), 3,83 (4H, m),
2,47 (3H, s), 2,44 (1H, m), 2,31 (3H, 8), 2,00 (2H, m), 1,75 (1H, m), 1,73 (3H, 8),
1,58 (2H, m).

Anal. Calcd. para Ca2HasNsOz - 1,09 H.0: C, 71,00; H, 6,92; N, 12,94. Se
encontré: C, 71,40; H, 6,89; N, 12,54.

Ejemplo 15: 2-[3-[2<{4,6-dimetll-piridin-24il)-vinil}-1H-indazol-6-llamino]-N-
(2-metil-alil)-benzamida
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7
anteriormente en este documento, excepto en el uso de N-(2-metil-alil}-2-[3-[2-
(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-ilamino]-

5 benzamida en lugar de N-[4-{terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inil}-2-[3-{2-(4,6-
dimetil-piridin-2-il}-vinil]- 1-(tetrahidro-piran-2-il}- 1 H-indazol-6-ilamino]-
benzamida. '"H NMR (DMSO- de) 5 12,89 (1H, ), 8,75 (1H, 8), 8,78 (1H, t, J =
5,6 Hz), 8,05 (1H,d, J=8,7 Hz),785(1H,d, J=16,2Hz), 7,74 (1H,d, J =79
Hz), 7,45-7,33 (4H, m), 7,23 (1H, d, J = 1,5 Hz), 7,00-6,97 (2H, m), 6,90 (1H, dt,

10 J=7.9, 1,1 Hz), 4,681 (2H, d, J = 11,3 Hz), 3,81 (2H, d, J = 5,6 Hz), 2,47 (3H, 8),
2,30 (3H, 8), 1,71 (3H, s).

Esguema de Sintesis ati

g;"” DPPA "
- (CH0)s DBU
v ™ =g EN =
PPhy, B0
THF
H'\—_Eq

20
EJemplo 16(a): Ciclopropil-prop-2-in-1-ol

A un matraz de fondo redondo que contiene 70 ml de THF anhidro
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enfriado en un bafio de hielo a —10°C se afadié 65,6 ml de una disolucién BulLi
1,6M en hexanos (105 mmol). Se introdujo 5-cloro-pent-1-ino (5,13 g, 50 mmol)
lentamente mientras se mantiene la temperatura a desde —10 hasta 0°C. La
mezcla se agitd a 0°C durante 2 horas bajo argdén. Se affadié paraformaldehido
(3 g, 100 mmol) en forma sdlida. La mezcla se calentd lentamente a
temperatura ambiente y se agité durante toda una noche bajo argdn. Al dia
siguiente, se afladi®é agua y se afladieron aproximadamente 50 ml de HCI
acuoso 1N. La mezcla se exirajo con acetato de etilo y las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO,, se filtraron y
se concentraron. E! producto bruto se purific6 mediante una columna eluyendo
con Et;0 al 20% en hexanos para dar 3 g de 3-ciclopropil-prop-2-in-1-ol como
un aceite (62% de rendimiento). 'H NMR (CDCly): 5 4,22 (dd, 2H, J = 6,04, 2,01
Hz), 1,46 {t, 1H, J = 6,04 Hz), 1,26 (m, 1H), 0,77 (m, 2H), 0,70 (m, 2H).
Ejemplo 16(b): 3-ciclopropli-prop-2-inilazida

"".+<1

Se disolvié 3-ciclopropil-prop-2-in-1-ol (3,28 g, 34,1 mmol) en 40 ml de
tolueno, se anadié DPPA (11, 26 g, 40,9 mmol), seguido de DBU (6,24 g, 40,8
mmol) mientras se mantiene la temperatura con un bafio de agua. La mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante una hora y se diluyd con 100 ml de
hexano y 15 ml de CH,Cl.. La mezcla se lavd con agua cuatro veces y una vez
con salmuera, se secd sobre NazSOq, se filtr6 y se concentrd con rotavapor con

bafio de agua fria para eliminar la mayoria del disolvente organico dejando algo
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de tolueno (producto volatil). El aceite residual se usé para el paso siguiente.
TH NMR (CDCla): 5 3,85 (s, 2H), 1,26 (m, 1H), 0,80 (m, 2H), 0,72 (m, 2H).
Ejemplo 16(c): 3-ciclopropli-prop-2-inilamina

Se disolvié 3-ciclopropil-prop-2-inilazida (aproximadamente 34 mmol) en
100 ml de THF, se anadié 1 ml de agua, seguido por la adicion de PPh; (13,37
g. 51 mmol) en forma de un sélido blanco mientras la temperatura se mantiene
con un bafio de agua. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante una
hora. Se afiadié 150 ml de una solucién acuosa 1N de HCI a la mezcia. La
mezcla se lavé con cloruro de metileno tres veces. La fase acuosa se basificd
con NaOH 5 N a pH 10-12. La mezcla se exirajo con acetato de etiio. La fase
acuosa se examind con TLC tifiendo para seguir el progreso de la extraccién
de amina a la fase organica. La fase orgdnica combinada se seco sobre
Na;S04, se filtrd y se concentrd para dar 1,62 g del producto deseado
(producto voldtil, contiene acetato de etilo disolvente residual) (50% de
rendimiento para los dos pasos). 'TH NMR (CDCls): 8 3,37 (d, 2H, J = 2 Hz),
1,22 (m, 1H), 0,74 {m, 2H), 0,65 (m, 2H).
Ejemplo 17: N-{3-ciclopropli-prop-2-inil)-2-[3{2-(4,6-dImetil-piridin-2-il)-
vinil}-1<{tetrahldro-piran-2.li}-1H-Indazol-6-llamino]-benzamida
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Se preparé de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de &cido 2{3-[2-(4,6-
dimetil-piridin-2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-6-llamino]-benzoico
E y 3-ciclopropil-prop-2-inilamina. 'H NMR (CDCl,) & 9,51 (1H, 8), 7.97 (1H, d, J
= 8,7 Hz), 7,81 (1H, d, J = 16,6 Hz), 7,51-7,42 (3H, m), 7,34-7,29 (2H, m), 7,16
(1H, s), 7,11 (1H, dd, J = 9,0, 1,9 Hz), 6,85 (1H, s), 6,81 (1H, dt, J = 7,2, 1,1
Hz), 6,23 (1H, t, J = 7,2 Hz), 5,61 (1H, dd, J = 9,0, 2,6 Hz), 4,17 (2H, dd, J =
5,3, 2,3 Hz), 4,07-4,00 (1H, m), 3,75-3,68 (1H, m), 2,63-2,50 (1H, m), 2,54 (3H,
s), 2,32 (3H, s), 2,20-2,02 (2H, m), 1,79-1,62 (3H, m), 1,28-1,18 (1H, m), 0,77-
0,67 (4H, m).

Ejemplo 18: N-{3-cicloprop-2-inii)-2-[3-{(E)-2-(4,6-dimetil-piridin-2-l)-vinil]-
1H-indazol-8-llaminoc]-benzamida
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Praparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7
anteriomente en este documento, excepto en el uso de 2-[3-[2-{4,6-dimetil-
piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-ilamino]-N-prop-2-inil-
benzamida en lugar de N-[4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inil}-2-[3{2-(4,6-
dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-6-ilamino}-
benzamida. '"H NMR (DMSO- de) 5 12,90 (1H, 8), 9,79 (1H, s), 8,81 (1H, t, J =
5,6 Hz), 8,06 (1H, d, J =8,7 Hz), 7,83 (1H, d, J = 16,2 Hz), 7,68 (1H, dd, J =
7.9, 1,1 Hz), 7,49-7,38 (3H, m), 7,29 (1H, s), 7,25 (1H, d, J = 1,9 Hz), 6,99 (1H,
dd, J =9,0, 2,3 Hz), 6,96 (1H, 8), 6,88 (1H, dt, J =7,9, 1,5 Hz), 4,00 (2H, dd, J =
5,6, 1,9 Hz), 2,48 (3H, s), 2,29 (3H, s), 1,31-1,23 (1H, m), 0,75-0,70 (2H, m),
0,57-0,52 (2H, m).

Ejemplo 18(a): Monoacetato de 2-butino-1,4-dlol

ey

A una disolucion de butino-1,4-diol (5 g, 58 mmol) en THF seco a ta se le
afadié en porciones hidruro de sodio {dispersién en aceite al 60%, 2,32 g, 58
mmol). Después de 4,3 horas, se afiadié clorurc de acetilo (4,12 mil, 58 mmol).

Después de agitar a ta durante 22 horas, la mezcla se concentrd bajo presion
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reducida. El residuo se conceniré dos veces a partir de tolueno antes de la
purificacién sobre gel de sllice usando acetato de etilo/diclorometanc (1:3)
como eluyente para dar monoacetato de 2-butino-1,4-diol en forma de aceite
con un rendimiento del 48%. 'H NMR (DMSO- dg) & 5,23 (1H, sa), 4,70 (2H, t, J
= 1,8 Hz), 4,09 (2H, s), 2,03 (3H, s).

Ejemplo 19(b): Ester 4-amino-but-2-inilico del dcido acético

"'-N/\ °

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 8 excepto

en que se usé monoacetato de 2-butino-1,4-diol en lugar de 4-(terc-butil-dimetil-

silaniloxi)-but-2-in-1-ol. *H NMR (DMSO- dg) 8 4,77 (2H, s), 4,20 (2H, s), 2,04
(3H, s).

Ejemplo 20: Ester 4-{2-{3-{(E)-2-{4,6-dImetil-piridin-2-II)-vinli]-1H-indazol-6-
llamino}-benzollamino)-but-2-nilico del &cldo acético

A




10

15

20

25

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de p-toluensulfonato det
dcido  2-[3-2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1H-indazol-6-ilamino}-benzoico y
éster 4-amino-but-2-inflico del &cido acético. 'H NMR (CDsCN): 6 11,00 (1H,
sa), 9,59 (1H, s), 7,99 (1H, d, J = 8,6 Hz), 7,86 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,58 (1H, d,
J = 7,8 Hz), 7,49-7,37 (4H, m), 7,32 (1H, s), 7,21 (1H, 8), 7,06 (1H, dd, J = 8,8,
1,8 Hz), 6,96 (1H, s), 6,90 (1H, t, J = 7,8 Hz), 463 (2H, 5), 4,16 (2H, d, J =56
Hz), 2,48 (3H, 8), 2,32 (3H, s), 2,01 (3H, 8).

EJemplo 21: Ester metilico del acido 2-[3-(E)-2-(4,6-dimetil-piridin-2-}i)-
vinli]-1-{tetrahidro-piran-2-1)-1H-Indazol-6-llamino]- nicotinico

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 3
anteriormente en este documento, excepto en el uso de éster metllico del acido
2-bromo-nicotinico en lugar del éster metlico del acido 2-bromo-benzoico. 'H
NMR (DMSO- dg) 5 10,36 (1H, s), 8,50 (1H, dd, J = 4,7, 19 Hz), 8,36 (1H, d, J
=14 Hz), 8,30 (1H, dd, J=7.8, 2,0 Hz), 8,08 (1H,d, J=8,8 Hz), 7,83 (1H, d, J
= 16,4 Hz), 7,48 (1H, d, J = 7,5), 7,44 (1H, s), 7,33 (1H, s), 6,98-6,93 (2H, m),
5,80 (1H, d, J = 7,0 Hz), 2,93 (3H, 8), 3,93-3,90 (1H, m), 3,80-3,75 (1H, m), 2,46
(3H, 8}, 2,30 (3H, 8), 2,10-1,97 (2H, m), 1,88-1,60 (3H, m).

Elemplo 22: Acido 2-[3-[(E)-2-4,6-dimetil-piridin-2-if)-vinil]-1-{tetrahidro-
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piran-2-ll)-1H-Indazol-6-llamino]-nicotinico

9'%’1'

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 4
anteriormente en este documento, excepto en el uso de éster metilico del 4cido
2-[3-{(E)-2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil}- 1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-
ilamino]-nicotinico en lugar de éster metllico del acido 2-[3-[2-(4,6-dimetil-
piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-6-ilamino]-benzoico. H
NMR (DMSO- dg) 3 10,73 (1H, s), 8,49 (1H, d, J = 1,9 Hz), 8,45 (1H, s), 8,31
(1H, dd, J = 7,7, 1,8 H2), 8,16-7,97 (3H, m), 7,70 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,50 (1H,
d, J = 8,6Hz), 7,37 (1H, s), 6,96 (1H, dd, J = 7,7, 4,8 Hz), 587 (1H,d, J =84
Hz), 3,85-3,90 (1H, m), 3,79-3,70 (1H, m), 2,63 (3H, 8), 2,47 (3H, s), 2,07-1,89
(2H, m), 1,81-1,62 (3H, m).

EJemplo 23: 2{3-{(E)-2-(4,6-dimetll-piridin-2-i1)-vinil]-1H-Indazol-6-1lamino)-
N-<{4-hidroxI-but-2-inil)-nicotinamida
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Una mezcla bruta de N-(4-hidroxi-but-2-inil)-2-[3-{2-(4,6-dimetil-piridin-2-
ii)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-8-ilamino]-nicotinamida y N-[4-(ferc-
butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inil]-2-[3-{2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-
(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-ilamino]-nicotinamida se prepard a partir de
dcido 2-[3-(E)-2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-
indazol-6-ilarino}-nicotinico y 4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inilamina de
un modo similar al que se describe para el ejemplo 6 anteriormente en este
documento, y subsiguientemente se convierte en 2{3-{(E)-2-(4,6-dimetil-piridin-
2-il)-vinil}-1H-indazol-6-ilamino}-N-(4-hidroxi-but-2-inil)-nicotinamida de un modo
similar al que se describe para el ejemplo 7 excepto en el uso de una mezcla
de N-(4-hidroxi-but-2-inil)-2{3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinif}-1-(tetrahidro-
piran-2-il)-1H-indazol-6-ilamino}-nicotinamida y N{4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-
but-2-inil}-2-[3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-
indazol-6-ilamino}-nicotinamida en lugar de N-[4-(ferc-butil-dimetil-silaniloxi)-
but-2-inil}-2-[3-{2-(4,6-dimetil-piridin-2-il}-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-
indazol-6-ilamino}-benzamida. 'H NMR (DMSO- dg) § 12,99 (1H, s), 11,21 (1H,
s), 9,26 (1H,t, J =53 Hz), 8,50 (1H,d, J =19 Hz), 841 (1H,dd, J =489, 1,9
Hz), 8,16 (1H, dd, J = 8,3, 19 Hz), 8,04 (1H,d, J=90Hz), 785(1H, d, J =
16,6 Hz), 7,42 (1H, d, J = 16,6 Hz), 7,31 (1H, s), 7,06 (1H, dd, J = 8,7, 1,5 Hz),
6,96 (1H, s), 6,93 (1H, dd, J = 7,5, 4,9 Hz), 5,14 (1H, t, J = 5,6 Hz), 4,16 (2H, d,
J = 5,8 Hz), 4,08 (2H, d, J = 7,2 Hz), 2,46 (3H, 8), 2,30 (3H, s).

Ejemplo 24: p-toluenosulfonato del &cldo 2{3-[2-{4,6-dImetil-piridin-2-il)-

vinif]-1H-Indazol-6-llamino]-nicotinico
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 5 excepto
en el uso de dcido 2-[3-{(E)-2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil}- 1-(tetrahidro-piran-2-
il}-1H-indazol-8-ilamino]-nicotinico en lugar de &cido 2-[3-{2-{4,6- dimetil-piridin-
2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-ilamino}-benzoico.

'H NMR (DMSO- dg) & 13,49 (1H, s), 10,80 (1H, s), 8,63 (1H, d, J = 1,5 H2),
8.49 (1H, dd, J = 4,8, 1,9 Hz), 8,31 (1H, dd, J = 7,7, 1,9 Hz), 8,24-8,19 (2H, m),
8,06 (1H, d, J = 8,8 Hz), 7,60-7,55 (2H, m), 7.46 (2H, d, J = 8,1 Hz), 7,22 (1H,
dd, J = 8,8, 1,7 Hz), 7,09 (2H, d, J = 7,9 Hz), 6,95 (1H, dd, J = 7,7, 4,7 H2),
2,66 (3H, 8), 2,54 (3H, 8), 2,27 (3H, 8).

Ejemplo 25: N-{3-ciclopropll-prop-2-inil)-2-[3-[(e)-2-{4,6-dImetil-piridin-2-i)-

vinil]-1H-indazol-8-ilamino]-nicotinamida
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Preparadc de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de p-toluenosulfonato del
acido 2-{3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-i)-vinil}-1H-indazol-6-ilamino}-nicotinico y 3-
ciclopropil-prop-2-inilamina. 'H NMR (DMSO- dg) 5 13,01 (1H, 8), 11,20 (1H, s),
9,19 (1H, ta), 8,51 (1H,s), 8,40 (1H, d, J = 4,9 Hz), 8,15 (1H, d, J = 7,5 Hz), 8,05
(1H,d, J=8,7 Hz), 7,83 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,42 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,31
(1H, s), 7,05 (1H, d, J = 8,3 Hz), 6,98 (1H, s), 6,92 (1H, dd, J = 7,5, 4,9 Hz),
4,06 (2H, d, J = 4,14 Hz), 2,46 (3H, s), 2,29 (3H, s), 1,33-1,28 (1H, m), 0,77-
0,72 (2H, m), 0,60-0,55 (2H, m).

'EJemplo 26: 4-metil-2-vinll-piridina

Una mezcla amarilla de 2-bromo-4-metil-piridina (Aldrich, 5,2 g, 30,5
mmol. 1,0 eq), 2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol (Aldrich, 67 mg, 0,3 mmol., 1%
mol), tributil-vinil-stannano (Aldrich, 26,8 ml, 91,5 mmol., 30 eq) y
tetrakis(trifenilfosfina) paladio (0) (Strem, 1,8 g, 1,5 mmol, 5% mol) en tolueno
(100 ml) se desgasificd y se purgd con argén. Se obtuvo una disolucién
ambarina después de que la mezcla se calentara a 100°C. La mezcla de
reaccidn se desactivd después de 18 horas por la adicién de HCI 1,0 M. El
extracto acido se lavd con éter, se ajustd a pH 8 con bicarbonato sédico sélido,
y se exirajo con acetato de efilo. Los extractos organicos se lavaron con

salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron
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bajo presién reducida. El producto bruto (3,7 g de un aceite marmén) se purificd
mediante cromatografia ultrarrépida (sllice) y se eluyd con acetato de etilo-
diclorometano 0,5%, el cual dio un aceite transparente (1,9 g, 53%). '"H NMR
(DMSO- dg, 300 MH2) 5 8,39 (1H, d, d = 4,9 Hz), 7,33 (1H, 8), 7,10 (1H, dd, J =
5,0, 0,8 Hz), 6,77 (1H, dd, J = 17,5, 10,8 Hz), 6,20 (1H, dd, J = 17,5, 1,7 Hz),
544 (1H, dd, J = 10,8, 1,8 Hz), 2,31 (3H, s). ESIMS m/z 120 (M + H)".

