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Unidos de América. _ . Cual
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" E-mail: Ndmero
| . IDENTIFICACION
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’ C.C.] X | NIT
Direccion: World Trade Center Torre A
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Teléfono: 601-7700 Fax: 601-7799
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(72) Nacionalidad o Domicilio: VER PAGINA ADJUNTA
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R ANORMAL.

Claslficacién Internacional {(51) A61K 31/517, C07D 401/12, A61P 35/00.
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Comprobante ds pago de la tasa de presentacian de la solicitud.

Documento que acredits |a existendla y representacién legal cuando of solickants sea persona
juridica.

Podares, si fuere el ¢aso. Ver expediente No. 05-048.657 (adjunto copia simpice)
Documento de cesién del inventor al solicitante o o su causante.

Declaraciones,

Coplo de Ia solickud Internadona.l. {Resumen, descripdén, reivindicaciones, dibujos).

Traduccldén de la solidiud Internadional 3l castellano. (Resumen, descripdén, reivindicaciones,
dibujos).

Copla dal examen preliminar internacional cfectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (1PEA).

Traduceidn del mamen preliminar intermacional efectuado por la IPEA.
De ser ol caso, copla del comtrato de scceso.

De ser ¢l caso, documento que acredite la ficencia o autorizacién de uso de conocdmientos
tradicionales de Ias comunidades Indigenas.

De ser ¢l caso, certificado de depdsito del material bloldgico.
Arte final 12 x 12,

De ser el caso, informacidn sobre otras sollchtudes de patente a titulos obtenidos en & extranjero

po;-u%nlsmo titular o su causante, relaclonadas pardal o tolalmente con la invencién de esta
S0 "

De sar el caso, modificaciones efectuadas & |8 solidtud Intemacional.
Otros. Bisqueda Internacional

@ Solicito |a concesién de Ia patente,
NOMBRE:_CARLOS R, OLARTF

FIGURA CARACTEREISTICA:

4 ™

\ _/

)

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




LISTA DE INVENTORES PCT/IB2003/005826

JOHN CHARLES KATH
Eastern Point Road, Groton,
Conneclicut 06340

Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

ZHENGYU LIU

10777 Science Center Drive,
San Diego, California 92121
Esiados Unidos de América
Nacionalidad; Estadounidcnse

MARIA STEFLIK BROWN
Eastlern Point Ronad, Qroton,
Connecticut 06340

Estados Unidos de América
Nacinnslidad: Estadounidense

STEVEN MARK WINTER
Eastern Pvint Road, Groton,
Connecticut 06340

Eatadoa Unidos de América
Nacionalidad: Britdnica

SUSAN JANE TRUESDELL
Eastcrn Point Road, Groton,
Connccticut 06340

Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidcense

RUBY ANTHEA SZEWC
Eastern Point Road, Groton,
Connecticut 06340

Eatadas Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense
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Traduccién oficirl dal Inpglés por Marlén Neira Castro

2117 del Ministerio de Justicia de Colambia + resolucidn

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
PFIZER PRODUCTS INC.
Bilingle Tnglés- espafio} otorgado en Nueva York, Estados Unidos el 14 da jl.;'lin
de 2003 y firmado par ). Trevor Lumb, Vicepresidonte da Pfiasr Products Inc.
CERTIFICACION NOTARIAL
B11ingDe inglés- espafiol, e! 14 da julio de 2003 el suscrito notario Kennsth
Breanwood cartifica que J. Trevar Lugh ejercia funcionas de Vicaprasidenta de 1a

Compaftfa Pfizer Products Ing., con sede en Groton, fonmecticut, Estados Unidos.

Firma del notarin

Sello notarial: certificado, varificado y autenticada en 1a Localidad da Egham

an Surray, 14 julio, 2003 por el Notario Kannoth Greanwdod-liorne Engal) & Fraomaa

Ssllg Notario Pihlico an alto ralieve rejo.
APOSTILLA

REINO UNIDO DE GRAN BRETAAA E IRLANDA DEL NORTE
1. Paia :Reino Unido da Gran Bretaiia e Irlanda del Narte
Este documento Piblico .
2. ha sido firmadn par K. Greanwood
3. eferce funciones de Notario Pdblico
4. Lleva o1 sello de dicho Notario Piblica
CERTIFICADO
5. En Londres A, E1 17 de jullo de 2003
7. Por el Secratario ds Estado Principal de su Majestad para Asuntos
exterioras y da la moncomunidad
8. Ho. G210435
9. 5¢110 de) Secretario dea Estado Principal de su Majestad para Asuntas
exteriores y da 1a mancomunidad
10. Firma de R. Bawdan - Por Secretaric de Estado

S1 o] docuoesto e was o um pais qee pa 0y parte de )a comvencida de 13 Raya dol B de octebre 1881, deba
pratentarse oa secclda caasular da 13 alsids que reprasents ¢l pals.

Es traduccidn fisl del 1inplés, con copia g arghiyo para
confrontacién., Bogoté 25 ds julion-2003. “ M
Marlien Na .