Ejemplo 27: 3-[2-{4-metil-piridin-2-1)-vinil]-8-nitro-1-{tetrahidro-piran-2-li)-
1H-Indazol

Una suspensitn de 4—mé1i|—2-vinil-pin'dina (ejemplo 23) (1,9 g, 15,97
mmol), 6-Nitro-1-{tetrahidro-piran-2-il)-3-vini-1H-indazol (4,96 g, 13,3 mmol),
Pd(OAc)2 (1492 mg, 0,66 mmol), P(o-tolil)s, y DIEA (3,5 ml, 19,96 mmol) en DMF
desgasificado (50 ml) se calentd bajo argébn a 100°C durante 18 horas. La
mezcla de reaccion se enfrid y los sélidos se eliminaron por filiracién lavando
con acetato de etilo. El filtrado se diluyé con acetato de etilo y se lavd con
salmuera (2x), se secd (MgSO,) y se concentrd bajo presion reducida. El
residuo se cromatografié sobre gel de sllice fluyendo con hexanos: acetato de
etilo (3:1) para dar 3,40 g (70%) de un sélido amatrilio brillante.

'H NMR (CDCls) 5 8,56 (1H, 8), 8,50 (1H, d, J = 5,0 Hz), 8,11 (2H, m),
7.89 (1H, d, J = 16,3 Hz), 7,61 (1H, 8), 7,03 (1H, d, J = 4,3 Hz), 5,83 (1H, dd, J
= 2,8, 9,0 Hz), 4,06 (1H, m), 3,82 (1H, m), 2,58 (1H, m), 2,38 (3H, s), 2,18 (2H,
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m), 1,78 (3H, m). Anal. Calcd. para CaoH20N4Oa: C, 65,92; H, 5,53; N, 15,38.
Se encontrd: C, 85,80; H, 5,52; N, 15,15.

Ejemplo 28: 3-[2<(4-metil-piridin-2-11)-vinii]-1-{tetrahidro-piran-2-l)-1H-
Indazol-8-llamina

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 2
anteriormente en este documento, excepto en el uso de [2-(4-metil-piridin-2-il)-
vinil]-6-nitro-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol (ejemplo 24) en lugar de 3{2-
(4,8-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-6-nitro-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol. 'H NMR
(DMSO- dg) 5 8,43 (1H, d, J = 4.8 Hz), 7,79-7,73 (2H, m), 7,50 (1H, s), 7,38
(1H, d, J = 16,4 Hz), 7,09 (1H, d, J = 4,8 Hz), 6,64-6,62 (2H, m), 5,57 (1H, dd, J
= 9,8, 2,5 Hz), 5,48 (2H, sa), 3,92-3,85 (1H, m), 3,72-3,64 (1H, m), 2,43-2,34
(1H, m), 2,33 (3H, s), 2,07-2,00 (1H, m), 1,86-1,80 (1H, m), 1,79-1,66 (1H, m),
1,60-1,53 (2H, m).

Ejemplo 29: Ester metilico del &cldo 2-[3-[2-(4-metil-piridin-2-lI)-vinIl}-1-
(tetrahidro-piran-2-il)-1H-Indazol-8-llamino)-benzoico

Qe
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 3 excepto
en el uso de 3-[2-(4-metil-piridin-2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-8-
ilamina en lugar de 3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-
indazol-8-ilamina. '"H NMR (DMSO- ds) 5 9,48 (1H, 8), 8,45 (1H, d, J = 4,9 H2),
8,13(1H, d, J = 8,7 Hz), 7,93 (1H, dd, J = 8,3, 1,9 Hz), 7,86 (1H, d, J = 16,2
Hz), 7,58 (1H, d, J = 1,9 Hz), 7,54-7,44 (3H, m), 7,36 (1H, d, J = 7,5 H2), 7,18
(1H, dd, J = 8,7, 1,9 Hz), 7,11 (1H, d, J = 4,9 Hz), 6,87 (1H, t, J = 8,3 Hz), 5,83
(1H, dd, J = 9,4, 2,3 Hz), 3,87 (3H, 1H), 3,93-3,84 (1H, m), 3,77-3,69 (1H, m),
2,46-2,37 (1H, m), 2,34 (3H, s), 2,10-1,94 (2H, m), 1,81-1,53 (3H, m).

EJemplo 30: Acido 2-[3-[2-{(4-metil-piridin-2-ll)-vinil]-1-{tetrahidro-piran-2-
l1)-1H4ndazol-8-llamino]-benzoico

Preparado de una forma similar a Ié descrita para el ejemplo 4
anteriormente en este documento, excepto por el uso de éster metilico del
écido 2-3-[2-(4-metil-piridin-2-il}-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il)- 1H-indazol-6-
ilamino]-benzoico en lugar de éster metilico del acido 2-[3-[2-(4,6-dimetil-piridin-
2-il)-vinif}-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-8-ilamino}-benzoico (ejemplo 3). 'H
NMR (DMSO- dg) 8 13,17 (1H, s ancho), 9,83 (1H, &), 8,51 (1H, d, J = 5,2 Hz),
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8,14 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,95 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,94 (1H, dd, J = 1,5, 8,0
Hz), 7,73 (1H, s), 7,60 (1H, d, J = 1,5 Hz), 7,59 (1H, 8), 7,54 (1H, s8), 7,46 (1H,
m), 7,37 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,23 (2H, m), 6,86 (1H, t, J = 6,9 Hz), 5,87 (1H, d, J
= 7,6 Hz), 3,80 (1H, m), 3,76 (1H, m), 2,45 (1H, m), 2,41 (3H, s), 2,03 (2H, m),
1,77 (1H, m), 1,58 (2H, m).

Elemplo 31: 2-[3-[2-(4-metll-piridin-2-l)-vinil]-1~{tetrahldro-piran-2-ll)-1H-
Indazol-8-llamino]-N-prop-2-inll-benzamida

e

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de propargilamina y acido
2-[3-]2-(4-metil-piridin-2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-8-ilamino}-
benzoico. 'H NMR (DMSO- dg) 5 9,87 (1H, s), 8,03 (1H, t, J = 5,5 Hz), 8,46 (1H,
d, J =49 Hz), 8,08 (1H, d, J =8,7 Hz), 7,86 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,69 (1H, d,
J =7,3 Hz), 7,53 (1H, s), 7.44 (4H, m), 7,13 (2H, m), 6,91 (1H, t, J = 7,8 Hz),
5,81 (1H, dd, J = 2,2, 9,6 Hz), 4,07 (2H, dd, J = 2,5, 5,5 Hz), 3,89 (1H, m), 3,75
(1H, m), 3,12 (1H, t, J = 2,5 Hz), 2,42 {(1H, m), 2,36 (3H, s), 2,00 (2H, m), 1,75
(1H, m), 1,58 (2H, m).

Anal. Calcd. para CoH20NsOz - 0,25 TBME: C, 73,07; H, 6,28; N, 13,64. Se
encontré: C, 72,95; H, 6,30; N, 13,64.
Ejemplo 32: 2-{3-[{E)-2-{4-metil-piridin-2-i)-vinil]-1H-Indazoi-8-llamino}-N-
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prop-2-nli-benzamida

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7
anteriormente en este documento, excepto en el uso de 2-[3{2-(4-metil-piridin-
2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-8-ilamino]-N-prop-2-inil-benzamida
en lugar de N-[4-(ferc-butil-dimetil-silaniloxi}-but-2-inil]-2{3{2-(4,6-dimetil-
piridin-2-il)-vinil]-1-{tetrahidro-piran-2-il)}-1H-indazol-6-ilamino}-benzamida.  'H
NMR (DMSO- de) 5§ 12,93 (1H, s), 9,79 (1H, s), 8,02 (1H, t, J = 5,4 Hz), 845
(1H, d, J = 4,9 Hz), 8,08 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,88 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,69
(1H, d, J = 7,7 Hz), 7,45 (4H, m), 7,27 (1H, s), 7,10 (1H, d, J = 4,9 Hz), 7,03
(1H, d, J = 8,8 Hz), 6,90 (1H, t, J = 7,9 Hz), 4,06 (2H, dd, J = 2,4, 5,4 Hz), 3,12
(1H, t, J = 2,4 Hz), 2,35 (3H, s).

Anal. Calcd. para CasH21NsO - 0,35 CH:Clz: C, 69,64; H, 5,00; N, 16,02. Se
encontrd: C, 69,65; H, 5,15; N, 15,80.

Ejemplo 33: N-(2-metil-alil)-2-[3-[2-{(4-metii-piridin-2-1)-vinif]-1-(tetrahidro-
piran-24l)-1H-ndazol-§-llamino]-benzamida

oty
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 8
anteriormente en este documento, excepto en el uso de 2-metil-alilamina y
acido 2-{3-[2-(4-metil-piridin-2-il}-vinil]-1{tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-
lamino]-benzoico. TH NMR (DMSO- dg) & 8,86 (1H, s), 8,81 (1H, t, J = 5,5 Hz),
8,46 (1H, d, J = 4,9 Hz), 8,07 (1H, d, J = 8,9 Hz), 7,86 (1H, d, J = 16,4 Hz),
7,75 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,54 (1H, s), 7,50 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,43 (3H, m),
7,11 (2H, m), 6,92 (1H, t, J = 8,1 Hz), 5,81 {(1H, dd, J = 2,5, 9,8 Hz), 4,83 (2H, d,
J = 11,5 Hz), 3,81 (4H, m), 2,41 (1H, m), 2,35 (3H, 8}, 2,00 (2H, m), 1,76 (1H,
m), 1,73 (3H, s), 1,58 (2H, m).

Anal. Calcd. para C31HasNsO2 - 0,80 TBME: C, 72,71; H, 7,43; N, 12,11, Se
encontrd: C, 72,43; H, 7,.57; N, 12,02.
Ejemplo 34: N<(2-metil-alll)-2{[(E)-2<(4-metll-piridin-2-ll)-vinil]-1H-indazol-6-

ECrY

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7, excepto
en que 86 usd N-(2-metil-alii)-2{3-[2-(4-metil-piridin-2-il)-vinil]-1-{tetrahidro-
piran-2-il)-1H-indazol-6-ilaminoc]-benzamida en lugar de N-[4-(ferc-butil-dimetil-
silaniloxi)-but-2-inil}-2-[3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-
1H-indazol-6-ilamino}-benzamida. *H NMR (DMSO- dg) 8 12,90 (1H, s), 9,76
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(1H, s), 8,80 (1H, t, J = 5,5 Hz), 8,45 (1H, d, J = 5,1 Hz), 8,07 (1H, d, J = 8,9
Hz), 7,88 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,75 (1H, d, J = 7.9 Hz), 7,51 (1H, s), 7.48 (1H,
d, J = 16,4 Hz), 7,43 (2H, m), 7,24 (1H, 8), 7,10 (1H, d, J = 4,9 Hz), 7,00 (1H,
dd, J=1,9, 8,8 Hz), 8,91 (1H, t, J = 8,1 Hz), 4,82 (2H, d, J = 11,3 Hz), 3,83 (2H,
d, J = 5,8 Hz), 2,35 (3H, s), 1,73 (3H, s).

Anal. Calcd. para CpgHasNsO - 0,20 H;O: C, 73,11; H, 5,99; N, 16,40. Se
encontré: C, 73,13; H, 6,03; N, 16,13.

Ejemplo 35: N-(3-ciclopropll-prop-2-inll}-2-[3-[2-(4-metil-piridin-2-1I)-vinil]-1-
(tetrahidro-piran-2-il)-1 H-indazol-8-ilamino]-benzamida

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de acido 2{3-{2-(4-metil-
piridin-2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-ilamino}-benzoico y 3-
ciclopropil-prop-2-inilamina. 'H NMR (DMSO- de) & 9,88 (1H, sa), 8,93 (1H, ta),
8,46 (1H, d, J = 49 Hz), 8,08 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,85 (1H, d, J = 16,4 Hz),
7,68 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,54-7,40 (5H, m), 7,14-7,11 (2H, m), 6,80 (1H, t, J =
6,1 Hz), 5,81 (1H, d, J = 7,5, Hz), 4,02 (2H, d, J = 3,8 Hz), 3,95-3,85 (1H, m),
3,79-3,72 (1H, m), 2,49-2,35 (1H, m), 2,35 (3H, s), 2,15-2,01 (2H, m), 1,87-1,565
(3H, m), 1,30-1,25 (1H, m), 0,77-0,70 (2H, m), 0,58-0,54 (2H, m).
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Ejemplo 36: N-(3-cicloprop-2-inil)-2-{3-{(E)-2-(4-metil-piridin-2-I)-vinil}-1H-
indazol-8-llamino}-benzamida

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7
anteriormente en este documento, excepto en el uso de N-{3-cicloprop-2-inil)-2-
[3-[(E)-2-(4-metil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il-1H-indazol-6-ilamino}-
benzamida en lugar de N-[4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inii]-2{3-[2-(4,6-
dimetil-piridin-2-il}-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-if}-1H-indazol-6-ilamina}-
benzamida. 'H NMR (DMSO- dg) 5 12,91 (1H, 8), 8,79 (1H, t), 8,91 (1H,d, J =
5,6 Hz), 844 (1H, d, J = 4,9 Hz), 8,08 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,87 (1H,d, J= 16,6
Hz), 7,67 (1H, dd, J = 7.9, 1,5 Hz), 7,50-7,35 (4H, m), 7,24 (1H, d, J = 1,9 Hz),
7,09 (1H,d, J=4,9 Hz), 7,00 (1H, dd, J = 8,7, 1,5 Hz), 6,88 (1H, dt, J=4,1, 1,6
Hz), 4,00 (2H, dd, J = 5,3, 1,9 Hz), 2,34 (3H, s), 1,31-1,23 (1H, m), 0,75-0,69
(2H, m), 0,56-0,52 (2H, m).

Ejemplo 37: 2-{3-[2<{4-metll-piridin-2-li)-vinli]-1H-indazol-8-llamino}-N-
piridin-2imetil-benzamida
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6 y el
ejemplo 7 anteriormente en este documento excepto en el uso de acido 2-[3-[2-
(4-metil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1 H-indazol-6-ilamino]-benzoico
y C-piridin-2-il-metilamina. 'H NMR (DMSO- dg, 300 MHz) 5 12,91 (1H, s), 9,77
(1H, 8), 9,19 (1H, t, J = 5,8 Hz), 8,50 (1H, d, J = 4,1 Hz), 8,45 (1H, d, J = 5,0
Hz), 8,06 (1H, d, J = 8,8 Hz), 7,88 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,82-7,70 (2H, m),
7.51-7,25 (7H, m), 7,10 (1H, d, J = 4,6H2), 6,98 (1H, dd, J = 8,8, 1,8 H2), 6,96-
6,91 (1H, m), 4,58 (2H, d, J = 5,9 Hz), 2,35 (3H, 8). ESIMS m/z 461 (M + H)".
Anal. Calcd. para CzaH24NeO x 0,3 MTBE: C, 72,71; H, 5,77; N, 17,25. Se
encontré: C, 72,38; H, 5,80; N, 16,88.

Ejemplo 38: 2-{3-{2-(4-metil-piridin-2-ll)-vinii]-1H-Indazol-8-llamino}-N-
piridin-4-limetil-benzamida

oM

"G

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6 y el

ejemplo 7 anteriormente en este documento excepto en el uso de acido 2-[3-{2-
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(4-metil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-8-ilamino}-benzoico
y C-piridin-4-il-metilamina.

H NMR (DMSO- dg, 300 MHz) 5 12,90 (1H, s), 8,73 (1H, 8), 8,21 (1H, t, J=5,9
Hz), 8,48-8,44 (3H, m), 8,08 (1H, d, J =8,7 Hz), 7,88 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,81
(1H, d, J = 7,6 Hz), 7,51-7,40 (4H, m)'. 7,31 (2H, d, J = 5,9 Hz), 7,24 (1H, 8),
711 (1H, d, J = 4,4 Hz), 7,00 (1H, dd, J = 8,7, 1,7 Hz), 6,87-6,92 (1H, m), 4,50
(2H, d, J = 5,9 Hz), 2,35 (3H, s). ESIMS m/z 461 (M + H)*. Anal. Calcd. para
CasH24NgO x 0,4 H20 x 0,7 MTBE: C, 71,36; H, 8,45; N, 15,85. Se encontrd: C,
71,27; H, 6,29; N, 15,53.

Ejemplio 39: N-{6-metil-piridin-2-limetll)-2-{3-{2-{4-metll-piridin-2-1)-vinil]-
1H-indazol-6-llamino}-benzamida

LN

45

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6 y el
ejemplo 7 anteriormente en este documento excepto en el uso de acido 2{3-{2-
(4-metil-piridin-2-il)-vinil]-1-{tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-6-ilamino]-benzoico
y C-(6-metil-piridin-2-il}-metilamina.

H NMR (DMSO- ds, 300 MHz) 5 12,92 (1H, 8), 9,76 (1H, ), 9,20 (1H,t, J=5,8
Hz), 8,44 (1H,d, J =49 Hz), 8,05 (1H,d, J=8,6 Hz), 786 (1H, d, J = 16,4
Hz), 7,81 (1H, d, J = 7,7 H2), 7,59 (1H, t, J = 7,7 HZz), 7,48-7,37 (4H, m), 7,23
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(1H, s), 7,11-7,08 (3H, m), 6,99 (1H, dd, J = 8,7, 1,6 Hz), 6,95-6,90 (1H, m),
4,51 (2H, d, J = 5,9 Hz), 2,42 (3H,s), 2,33 (3H, 8). ESIMS m/z 475 (M + H)".
Anal. Galcd. para CxHzsNesO x 0,4 DCM: C, 68,98; H, 5,29; N, 16,39. Se
encontré: C, 68,84; H, 5,42; N, 16,20.

EJemplo 40: N-(2,5-dimetll-2H-pirazol-3-limetil)-2-[(E)-3-[2-(4-metil-piridin-2-
il)-vinil]-1<{tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-8-llamino]-benzamida

o .n% -

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de acido 2-[3-[2-(4-metil-
piridin-2-il)-vinil}- 1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-6-ilaminc]-benzoico y C-
(2,5-dimetil-2H-pirazol-3-l}-metilamina. 'H NMR (DMSO- de) & 9,81 (1H, 8),
9,05 (1H, ta), 846 (1H,d, J=8,7Hz), 785 (1H, d, J= 16,4 Hz), 7,71 (1H,d, J
= 7.5 Hz), 7,54-7,40 (5H, m), 7,11-7,09 (2H, m), 6,91 (1H, t, J = 6,9 Hz), 5,84
(1H, s), 5,80 (1H, d, J = 7,3 Hz), 4,45 (2H, d, J = 5,5 Hz), 3,93-3,85 (1H, m),
3,78-3,69 (1H, m), 3,73 (3H, s8), 2,45-2,35 (1H, m), 2,35 (3H, s), 2,07 (3H, s),
2,06-1,85 (2H, m), 1,85-1,53 (m, 3H).

Ejemplo 41: N-{2,5-dimetil-2H-pirazol-3-limetil)-2-{3-[(E)-2-(4-metil-piridin-2-
ll)-vinil]-1H-Indazol-6-llamino}-benzamlida
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7
anteriormente en este documento, excepto en el uso de N-(2,5-dimetil-2H-
pirazol-3-ilmetil)-2-{3-[(E)-2-(4-metil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1 H-
indazol-8-ilamino}-benzamida en lugar de N-[4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)}-but-
2-inif}-2-{3{2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-6-
ilamino}-benzamida. 'H NMR (DMSO- dg) & 12,90 (1H, s), 8,70 (1H, s), 9,03
(1H, t, J = 6,0 Hz), 8,44 (1H, d, J = 4,9 Hz), 8,06 (1H, d, J = 9,0 Hz), 7,87 (1H,
d, J =16,2 Hz), 7,70 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,50-7,38 (4H, m), 7,22 (1H, 8}, 7.1
(1H, d, J = 5,6 Hz), 6,99 (1H, dd, J = 8,7, 1,5 Hz), 6,90 (1H, dt, J = 7,9, 1,9 H2),
5,91 (1H, s), 4,43 (2H, d, J = 5,6 Hz), 3,72 (3H, 8), 2,34 (3H, 8}, 2,05 (3H, s).

Ejemplo 42: 1-metil-1H-benzoimidazol-2-carbaldehido oxima
Qs
\

A una suspensién agitada de 1-metil-1H-benzoimidazol-2-carbaldehido
(980 mg, 6,61 mmol) en H20 (10 ml) se le afiadié una solucién de acetato de
sodio (3,25 g, 38,68 mmol) y clorhidrato de hidroxilamina (1,38 g, 19,84 mmol)
en 10 ml de H;0. La reaccion se agité a ta durante 2 horas y el precipitado
espeso se recogié por filtracion, se lavd con agua y se seco a vaclo para dar
1,02 g (94%) de un sélido blanco. 'H NMR (DMSO- dg) 8 12,06 (1H, s), 8,28
(1H,8), 765 (1H,d, J=7,5Hz), 760 (1H,d, J=6,8 Hz), 7,32 (1H, t, J =72

&y
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Hz), 7,23 (1H, t, J = 6,8 Hz), 4,00 (3H, s).

Anal. Calcd. para CpHgN3O: C, 81,70; H, 5,18; N, 23,99. Se encontrd: C, 81,80;
H, 5,23; N, 23,98.

EJemplo 43: Diclorhidrato de C-{1-metil-1H-benzoimidazol-2-il)-metilamina

S acs
N\ :

Una botella de presién Pam se cargé con 1-metil-1H-benzoimidazol-2-
carbaldehido oxima M (267 mg, 1,6 mmol), 10% paladio sobre carbono (75 mg)
con d&cido clorhidrico (2 gotas) y etanol (25 mi). La mezcla de reaccién se
sacudid bajo 45 PSI (310.275 kPa) de H; durante 2 horas antes de que el
catalizador se eliminara por filtracién. El filirado se concenird bajo presién
reducida y el residuo se tritur6 con Et;O para dar 340 mg (90%) de un sélido
blanco como la sal diclorhidrato y se usé sin purificacién adicional. 'H NMR
(DMSO- dg) & 8,87 (2H, s ancho), 7,72 (2H, m), 7,38 (2H, m), 4,50 (2H, s), 3,89
(3H, s).

EJemplo 44: N-{1-metil-1H-benzolmidazol-24imetil)-2-[3-{2-(4-metil-piridin-
2-1)-vinii}-1<(tetrahidro-piran-2-l1)-1H-indazol-8-llamino]-benzamida

a
O
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de clorhidrato de C-(1-
metil-1H-benzoimidazol-2-if}-metilamina N y acido 2-[3-[2-(4-metil-piridin-2-il)-
vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-6-ilamino}-benzoico. 'H NMR (DMSO-
de) 5 9,82 (1H, s), 9,20 (1H, t, J = 5,3Hz), 8,46 (1H, d, J = 4,9 Hz), 8,07 (1H, d,
J=89Hz),785(1H,d, J=16,4 Hz), 7,74 (1H,d, J=73 Hz), 7,58 (1H, d, J =
7,2 Hz), 7,50 (6H, m), 7,19 (4H, m), 6,92 (1H, t, J = 8,1 Hz), 5,78 (1H, dd, J =
2,5, 9,5 Hz), 4,79 (2H, d, J = 5,5 Hz), 3,89 (1H, m), 3,83 (3H, s), 3,71 (1H, m),
2,41 (1H, m), 2,35 (3H, s), 2,00 (2H, m), 1,74 (1H, m}, 1,57 (2H, m).

Anal. Calcd. para C3gHasN7O: - 0,65 hexanos: C, 73,31; H, 6,80; N, 15,00. Se
encontrd: C, 72,82; H, 6,80; N, 14,71.

Ejemplo 45: N-{1-metll-1H-benzolmldazol-2-iimetil}-2-{3-{(E)2-(4-

metil-piridin-2-il)-vini}-tH-indazol-8-Jlamino}-benzamida

O

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7
anteriormente en este documento, excepto en el uso de N-(1-metil-1H-
benzoimidazol-2-iimetil)}-2-[3-]2-(4-metil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-
1H-indazol-6-ilamino}-benzamida en lugar de N-[4-{terc-butil-dimetil-silaniloxi)-
but-2-Inil}-2-]3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-)-1H-
indazol-6-ilamino}-benzamida. 'H NMR (DMSO- dg) 5 12,93 (1H, s), 9,73 (1H,
8), 9,19 (1H, t, J = 5,3 Hz), 8,45 (1H, d, J = 4,9 Hz), 8,06 (1H, d, J = 8,5 Hz),
7.83 (1H, d, J = 16,4 Hz), 7,74 (1H, d, J = 7,9 Hz), 7,60-7,36 (6H, m), 7,28-7,14
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(3H, m), 7,10 (1H, d, J = 4,7 Hz), 7,04 (1H, dd, J = 1,8, 8,8 Hz), 6,91 (1H, t, J =
7.3 Hz), 4,79 (2H, d, J = 5,3 Hz), 3,83 (3H, s), 2,35 (3H, s).

Anal. Calcd. para C31HzzN;O - 1,80 HzO 0,40 CH:Cly: C, 65,02; H, 5,46; N,
16,91. Se encontrd: C, 64,97; H, 5,82; N, 17,09.

Ejemplo 46: 1-metil-1H-Imidazol-2-carbaldehido oxima

m’kﬂ

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 39 excepto
en que se usd 1-meti-1H-imidazol-2-carbaldehido en vez de 1-metil-1H-
benzoimidazol-2-carbaldehido.

'H NMR (DMSO- dg) 5 11,50 (1H, s), 8,05 (1H, s), 7,28 (1H, 8), 6,95 (1H, 8),
3,80 (3H, s). Anal. Caled. para CsHzNJsO: C, 47,89; H, 5,64; N, 33,58. Se
encontrd: C, 48,22; H, 5,58; N, 33,45.

EJempilo 47: Diclorhidrato de C-{1-metil-1H-imidazol-2-ll)}-metilamina

R

NH,

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 40 excepto
en que se usd 1-metil-1H-imidazol-2-carbaldehido oxima en vez de 1-metil-1H-
benzoimidazol-2-carbaldehido oxima. 'H NMR (DMSO- dg) & 7,45 (1H, 8), 7,29
(1H, 8), 4,25 (2H, s), 3,79 (3H, s).

Ejemplo 48: N-(1-metil-1H-Imidazol-2-limetil)-2-[3-[2-{4-metll-piridin-2-il)-
vinif]-1-{tetrahidro-piran-2-ll)-1H-indazol-6-llamino]-benzamida
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 8
anteriormente en este documento, excepto en el uso de clorhidrato de C-(1-
metil-1H-imidazol-2-l)-metilamina y #écido 2{3-[2-(4-metil-piridin-2-il)-vinil}-1-
(tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-ilamina]-benzoico. 'H NMR (DMSO- ds) 5
9,83 (1H, 8), 9,03 (1H, t, J = 5,5), 8,45 (1H, d, J = 4,7 Hz), 8,09 (1H, d, J = 8,5
Hz), 7,85 (1H, d, J = 16,5 Hz), 8,67 (1H, d, J = 7,3 Hz), 7,53-7,39 (4H, m), 7,11
(3H, m), 6,80 (1H, d, J = 6,9 Hz), 6,86 (1H, s), 5,79 (1H, d, J = 8,9 Hz), 5,75
(1H, 8), 4,54 (1H, d, J = 5,5 Hz), 3,85-3,70 (2H, m), 3,66 (3H, s), 2,35 (3H, s),
2,10 (2H, m), 1,70 (2H, m), 1,60 (3H, m). Anal. Calcd. para C3aHxaN;O2 - 0,8
CH:Cl;: C, 63,99; H, 5,672; N, 15,83. Se encontrd: C, 83,95; H, 5,72; N, 16,01.
Ejemplo 49: N-{1-metil-1H-Imidazol-2-iimetil)-2-[3-[2-(4-metil-piridin-2-l)-

f{"l. Lb 8\_{‘3

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7
anteriormente en este documento, excepto en que N-(1-metil-1H-imidazol-2-
iimetil)-2-{3-[2-(4-metil-piridin-2-il)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)}-1H-indazol-6-

165
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ilamino}-benzamida se us6 en lugar de N-[4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-
inill-2{3-[2-(4,6-dimefil-piridin-2-il}-vinil]-1<{tetrahidro-piran-2-il)-1H-indazol-6-
ilamino}-benzamida. 'H NMR (DMSO- dg) 3 12,89 (1H, 8), 9,72 (1H,s), 8,99
(1H,,J=5,6 Hz),, 8,44 (1H, d, J = 4,8 Hz), 8,05 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,86 (1H, d,
J = 16,4 Hz), 7,66 (1H, d, J = 6,7 Hz), 7,48-7,36 (4H, m), 7,24 (1H, m), 7,08
(2H, d, J = 8,1 Hz), 7,02 (1H, d, J = 8,8 Hz), 6,88 (1H, t, J = 6,9 Hz), 6,81 (1H,
s), 4,52 (2H, d, J = 5,5 Hz), 3,29 (3H, s), 2,34 (3H, 8). Anal. Calcd. para
C27H2sN7O - 0,35 CH.Cla: C, 66,59; H, 5,25; N, 19,88. Se encontré: C, 66,48; H,
5,65; N, 19,56.

Ejemplo 50: N-{4-hidroxi-but-2-inil)-2-[3-{2-(4-metil-piridin-2-ll)-vinil}-1-
(tetrahidro-piran-2-il)-1H-Indazol-6-llamino]-benzamida

2

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6, excepto
en el uso de acido 2-[3-[2-(4-metil-piridin-2-ii)-vinil]-1-(tetrahidro-piran-2-il)-1H-
indazol-6-ilamino}-benzoico y 4-(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inilamina. H
NMR (CDCly) § 9,48 (H, 8), 8,46 (1H, d, J = 5,3 Hz), 7,92 (1H, d, J = 9,0 H2),
7.83 (1H, d, J = 16,2 Hz), 7,52 (1H, d. J = 16,6 Hz), 7,46-7,.41 (2H, m), 7,34-
7.31(3H, m), 7,12 (1H, dd, J = 8,7, 1,9 Hz), 6,99 (1H, d, J = 4,9 Hz), 6,81 (1H, t,
J = 6,8 Hz), 6,40 (1H, t, J = 4,9 Hz), 5,62 (1H, dd, J = 9.4, 3,0 Hz), 4,28-4,23
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(4H, m), 4,08-4,01 (1H, m), 3,76-3,87 (1H, m), 2,63-2,49 (1H, m), 2,38 (3H, s),
2,22-2,06 (2H, m), 1,80-1,60 (3H, m).

Ejemplo 51: 2-{3-[(E)-2-{(4-metil-piridin-2-1l)-vini}-1H-Indazol-8-llamino}-N-
{4-hidroxi-but-2-Inil)-benzamida

S

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 7, excepto
en el uso de una mezcla de N-(4-hidroxi-but-2-inil)-2-[3-[2-(4-metil-piridin-2-il)-
vinil}-1-(tetrahidro-piran-2-il}-1H-indazol-6-ilamino}-benzamida y N-[4-(terc-butil-
dimetil-silaniloxi)-but-2-inil]-2-{3-[2-(4-metil-piridin-2-i1)-vinil}-1-(tetrahidro-piran-
2-il)-1H-indazol-8-lamino}-benzamida en Ilugar de N-[4-(terc-butil-dimetil-
silaniloxi)-but-2-inil}-2-[3-[2-(4,6-dimetil-piridin-2-il)-vinil}-1-{tetrahidro-piran-2-il)-
1H-indazol-6-ilaminc]-benzamida. 'H NMR (DMSO- dg) 8 12,92 (1H, s), 9,83
(1H, 8), 8,00 (1H, t, J =53 Hz), 844 (1H, d, J = 4,9 Hz), 8,06 (1H, d, J=9,0
Hz), 7,87 (1H, d, J = 16,6 Hz), 7,68 (1H, d, J = 7,9 Hz), 7,60-7,38 (4H, m), 7,26
(1H, 8), 7,09 (1H, d, J = 5,3 Hz), 7,01 {1H, dd, J = 8,7, 1,5 Hz), 6,88 (1H, dt, J =
6,8, 1,5 Hz), 5,11 (1H, t, J = 3,0 Hz), 4,10-4,04 (4H, m), 2,34 (3H, s8).

Ejemplo 52: Ester metilico del acido 2-[3-(plrrol-1-liminometil)-1-(2-
trimetliisilanil-atoximetil)-1H-Indazol-6<ilamino]-benzolco
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 2 y el
ejemplo 3 anteriormente en este documento excepto en que se empieza con 6-
nitro-3-estiril-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-indazol en vez de 6-yodo-3-estiril-
1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-indazol.

Este material se recogié como una mezcla bruta de producto y éster metllico de
écido 2-amino-benzoico en la etapa siguients.

Ejemplo 53: Acido 2-[3-(pirrol-1-lliminomaetil)-1-{2-trimetiislianii-etoximetil)-
1H-indazol-8-lamino}-benzolco

<

70

O

Alslado como un subproducto de la reaccién de N-{4-(terc-butil-dimetil-
silaniloxi)-but-2-inil}-2{3-(pirrol-1-liminometil)- 1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-
indazol-6-ilamino]-benzamida y TBAF usando un procedimiento similar al

ejemplo 11 en el documento de los Estados Unidos con nimero de serie

Vsl
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08/609.335, presentado el 30 de junio de 2.000, incorporado por este medio en
su totalidad para todos los propésitos. 'H NMR (DMSO- ds) 5§ 13,19 (1H, 8
ancho), 10,00 (1H, s), 9,13 (1H, s), 8,37 (1H, d, J = 8,7 Hz), 8,06 (1H,d, J=7.5
Hz), 7,75 (1H, s), 7,64 (2H, t, J = 2,3 Hz), 7,54 (2H, m), 7,35 (1H, dd, J = 1,9,
8,7 Hz), 6,99 (1H, m), 6,33 (2H, t, J = 2.3 Hz), 5,89 (2H, s), 3,68 (2H, t, J = 8,1
Hz), 0,94 (2H, t, J = 8,1 Hz), 0,00 (8H, s).

Elemplo 54: N-{3-ciclopropll-prop-2-nil}-2-[3<{plrrol-1-iliminometil)-1{2-
trimetilsilanil-etoximetl)-1H-indazol-8-ilamino]-benzamida

.
S

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de &cido 2-[3-(pirrol-1-
iliminometil)-1-{2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-indazol-6-lamino}-benzoico y 3-
ciclopropit-prop-2-inilamina. 'H NMR (DMSO- dg) 3 9,93 (1H, s), 8,89 (1H, s),
8,95 (1H, d, J = 5,6 Hz), 8,20 (1H, d, J = 8,9 Hz), 7,68 (1H, d, J = 8,1 Hz), 7,51
(4H, m), 7,37 (1H, t, J = 6,8 Hz), 7,14 (1H, d, J = 9,0 Hz), 691 (1H, t, J= 7,5
Hz), 6,21 (2H, t, J = 2,3 Hz), 5,74 (2H, s), 4,00 (2H, dd, J = 2,0, 5,6 Hz), 3,55
(2H, t, J = 7,9 Hz), 1,26 (1H, m), 0,82 (2H, t, J = 7,9 Hz), 0,72 (2H, m), 0,54 (2H,
m), -0,12 (SH, s).