MAILEN NEIRA CASTRO
deudmcmul:;.ﬂ:d
- Espofol -
n.mﬁgfm.mm! 7001987

——
™ —— — -



OLARTERAISBECK

OLARYTE RASBECK & FRIER), LTDA.
LEoa k PACPESSINNAL SERVICCS

WoRLD TRADE Cataft — TR C
Caite {00 NO, BAEBS 180 10
BOGOTA, CoLOMAIA
TELEFHONE: +57-1 828-8200
Fax 4871 8388201

. waw.olarteraisheck onm

Pawer of Attorney
Yo wndersigned,

s
&
1

Fl sactiio,

Pfizer Products [nc.

domniciled in

domicillado en

Raatern Point Road, Groton, Connecticnl 06340 1sA

hy means of thesa prasents hereby granm to Carlas
R. Olarte, J. Ian Ralsbeck and Ana
Mavria Frierl fult and sofficiont Power of
Attnrney (o filg, prosocuts, obtain, defend anl
enfiroe any amd a1} of tha compeay's Patonts,
Utliity Models and Industrial Dedgns in tha
Republic of Calownbta, to which en it empowers
them to take sll stops neceasary balore any
adminisirativa or judicial snthogity of sy clasa for
the objecta stated, 10 fits petlitions, appeals, replics
and appasitions, pay taxes and anonities, raquest
testhponies, receive documents end seavritics,
ahaxxion spplications and cofleet refunds. Sufficient
power is hereby granted to ceceive notifications oa
bohalf of the Compamy, 1o canfer powers on those
who are lo repregent the campany judiziaBy sl
eximindiclally, to angwer in crum in the matier of all
clajms end demands that roxy be precented in
ciomngotion with the objects sinted, giving them
likewise pawer lo substitale these pwestnts and
vevoke such subatimiions.

par medio dal pragenie otorgs a Cnrlos R.
Olarts, J. [an Ralsbeck y Ana Maria
Frier poder especial, amplin y suffcionic parn
proseatsr, Vambter, chitooer, dofendar y hacer
respetar tndas y cuslgniens da Patanies, Modelos
de Uillidad y DisaBos Industriales de Ia
conywfils en la Repiblica de Colombia, & enyo
efecio Tox faculta para dar todas 1og pasns
tecasarion ante cualquisr sutaridad admintatrativa
o juditial de coslquicr jersrquin pars camplir eon
lo sncomendadn, elevar solicitndas, npelasiones,
respussins y cphaiciones, ragar impueatos y
amumlbisdos, salicitar testimonios, racibir
docymwntng y valores, desistir y percibir. Se
canceils poder bastante para recihic notificaciones
a pambro de la compatila, slongsr poderes o
quisnts vayan s repeesentar s [a compshia judiclal
ynﬂn&hhﬂq nesponder o juicly s todas

Iag reclanmeiones 0 demandas que par malivo de
10 encomendado se presontiren, dindolas
osimismn fevitnd pam sustitnir ol presents y
revocsr dickas sustitociones.

Signatere/Finna: MMK

Date/Fecha: July 14, 2003

City,Couniry/Ciudad Pals: New York, USA




N OCLARTERAISBECK

. OLARTE RAISBECK & FRigmi, LTDA,

LeaaL &

WORLD TRADE CenTER — TORRE C
CALLE 100 No. BA-S3 Ais0 10

Boaara, COLOMBMA
TEEFHONE +57-1 8386200
FAX +97-1 6386201
www.alarteralabock.com
Notaria] Certification Certificacién Notarial
Ou (his dute, P oats fachs,
July 14,2003 .
The umarsigned Notary Public certifies: el Notario Pdblico suserito certifica:
1. That \7/ b ol Lot 1.Que
i 1. Trevor Lumb
of logal age and domiciled in mayor do edad y domiciliado
ANEany YR, Sa  New York
sigued the foregoing document. suzerthid el docaments que sntecads,
2. Thar the gramter has executed tha facegoing 2, Que ¢l otorgante ha suscrito el referidn
documeni us Vice President docurmento on su cardcter do
@ of Pfizer Products Inc. de
3. That PBzer Products lne., 4, Que
baving is principal phace of buziness located in enn sede prineipal nbicada en

Groton, Comnecticut, U.S.A.

is doly inearporated, is aurently in eximence, ond
that the pwrposes for which the Tower of Attorney 1s
gunted arg within the scape of its corporato
pirposas,

4. That the granlor han the authority to execnts the
Pawer of Attorney and that histher representation is
kgl

5. The foundation for my certificatians contafned in

paints 2, 3 sod 4 was e exhibition of the foBowing
suthentic Jocument(s):

@

NOTARY PUBLIC (Signature);

EXEC
Certified Verifled
in The Town

Ny

estd legaimente comstituide, qua tiens existencia
legal vigents y que los propdsitng pam los cules
s otorga &} poder 50 socuenine Jentro de Ins que
comprenden su objeto soclal

4, Quo el atorgants tienc la represontscida para
saberibir el poder, y qua éstn ex legilima.

5. E fimdamento ds mis certificaciones
concenidas en los puntos 2, 3 y 4 fuc la exhibicidn
o los (del) sigmienale(s) documentn{s) autéztico(s):




APOSTILLE
(Hupus Conventian of 3 October 1961 / Comvection do L 1oy du 5 eutobra 1961)
UNTTED KINGDOM OF GREAT BRITART AND NORTIIEAN IRCLAND
Combyy: Unked Kinglom uf Grest Ryizain sad Novthera & olad
rus: Royoume-\nl de Geanle-Breitgat st 4'irisde do Nond
This public decunital £ Le priseat acts peblic

Haus beca slgned by K Greenwond
a&é signd par

Acting In m of Ketary Public
sgfsamn en de

Bewrs G sexboimmp of  The Sald Nutary Publle
1 revity &2 soemiticchie de

Cenlicd/Atiestd
ol Loewiondl Logsires % tafle 17 July 2008

by 1o Migjesty's Printhpul Secyetary of Sime i Fontign and Contmouwanith AfBirs /
paz e Secritakn 4"Ei Principal ds Sz Majessd mm Affhires Euscgtre ol do Comemweealith,

Nuhes/aoxs Mo G210435
10. Slgamure; lt..lmln

Far et Boypuxmy of Binle * Foor Je Sivilabe et

I thix doocvcan b4 o be el i 8 eowat 7 wheich 1 n0t parly 1 the Higee Comventioa of 5 Octaber 1941,