ElJemplo 55: N-<(3-ciclopropil-prop-2-Inii)-2-[3{pirrol-1-iliminometii)-1H-
indazol-8-ilamino]-benzamida
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: dJ-ED_n 8{{”

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 11 en la
solicitud de patente de los Estados Unidos con nimero de serie 09/609.335,
archivado el 30 de junio de 2.000, incorporada como referencia en su totalidad
para todos los propositos, excepto en que N-{3-ciclopropil-prop-2-inil)-2-{3-
(pirrol-1-iliminometil)-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1 H-indazol-6-ilamino}-
benzamida se usdé en lugar de N-metil-N-{3-estiril-1-[(2-trimetil-silanil)-
etoximetil]-1H-indazol-6-if}-benceno-1,3-diamina. 'H NMR (DMSO- dg) § 13,29
(1H, s), 9,83 (1H, s), 8,98 (1H, 8), 8,95 (1H, t, J = 5,5 Hz), 8,19 (1H, d, J = 8,9
Hz), 7,68 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,52 (2H, t, J = 2,3 Hz), 7,43 (2H, m), 7,29 (1H, s),
7.07 (1H, dd, J = 1,9, 8,7 Hz), 6,91 (1H, t, J = 7.4 Hz), 6,21 (2H, t, J = 2.3 H2),
4,01 (2H, dd, J = 1,7, 5,5 Hz), 1,27 (1H, m), 0,73 (2H, m), 0,55 (2H, m). Anal.
Calcd. para CasH22NgO - 0,05 hexanos - 0,30 H20: C, 70,31; H, 5,43; N, 19,45.
Se enconird: C, 70,63; H, 5,38, N, 19,18.

Ejemplo 56: N-[4-(terc-butll-dimetil-silanlioxl)-but-2-Inif]-2{3-(pirrol-1-
lliminometii)-1-{2-trimetilslianli-etoximetil)-1H-indazol-8-llamino}-

benzamida
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Preparado de una forma similar a la descrita para e! ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de acido 2-[3-(pirrol-1-
{liminometil}-1-«(2-trimetilsilanil-etoximetil}-1H-indazol-6-llamino]-benzoico y 4-
(terc-butil-dimetil-silaniloxi)-but-2-inilamina. '"H NMR (DMSO- dg) 5 10,04 (1H,
s), 9,16 (1H, t, J = 5,3 Hz), 9,10 (1H, s), 8,31 (1H, d, J =8,7 Hz), 7,78 (1H, d, J
= 7,9 Hz), 7,67 (4H, m), 7,49 (1H, t, J = 8,5 Hz), 7,24 (1H, dd, J =1,7, 8,7 Hz),
7,03 (1H, t, J = 7,4 Hz), 6,33 (2H, t, J = 2.3 Hz), 5,85 (2H, s), 4,83 (2H, s), 4,19
(2H, d, J = 5,5 Hz), 3,66 (2H, t, J = 7,9 Hz), 0,94 (2H, m), 0,88 (8H, s), 0,13 (6H,
&), 0,00 (8H, s).

EJemplo 57: N-(4-hidroxi-but-2-nil}-2{3-{pirrol-1-lliminometil)-1H-Indazol-

6-llamino]-benzamida

uféfm
Ak

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 11 en la
solicitud de patente de los Estados Unidos con nimero de serie 09/609.335,

presentada el 30 de junio de 2.000, incorporada como referencia en su
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totalidad para todos los propésitos, excepto en que N-[4-(terc-butil-dimetil-
silaniloxi)-but-2-inil]-2-{3-(pirrol-1-iliminometil)-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-
indazol-6-ilamino}-benzamida se usd en lugar de N-metil-N-{3-estiril-1-[2-
trimetil-silanil)}-etoximetil]-1H-indazol-6-il}-benceno-1,3-diamina. H NMR
(DMSO- dg) 8 13,30 (1H, s), 9,87 (1H, s), 9,04 (1H, t, J = 5,3), 8,99 (1H, s), 8,19
(1H, d, J = 8,5 Hz), 7,70 (1H, d, J = 7,3 Hz), 7,46 (4H, s), 7,31 (1H, m), 7,08
(1H,dd, J =1,7, 8,7 Hz), 6,91 (1H, t, J = 7,3 Hz), 6,21 (2H, t, J = 2.1 H2), 5,14
(1H, t, J = 5,8 Hz), 4,10 (2H, d, J = 5,5 Hz), 4,08 (2H, d, J = 5,8 Hz). Anal.
Calcd. para C23H0NgO2 - 0,35 hexanos - 0,20 H2O: C, 67,45; H, 5,86; N, 18,81.
Se encontré: C, 67,70; H, 5,73; N, 18,56.

Ejemplo 58: 2,5-dimetil-2H-pirazol-3-carbonitrilo

2,5-dimetil-2H-pirazol-3-carbonitriio se prepar6 a partir de 1,3-
dimetilpirazol-5-carboxilato de etilo de acuerdo con los procedimientos
publicados para el 1-metil-pirazol-5-carbonitrilo por Castellanos, Marla y
Montserrat, Llinas;JCS Perkins Trans | (1985) 1209-1215. 'H NMR (CDCls) 5
6,52 (1H, s), 3,86 (3H, 8), 2,27 (3H, ).

Ejemplo 58: C{2,5-dimetil-2H-pirazol-3-l)-metilamina

N

|

TP,

Una suspensiéon de 2 5-dimetil-2H-pirazol-3-carbonitrilo (654 mg, 5.4

Z
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mmol) y 10% de paladio sobre carbono (200 mg) en etanol (15 ml) se sacudid
en un aparato Parr de hidrogenacién bajo 45 psi (310.275 kPa) de Hz durante
17 horas. La mezcla se filtr6 a través de celita y el filtrado se concentrd bajo
presion reducida para dar 608 mg de un aceite el cual se usé sin ninguna
purificacién adicional. '"H NMR (CDCly) 5 5,19 (1H, s), 3,81, 3,73 (2H, 2s), 3,75
(3H, 8), 2,21 (3H, s).

ElJemplo 60: N-{2,5-dimetli-2H-pirazol-3-limetil)-2-[3{pirrol-1-lliminometll)-
1-(2-trimetlisilanil-etoximetll)}-1H-indazol-8-llamino]-benzamida

I
6

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de acido 2-{3-(pirrol-1-
iliminometil)-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-indazol-6-ilamino}-benzoico y C-
(2,5-dimetil-2H-pirazol-3-il)-metilamina. *H NMR (CDCl3) & 9,56 (1H, s), 8,68
(1H, s8), 8,30 (1H,d, J=8,7 Hz), 7,49 (1H, d, J = 8,3 Hz), 743 (1H, dd, J = 7.9,
1,5 Hz), 7,36-7,31 (2H, m), 7,23 (2H, t, J = 2,68 Hz), 7,17 (1H, dd, J = 8,7, 1,9
Hz), 6,83 (1H, t, J = 7,2 Hz), 6,32 (1H, ta), 6,29 (2H, t, J = 2,3 Hz), 6,01 (1H, 8),
5,67 (2H, s), 4,61 (2H, d, J = 5,6 Hz), 3,60 (3H, 8), 3,58 (2H, t, J = 8,3 Hz), 2,22
(3H, s), 0,90 (2H, t, J = 8,7 Hz), 0,06 (9H, 8).

Ejemplo 61: N-{2,5-dimetil-2H-pirazol-3dimetil)-2-[3{plrrol-1-lliminometil)-
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1H-indazol-8dlamino]-benzamida

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 11 en la
solicitud de patente de los Estados Unidos con nimero de serie 08/608.335,
presentada el 30 de junio de 2.000, incorporada como referencia en su
totalidad para todos los propdsitos, excepto en que N-(2,5-dimetil-2H-pirazol-3-
ilmetil)-2-[3-(pirrol-1-iliminometil)-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-indazol-6-
ilamino]-benzamida se us6 en lugar de N-metil-N-{3-estiril-1-{(2-trimetil-silanil)-
etoximetil}-1H-indazol-8-il}-benceno-1,3-diamina. '*H NMR (DMSO- dg) 5 13,27
(1H, 8), 9,72 (1H, s), 9,05 (1H, t, J = 5,3 Hz), 8,97 (1H, s), 8,16 (1H, dd, J =87
Hz), 7,68 (1H, dd, J = 8,3, 1,9 Hz), 7,50 (2H, t, J = 2,8 Hz), 7,46-7,38 (2H, m),
7,25 (1H, 8), 7,05 (1H, dd, J = 8,7, 1,9 Hz), 6,91 (1H, t, J = 6,80 Hz), 6,20 (2H, t,
J =23 Hz), 591 (1H, s), 4,43 (2H, d, J = 5,6 Hz), 3,71 (3H, 8), 2,04 (3H, ).
Ejemplo 62: Acido 2-[3-{Pirrol-1dliminometil)}-1H-indazol-6-ylamino]-

benzolco
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Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 11 en la
solicitud de patente de los Estados Unidos con nimero de serie 08/609.335,
presentada el 30 de junio de 2.000, incorporada como referencia en su
totalidad para todos los propésitos, excepto en que se usa acido 2-[3-(pirrol-1-
jliminometil}-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil}-1H-indazol-6-ilamino]-benzoico en
lugar de N-metil-N-{3-estiril-1-[(2-trimetil-silanii)-etoximetil]-1H-indazol-6-il}-
benceno-1,3-diamina. 'H NMR (DMSO- dg) 8 13,12 (1H, s), 12,70 (1H, s), 8,94
(1H, 8), 8,10 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,91 (1H, dd, J = 1,7, 7,7 Hz), 7,50 (2H, t, J =
23 Hz),73 (1H,d, J=79Hz), 727 (1H,d, J=15H=z), 716 (1H,t, J =7,
Hz), 6,94 (1H, dd, J = 1,7, 8,7 Hz), 6,68 (1H, t, J =75 Hz), 6,18 (2H, t, J = 2,3
Hz).

EJemplo 63: N-prop-2-inil-2-[3-(pirrrol-1-lliminometll)-1H-indazol-6-

R
5o

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de acido 2-[3-(pirrol-1-
liminometil)- 1H-Indazol-6-ilamino}-benzoico y propargilamina. 'H NMR (DMSO-
de) 5 13,30 (1H, s), 9,82 (1H, s), 9,04 (1H, t, J = 5,6 Hz), 8,98 (1H, 8), 8,19 (1H,
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d,J=86Hz), 769 (1H,d, J =79 Hz), 7,45 (4H, m), 7,31 (1H, s), 7,08 (1H, ¢, J
= 8,6 Hz), 6,91 (1H, t, J = 7,8 Hz), 6,21 (2H, 8), 4,05 (2H, s), 3,13 (1H, s). Anal.
Caled. para C2zH1aNgO - 0,40 HzO - 0,05 hexanos: C, 67,97; H, 5,01; N, 21,33.
Se encontrd: C, 67,91; H, 4,78; N, 21,00.

Ejemplo 64: N-{(4-hidroxi-but-2-nil)-2-[3{(2-piridin-2-ll-vinll)-1H-indazol-6-

jlamino]-benzamida

e el

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de 2-[3-[2-(piridin-2-il-
vinil]-1H-indazol-6-ilamino}-benzoato de tetrabutiiamonio y 4-amino-but-2-in-1-
ol. '"H NMR (DMSO- dg) 8§ 12,95 (1H, s), 8,84 (1H, s), 9,02 (1H, t, J = 5,6 Hz),
8,59 (1H, d, J = 4,9 Hz), 8,08 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,90 (1H, d, J = 16,2 Hz), 7,80
(1H, t, J = 7,2 Hz), 7,70-7,64 (2H, m), 7,51 (1H, d, J = 16,2 Hz), 7,45-7,36 (2H,
m), 7,27-7,24 (2H, m), 7,02 (1H, d, 4 = 9,0 Hz), 6,88 (1H, t, J = 7,2 Hz), 5,13
(1H, t, J = 5,6 Hz), 4,10-4,04 (4H, m).

EJemplo 65: N-{2,5-dimetil-2H-pirazol-3-imetii)-2-{3-(2-piridin-2-I-vinil)-1H-

indazol-6-llamino]-benzamida
L



10

15

20

25

133

Preparado de una forma similar a la descrita para el ejemplo 6
anteriormente en este documento, excepto en el uso de 2-[3-[2-piridin-2-il-vinil)-
1H-indazol-8-ilamino}-benzoato de tetrabutilamonio y C-(2,5-dimetil-2H-pirazol-
3-il}-metilamina. "H NMR (DMSO- dg) 5 12,93 (1H, s), 8,70 (1H, s), 8,04 (1H,
ta), 8,58 (1H, d, J = 4,0 Hz), 8,07 (1H, d, J = 8,8 Hz), 7,88 (1H, d, J = 16,4 Hz),
7,79 (1H, t, J = 8,6 Hz), 7,71-7,64 (2H, m), 7,50 {(1H, d, J = 16,4 Hz), 7,44-7,39
(2H, m), 7,28-7,23 {(2H, m), 7,00 (1H, d, J = 8,8 Hz), 6,90 (1H, t, J = 8,0 Hz),
5,91 (1H, s), 4,43 (2H, d, J = 5,5 Hz), 3,71 (3H, 8), 2,04 (3H, s).

Las actividades de los compuestos puestos como ejemplos descritos
anteriormente en este documento pueden ensayarse usando los ensayos
descritos méas adelante en este documento.

PR BIO : ENSAYOS ENZIMAT

La estimulacién de la proliferacibn celular mediante factores de
crecimiento tales como VEFG, FGF y otros depende de su induccion de
autofosforilacion de cada una de sus respectivas tirosinaquinasas de los
receptores. Por lo tanto, la capacidad de un inhibidor de proteinquinasa para
bloquear la autofosforilacién se puede medir mediante la inhibicion de sustratos
de péptidos. Para medir la actividad de inhibicién de proteinquinasas de los
compuestos, se fabricaron las siguientes construcciones.

Construccién VEGF-R2 para ensayo. Esta construccién determina la

capacidad de un compuesto de ensayo para inhibir la actividad tirosinaquinasa.



10

15

20

25

134

Una construccion (VEGF-R2A50) del dominio citosélico del receptor 2 del factor
de crecimiento endotelial vascular humano (VEGF-R2) que carece de 50 restos
centrales de los 68 restos del dominio de insercién de quinasa se expresd en
un sistema de células de baculovirus/insecto. De los 1356 restos de VEGF-R2
de longitud completa, VEGF-R2A50 contiene los restos 806 — 939 y 990 —
1171, y también una mutacién puntual (E980V) en el dominio de insercién de
quinasa relatvo a VEGF-R2 de tipo salvaje. La autofosforilacion de la
construccién purificada se realizé mediants la incubacion de la enzima a una
concentracion de 4 uM en presencia de ATP 3 mM y MgCl; 40 mM en HEPES
100 mM, pH 7.5, que contenla 5% de glicerol y DTT 5 mM, a 4°C durante 2
horas. Después de autofosforilacién, se ha mostrado que esta construccion
posea actividad catalltica esencialmente equivalente a la construccién del
dominio quinasa autofosforiiada de tipo salvaje. Véase Parast y col.,
Biochemistry, 37, 16788 — 16801 (1998).

Construcciéon FGF-R1 para ensayo: El dominio quinasa intracelular de
FGF-R1 se expres6 usando el sistema de expresion del vector de baculovirus
partiendo del resto de metionina 456 enddgeno al de glutamato 766, segun el
sistema de numeracién de restos de Mohammadi y col., Mol. Cell. Biol., 16, 977
- 989 (1996). Ademds, la construccién también tiene las siguientes 3
sustituciones de aminodcidos L457V, C488A y C584S.

Construccién LCK para ensayo: La tirosina quinasa LCK se expresd en
células de insecto como una supresion N-terminal comenzando en el resto
aminodcido 223 hasta el final de la protelna en el resto 509, con las siguientes
dos sustituclones de aminoacidos en el extremo N: P233M y C224D.

Construccién CHK1 para ensayo: CHK1 humana de longitud completa
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(abreviadamente FL-CHK1) marcada con His en el C terminal se expresd
usando el sistema celular de baculovirus/insecto. Contiene 6 restos de histidina
(6 x marca His) en el extremo C terminal de la CHK1 humana de 476
aminoacidos. La proteina se purificd mediante técnicas cromatogréficas
convencionales.

Construccién CDK2/ciclina A para ensayo: La CDK2 se purificd usando
metodologla publicada (Rosenblatt y col., J. Mol. Biol., 230, 1317 - 1319
(1993)) de células de insectos que se hablan infectado con un vector de
expresion de baculovirus. La ciclina A se purificé a partir de células de E. coli
que expresan ciclina A recombinante de longitud completa, y se generd una
construccién de ciclina A truncada mediante proteolisis limitada y purificada
como se ha descrito previamente (Jeffrey y col., Nature, 376, 313 — 320
(1995)).

Construccién CDK4/ciclina D para ensayo: un complejo de CDK4
humano Y ciclina D3, o un complejo de ciclina D1 y una protelna de fusién de
CDK4 humano y glutation-S-transferasa (abreviadamente GST-CDK4), se
purificé usando técnicas cromatograficas bioquimicas tradicionales a partir de
céiulas de insecto que se hablan coinfectado con los correspondientes vectores
de expresion de baculovirus.

Construccién FAK para ensayo: El dominio catalltico de FAK humana
(FAKcd409) se expresd usando el sistema de expresion del vector de
baculovirus. El dominio de 280 aminodcidos expresado comprende los restos
de la metionina 409 hasta el glutamato 689. Existe una susfitucién de un
aminodacido (P410T) relativo al nimero de acceso L13616 de la secuencia
publicada por Whithey, G. S. y col., DNA Cell Biol, 8, 823 — 30 (1993). La
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protelna se purificé usando técnicas cromatograficas clasicas.

Construccién TIE-2 (TEK) para ensayo:

El dominio de tirosinaquinasa TIE-2 se expresd en células de insecto
como una supresion en el N terminal comenzando desde el resto aminoacido
774 hasta el final de la protefna en el resto 1124. Esta consiruccién también

lleva una mutacién R774M, que sirve como el resto de metioniona iniciador de

la traduccién.
Ensayo VEGF-R2
Ensayo méirico acoplado (FLVK-P

La produccion de ADP a partir de ATP que acompafia a la fransferencia
de fosforilo se acoplé a la oxidacion de NADH usando fosfoenolpiruvato
(abreviadamente en inglés PEP) y un sistema que tiene piruvatoquinasa
(abreviadamente en inglés PK) y lacticodeshidrogenasa (abreviadamente en
inglés LDH). La oxidacién de NADH se controlé siguiendo la disminucion de la
absorbancia a 340 nm (e = 6,22 cm™ mM*) usando un espectrofotémetro
Beckman DU 850. Las condiciones de ensayo para VEGF-R2A50 fosforilada
(indicada como FLVK-P en las tablas mas adelante) eran las siguientes: PEP 1
mM; NADH 250 uM; 50 unidades de LDH/mI; 20 unidades de PK/ml; DTT &
mM; poli{(E,Y4) 5,1 mM; ATP 1 mM; y MgCl 25 mM en HEPES 200 mM, pH
7.5. Las condiciones de ensayo para VEGF-R2A50 no fosforilada (indicada
como FLVK en las tablas) eran las siguientes; PEP 1 mM; NADH 250 uM; 50
unidades de LDH/ml; 20 unidades de PK/ml; DTT 5§ mM; poli(E4Y4) 20 mM; ATP
3 mM; y MgCl, 60 mM y MnCl> 2 mM en HEPES 200 mM, pH 7,5. Los ensayos
se iniciaron con enzima 5 a 40 nM. Los valores de K, se determinaron midiendo

la actividad enzimética en presencia de concentraciones variables de los
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compuestos de ensayo. Los datos se analizaron usando software de cinética
enzimatica y Kaleidagraph.
Ensayo de ELISA

La formacién de fosfogastrina se controlé usando péptido (1 — 17) de
gastrina biotinilada como sustrato. La fosfogastrina biotinilada se inmovilizé
usando placas de microfitulacion de 96 pocillos recubiertas con estreptavidina
seguido de la deteccion usando anticuerpo anti-fosfotirosina conjugado a
peroxidasa de rabano rusticano. La actividad de la peroxidasa de rabano
rusticano se control6 usando la sal de diamonio de 2,2'-azino-di-[3-
etiibenzatiazolina sulfonato(6)] (abreviadamente en inglés ABTS). Las
soluciones de ensayo tlpicas contenfan: péptido de gastrina biotinilada 2 pM,
DTT 5 mM; ATP 20 uM; MgClz 26 mM; y MnCl; 2 mM en HEPES 200 mM, pH
7,5. El ensayo se inicié con VEGF-R2A50 fosforilado 0,8 nM. La actividad de
peroxidasa de rabano rusticano se ensayd usando ABTS 10 mM. La reacci6n
de peroxidasa de rabano rusticano se inactivd mediante la adicién de acido
(H2S0,), seguido de la lectura de la absorbancia a 405 nm. Los valores de K|
se determinaron midiendo la actividad enzimatica en presencia de
concentraciones variables de los compuestos de ensayo. Los datos se
analizaron usando software de cinética enzimética y Kaleidagraph.
Ensayo de FGF-R

El ensayo espectrofotométrico se llevé a cabo como se ha descrito
anteriormente para VEGF-R2, excepto por los siguientes cambios en
concentracién: FGF-R = 50 nM, ATP =2 mM y poli(E4Y1) = 15 mM.
E LCK

El ensayo espectrofotométrico se llevd a cabo como se ha descrito
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anteriomente para VEGF-R2, excepto por los siguientes cambios en
concentracion: LCK = 60 nM, MgClz = 0 mM, poli(E4Y1) = 20 mM.
Ensayo de CHK1

La produccién de ADP a partir de ATP que acompaina a la transferencia
de fosforilo al péptido de sustrato sintético Syntide-2 (PLARTLSVAGLPGKK) se
acopl6 a la oxidacion de NADH usando fosfoenolpiruvato (abreviadamente en
inglés PEP) mediante las acciones de piruvatoquinasa (abreviadamente en
inglés PK) y lacticodeshidrogenasa (abreviadamente en inglés LDH). La
oxidacion de NADH se controld siguiendo la disminucién de la absorbancia a
340 nm (340 = 6,22 cm™ mM") usando un espectrofotémetro HP8452. Las
soluciones de reaccién tipicas contenlan: PEP 4 mM; NADH 0,15 mM; 28
unidades de LDH/mI; 16 unidades de PK/ml; DTT 3 mM; Syntide-2 0,125 mM,;
ATP 0,15 mM; MgCi; 25 mM en TRIS 50 mM, pH 7.5; y NaCl 400 mM. Los
ensayos se iniciaron con FL-CHK1 10 nM. Los valores de K; se determinaron
midiendo la actividad enzimatica inicial en presencia de concentraciones
variables de los compuestos de ensayo. Los datos se analizaron usando
software de cinética enzimatica y Kaleidagraph.
Ensayos de CDK2/Ciclina A y CDK4

La actividad quinasa dependiente de ciclina se midid cuantificando la
incorporacién dependiente del tiempo, catalizada enzimaticamente de fosfato
radiactivo de [*PJATP en un fragmento recombinante de la protelna de
retinoblastoma. Salvo que se indique otra cosa, los ensayos se realizaron en
placas de 96 pocillos en un volumen total de 50 pl, en presencia de HEPES 10
mM (N-[2-hidroxietil]piperazina-N'[acido 2-etancosulfénico]) (pH 7.4), MgClx 10
mM, trifosfato de adenosina (abreviadamente en inglés ATP) 25 yM, 1 mg/ml

279
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de ovoalbimina, 5 pyg/ml de leupeptina, ditiotreitol 1 mM, B-glicerofosfato 10
mM, vanadato sddico 0,1 mM, fluoruro sédico 1 mM, acido etilenglicol-bis(p-
aminoetiléter)-N,N,N°'N'-tetraacético (abreviadamente en inglés EGTA) 2,5 mM,
2% (viv) de dimetilsulféxido y 0,03 — 0,2 pCi[*PJATP. Del sustrato (0,3 — 0,5
ug) se purificé un fragmento de la proteina recombinante de! retinoblastoma
(abreviadamente Rb) (restos 386 — 928 de |la proteina de retinoblastoma nativa;
62,3 kDa, que contiene la mayoria de los sitios de fosforilacién encontrados en
la protelna nativa de 108 kDa, asl como un marcador de seis restos de histidina
para facilitar la purificacién). Las reacciones se iniciaron con CDK2 (complejo
CDK2/ciclina A 150 nM) o CDK4 (complejo CDK4/ciclina D3 50 nM), se incubd
a 30°C, y finaliz6 después de 20 minutos mediante la adicién de &cido
etilendiaminotetraacético (abreviadamente en inglés EDTA) 250 mM. Después
ol sustrato fosforilado se capturé sobre una membrana de nitrocelulosa usando
un colector de filtracién de 86 pocillos y la radiactividad no incorporada se retird
mediante lavado repetido con acido fosférico al 0,85%. La radiactividad se
cuantificé exponiendo las membranas de nitrocelulosa secas a un formador de
imagenes por fosforescencia. Los valores aparentes de K, se midieron
ensayando la actividad enziméatica en presencia de diferentes concentraciones
de compuesto y restando la radiactividad de fondo medida en ausencia de
enzima. Los parametros cinéticos (kcat, Km para ATP) se midieron para cada
enzima en las condiciones de ensayo habituales determinando la dependencia
de las cantidades iniciales en la concentracién de ATP. Los datos se ajustaron

a una ecuacion para inhibicién competitiva usando Kaleidagraph (Software de

Synergy), o se ajustaron a una ecuaciéon para inhibicién de unién estrecha .

competitiva usando el software KineTic (BioKin, Lid.). Los valores medidos de
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K para inhibidores conocidos frente a COK4 y CDK2 concordaban con los
valores de Clsp publicados. La actividad especifica de CDK4 era la misma si se
complejaba a la ciclina D3 de longitud completa o a la construccion de ciclina
D3 truncada; ambos complejos también producian valores muy similares de K
para inhibidores seleccionados.
Ensayos de FAK

FAK HTS utilizaba el ensayo de polarizacion por fluorescencia
proporcionado por LJL Biosystems. La reaccion de quinasa contenla: Hepes
100 mM, pH 7,5, MgClz 10 mM;; DTT 1 mM, ATP 1 mM y poli Glu — Tyr 1 mg/ml
(4:1). La reaccion se inicia mediante la adicion de FAKcd409 5 nM. La reaccién
se termind mediante la adicién de EDTA seguido de la adicidn de péptido
marcado con flior y anticuerpo anti-fosfotirosina, ambos proporcionados por
LJL Biosystems. Los resultados de la inhibicion se leen en un detector Analyst
(LJL).
En es fotométrico de TIE-2

La producciéon catalizada por quinasa de ADP a partir de ATP que
acompafia la transferencia de fosforilo al copolimero aleatorio poli(GlusTyr) se
acoplé a la oxidacién de NADH mediante las actividades de piruvatoquinasa
(abreviadamente en inglés PK) y lactatodeshidrogenasa (abreviadamente
LDH). La conversi6on de NADH a NAD* se controlé mediante la disminucién en
absorbancia a 340 nm (¢ = 6,22 cm™ mM) usando un espectrofotémetro
Beckman DU650. Las soluciones de reaccién tipicas contenlan:
fosfoenolpiruvato 1 mM; NADH 0,24 mM; MgCl: 40 mM, DTT 5 mM, 2,8 mg/mi
de poli{(GlusTyr), ATP 0,5 mM, 15 unidades/ml de PK, 15 unidades/m| de LDH

en HEPES 100 mM, PH 7,5. Los ensayos $8 iniciaron con la adicién de Tie-2

247
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fosforilado 4 a 12 nM (aminodcidos 775 — 1122). El porcentaje de inhibicién se
determiné por triplicado a un nivel de inhibidor de 1 uM.
Ensayo de TIE-2 DELFIA

La formacion de fosfotirosina se controld usando el péptido p34cdc2
biotinilado (aminoacidos 6 — 20 = KVEKIGEGTYCGVWVYK) como sustrato. El
péptido biotinilado se inmovilizé usando placas de microtitulacién de 96 pocillos
recubiertas con NeutrAvidin™ seguido de deteccién usando anticuerpo ant-
fosfotirosina (PY20) conjugado a quelato de europio N1. Las soluciones de
ensayo tipicas contenlan: péptido p34cdc2 biotinilado 1 pM, ATP 150 puM,
MgClz 5 mM; DTT 1 mM, 0,01% de BSA, 5% de glicerol, 2% de DMSO, HEPES
25 mM pH 7,5. El ensayd se inicid en la placa de NeutrAvidin con dominio
intracelular de TIE2 50 nM. La reaccién de quinasa se terminé con EDTA 50
mM. Después las placas se lavaron, y se afadié anticuerpo de europio.
Después de la incubacién, se lavaron ofra vez y se afiadié solucién de
potenciacién DELFIA™. Las placas se leyeron en posiciones patrones de
resolucién con el tiempo de Europio (ex 340 nm, em 615 nm, retardo 400
segundos, ventana 400 u segundos). El porcentaje de inhibicién se calculé con
referencia a los pocillos intraplaca a los que se habla afadido DMSO en lugar
del compuesto en DMSO, restdndose el fondo tanto del experimento como del
control con referencia a un pocillo intraplaca al que se habla afiadido EDTA
antes de la adicién de enzima.
Ensavo de proliferacién de HUVEC

Este ensayo determina la capacidad de un compuesto de ensayo de
inhibir la proliferacién estimulada por el factor de crecimiento de céluias

endoteliales de la vena umbilical humana (abreviadamente en inglés "HUVEC").
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Las células HUVEC (3 - 4 pases, Clonetics, Corp) se descongelaron en medio
de cultivo EGM2 (Clonetics Corp) en matraces T75. El medio EGM2 reciente se
afadié a los matraces 24 horas después. Cuatro o cinco dias mas tarde, se
expusieron las células a otro medio de cultivo (medio F12K suplementado con
10% de suero fetal bovino (abreviadamente en inglés FBS), 60 ug/ml de
suplemento de crecimiento de células endoteliales (abreviadamente en inglés
ECGS), y 0,1 mg/ml de heparina). Las células HUVEC en crecimiento
exponencial se usaron en experimentos mas tarde. Se sembraron entre diez y
doce mil células de HUVEC en piacas de 96 pocillos en 100 pl de medio de
cultivo enriquecido (descrito anteriorments). Se dejé que las células se unieran
durante 24 horas en este medio. Después el medio se retiré mediante
aspiracién y se afiadieron 105 pyl de medio de inanicién (F12K + 1% de FBS) a
cada pocillo. Después de 24 horas, se afiadieron 15 pi de agente de ensayo
disuelto en 1% de DMSO en medio de inanicién o este vehiculo solo en cada
pocillo de tratamiento; la concentracién final en DMSO era de 0,1%. Una hora
mds tarde se afiadieron a todos los pocillos 30 yi de VEGF (30 ng/ml) en medio
de inanicion excepto a los que contenlan coniroles sin tratar; la concentracién
final de VEGF era 6 ng/ml. La proliferacién celular se cuantificé 72 horas mas
tarde mediante reduccidn del colorante MTT, tiempo en el que las células se
expusieron durante 4 horas a MTT (Promega Corp.). La reduccion del colorante
se detuvo madiante la adicion de una solucién de detencién (Promega Corp.) y
se determind la absorbancia a A de 595 en un espectrofotémetro lector de
placas de 98 pocillos.

Los valores de Cls se calcularon mediante el ajuste de curva a la

respuesta de A™® a diversas concentraciones del agente de ensayo;
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tipicamente, se emplearon siete concentraciones separadas
semilogaritmicamente, con pocillos triplicados a cada concentracion. Para el
andlisis de las placas de la biblioteca de los compuestos, se emplearon una o
dos concentraciones {un pocillo por concentracién), y se calculé el % de
inhibicidon mediante la siguiente férmula:

% de inhibicién = (control — ensayo) + (control — inanicion)

donde

control = A" cuando VEGF esta presente sin agente de ensayo

ensayo = A*® cuando VEGF esta presente con agente de ensayo

inanicion = A™ cuando VEGF y el agente de ensayo estdn ambos
ausentes.
Ensayo de PK en ratones

Se analiz6 la farmacocinética (por ejemplo, absorcion y eliminacion) de
farmacos en ratones usando el siguiente experimento. Los compuestos de
ensayo se formularon en forma de una solucién o suspensién en un vehiculo
30:70 (PEG 400: H,0O acidificada) o en forma de una suspension en 0,5% de
CMC. Esta se adminisird oraimente (abreviadamente p. o) e
intraperitonealmente (abreviadamente i. p.) a dosis variables a dos grupos
distintos (n = 4) de hembras de ratones B6. Las muestras de sangre se
recogieron mediante un sangrado orbital en los instantes: 0 horas (antes de la
dosis), 0,5 horas, 1,0 horas, 2,0 horas y 4,0 horas y 7,0 horas después de la
dosis. Se obtuvo plasma de cada muestra mediante centrifugacion a 2500 rppm
durante 5 minutos. El compuesto de ensayo se exirajo del plasma mediante un
procedimiento de precipitacion de proteinas organicas. Para cada tiempo de

sangrado se combinaron 50 pi de plasma con 1,0 ml de acetonitrilo, se agité en

.Zd')'p
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un aparato vortex durante 2 minutos y después se centrifugé a 4000 rpm
durante 15 minutos para precipitar la protelna y se extrajo el compuesto de
ensayo. A continuacion, el sobrenadante en acefonitrilo (el extracto que
contenla el compuesto de ensayo) se vertié en tubos de ensayo nuevos y se
evapord en una placa caliente (25°C) en una comriente de gas N2. A cada tubo
que contenla el extracto del compuesto de ensayo saco se afladieron 125 pl de
fase movil (60:40, NHHPO, 0,025 M + 2,5 ml1 de TEA:acetonitrilo). Se
resuspendié el compuesto de ensayo en la fase moévil agitando en un aparato
vortex y se retiré mas protelna mediante centrifugaciéon a 4000 rpm durante 5
minutos. Se verli® cada muestra en un vial de HPLC para el andlisis del
compuesto de ensayo en un HPLC de serie Hewlett Packard 1100 con
deteccién UV. De cada muesira se inyectaron 95 yl en una columna de 150 x
3,2 mm, C-18 de fase inversa Phenomenex-Prodigy y se eluyé con 45 — 50%
de gradiente de acetonitrilo llevandolo a cabo durante 10 minutos. Las
concentraciones en plasma del compuesto de ensayo {(ug/mi) se determinaron
mediante comparacion con una curva patron (4rea del pico frente
concentracion pg/ml) usando concentraciones conocidas del compuesto de
ensayo extraldo de muestras de plasma de ia manera descrita anteriormente.
Junto con los patrones y no conocidos, tres grupos (n = 4) de controles de
calidad (0,25 pg/ml, 1,5 pg/ml, y 7,5 pg/ml) se lievaron a cabo para asegurar la
consistencia del andlisis. La curva patrén tenla un valor de R2 > 0,99 y los
controles de calidad estaban todos entre 10% de sus valores esperados. Las
muestras de ensayo cuantificadas se representaron para la exposicion visual
usando un sofiware de Kalidagraph y se determinaron sus pardmetros
farmacocinéticos usando el software WIN NONLIN. El ejemplo 1(a) proporcioné
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los siguientes resultados: 0,69 (pK de ratones, AUC, ip, yg-h/ml); 0,33 (pK de
ratones, AUC, po, yg-h/ml).
ayod jlacién de KD 2) e -

Este ensayo determina la capacidad de un compuesto de ensayo de
inhibir la autofosforilacion de KDR en células endoteliales (PAE)-KDR de aorta
porcina. Las céiulas de PAE que sobreexpresan KDR de tipo humano se
usaron en este ensayo. Las células se cultivaron en medio F12 de Ham
suplementado con 10% de suero fetal bovino (abreviadamente en inglés FBS) y
400 pg /ml de G418. Se sembraron treinta mil células en cada pocillo de una
placa de 96 pocillos en 75 pl de medio de crecimiento y se permitié que se
adhirieran durante 6 horas a 37°C. Después las células se expusieron al medio
de inanicién (medio F12 de Ham suplementado con 0,1% de FBS) duranta 16
horas. Después de concluir el periodo de inanicion, se afiadieron 10 pi de
agente de ensayo en 5% de DMSO en medio de inanicién a los pocillos de
ensayo y se afnadieron 10 pl del vehiculo {5% de DMSO en medio de inanicion)
a los pocilios de control. La concentracion final de DMSO en cada pocillo era
0,5%. Se incubaron las placas a 37°C durante 1 hora y después las células se
estimularon con 500 ng/ml de VEGF (comercialmente disponible de R & D
System) en presencia de NasvVO4 2 mM durante 8 minutos. Se lavaron las
células una vez con NayVO, 1 mM en HBSS y se lisaron anadiendo 50 ul por
pocillo de tampén de lisis. Después se afiadieron cien pl de tampén de dilucién
a cada pocillo y el lisado celular diluido se transfirié a una placa de 96 pocillos
recubierta con cabra anti-conejo (comercialmente disponible de Pierce) que se
recubri6 previamente con anticuerpo conejo anti humano anti-fik-1 C-20