15 should be: preseuicd 10 the congulor sectinn of Sw mission represeating thas couciry.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

{43) Internationg! Publication Date
1 July 2004 (01.07.2004)

A 7”0 N D LA

(10) Internstionn) Publication Number
WO 2004/054585 Al

(51) lnternutionul Patent Classilienilon™  AGIK 31/517,

Q07D 401/12. ASLP 3540

(21) Interoational Application Nomber:
: FCTABONO0SE26

@2) intersations] Flling Dute: 8 Decamber 2003 (OR.12.2003)
Hnglish
Boglish

{25) Filing Lanynage:

(26) Publication Langzge:

(30) Priorily Data:

60i424 486 18 December 200 (18,12.30M) US

(71) Applicant (far ol dexignated States exeaps US): PFIZER
PRODUCTRE INC. [IS/US]; Exston Polm Romd, Groton,
CT 06340 (USL

{T2) Inveniors; and

(75) Inventors/Applicants (for US onlyl: KATH, Jobm,
Charies [UR/USE Piizer Ginbal Rosearch omi Dovelop-
ment, Fastorn Polnt Rosd, Groiom, CT 06340 (LIS LIV,
Pheagyu |US/US): Phizer (Robal Resenych and Devalup-
ment, 10777 Sclonce Cenver Drive, San Diega, CA 92121
(US1T BROWN. Maria, StefBk [US/US]; Phicer Global
Rescarch and Development, Hastern Fulnt Road, Cirolon,
CT 06340 (US). WINTER, Steven, Murk {GBAISE
Pfizey Uloba) Hascarch sed Developracn), Damiem Polmt
Koad, Choton, CT 06340 (US), TRUESDELL., Sumsn,

Jane [US/AUSE Plizor Glubul (esemrch and Dowlopment,
Eastern Polaz Rood, Ciroton, CT' 06340 (US). SZEWC,
Raby, Anthen [US/US]: Mizar Globa) Research and De-
velopment, Basten Point Rosd, Ceoton, CT 06340 {US).

(74) Agmmt: LUMB, 1, Trever; Plaer Inc., 301 Tabor Road,
Maorris Pixins, NJ 07930 (US).

{81) Designated Staten fnationall: AE, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ BA.BR,BG,BR, HY, BZ.CA, CH,CN,CO.CR,CY,
¢ DE. DK, DM. DZ, Bt:, BE. BG, BS. F1. GB, (ID, GE.
GH, OM, HR, 1), 1D. IL, IN, IS, JP, KK, K3, XP, KR,
KZ 1LC, LK LR, LS, LT, LY, LV, MA. MD, M3, MK,
MN, MW, MX, MZ, NL NQ, NZ, OM, FQ, PI, P, PT,
RO, RLI, SC, SD, SK. $G, SK, S1., SY, TJ, TM, TN, TR,
1T, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU. ZA, ZM, 2W.

(84) Devigmated States {regionals ARIPO patent (BW, CU,
GM, KK, LS, MW, MZ. SD, S, 54 TZ, UG, ZM. ZW),
Burasian paient (AM, A% BY, KG, K7, MD, RU T3, TM),
Hwopean palem (AT, BE, 84, CH, CY, (Z, DB, DK, £E,
BS. I, FiL, GB. GR, HU. I&, IT, LU, MC, NL. I'T. RO, SH,
5L, SK, TR), OAPI patent (ER, B, C¥, €0, C1, G\, GA,
CIN. GQ, GW. ML. MR, NE_ SN, TD, TU).

Published:
=  with insraatimal search repost

For awo-leger codes and other abbreviations, refer 1 the "Guid-
ancy Nowes on Codes and Abbravigsions™ appearing ai the begin-
ning of coch mpuler isine of the PCT Gagaste,

(54) Ttk 4-ANILINO QUINAZOLINE DERIVATIVES DR THE TREATMENT OF ABNORMAL CELL GROWTH
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{57) Abstraci: The frvention
rises 0 compounds of the
formala (1) and to pharmecentically
socoptabls salts, prodmpy xnd
solvates (hereof, whewsin R, RY,
R! and R v us defined harein,
and wheroln the cumpoond of
fismoula (1) optdonally lurther
compriiet a hydroxy substiteent
u an O-gluwcwonic ackd  The
imvestios alo melsies w0 methods
of meating sboormal cell growth
in cammuly by sdministeriog dw
compounds of forcols (1) und
© phumcaceatical compositions
for treating mrch disorders which
contzin the compounds of foymnuln

(M

{13 Tho rvention aho relziey 0 ;ethods of preparing the compoands of formalz (1),
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PCT

’m 2§ NAR 2004

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

WiPO _PoT
(PGT Articlo 18 and Rules 43 and 44)

Appicant’s of goeRta 3a reference FOR FURTHER dedmm i .

|ecasoran ACTION

inemiionel apprGESCH No. Somaconal fing dew fnimongviea] | (Aot Priorily Dete (depicntyeds) .

PCT/IB 03/05826 08/12/2003 18/12/2002

Appicant

PFIZER PROIUCTS INWC.

This imemediong Seevoh FReport has boan Sis inemational Bearching Aulhority ond ls Innariied 10 the cpplioant
according o Astizis 16. A anpy I8 being lﬂnmm.
Thiz ininmationst Seamh Raportconsisisof amtiof ____ 8 sheaix

Ris ainn acoempaniod by a anpy of each prios art dosursend cted In ihis report.