(comerciaimente disponible de Santa Cruz). Se incubaron las placas a
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temperatura ambiente durante 2 horas y se lavaron siete veces con 1% de
Tween 20 en PBS. Se diluyé HRP-PY20 (comercialmente disponible de Santa
Cruz) y se afiadié a la placa para incubacion durante 30 minutos. Después las
placas se lavaron otra vez y se afadid sustrato de peroxidasa de TMB
(comerciaimente disponible de Kirkegaard & Perry) para una incubacién de 10
minutos. Cien pl de 0,09 N de H;SO, se afadieron a cada pocillo de las placas
de 96 pocilios para detener la reaccién. Se valord el estado de fosforilacion
mediante lectura en espectrofotémetro a 450 nm. Los valores de Cls se
calcularon mediante ajuste a una curva usando un anadlisis de cuatro
parametros.
sayo de ilacié = RB en células PAE - PDGFRB

Este ensayo determina la capacidad de un compuesto de ensayo de
inhibir la autofosforilacidon de PDGFR en células endoteliales (PAE)- PDGFRB
de aorta porcina. Las células de PAE que sobreexpresan PDGFRB humano se
usaron en este ensayo. Las células se cultivaron en medio F12 de Ham
suplementado con 10% de suero fetal bovino (abreviadamente en inglés FBS) y
400 pg /ml de G418. Se sembraron veinte mil células en cada pocillo de una
placa de 98 pocillos en 50 pl de medio de crecimiento y se permitié que se
adhirieran durante 6 horas a 37°C. Después las células se expusieron al medio
de inanicion (medio F12 de Ham suplementado con 0,1% de FBS) durante 16
horas. Después de concluir el periodo de inanicién, se afadieron 10 ul de
agente de ensayo en 5% de DMSO en medio de inanicion a los pocillos de
ensayo y se afladieron 10 pl del vehiculo (5% de DMSO en medio de inanicién)
a los pocillos de control. La concentracién final de DMSO en cada pocillo era

0,5%. Se incubaron las placas a 37°C durante 1 hora y después las células se
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estimularon con 1 pg/ml de PDGF-BB (R & D System) en presencia de NazVO,
2 mM durante 8 minutos. Se lavaron las células una vez con Na;VO, 1 mM en
HBSS y se lisaron anadiendo 50 pl por pocillo de tampdn de lisis. Después se
afadieron cien pl de tampén de dilucién a cada pocillo y el lisado celular diluido
se transfirid a una placa de 98 pocillos recubierta con cabra anti-conejo
(Pierce), que se recubri¢ previamente con anticuerpo conejo anti humano
PDGFRPB (Santa Cruz). Se incubaron las placas a temperatura ambiente
durante 2 horas y se lavaron siete veces con 1% de Tween 20 en PBS. Se
diluyé HPR-PY20 (Santa Cruz) y se afadi6 a la placa para incubacion durante
30 minutos. Después las placas se lavaron otra vez y se afadid sustrato de
peroxidasa de TMB (Kirkegaard & Perry) para una incubacion de 10 minutos.
Cien pl de 0,09 N de H2SO4 se afadieron a cada pocillo de las placas de 96
pocillos para detener la reaccion. Se valoré el estado de fosforilacion mediante

lectura en espectrofotdmetro a 450 nm. Los valores de Cls se calcularon

mediante ajuste a una curva usando un anélisis de cuatro pardmetros.

Se midiod el metabolismo de los compuestos en microsomas de higado
humano mediante procedimientos de ensayo analltico por LC — MS como
sigue. Primero, los microsomas de higado humano (abreviadamente en inglés
HLM) se descongelaron y se diluyeron hasta 5 mg/ml con tampén fosfato
potdsico 100 mM frlo (KPO4). Cantidades adecuadas de KPO4, solucion
regeneradora de NADPH (que contenla B-NADP, glucosa-6-fosfato, glucosa-6-
fosfatodeshidrogenasa y MgCL) y HLM se preincubaron en tubos de vidrio de
13 x 100 mm a 37°C durante 10 minutos (tres fubos por compuesto de ensayo
~— triplicado). El compuesto de ensayo (5 uM final) se afiadié a cada tubo para

P74
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iniciar ia reaccion y se mezclé mediante agitacién suave en un aparato vortex,
seguido de incubacién a 37°C. At =0, 2 h, se retird una muestra de 250 yl de
cada tubo de incubacién a tubos separados de vidrio de 12 x 75 mm que
contenlan 1 ml de acetonitrilo frio con reserpina 0,05 yM. Se centrifugaron las
muestras a 4000 rpm durante 20 minutos para precipitar protelnas y sal
(Beckman Allegra 6KR, S/N ALK98D06, n® 634). Se transfiri el sobrenadante a
tubos de vidrio nuevos de 12 x 75 mm y se evaporaron mediante un
evaporador a vacio centrifugo Speed — Vac. Se reconstituyeron las muestras
en 200 pi de 0,1% de acido férmico/acetonitrilo (90:10) y se agitd en un aparato
vortex vigorosamente para disolver. Después las muestras se transfirieron a
tubos de microcentrifuga de polipropileno separados y se centrifugé a 14000 x
g durante 10 minutos (Fisher Micro 14, S/N M0017580). Para cada réplica (n® 1
— 3) en cada instante (0 y 2 h) se reuni6 una muestra alicuota de cada
compuesto de ensayo en una sola insercion de vial de HPLC (un total de 6
muestiras) para andlisis de LC — MS, que se describe mas adelante.

Las muestras de compuesto reunidas se inyectaron en el sistema de LC
— MS, compuesto de un HPLC de conjunto de diodos Hewlett — Packard HP
1100 y un especirémetro de masas Micromass Quatro |l friple cuadruple que
funclonaba en modo de SIR de electropulverizacién positiva (programado para
explorar especificamente para el i6n molecular de cada compuesto de ensayo).
Cada pico de compuesto de ensayo se integré en cada instante. Para cada
compuesto, se promedid el drea del pico en cada instante (n = 3), y el valor
medio de este drea del pico en 2 h se dividié por el valor medio del drea del
pico en el instante O horas para obtener el porcentaje del compuesto de ensayo

alas2h.
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Los resultados del ensayo de los compuestos usando diversos ensayos
se resumen en la tabla més adelante, donde una anotacién de *% @" indica el
porcentaje de inhibicibn a la concentracién establecida, los valores "*°
representan K, {nM) o % de inhibicién a una concentraciéon de compuesto de 1
UM para * o 50 nM para **, salvo que se indique otra cosa. "NE" indica una

inhibicién no significativa o no ensayada.

Tabla 1
N de[K B[FLV [% de| % de | CI50 CI50 % CI50 Media | Media |
sjemplo [de |K- |[Ih. @|Inh. |(nM)de | (nM) de |restante |nM de |de |de
inh. |P* [1 uM|@ 1|HUVEC | HUVEC | (HLW) autofos. | CI50 | CI50
@ 50 de UM + de PAE [ | (nM)
nM LekP* | de albimina PDGFR [de |de
de FGF- PAE | bFGF
FLVK P KDR | Huve
[
3 (a) NE |30 12,7 | NE NE NE NE | NE |
3®) (08 |NE |27 B (57 |NE |[8482Zh [NE NE [NE |
3 (c) 51 NE |®  [83 [043 ¥) WBBOSh [NE |NE |[NE |
[3{d) |89 |NE |11 B0 (04 75 35 NE [ 137
3 (85 |NE [41 NE >i00 |NE  |NE [NE [NE |
3(g) |95 |NE |28 72 |14 NE 72@0,5h | NE NE |NE
[3h) |98 NE [ 37 85 |18 NE S@05h (063 |NE |[NE |
30 88 [NE (22 |45 |02 NE NE 19 NE [ 1000 |

Continuacién de tabla 1
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W de |[K % |FLV % de |CI50 | CI50 % CI50 | Media | Media
eempio [de | K- |de (inh.@1|(nM)de | (nM) do |restanta | nM de | de de CIS0

inh. |P* |Inh. |pM de | HUVEC | HUVEC | (HLM) autofos. | CI50 | (nM) de

@5 @ 1| FGF-P + de PAE | (M) | bFGF

nM UM albimina PDGFR | da Huvec

de de PAE

FLVK Lek KDR

P

3% (80 [NE 17 [43 1.7 NE G5Q0.5h [ 4.7 NE [NE
3 (K) 14 NE |18 [36 08 NE  |[75@05h |5 | NE [1000 |
3@ (47 [NE [7 [31 5 B82@05h [ 5.2 NE | NE
[Z(h)y |84 [NE [NE [75 18 NE~ [74@05h |28 [NE |70 |
Tk |27 |NE [NE |12 >10 | NE NE NE NE | NE
20) |83 |NE [NE |79 0,1 NE B5@05h [ 105 NE [173
84 %4 [NE |[NE [38 [0,95 |[NE 86@05h (65 |NE | 1250 |
(85 [31T [NE [NE [NE 34 NE B6®OSh |58 |NE |NE |

nMm
L NE [NE |14 85 NE-— [NE [NE [NE |682 |
¥} 45 |NE [NE [ 11 84 NE NE NE- [NE [3775 |
51 NE [NE (52 |[NE |NE NE "NE NE NE
KL B4 |[NE [NE (20 15 NE  [NE  [123 [NE [T1813 |
(38 % |03 [NE (880 [187 [NE NE NE 182 (935 |

nM

T3 B0 |NE [NE |83 NE NE NE ] NE |NE |
18 (84 [NE [NE [59% |NE NE NE NE |[NE | 1882 |
20 91 |NE [NE [35% |0084 |NE |NE NE NE |NE |
37 |90 [NE [NE [45 NE [NE |NE NE 0,78 [NE |
38 ™ |NE |NE [NE [NE 0,58 NE 2 NE [NE |
Continuacion ge tabla 1
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[N de [K R[FLV [ % % de|CIB0 | CIBD % CI50 Media | Medla
gemplo [de |[X- [de |Inh.@1 | (nM) de | ("M) de | restants | (M) de | de de CI50

inh. | P~ |inh. | M de | HUVEC | HUVEC | (HLM) sutofos. | CI50 | (nM) de

@ 50 @ 1| FGFP + de PAE | (nM) | bFGF

nM M albdmina PDGFR | de Huvec

de de PAE

FLVK Lek KDR

-
30 -] NE [NE [76% |NE |NE NE 47 NE |NE |
32 78 [NE [NE [70% [081 [NE [0/@05h |05 NE [ RE
(85 |87 |NE |[NE |&7% 0,2 NE NE 37 [NE [NE
57 BT (NE [NE [52% |[<1B |NE NE 13 NE |NE |
83 85 |NE [NE |83% (01 NE NE~  [24 [NE [NE |
34~ |72 |NE [NE [NE NE NE NE 45 NE [NE |
NE | 38, NE NE [NE
10 76 |60 197nM | 0,67 80@0,5h | 21
7

45 |28 |NE [NE [24 NE NE NE  [NE |NE [NE |
45 1 NE [NE |38 NE NE NE NE  |NE [NE
23 23 NE [NE [88 | NE NE NE 40 NE |[NE
25 |64 |NE [NE [13 L NE NE NE [NE [NE

El desamrolio del vascular retinal en ratas se produce desde el dia 1
postnatal hasta el dia 14 postnatal (P1 — P14). Este procedimiento depende de
la actividad de VEGF (J. Stone y col., J. Neurosci., 15, 4738 (1995). El trabajo
anterior ha demostrado que VEGF actia también como un factor de

supervivencia de los vasos de la retina durante el desamollo vascular temprano
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(Alon y col., Nal. Med., 1, 1024 (1995)). Para valorar la capacidad de
compuestos especificos para inhibir la actividad de VEGF in vivo, se formularon
compuestos en un vehiculo adecuado, habitualmente 50% de polietilenglicol,
peso molecular medio de 400 daltons, y 50% de solucién de sacarosa 300 mM
en agua desionizada. Tipicamente, dos microlitros (2 pl) de la solucién de
famaco se inyectd en el vitreo medio del ojo de crias de ratas el dia postnatal
8 6 9. Seis dias después de la inyeccion intravitrea se sacrificaron los animales
y se diseccionaron las retinas libres del tejido ocular restante. Después las
retinas aisladas se sometieron a un protocolo de tincién histoquimica que tifie
las células endoteliales especificamente (Lutty y MclLeod, Arch. Ophthalmol.,
110, 267 (1992)), que revelan el grado de vascularizacién en la muestra del
tejido. Después las retinas individuales se fijan en portaobjetos y se examinan
para determinar el grado de vascularizacién. Los compuestos eficaces inhiben
el desamrollo adicional de la vasculatura retinal e inducen una regresion de
todos los vasos mayores en la retina. La cantidad de regresién vascular se usé
para valorar la potencia relativa de los compuestos después de administracién
in vivo, La regresion vascular se gradua en una escala subjetiva de uno a tres
pluses, juzgandose un plus como aproximadamente 25 por ciento o menos de
la regresion detectable, juzgdndose que dos pluses son aproximadamente 25 —
75% de regresion y ftres pluses dan retinas con casi regresién total
(aproximadamente 75% o mayor).

Para andlisis cuantitativo adicional de regresién, las imdgenes de tincién
de ADPasa, |as retinas fijadas se capturaron con una cimara digital adjunta a
un microscopio de diseccién. Después las imagenes retinales se importaron en

un software de andlisis de imagenes (Imagen Pro PLus 4.0, Media Cibemnetics,
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Silver Spring, MD). El software se empled para determinar el porcentaje del
drea de la retina que contenla vasos teflidos. Este valor para el ojo
experimental se comparaba con el medido para el vehiculo inyectado, ojo
contralateral del mismo animal. La reduccion en el drea vascular observada en
el ojo que recibia el compuesto comparada con el ojo inyectado con vehliculo
se expresd después como el "porcentaje de regresion® para esa muestira. Los
porcentajes de los valores de regresion se promediaron para grupos de 5 - 8
animales.

En muestras en las que la observacibn mediante el microscopio
indicaban una regresion casi total, un valor del porcentaje de regresion de 65 —
70% se media habituaimente. Esto se debla a los depdsitos de colorante en el
interior de los pliegues de retina, pliegues que se induclan por el vehiculo
usado para inyeccion del faémaco. El sofiware de analisis de imagenes
interpretaba estos pliegues que contenlan colorante como vasos. No se hizo
ningdn intento para corregir estos pliegues ya que variaban de ojo a ojo. De
este modo, se observara que el porcentaje de los valores de regresion
indicados resultan de una medicion conservadora que exactamente clasifica los
compuestos por orden, pero subestima su potencia absoluta.

Ensayo in vivo de r retinal en modelo de ratas neonatales de
retinopatia de premadurez

Un segundo modelo de neovascularizacién retinal dependiente de VEGF
se empled para evaluar las actividades de esta serie de compuestos. En este
modelo (Penn y col., Invest. Ophthallmol. Vis. Sci.,36, 2063 (1995)), crias de
ratas (n = 16) con su madre se situaron en una camara controlada por

ordenador que regula la concentracién de oxigeno. Log animales se expusieron

2
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durante 24 horas a una concentracién de 50% de oxigeno seguido de 24 horas
a una concentracién de 10% de oxigeno. Este ciclo alternante de hiperoxia
seguido de hipoxia se repite 7 veces después del cual se sacan los animales al
aire ambiente (P14). Los compuestos se administran mediante inyeccién
intravitreal tras sacarlos al aire ambiente y los animales se sacrificaron 6 dias
después (P20). Las retinas aisladas, seguidamente se alslan, se tifien, se fijan
y se analizan como se ha detallado anteriormente en el modelo de desarrollo.
La eficacia también se gradué como se describe para el modelo de desarrollo.

Los compuestos ejemplares descritos anteriormente se pueden formular
en composiciones farmacéuticas segun los siguientes ejemplos generales.
Ejemplo 1: Composicién rat

Para preparar una composicién farmacéutica parenteral adecuada para
administracion mediante inyeccion, se disuelven en DMSO 100 mg de una sal
hidrosoluble de un compuesto de férmula | y después se mezcla con 10 ml de
solucién salina estéril al 0,9%. Se incorpora la mezcla en una forma de
dosificacién unitaria adecuada para administracion mediante inyeccion.
Eiemplo 2: C ici¢ l

Para preparar una composicion farmacéutica para distribucion oral
mediante inyeccion, se mezclan 100 mg de un compuesto de férmula | con 750
mg de lactosa Se Incorpora la mezcla en una forma de dosificacién unitaria
oral, tal como una capsula dura de gelatina, que es adecuada para
administracion oral.
Ejemplo 3: Composicién j I

Para preparar una composicion farmacéutica de liberacion sostenida

para distribucién intraocular, se suspende un compuesto de fdrmula | en una
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solucién isoténica, neutra de acido hialurénico (1,5%.de conc.) en tampédn
fosfato (pH 7,4) para formar una suspension al 1%.

Se entiende que la descripcidn anterior es ejemplar y de naturaleza
aclaratoria, y tiene la intencién de ilustrar la invencién y sus realizaciones
preferidas. A través de la experimentacion habitual, el técnico reconocera
modificaciones y variaciones evidentes que se pueden realizar sin salirse del
esplritu de la invencién. De este modo, la invencién tiene la intencién de
definirse no solamente por la memoria descriptiva anterior, sino mediante las

siguientes reivindicaciones y sus equivalentes.
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Habiendo descrito la invencién como antecede se declara como propiedad lo

descrito en las siguientes

REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:
1. Un compuesto, profarmaco farmacéuticamente aceptable, metabolito
farmacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente aceptable, seleccionado

del grupo constituido por
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2. Un compuesto representado por la fdrmula

., 0 un profdrmaco farmacéuticamente aceptable, metabolito

farmacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

3. Un procedimiento de uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto, profirmaco farmacéuticamente  aceptiable,  metabolito
farmacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente aceptable como se ha
definido en la reivindicacion 1 6 2 para tratar degeneracion macular relativa a la

edad en un mamifero.