@

1. Bals of the report
the ho ntemationai aarried 1he basis of the
[ Wlluw-::n“- m“uutl;“:n. insmationsl spptioniing i the

hwmmmmmumwam-ﬂndmmmmmbu

b. Wih gardia ualeotido andior asino acid disolosad in the insmational application, tha Intemeons search
mmuun.g:-udhmﬂum" ’
containad v e namational appSoation In wrillan fomm.

fled together with he intamaiions) appioaon In campuner roadable foms.
fisnished subsecuantly o this AutheyBy in wrikten e,
kmmished subsequenty L5 this Authortly In compuler bt form.

$at the fumishad coue
the satenet mm wiiian sequance fising nol o boyord e daclosurs n the

the sistement that the Infomreation recondad by compuiar rescdobio form b idantical to the writien sequencs Cxiing Sos boan

Carisin claime were found unssarshabls {See Box I).

»

O 0O 00000

¢

4, Whhmgard to the #ifie,
[J memdisepprovedas submtied by the apptioant.
[X] meteanestesn sataiiched by this Auliesity 10 read as follows:
§=ANILING (UINAZOLINE DERIVATIVES FOR THE TREATMENT OF ARNORMAL CELL GROWTH

5. With ragan 10 e abatract,

the Bxi is approved &3 submited by the appiicant.
Iha tmd has beon etibilished, aceoring i Auls 38.2(h), by this Authoriy sa R in Box 1. Tha may,

willhin one manth frem the éalo ¢ maling of this intemational sourch report, OnMbma o his
- Tho figure of £ drrwings 10 be publishad with th sbatmot |s Figura No.
[J s sooosmdby the apphcant [0 nonscime sguwes.
D becwmme the applicant Baied 1 saggast A figurs.
[  beceuse e knre betaer chamcastuas the inveriion,

Frrm BYTARA MDA Hivat chaadl £ 3du {00

'.
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4-ANILINO QUINAZOLINE DERIVATIVES POR THH TREATNENT OF ABNORMAL CELL GROWTH

10

16

Beckoround of the lovention
Thia invention relates 1o novel bicyciic derivetives that sre useful In the trestment of

sbnormal cell growth, such es cancar, in mammaia. This invention also reistss to a method of
using such compounds in the trestment of abnormel cell growth In mammals, eapecially
humana, and o phermaceutical campasitions cantsining such compounde.
) ' It Is known thet a cofl mey become cencerous by virtue of the trensformation of a
mthMMmmuamMmm.MDMMd
melignant tumor cefis). Many oncogenes encode proteina that are abamant tyrosine kinasea
capable of causing cell transformation. Allemativaly, the overexpression of a nome! pegio-
oncogenic tyrosine kinase may also resutt in proflferative disorders, sometimes rasulting in a
malignant pherictype. .
Recoplor tyrosine kinases 8re anzymes which span the ol membrans and
an axirhcellder binding domaln for growth factors such es epidermal growth factor, a
trensmembrane domain, end an invvaceilder porfion which funclions as ¢ kinsse
phosphorylaie specifiic tyrosine residues in prolsing and hencs to influence cell proliferstion,
Examples of recepior tyrosine kinases incude c-erbB-2 (HER2), c-met, fle-2, PDGFr, FGFf,
and VEGFR. [t s known that such kinases are frequontly aberrantly expressad in common
human cancars such as breast cancer, gastrointestine! cancer such as colon, rectal or
stomach cancer, lsukemia, end ovarian, bronchisl or pancreatic cancer. i Is well known that
ERBB2 (protain tyrosine kiness erb B2 precursor (elso known gs c-erbB-2 prolein precursor or
kinase related transforming protein erbB2) Is @ protooncogene that encodes » membrane-
bound receplor typrosine kinasa of the epithelial growth fector receplor (EGFR) famlly. Ris
ovetexpressed In several types of cancer guch as bress!, ovarian, stomach, pancreus and
coloractal cancers. ErbB2 has a posshia role In tumor-cell prolifarstion, tumor invasion and
fumor metesiaste end drug resistance. '
Accordingly, It has been recagnizad that lnhibitors of receplor tyroaine kinssas ere
usefi] as selactive Inhibliors of the growth of mammalian cenger cells, For example,
erbatatin, a fyrosine kinase inhiblior, selectively atienustes the growth In athymlc nude mice of
o treneplantsd humen mammary carcinoma which axpresses epldarmal growth facior receptor
tyrosine kinase (EGFR) but is witheut effact on the growth of another carcinoma which does
not sxpress the EGF raceplor. Thus, the compounds of the present invenlion, which are
selective inhibitors of certain recaptor tyrosine kinases, are usefll In tha trestment of abnomai
cell growth, in particular cancer, in mammals. In sddition to recaptor tyrosine kinases, the
compounds of the present invention can also display inhibitory eciivity egainst a varlety of
other non-fécepior tyroaine kinases (eg: ick, src, abl) or serinefhreonine kinases (e.g.: cyolin

dependent kinases).



WO 2004/054585 PCTM2003/005826

. Vdifious other compounds, such es styrena derivatives, have aiso been shown to
possess tyosine kingss inhbilory properties. More recontly, five Ewopesn patent
publications, namafy EP 0 386 228 A1 (published Ociober 20, 1903), EP 0 602 851 A
(published June 22, 1994), EP 0 635 507 A1 (published January 28, 1965), EP 0 635 450 A1

5  (published Jenuary 26, 1895), end EF 0 520 722 A1 (published Decamber 30, 1982), refer to
ceriain bicyclic derivatives, hpﬂﬂwhrm:m as posgessing ant-cancer
properties that resull from thelr tyrdsine kinase InhibRory properties. Also, Worid Peiont
Apolication ‘WO ‘6220642 (published November 26, 1982), refars o_cartain bis-mono and
bioyclic aryl nd hetorsryl compounds as tyrosine kinass inhibilors that are useful In inhibiing

10 sbnommal cefl prokieration. wwpammmwmmmpubmmmm
WO 96/08294 (published March G, 1996), WO 87/30034 (published August 21, wh'n wo
98/02434 (published Janusry 22, 1998), WO $8/102437 (published January 22, 1298), and WO
§8/02438 (published Januery 22; 1898), siso refer fo substuted bicycic heteroaromatic
msmmwmmmmunwwm Other patent

18  epplications that refer to antl-cancor compounds ers World Petant Apfilication WOO0/44728

" (oublished August 3, 2000), EP 1029853A1 (published, August 23, 2000), and WOD1/88277
(ptbﬂd'bdbwynwmzwvmofm:mhwmuhm,wwy\m
amlnly.'_ .
Summary of the Invention
20 This Invention relates 1o & compound of the formuda 1

R:—CH=CH

or 8 phammaceutically acceptable sell, solvate or prodrug thereol, wherein;
R' is selectad from the group consisting of H and C,-Cq aliy;
R is selected from the group consisting of H, C,-Cyp alkyl, C-Cy alkoxy, and CCq

25 hydroxyalkyl group;
R'bmmmegroupmhmafn C+-Ce 8lkyl, Ci-Cy hydraxyalicyl, and

C{O)OR* whereln R* Is selecied from the group consisiing of H and C-Cq alky};
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R'Indadedhnﬂnmeomhthgof—C(O}OHmﬂ-(OR'R’).-NR’R‘Mm

ummmom.umn'mn’ummmmmmmm
of M and CrCy alkyl, mmn‘pm@mmmmd Cy-Cq 2l and
C{OHCRCR")u-0{C1-Cs 85 and wherein the compound of formuia 1 is further opSionelly
substituted by 8 hydroxy or &n O-glucuronic ackd substiuen.
) The Invention aiso relsies 1o & process for preparing the compound of formula 1 by
" microbial bictransformation which comprises contacting 8 cuiture of @ microorganism in a
nutriant medium sultabis for said microorganism with E-2-Methoxy-N-(3-{4-[3-methyl-4-(8-
methyt-pyridin-3-yicy) phenylemino-quinazoln-8-yil-elyi)-acelamide or @ sat thersol and
hﬂmmm ot

The (nvention aiso relates 1o a process for preparing the compound” of formwls 1,
comprising the step of praparing e compound i vive. '

.mhmﬁmmmuBblmhrwmuquml
eommw?nmdmmhommmm- ]

. The invention aleo relates to 8 process for prepering E-N-(3-{4-{3-hydroxymethyl-4-(8-
mativyt-pyridin-3-yloxty)-phenylamine]-quinazalin-6-y])-allyl)-2-methoxy-scetamids  which
comprises contacting @ culture of the microorganism Steplomycss albuks In a nutrent
medivm sulable for said microorganism with te methanesulionate salt of £-2-Methoxy-N-{3-
{4-{3-methyt-4-(G-methyl-pyridin-3-yiouy)-phenylaminc}-quinazolin-6-yi)-ailiyl)-acetamide  end
isolsting the E-N-(3-{4-R-hydroxymethyl-4-(6-methyi-pyridin-3-yloxy)-phenyiamino)-quinazolin-
§-yi)-ailyl)-2-methoxy-acetamide.

The invention siso relstes to a process for preparing E-N-(3-{4-{4-{8-hycraxymethyl-
pyridin-3-yloxy)-3-mathyi-phemytsmino}-quinazalin-8-yij-afiyf)-2-methoxy-acafamide  which
comprises contacling @ cutture of the microorganiam Stmplomyces rimosis 'n @ nutrient
medium sultable for sald microorgenism with the methanesuifonate seh of £-2-Methoxy-N-{3-
{43-mettyl-4-(8-methyH-pyridin-34fcxy)-phanyleminol-quinazolin-g-y)-alyl-ecetamide  snd
isclsting the E-N-{3-{4-{4-(&-hydroxymsthyl-pyrkiin-3-yloxy)-3-methyl-phenylamino}-quinazolin-
&yT;-allyl)-2-methoxy-acetamide.

The invention aiso relstes to @ method for the trestment of sbnomal cell growth (such
as cancer) In » mamme! comprising administering to sald mammal en amount of & compound
dfmm1Mthmmnaledlm.

The invention also relates io a method for the traatment of sbnormal coll growth In a
mmﬂﬂinhmprhunﬂnﬂnbmmghmdmnﬂmmtdamu
formula 1 thet is effactive in trealing abnormal cefl growth in combination with an ant-tumar
agent selected from the group consisting of miloic inhibliors, eiylating agents, ent-
metabollies, lntercalating antibiotics, growth facter nhibéiors, rediation, cel cycle inhibliors,

L0
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mtmmeMMmemmmm ant-
hormones, and antl-androgens.
mpmthmmmm-phmmtﬁmpuumrwﬂn
troatmant dMdeMhammWEMmaMdlmpmd
fomdnlﬂuthaﬂndvshm&lgubrmndcdlm and a pharmeceutically sccoptable

camfer. .,
mmammmmmmmamwnddmmnpaﬂmmm

administeret! EWHWWWWMP

quinazofin-8-y}-allyl)-acetamide, unmammmmpddmmnm .