4. Un procedimiento de uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto, profdirmaco farmacéuticamente  aceptable, metabolito
farmacéuticamente activo, 0 sal farmacéuticamente aceptable como se ha
definido en la reivindicaciéon 1 6 2 para tratar neovascularizacién coroidal en un

mamifero.
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5. Un procedimiento de uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto, profairmaco farmacéuticamente  aceptable,  metabolito
famacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente aceptable como se ha

definido en la reivindicacion 1 6 2 para tratar retinopatia en un mamifero.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5 en el que la retinopatia
comprende refinopatla diabética, vitreorretinopatia, o retinopatia de

premadurez.

7. Un procedimiento de uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto, profimaco famacéuticamente  acepiable,  metabolito
farmacéuticamente activo, o sal fa€tmacéuticamente aceptable como se ha

definido en la reivindicacion 1 6 2 para tratar retinitis en un mamifero.

8. El procedimiento de la reivindicaciéon 7 en el que la retinitis comprende

retinitis por citomegalovirus.

9. Un procedimiento de uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto, profirmaco  farmacéuticamente  aceptable,  metabolito
farmacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente aceptable como se ha

definido en la reivindicacion 1 6 2 para tratar edema macular en un mamffero.

10. Un procedimiento de uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto, profdirmaco farmacéuticamente aceptable, metabolito

farmacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente aceptable como se ha
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definido en la reivindicacién 1 6 2 para tratar una enfermedad oftalmica en un

mamilfero.

11. Una composicién farmacéutica que comprende:
(a) una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto, profarmaco
farmacéuticamente aceptable, metabolito farmacéuticamente activo, o
sal farmacéuticamente aceptable de las reivindicaciones 16 2; y

(b) un excipiente, diluyente o vehiculo del mismo.

12. Un procedimiento de uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto, profamaco fammacéuticamente aceptable, metabolito
farmacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente aceptable como se ha
definido en la reivindicacién 1 6 2 para tratar una afeccién de una enfermedad

de mamifero mediada por actividad proteinquinasa.

13. Un procedimiento seg(n la reivindicacién 12, en el que la afeccién de
enfermedad del mamifero se asocia con crecimiento tumoral, proliferacién

celular, o anglogénesis.

14. Un procedimiento de modulacién de la actividad de un receptor de
proteinquinasa, que comprende poner en contacto el receptor de quinasa con
una cantidad eficaz de un compuesto, profarmaco farmacéuticamente
aceptable, metabolito farmacéuticamente activo, o sal farmacéuticamente

aceptable como se ha definido en la reivindicacién 1 6 2.
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15. Un procedimiento seguin la reivindicacion 14, en el que el receptor de

proteinquinasa es un receptor VEGF.

<
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R EN

Se describen compuestos de indazol que modulan y/o inhiben las
enfermedades oftAlmicas y la actividad de ciertas proteinquinasas. Estos
compuestos y composiciones farmacéuticas que los contienen son capaces de
mediar la transduccion de la sefial de tirosina quinasa y por lo tanto modular y/o
inhibir la proliferacién celular no deseada. La invencion también se refiere al
uso terapéutico o profilactico de las composiciones farmacéuticas que
contienen dichos compuestos, y a procedimientos de t{ratamiento de
enfermedades oftdlmicas y cdncer y ofros estados de enfermedad asociados
con angiogénesis y/o proliferacion celular no deseadas, tales como retinopatia
diabética, glaucoma necvascular, artritis reumatoide y psoriasis, mediante la

administracién de cantidades eficaces de dichos compuestos.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION-PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

LUMB, J. Trevor

c/o Jackie Lawrence

PFIZER INC

Eastern Point Road, MS 8260-1615
Groton, Connecticut 06340
Estados Unidos de América.

Sello de recibido 10 de marzo de 2005, PFIZER INC. Departamento de Patentes,
Presentaciones extranjeras Groton.

Fecha de envio: 04.03.2005

Referencia del solicitante o representante: PC19172A
No. de Solicitud Internacional: PCT/1IB03/05854

Fecha de presentacion internacional: 08.12.2003

Fecha de prioridad: 19.12.2002

Solicitante: PFIZER INC. et. al.

1. Por la presente se notifica al solicitante que esta Autoridad de Revisién
Preliminar Internacional transmite adjunto a la presente el reporte de examen
preliminar intemacional y sus anexos, si existen, existentes en la solicitud
internacional.

2. Una copia del reporte y sus anexos, si los hay, serdn transmitidos a la
Oficina Internacional para dar comunicacion a todas las Oficinas designadas.

3. Donde se requiera por cualquiera de las Oficinas designadas, la Oficina
Intemacional preparard una traduccion al inglés del reporte (pero no de sus anexos) y
transmitird tal traduccién a aquellas Oficinas.

4. RECORDATORIO

El solicitante deberd entrar en la fase nacional ante cada Oficina designada realizando
ciertos actos (presentando traducciones y cancelando tarifas nacionales) dentro de 30
meses a partir de la fecha de prioridad (o después en algunas Oficinas) (Articulo 39
(1)) (ver también el recordatorio enviado por la Oficina Internacional con el
Formulario PCT/IB/301).

Donde se deba presentar una traduccién de la solicitud internacional ante una Oficina
designada, la traduccién deberd contener una traduccién de cualquier anexo del



reporte de examen preliminar inlernacional. Es responsabilidad del solicitante
preparar y presentar tal traduccion directamente a cada Oficina designada.

Para m#s informacién con respecto a los plazos y requisitos de las Oficinas
designadas, ver el Volumen 1l de la Guia del Solicitante PCT.

Se llama la atencién del solicitante al Articulo 33(5), el cual estipula que los criterios
de novedad, nivel inventivo y aplicacién industrial descritos en el Articulo 33(2) a (4)
sirven meramente para propésitos del examen preliminar internacional y que
“cualquier estado miembro puede aplicar criterios adicionales o diferentes para los
propdsitos de decidir si, en ese estado, los inventos reivindicados son patentables o
no” (ver también Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden estar
relacionados, por ejemplo, con excepciones a partir de la patentabilidad,
requerimientos para permitir la divulgacién, claridad y soporte para las
reivindicaciones.

Nombre y direccién de correspondencia de la Autoridad de Revision Preliminar
Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 — Munich

Tel: +49-89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d

Fax: +49-89 2399 — 4465.

Funcionario Autorizado: Siefert, A
Tel: + 49 89 2399-2469



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del solicitante o representante: PC19172A

No. de Solicitud Internacional: PCT/IB03/05854

Fecha de presentacion internacional: 08.12.2003

Fecha de prioridad: 19.12.2002

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o ambas, clasificacion nactonal e IPC:
C07D401/14

Solicitante: PFIZER INC et. al.

1. El reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado por esta
Autoridad de Revisién Preliminar Internacional y es transmitido al solicitante segiin
el Articulo 36.

2. Este REPORTE consta de 6 hojas, incluyendo esta cubre hoja.

Este reporie también estd acompafiado de ANEXOS, es decir, hojas de la
descnpclén, reivindicaciones, y/o dibujos los cuales han sido modificados y son la
base para este reporte y/o hojas que contengan rectificaciones hechas ante esta
Autoridad (ver Regla 70.16 y Seccion 607 de las Instrucciones Administrativas bajo

el PCT).

Estos anexos constan de _ hojas.

3. Este reporte contiene indicaciones con relacién a los siguientes items:

I. X Base para el reporte

Il. O Prioridad

IlI. X Ninguna opinién con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién
industrial.

IV. 0O Falta de unidad inventiva

V. X Declaracién razonada bajo la Regla 66.2(a) (ii) con respecto a la novedad,

nivel inventivo o aplicacién industrial; citas y explicaciones soportando
dicha declaracién.

VI. O Ciertos documentos citados

VII 0O Ciertos defectos en la solicitud internacional

VIII O Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de radicacién de la demanda: 28.01.2004

Fecha de elaboracién de este reporte: 04.03.2005

Nombre y direccién de correspondencia de la Autoridad de Revisién Preliminar
Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 — Munich

Tel: +49-89 2399-0, Tx: 523656 epmu d

Fax: + 49-89 2399-4465

Funcionario Autorizado: Schuemacher, A



Tel: +49 89 2399-7818



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

No. de Solicitud Internacional: PCT/1B03/05854

1. Base del reporte

1. Con respecto a los elementos de la solicitud internacional (Hojas de
reemplazo, entregadas a la Oficina receplora en respuesta a un requerimiento segiin el
Articulo 14, son referidas en este reporte como “presentadas originalmente” y no
estdn ancxadas al presente puesto que no contienen enmiendas (Reglas 70.16 y
70.17)):

Descripcién, piginas:

1-95 tal como se present6 originalmente

Reivindicaciones, Nos.:

1-15 tal como se present6 originalmente

2. Con respecto al idioma, todos los eclementos marcados anteriormente
estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma en el
cual fue presentada la solicitud internacional, a menos que se indique de otra manera
bajo este punto.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el
siguiente idioma: , el cual es:

a el idioma de una traduccion suministrada con fines de la bisqueda
internacional (bajo Regla 23.1(b)).

O el idioma de la publicacién de la solicitud internacional (bajo Regla 48.3
®)).

g el idioma de una traduccién suministrada con fines del examen preliminar

internacional (bajo Regla 55.2 y/o 55.3).

3. Con respecto a cualquier secuencia nucledtida y/o de amimo dcidos
divulgada en la solicitud intemacional, el examen preliminar intenacional fue
realizado con base en el listado de secuencias:

contenido en la solicitud internacional por escrito.

presentado junto con la solicitud internacional en forma electrénica
suministrado subsecuentemente a esta Autoridad por escrito

suministrado subsecuentemente a esta Autoridad en forma electrénica

Ha sido suministrada la declaracién donde indica que el listado suministrado
de secuencias escrito no va mis alli de la divulgacién encontrada en la
solicitud internacional tal como se presentd

Ooooao



O Ha sido suministrada la declaracién que indica que la informacién registrada
en forma electrénica es idéntica al listado de secuencias escrito.

4, Las enmiendas han resultado en la cancelacién de:

O la descripcién, péginas:

a las reivindicaciones, Nos.:

(] los dibujos, hojas:

5. Este reporte ha sido establecido como si no estuvieran hechas las enmiendas,

puesto que se considerd que iban més alld de la divulgacién tal como se presentd
(Regla 70.2(c)).

(Cualquier hoja de reemplazo que contenga tales enmiendas debe referirse al ltem 1
y estar adjunio a este reporie.)

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

IIL Ninguna formulacién de opinién con respecto a la novedad, nivel
inventivo, y aplicacién industrial

1. Las preguntas con respecto a si el invento reivindicado parece ser novedoso,
tener nivel inventivo (no ser obvio), o ser industrialmente aplicable no han sido
examinadas con respecto a:

a toda la solicitud internacional,
X reivindicaciones Nos. 3-10, 12-15
puesto que:

X dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 3-10, 12-15 se
relacionan con el siguiente tema el cual no requiere examen preliminar

internacional (especifique):
ver pigina adjunta
O la descripcién, reivindicaciones, o dibujos (indique elementos en particular a

continuacién) o tales reivindicaciones Nos. estédn tan ambiguas que ninguna
opinién significativa pudo formularse (especifique):

O las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones No. estin tan
inapropiadamente soportadas que no se pudo formar una opinidn
significativa.

O no se ha establecido ninguna bisqueda internacional para dichas
reivindicaciones Nos.



2, Un examen preliminar internacional significativo no puede efectuarse debido
a que el listado de secuencias nucledtidas y/o de amino 4cidos no cumple con el
esténdar suministrado en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas:

0 la forma escrita no ha sido suministrada o no cumple con el estdndar
0 la forma electrénica no ha sido suministrada o no cumple con el estdndar
V. Declaracién razonada segiin el Articulo 35(2) con respecto a Ia novedad,

nivel inventivo o aplicacién industrial: anterioridades y explicaciones que
soportan tal declaracién

1. Declaracion

Novedad (N) Si:  Reivindicaciones 1-15
No: Reivindicaciones

Nivel Inventivo (NI) Si:  Reivindicaciones

No: Reivindicaciones 1-15

Aplicacién Industrial (Al) Si:  Reivindicaciones 1,2, 11
No: Reivindicaciones

2, Anterioridades y explicaciones

Ver hoja adjunta



275~
f[bb

REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL - HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/IB03/05854

ftem I
No formulacién de opinién con respecto a novedad, nivel Inventivo, y aplicacién
industrial

Las reivindicaciones 3-10 y 12-15 se relacionan con materia considerada por esta
Autoridad cubierta por las provisiones encontradas en la Regla 67.1 (iv) del PCT. Por
lo tanto, no se formularé ninguna opinién con respecto a la aplicacién industrial de la
materia de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)}a)I) del PCT). Como ya se menciond
en el reporte de blsqueda internacional con fecha de 11.03.2004, una bsqueda
significativa de la materia de estas reivindicaciones 1-15 es imposible. La biisqueda se
limit6 a los compuestos de las reivindicaciones 1 y 2 y su uso terapéutico
(reivindicaciones 3-15). De hecho, el alcance de las reivindicaciones se refiere a los
términos “profirmacos” y “metabolitos activos”, Estos términos son definiciones
funcionales los cuales tratan de definir un compuesto quimico en términos de un resulto
a ser logrado. Esto no se permite (Articulo 6 del PCT). En la descripci6n en la pdgina
20, 1a definicidn de estos términos se refiere a “compuestos que podrén ser convertidos
bajo condiciones fisiologicas o por solvélisis ..."” o “productos farmacoldgicamente
activos producidos por el metabolismo en ¢l cuerpo ...". Estas definiciones podrian
verse como una mera invitacién a una persona versada en el arte para que llevar a cabo
una investigacién con el fin de encontrar los variantes adecuados. En tal situaci6n,
cuando el invento no puede llevarse a cabo sobre la totalidad del capitulo reivindicado
sin imponer un problema innecesario, la divulgacién podrd considerarse insuficiente a la
luz del articulo 5 del PCT. Puesto que no se ha realizado una bsqueda completa,
cualquier declaracion hecha en este comunicado con respecto a novedad y nivel
inventivo son hechas por lo tanto a la luz de aquellas reivindicaciones buscadas de
manera completa, es decir las reivindicaciones 1 y 2 con la excepcién de cualquier
profirmaco y metabolito activo de las mismas.

Por consiguiente, la presente solicitud debe ser restringida de esa manera.

ftem Vv

Declaracién razonada bajo la Regla 66.2(a)(ii) con respecto a novedad, nivel
inventivo, y aplicacién industrial; citas y explicaciones soportando cada
declaracién.

1.  Novedad, Articulo 33(2) del PCT:

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 01 002369 A (AGOURON PHARMACEUTICALS, INC.,, USA) (2001-01-
11)

D2: WO 01 53268 A (AGOURON PHARMA) (2001-07-26)

D3: WO-A-9218489

Con respecto al estado de la técnica divulgado en los documentos citados anteriormente,
la materia de la presente solicitud, es decir, los compuestos de 2-(1H-indazol-6-



L2

,59(
ilamino)benzamida, parece cumplir con los requisitos de novedad, el Articulo 33(3) del PV
PCT:

Los compuestos de D2 difieren de los compuestos reivindicados puesto que les falta el

sustituyente 2-amino-benzamida sobre la posicion 6 del anillo indazol.

La materia de Ia reivindicacién 1 estd totalmente incluida en la divulgacién genérica de

los compuestos de D1 (ver las reivindicaciones 1 y 10 de D1). Puesto que este

documento no contiene ejemplos espec(ficos de compuestos que caen dentro del alcance

de la reivindicacion 1, la materia de 1a presente solicitud podrfa considerarse como una

seleccién novedosa de los compuestos de D1 y Ia seleccitn consiste en escoger un

grupo amino como enlace entre el anillo indazol y el benzamida y especificamente

sobre la posicién 2 del anillo de benzamida.

Por consiguiente, se considera que se cumplen los requisitos establecidos en el Articulo

33(3) del PCT.

2. Nivel Inventivo, Articulo 33(3) del PCT:

Parece ser que el solicitante se ha puesto en la tarea de hacer disponibles més
inhibidores de enfermedades oftdlmicas los cuales también son ttiles para el tratamiento
del cdncer y enfermedades asociadas con angiogénesis no deseadas y/o proliferacién
celular, ver el segundo pérrafo de la pégina 1.

El documento D1, el cual se refiere a inhibidores de proteinquinasas (ver
reivindicaciones 15-17 en D1), se considera el documento més cercano en el estado de
la técnica. Puesto que la presente solicitud es considerada como una seleccién novedosa
de D1, el problema del presente invento tiene que verse en el suministro de inhibidores
de proteinquinasas los cuales poseen efectos ventajosos inesperados al compararse con
los ya conocidos inhibidores de proteinquinasas de D1.

La presente solicitud contiene (p. 84-95) datos farmacolégicos que muestra que los
compuestos reivindicados en efecto son capaces de inhibir la actividad de receptores de
VEGF-R2, FGF-R1, LCK, CHK], CDK, FAK, y TEK. Sin embargo, estas actividades
inhibitorias de los compuestos reivindicados no son inesperados a la luz de D1,

No existe evidencia alguna en la presente solicitud que demuestra que los compuestos
reivindicados poseen un efecto mejorado inesperado en comparacién con los
compuestos de D1.

No se puede reconocer un nivel inventivo puesto que aiin no se demuestra mediante
informacién adecuada que la materia reivindicada proporciona un efecto sorprendente o
inesperado con respecto a los compuestos de D1.

Se considera que no se cumplen los requisitos establecidos en el Articulo 33(3) del
PCT.

3. Aplicacién Industrial:

Para 1a evaluacién de las reivindicaciones 3-10 Y 12-15 de la presente, sobre si son
industrialmente aplicables, no existen criterios unificados en los Estados pertenecientes
al PCT. La patentabilidad también puede depender de la formulacién de las
reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como industriaimente aplicable
aquella materia que reivindique el uso de un compuesto en tratamiento médico, pero
permite, sin embargo, reivindicar sobre un compuesto conocido para primero uso en
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tratamiento médico y el uso de tal compuesto en la manufactura de un medicamento
para un nuevo tratamiento médico.
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Eastern Point Road MS8280-1815 HE INTERNATIONAL PRELIMINARY
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ETATS-UNIS D'AMERIQUE PRIZER NG - GROTON (PCT Rule 71.1)

Dete of malling

(dayénonthjear) 04.03.2005
Appiicant's or agent's fila reference
PC19172A IMPORTANT NOTIFICATION
intemational appiication No. Intemational filing date (dayinonthimar) Priodty date (dmpsmonthjmar)
PCTAB 0305854 08.12.2003 10.12.2002
Applicant

PFIZER INC. et al.