mu.«mmmfmmmmmumdn

aforamentioned compound of formula 1:
memmmmmmmamammmmmammm

mma)awmmmprhhglmnddm1mda @
" phermaceutically accepisble carrier, vehicle or diuent and b) instructions describing* e

meMdmmhpmmmmWMMﬂm

wnmaauhaﬂymplablem.solmeorpmdmgwm
R' Ip selocted fram the group consisting of H end Cy-Cy afif; .
R'uuwmmungmpmﬂsmdu c.-c,.aw.ci-c.m and CrCo

hydrmwm

R® Is selecied from the group conslsting of H, Cy-Ce alkyl. C+-Cy hydroxyaliof, and
C{OJOR' wherein R’ Is saleciad from the group consisting of H and Cr-Cy aiky;

RY Is solacted from the group consisting of -C{O)OH and {CR'R"\y-NR'R" wherein m
Is an intager from O to 3; eech R* and R' is iIndependently selected from the group consisting
of H and C+-Cs alkyl, and whereln R’ In selected from the group consiating of C,-Cy efkyl and
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C(OHCRCR Ja-O(Cr-Cy aligd); and wherein the compound of formula 4 ia furleer optionally
suhstitubid by o bydrosy or an O-plucuronto ewid substient.
In one preferred embodiment, the compeand of lommde 1 s subsiaritially pure. The
substanfilly pure frme of the compound of formula 4 can be obiained for exenple, thraugh
F chemicsl synthaals, in v, ar bioirensformetion, es sel ford In detad below,
' In ona spedfic smbociment, the compound of s 1, R'EH, R Kk hyrllm'matlul,

'R" ja methyl. and R* s “GHANHCIOCHAOCH,:
_in another spacific embodimenl, R is M, F2 Is methyl, R ia h:.'dl'ﬂitynﬂm, and R? I

-CHNHC{OICH,OCH,

10 In ‘another pacific nmbldjmmt. R'ls H R ['l metyl, R & mpthsi. and R® Ia

-GIONOH.

In encther :pa::l'll: embodmert, R' i H, R k& motnt, R* s -COCH, and R*

~CHNHC(D)GHKGH;. -

IIr: anolher spedic embodiment, wherein the comgound of orrula 1 further

16 comprisas

& hydrexy subsfiuent, R' 13 K, R Is msthyl, R® % methy, exd R® W

CHNHCIOICH,OCH,. In ane embadiment, the hydraxy malsly be a substituent within the
bracksted partien of the molseule e shiown below: . .

Ho-|-

Mnﬂ\iu'j"' ~A\CE;L

** [ dmeathaar apaciic ambodment, wherain the compound of formala 1 futher camprises

20 @& hydnoy substiuert, R s

H R is methy, I* B mymxymelhyt, and R 15

LHyNHC{O)CHyOCH,. In one smboedimand, the hidroxy molely 1a 2 substiuant within the
braoketad par of the maolecule as shown below: )

M.d ~

- . 0
= O
Ha c CH,OH

hee

in another speciic ambodiver, R' I H, R ks hycroxymeliyl, R® Is methyl, and R® Is

25 CHMNHC{GICHSOH.

In ancthar specific embodimsnt, the compaursd of formula § further somprises an
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. <O+glucuranic acid subeltuent. In ong smbadifnent the —O-glucuronie sald sulﬁll'lue_.:rﬂ

iv on the quinszolne ring; In ona smbodiment on the “phenyl” part of the phanylamine grour;

In one embodiment on e pyridine ring; and In the one embodiment on the scycle chaln

da-:had o tha ﬂuwl oroup urthe guinazofine ring-
-Bpeciio pre‘elred :aumpm'r.ﬁ o the pneaa'i Imvantion inchede thoew ﬂhdlﬂ fram

. lhn Qrovp corsisting of

H13{¢-[3-hﬂwﬁnw4wwm-3-ﬂﬂwmﬂﬂﬂhﬂl-qﬂhﬂw
=[y|]n-ﬂ-maﬂ‘lnm~anahmltlﬂi

N-{3-{4-|4-(8-hydroxymetinyt-pyridin-3- yhuy]—!—mem}tl-phenmh}quhm-ﬁdﬂj-
alli}-2-muathoxy-eostamide; '

3-44-[3-Mery-4-(5-mslivd-pyridin-3-yloxy)-phenitaminol-quinnzolin-B-vl)-scryle sckd:

S{f-[ﬁ-ﬁ-[z-uemnm-aulﬂamlnn-pm;ﬂ]:qui?mhﬂ:minu}-!-m!.i'lyl-' '
pherowy -pyridine-2-oestowlo soic; S S

2Hyelrevey-h-{3- {+[3-h?mmﬂﬂ1ﬁ4mmm~ﬂmhﬂmﬂnm]- "
quinazolit-6-yi-allyl)-acotemnide;

gnd e phafmaceulically eccepiable selis, produgs, tudmh: and solvales of e

doreguing compalinds -
This compound of farmuils 1 £an edsi In balh ol {2} or frane tE} gammirln somenc

frma. In one piekancd ambodiment of the pmuani invention, the compounds of formula 1 ae - .

E geameirio icomers.
Thenumpmnbnfinmmrmmhimayheuuduanammndamwh
virs or 1 vieo malabollem Ehcies or e intemnediates for the chemiogl syniheels or

biggynthesle of new chemical anfiies. The meisbolies may be iolsisd as solids or In

soiylicn. The compounde of tha presont Inventon cen alsa be yeed 1 jdensly pafients who
have beett sdminislersd  £-2-Mathoxy-N-(={4--methy-A-{E-metyl-pyridin-d.yimey)-
pheanylminoj-quinazolin-6-y}-aliy}-ecctemids or phamaceutically acceplable st or
prodrug therao!, or sallt of a prodrug. To kienlly a patienl ¥t has been adminkstensd 5-2-
Mezhany-N-(3-{4-T3-melhyl-4-{5-rstryl-pyridin-3-yioxy)-phenylaminct-qubnzolin-g-yi-aii)-
acetamide.¢r 2 pharmacevlicelly acaspiable 3at or pradrug thereof oc salt of & prodnag, =
serum, urine, fecal or bike sample is teken ham the palient and the sample is anyzed for the
premnce of one or mom compotnd of fhe prevsnt invandion. '

One method of snalyzing for the compounkis of the prassnt Invantion e by using

- chromatogrephy and-mass specloscopy. Other anaiysia meithods ena well known to thaes
" gkilled in the 2L The presence of one or Mo cornpoun] of the presertt invention In 8 serum,

wpirm, fecd or bila sampla Indicales thet the paliend Hess been administered =-2-Methaoy-h-{3-
{-[3-methyld-{8-metind-pyridin-3-poxy=phenyiamino)-guinazoin-5-yi-all-acetemide or ®
phermecautically acceniable saft or prodrug theroof, or saft of @ produg.
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in the methods of treatment of the present invention, a compound of the present
invention can ba administered to a patiant drectly, such a8 In @ tablet, or the tompound can
be adminisisred by being produced in the paient s boly through metsbollem. * Moreover, the
wmmnmmuwmmmwmmmm-mdm
present lnvention by meisbolism can bo vered, .as desired, to obtaln desired in vAD
mmwmﬂmmmmmdmmmm

. This invention alo relstes (o a process for prepering the compound of formule 1 by
microbial biofransformetion which comprises coniacling a cufture of a microorganism In a
nutrlent medium sultable for sald microorgeniam with S-2-Methoxy-N-(3-{4-{3-methyl-4-(8-
m-WWMHuW& or e ﬂt thereo! and
isolating the compound.

hmmnnmhmnhnhmm and In one embodiment a
fungus.

“This Invention also relgtes to a process for prepering E-N-(3-{4-3-hydroxymethyl-4-(6-
methyt-pyridin-3-yiaxry)-phenytaminaj-qudnazoiin-6-y-aiyl)-2-mothoxy-ecetamide which
comprises: contacling @ cufturas of the microorgenism Stroplamyces abulus-in a nutrient
medium suitable for seld microorganism with the methanesulfonats salt of £-2-Mathoxy-N-(3-
{4-{3-methy-4-(8-mathybpyridin-3-ylaxy)-phonylemino}quinaxolin-8-y1)-alyl)-acetamide  and
Isclating the E-N-(3-{4-{3-hydroxymathyi-4-(B-methyl-pyrkiin-3-yioxy}-phenytamino]-quinazolin-
6-yf}-allyl)-2-methaxy-acetamide.

in one prefamed embodiment the nutrient medium suliable for Sirepiomyces aibuiue is
IOWA medium.

This invention aieo reisies io a prooess for prapering E-N-(3-{4-{4-(G-hydroxymethyl-
pyridin-3-yiaxy)-3-mathy-phenylamino}-quinazolin-8-yi}-allyl)-2-methoxy-ecetamide  which
comprises contacting a culture of the microorganism Strepfomyces rimosus In 8 murient
medium suitsble for said microorganism with the methanasulionate sal of 5-2-Methoxy-N-(3-
{4-{3-methy-4-(8-methyl-pyridin-3-yloxy)-phenytaminojquinezolin-6-yi}-silyl}-acetamide  and
isolating the E-N-(3-{4-{4-{8-tryxdroxymethyl-pyridin-3-ylaxy)-3-methyl-phenylemino}-quinazoiin-
8-yi}-alyl)-2-meihoxy-acetamide.

in one preferred ambodiment the nuirient madium sultable for Siraplomycses rimosus
Is IOWA medium.

The Invention also relatea in a8 process for preparing the compaund of formuls §,
comprising the step of preparing the compound & vivo (Le., the compound Is produced In the
body).

The Invention also relatos fo 8 process for prepering the compound of formula 1,
comprising he etep of prapering the compound synthetically.
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. ‘This bnvention aiso relsies (0 & method for the'treatment of abnormed cell growdh In &
mammal, inchwding @ human, comprising edministering to ssid memmal en amount of a
mpmnddﬂnhmhLasddlm@Mwaﬂmmﬂleﬂymphﬂon!Lm
hydrate or prodrug therec, that Is effectve In tresting bnormal call growth. I ong embodimant
dmmwmumhm.mmuwmnmmm

pnruaalhcam.sm“ carwofﬂuhaadormd:.eulumorm
mlmumm.ovuhnmw.mw.mdnmwmm
‘cancer, colon cancar, breast cancer, carcinoma of the falloplen fibes,, Cercinoma of the
mdehmh.Mmthwﬂmdhm
Mghtﬂm&mdmeanqumofhmﬂhm cancer of the
endocrine system, cancer of the thyrold gland, cancer of tha persthyrokd gland, canchr of the
mm-mdm&auo.wdﬂum mdhpenb.pmhh

duu\bormmhmh.b'ﬂmlymﬂmn.mdum cancer of the
Iddnyuumlw mum:.mdmmmmmurm-m
nervous system (CNS), primery CNS lymphoms, spinal sxis lumars, braln!stem glioma, piuftary
adenoma, o & combination of one or mare of the foregoing cancens. In anclher embodiment of
ﬂmﬂﬂnﬁmnalwlmnawmmmmmmu
MWEWMWNM