1. The applicant Is hereby notified that this Intemational Preliminary Examining Authority transmiis herewith the
i:;;lmatbml preliminary examination report and its annexes, if any, established on the intermnational
ication.

2. A copy of the report and ita annexes, if any, ie being transmitted to the Intemational Bureau for
communication to all the elected Offices.

3. Where required by any of the electad Offices, the Intemational Bureau will prepare an English translation of
tha raport (but not of any annexas) and will transmit such translation to those Offices.

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before each elected Office by parforming certain acts (filing
transiations and paying national feea) within 30 months from the priority date (or later in some Offices)
(Article 39(1)) (see algo the reminder sant by the international Bureau with Form PCTABS01).

Whers a translation of the intemational application must be fumished to an electad Office, that translation
must contain a translation of any annexes to the intemnational preliminary examination report. It is the
applicant's reaponsibliity to prepare and fumish such translation directly to each elected Office concemed.

For further details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, ses Volume Il of the
PCT Applicant's Gulde.

The applicant’s attention is drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, inventive step
and industrial applicability described in Article 33(2) o (4) merely serve the purposes of intemational
preliminary examination and that "any Contracting State may apply additional or different criteria for the
purpoees of deciding whather, in that State, the claimed inventions is patentabie or not® (see alao Article
27(5)). Such additional criteria may relate, for example, to exemptions from patentability, requirements for
enabling disclosure, clarity and support for the claims.

Name and mefing address of the intemational Authorized Ofcar

prefiminary examining authoiity: /-"-h.

— European Patent Office Siefert, A 4 \
D-80288 Munich l 7
Tel. +49 88 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d Tol. +49 B0 2399-2460 y
Fax: +49 89 2390 - 4485 -

Form PCTAPEA/418 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Articie 36 and Rule 70)
Appficant's or agent's file reference See Notification of Tranamitial of international
PC18172A FOR FURTHER ACTION Prefiminary Examination Report (Form PCTAPEAM1E)
intemational application No. Intemational flling date (dayénoniiWear) Priority date (deynonthyear)
PCTAB 0305854 08.12.2003 18.12.2002
Intemational Patert Classification (IPC) o both nationg! classification and IPC
CO7D401/M4
Applicant
PFIZER INC. et al.

1.  This Intemational preliminary examination report has been prepared by this Intsmational Preliminary Examining
Authority and e tranemitted to the applicant according fo Article 36.

2. This REPORT consiais of a total of 8 sheets, Inciuding thie cover sheet.

0 This report Is also accompanied by ANNEXES, l.e. sheets of the deacription, claims andbr drawings which have
been amended and are the basls for this report andbr sheeis containing rectifications mede before this Authority
(eee Rula 70.10 and Section 607 of the Administrative Instrucions under the PCT).

These annexses conalat of g total of sheets.,

3. This report contains indications relating to the following tema:

| @ Baalsofthe opinion
I B Priorty
il & Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial appiicabiity
IV O Lackof unity of Invention
V [E Reasonad statement under Rule 88.2(a)(ll) with regard to novelty, inventive etap or Industrial applicabliity;
ciiations and explanations supporting such atatement
VI [0 Certain documents cited
VIl 0 Certain defects in the Intarnational application
Vil OO0 Certaln observations on the Intemational application
Dats of submission of the deman Dats of completion of this report
28.01.2004 04.03.2005
Name and maling adcress of the imemational Authorized Officer
preliminary examining authority: /"‘"\
Europsan Patent Office . \
’ D-80288 Munich Schuemacher, A {
Tol. +40 89 2399 - 0 Tx: 529656 epmu d }
= Fax +40 80 2380 - 4485 Telephone No. +48 B9 2398-7818 \_.

Form PCTAPEA/408 {Cover Sheet) (January 2004)
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EXAMINATION REPORT International application No. PCTAB 0305854

" INTERNATIONAL PRELIMINARY

l. Baala of the report

1. With regard to the elements of the intemetional application (Replacement sheats which have been fumished to
the receiving Office in response 1o an invilation under Article 14 are referred to in this report as “originally filed”
and ars not annexed 10 this report since they do not contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)).

Deacription, Pages

1-85 as originally flled
Claims, Numbers

1-15 as originally filed

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or fumished to this Authority in the

language In which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item.
These elements were avallable or fumished to this Authority in the following language: , which Is:

O the language of a translation fumished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the intemnational application (under Rule 48.3(b)).

O the language of a translation fumished for the purposes of intemational preliminary axamination (under
Rule 55.2 andbr 55.3).

3. With regard to any nuclecotide andbr amine acld sequence disclosed in the intemational application, the

international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing:

contained in the international application in written form.

filed together with the Intemational application in computer readable form.
fumished subsequantly to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fJurished written sequence listing doas not go beyond the disclosure
in the intemational application as filed has baen furnished.

Thae statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence
listing has been fumished.

4. The amendments have reaulted in the cancellation of:

0O oOooagao

O the description, pages:
O the claims, Nos.:
0O the drawings, sheets:
§. O This report has been established as if (some of) the amendments had not besn made, since they have

been considerad to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)).
(Any n):placemantshaetaonfainhgsuah amendments must be referred to under item 1 and annexed fo this

6. Additional observations, if necessary:

Form PCTAPEA/ 408 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Imernational application No. PCTAB 0305854

lil. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial applicabliity

1. The questions whether the claimed invention appears to be novael, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

0
=

O

W

the entire Intematlonal application,
claims Nos. 3-10, 12-15
becauses:

the sald intemational application, or the said claims Nos. 3-10, 12-15 relate to the following subject matter
which does not require an intemational preliminary examination (spacify):

see separate sheet

the description, claims or drawings (indicate particular elements beiow) or sald claims Nos. are 8o unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

the claims, or said claims Nos. are so inadequatsly supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no international search report has baen established for the said claims Nos.

. A meaningful intemational preliminary examination cannct be carmied out due to the failure of the nucleotide and/

or amino acld sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Adminietrative
Instructions:

a
a

the written form has not been fumished or does not comply with the Standard.
the computer readable form has not been fumished or does not comply with the Standard.

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or Industrial applicablilty;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelity (N) Yes: Claims 1-18
No: Claims
inventive step (IS) Yes: Claima
No: Claims 1-15
industriai appiicabiiity (1A) Yes: Claims 1.2,11
No: Claims
2. Citations and explanations
aee ssparate shest

Form PCTAPEA/400 (Jenuary 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational epplication No. PCT/IB 03/05854
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Re item [il

Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial
applicabliity

Claims 3-10 and 12-15 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(i) PCT).
As already indicated in the intemnational search report dated 11.03.2004, a meaningful search
covering the subject-matter of present claims 1-15 is impossible. The search was limited to
compounds of claims 1 and 2 and their therapeutic use (claims 3-15). In fact, the scope of the
claims refers to the terms "prodrugs® and "active metabolites". These terms are functional
definitions which attempt to define a chemical compotind in terms of a resuit to be achieved.
This is not allowable (Article 6 PCT). In the description on p.20 the definition of these terms
refers o "compounds that may be converted under physlological conditions or by solvolysis...”
or "pharmacologically active products produced through metabolism in the body...". These
definitions could be seen as a mere invitation to the skilled person to perform a research
program in order to find the suitable variants. [n such a situation, when the invention cannot
be carried out over the whole claimed area without imposing an undue burden, the disclosure
may be considered insufficient in the sense of Article 5 PCT. Since a complete search has not
been carried out, any statements made in this communication with respect to novelty and
inventive step are thus made in the light of those claims which were searched completely,
namely compounds of claims 1 and 2 with the exception of any prodrugs and active
metabolites thereof.

The present application should be restricted accordingly.

BeltemV
Reasoned statement under Rule 66.2(a)(il) with regard to novelty, inventive step r

industrial applicability; citations and explanations supporting such statement
1. Novelty, Article 33(2) PCT:
Reference is made to the following documents:

D1: WO 01 002369 A (AGOURON PHARMACEUTICALS, INC., USA)(2001-01-11)
D2: WO 01 53268 A (AGOURON PHARMA) (2001-07-26)

Form PCT/Separnate Sheat/409 (Sheet 1) (EPO-Aprl 1987)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No. PCT/IB 03/05854
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

With regard to the prior art disclosed in the documents cited above the subject-matter of the
present application, i.e 2-(1H-indazol-6-ylamino)benzamide compounds, appears to fuifil the
requirements of novelty, cf. Article 33{2) PCT:

The compounds of D2 differ from the claimed compounds because they miss th 2-amino-
benzamide substituent on the 6-position of the indazole ring.

The subject-matter of claim 1 is totally included in the generic disclosure of the compounds
of D1 (see claims 1 and 10 of D1). Since this document does not contain specific examples
of compounds falling within the scope of present claim 1, the subject-matter of the current
application could be considered as a novel selection of the compounds of D1 and the
selection consists in choosing a an amino as link between the indazole and the benzamide
ring and specifically in position 2 of the benzamide ring.

Thus, the requirements of Articie 33(2) PCT are considered to be met.

2. inventive step, Article 33(3) PCT:

The Applicant appears to have set himself the task of making available further inhibitors of
ophthalmic diseases which are also useful in the treatment of cancer and diseases associated
with unwanted angiogenesis and/or cell proliferation see, second paragraph on page 1.

Documents D1, directed to protein kinases inhibitors (see claims 15~17 in D1), is considered
as the closest prior art document. As the current application is considered as a novel selection
of D1, the problem underlying the present invention has to be seen in the provision of protein
kinases inhibitors which have unexpected advantageous effects when compared to the
already known protein kinases inhibitors of D1.

The present application contains p.84-95 pharmacological data showing that the claimed
compounds indeed are able to inhibit the activity of VEGF-R2, FGF-R1, LCK, CHK1, CDK,
FAK and TEK receptors. Howsver, these inhibitory activities of the claimed compounds are
not unexpected in the view of D1.

There is no evidence in the present application proving that the claimed compounds possess
an unexpected improved effect compared to the compounds of D1.

An inventive step cannot be recognized as it is not yet shown by appropriate information that
the claimed subject-matter provides an unexpected or surprising effect with regard to the
compounds of D1.

The requirements of Article 33(3) PCT are not considered to be satisfied.

Form PCT/Geparate Sheel400 (Sheet 2) (EPO-Aprl 1957)
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3. Industrial applicability:

For the assessment of the present claims 3-10 and 12-15 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The patentability
can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for example, does not
recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a compound in
medical treatment, but may allow, however, claims to a known compound for first use ‘in
medical treatment and the use of such a compound for the manutacture of a medicament for

a new medical treatment.

Form PCT/Separaie Shest/409 (Shoet 3) (EPO-ApH 1967)
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SEARCH REPORT

mq'!i Application Na
PCT/1p 03/05854

e L0T0301 /14 | C0TDA01/06

€07D403/12
CO7D405/14 A61K31/416 A61P35/00

C07D403/14  CO07D231/56
A61P27/02

B. AELDS SEARCHED

According lo inlemational Pajeni Classificaiion (IPC) of 1o both national classiticetion and IPC

Minimum documenisiion saarched
IPC 7 CO7D A6IK

sysiam followed by desalfication symbols)

Documeniation saarched oty Than minkmum documsniation lo tha sxtsnl thal such docamants aso inciuded in the fisids sasrched

CHEM ABS Data, EPO~Internal

Elsctronic dsia bass consfind diring the inlernational pearch (nams of data biay end. whire pratiicel, search lorms. uned)

Calpgory * | Chalion of document, with indicslion, whers approprisie, of the eisvant pesseges

Falwvani lo ciaim No.

10-12,15,17

26 July 2001 (2001-07-26)
claims 3,8,10,22-24

Y WO 01 53268 A (AGOURON PHARMA)

Y WO 01 002369 A (AGOURON PHARMACEUTICALS, 1-15
INC., USA) 11 January 2001 (2001-01-11)

. examples 39(a) and 39(b)

page 16, 1ine 5 - 1ine 20; claims

1-15

[:] Fusthes docmaets ang slad in The contimstion of box C.

[:] Patent tamidy members are lxted |n srnax.

* Special caiagtyis of clad docamonis

"A' docamen defining the genaral siaie of e an which Is nol
conaidered 10 be of pasticular migvance
‘E* amrfer documant bul pubdished on or afier the inlamalional

“L" docnmanl which may (hrow doubts an mriorlly caim(s) or
which s clied 1o esiabish the anio of anolher

‘O documoni reforting o an oral disciomse, use, sxhibliion or
othar mbans

P documant published prior io the Inlemalionsl filing date bul
Inisr than tha priorly dule ciaimad *“4* documen| member of he same palen| femily
Duaas of the aciusi compistion of the ilamafional saarch Dala &f maliing of the inemalional sasrch repon
11 March 2004 19/03/2004
Nz and maling acdress of e ISA Authorized officer
Eurcpean Puiact Oice. P.B. 5818 Pelenilaan 2
NL - 2200 MWV
T g - 651 o Schuemacher, A

Fosm PCTABA/ING jewcand shast) Cluly 003}



L] onal application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT 1 CT/1B 03/05854

Box | Obssrvaions where certsin claims were found unsearchable (Continustion of lem 1 of first sheet)

This Intemations) Search Repon has not been estabiished In respect of certaln clalms under Article 17{2)(a) for the following reasons:

1. m Claims Nos.:
because they relale io subject matier not required lo be searched by this Authorlty, namely:
Although claims 3-10 and 12-15 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/compasition.

2 mchinsl\u. -
bacause theay relgte to pans of the Intemational Appication thal dd not comply with the prescribed requirements to such
an axtani that no meaninglul iInemational Search can be carrgd oul, specifically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

d D Ciaima Nos.:
bacause they are dapendent claims and are not dratied in accordance with the second and third sentencas of Rule 6.4(a).

Box I Observations where unity of invention is lacking (Continustion of tem 2 of firat sheef)

This iIntemational Searching Authority found muttiple invantions in this intemational application, as loliows:

1. As afl required additional sanarch fees were imely paid by the applicant, this inlernational Ssarch Report covers all
ssarchable claimes.

2. D As all ssarchable ciaims could be searched without efiont jusiifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additonal fee.

3 D As only some of the required addilonal search fees wera timely paid by the appiicant, this Inlemationsl Ssarch Report
covers only those claims for which feas were paid, speciiically cialms NoE.:

4, D No requinsd addiional search fees were imely pald by the appiicent. Consequantly, hie Inlernational Search Report is
rastricied to tha invention first mentioned in the claims; K Is covared by ciaima Nos.:

Remark on Protest DTheadﬁmlmhmmmmmadwuw:mn.

D No protest accompaniad the payment of aditional ssarch fees.

Form PCTASA/210 {continuation of first sheet {1}) (July 1998)
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intemational Agplication No. PCTAB 03 05854

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA 210

. Continuation of Box I.2

a The present claims 1-15 relate inter alia to "prodrugs” and "active
metabolite®, {.e compounds defined by reference to a desirable
characteristic or property, whereas the application appears to provide
no support within the meaning of article 6 PCT and/or disclosure within
the meaning of Article 5 PCT for the said prodrugs and metabolites.

In the present case, the claims so lack support, and the application so
lacks disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed
scape 1s 1mpossible. Consequently, the search has been carried out for
those parts of the claims which appear to be supported and disclosed,
namely those parts relating to the compounds defined by their formula in
claim 1 with the exception of any prodrugs or active metabolites thereof.

clajms, relating to inventions 1n respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
internationa) preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
is advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normaily not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This 1is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.

i The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
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Patent document Publication Patent famlly Publication
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CZ 20014634 A3 11-09-2002
EE 200100717 A 17-02-2003
EP 1218348 A2 03-07-2002
HR 20020109 A2 31-12-2003
HU 0202490 A2 28-11-2002
JP 2003503481 T 28-01-2003
NO 20015797 A 01-03-2002
NZ 516676 A 26-09-2003
SK 19252001 A3 06-11-2002
WO 0102369 A2 11-01-2001
us 6534524 Bl 18-03-2003
us 6531491 B1 11-03-2003
ZA 200110061 A 06-02-2003

WO 0153268 26-07-2001 AU 2953901 A 31-07-2001
BG 107011 A 30-04-2003
BR 0107783 A 19-11-2002
CA 2388885 Al 26-07-2001
CN 1394205 T 29-01-2003
EE 200200398 A 15-10-2003
EP 1250326 A2 23-10-2002
HU 0203965 A2 28-05-2003
JP 2003520273 T 02-07-2003
NO 20022117 A 16-09-2002
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

' o USUARID  RADICADS
PATENTE DE |NVENC|°N \/ MODELO DE UTILIDAD { ) ([/ ;
(

- lndl:aclﬁn de que se solicita 1a concesion de una patente. }

- "Dafos de ldentificacion del solicitante o de la personh que se presenta la solicitud. { )

.+ = Descripclon de faInvencién, ()

* #=  Dibujos de ser estos pertinentes. ()
K _’ "-. Comprobante de Pago de las tasas sslablecidas.
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-

f .'_'-I:_. :

- OOMPLEI'A (-./ INCOMPLETA { ) ()

0/‘

" DISERO INDUSTRIAL ()

indicaclén de que se solicila el registro de Disefio Industrial ()
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta ()
la sollcltud.

Representecion grafica o fotografica del Diaciio Indusirial o muostra dci
Material que Incorpora el disefo. { ) { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas ( )

— —
N

COMPLETA () INCOMPLETA () ()

'ESQUEMA DETRAZADO ()

- Indicacion de que solicita el registro de un Esquema de trazado. () { )
- Datos de ldentiflcaclon del soicitante o de Ia persona que presenta
La solicitud.
Representacion grafica del esquema de trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas.
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COMPLETA {( ) INCOMPLETA () {)

. Firma Responeable:
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Solicitud Internacional PCT/IB2003/005854
Fecha limite inicio fase Nacional 19 - 07 - 2005
Tramite 011
Evento 379
Actuacién 416
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Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, retine los requisitos de forma establecidos en la
Decisién 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el exiracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacion en la Gaceta de Propiedad Industrial.
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