mhmmmmmmummunmdmuumm -

mammel which comprises edministering to seid mammal an emount of 8 compound of formule
4. or a pharmaceytically accepiuble seil, solvats or predrug thereof, that is effective in tresting
sbnonmel cafl growth in combination with an anti-tummor agent salectad from the group conaisting
of mitotic inhibitors, alkylating agents, ent-metaboiiths, Intarcalating antibiotica, growth facior
inhiiiors, cell cycie inhibliors, enxymes, topoisomerase Inhibitors, blologicel response modifiers,
antbodies, cylotoxics, ant-harmones, and ant-androgens. ' '
This invention also reistes to A pharmaceutical compasition for the treatment of
abnomal cell growth in a mammal, including a humen, comprising an amount of a compound aof
the formula |, &s defined ebowve, or & phamaceutically accapiable salt, solvele or prodrug
thereof, that is effective In treating abnormal cell growth, end a pharmaceutically acceptable
canier. In ona ambodiment of said composition, sald abnormal call growth Is cancer, Including,
but not Bmilled to, ung cancar, bone canoer, pancreatic cancar, skin cancar, cancer of the head
or nock, cutaneous or infraocular melanoma, utarine cancer, ovarian cancer, rectal cencer,
cancer of the anal segion, stomach cancer, colon cancer, breast cancer, carcinoma of the
falioplan tubes, carcinoma of the endometrfum, carcinoma of the cervix, carcinoma of the
vagina, carcinoma of the vuiva, Hodgkin's Disease, cancer of the esophagus, cancer of the amall
ntestine, cancer of the endocrine system, cancer of the thyrold gland, cancar of the parathyroid
gtand, cancar of the adrenal gland, sarcoma of soft tssue, cancer of the urethra, cancer of the
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penis, prostais cencer, chronic or acute leukemia, lymphocytic lymphomas, cancer of the
bladder, cancer of the kidney or uretar, renad coll carcinoma, carcinoma of the fahal pelvis,
neoplosms of the cantral nervous sysiem (CNS), primary CNS lymphoma, eptud sds twmors,
mmmmmmn.aumnmuondncmdhfmﬁum

) NMMmudmmmdeMhn

10

wmmmmummmnmwmw
' or restinosis.

The invention also ralales io & phermaceutical composition for, the treatment of
sbnormal, call growth in @ mammal, including @ human, which comprises an amount of &
mmddmLuquM.waphmmMmpﬂutﬂ.Mu
procrug thereof, that Is effective in tresting ebnommal cell growth in cambination with 8
pharmaceutically acceptable carrier and an ant-tumor agent seincted from the group consisting
of miotic inhihkiors, aikylating egents, enti-matebolites, intercalating antihlotios, growth factor
mdwﬂem enzymes, iopolsomerase Inhiblors, bmmnm-
enti-hormonaes, and ent-androgens. . .

This Ivention aiso relstes io a methad for the freatment of a disorder associsted with
engiogeness In @ mammal, inchuding & human, comprising administaring t sald memmal an
smount of a compound of the formula 1, a3 dafined above, or 8 pharmacsuficelly accepiable
sak, solvais or prodrug thareof, that s effective tn treating said disorder, Such disorders inciude
cencerous umors such as melanoms; oculer disorders such aa ege-related macuter
deganeration, presumed oculsr histoplesmosis syndrome, and relinal neovescularization from
prollferative diabelic retinopethy; rheumetoild artiufiis; bone lots disorders such s osteoporosls,
Paget’s disease, humoral hypercaicemia of malignancy, hyperceicemia from tumors metaststic
to hane, and ostecporosis induced by glucocorticold treatment; coronary restencsis; and cartain
microblal Infections including those essocialad with microblal pathogens selected fram
adenovirus, hanisviruses, Borrells burpdorfer, Yersinka spp., Bordetelia pertussis, and group
A Strepiococcus.

This lnvention aiso relates to 8 method of (and to a pharmaceutical compesition for)
treating abnormal cell growth in a8 mammal which comprise an amount of 8 compound of
forrmuia 1, or a pharmaceutically scceptable sall, solvete or prodrug thereot, and an amount of
one or more substances selectad from anti-sngiogenaals agents, signal transduction
inhibltors, end antiprofiferative agents, which amounts are lopether effective in beating seld
abnormal cell growih.

Ant-angiogenesis agents, such as MMP-2 (matrix-metalloproteingse 2) inhibitors,
MMP-9 (matrix-matalioproleingse 9) inhibltors, and COX-Il (cyclooxypensase If) inhibitors, cen
be used in conjunction with a compound of fonrmula 1 In the methods end pharmaceutical
compositions described herein, Exampies of useful COX-l Inhibitors incude CELEBREX™

13
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(sleomdb), valdecoxih, end rofeccdd. Exsmples of Ussful malix metalioprotainass inhibliors
are dascribed In WO 86/33172 (published October 24, 1996), WO 96/27883 (published March 7,
1996), Europesn Patont Application No. §7304671.1 (fled July 8, 1897), European Patent
Application No. 88308517.2 (fed Ocober 28, 1099), WO 98007897 (published February 28,
1698), WO B8/03518 {published Januery 29, 1698), WO 98734618 (published August 13, 1908),
WO 98734915 (published August 13, 1998), WO 88/33768 (published August 6, 1998), WO
88/30568 (published July 18, 1688), Eurdpaan Petent Publication 606,046, (publishad July 13,
1994], European Patpnt Publicaion 631,788 (plblished July 26, 1898), WO 90/05710 (published
May 331, 1990), WO 90/52810 (published Octobér 21, 1900), WO 90/52660 {published Ociober
21, 19688), WO 80/20667 (pitfished Jme 17, 1999), PCT intematidnal Appication No.
PCT/BSE/01 113 (Ned July 21, 1968), Ewropean Patent Appication No, 88302232.1 {Bid March
25, 1009), Grast Brfisn patent appication number 6812961.1 (fled June 3, 1669), Uniied Bistes
mwmumme.mwm1z1m).mummmm
(esued Jarkiy 26, 1689), Unfied Siatas Patent 5,881,510 (issund Jenumry 19, 1899); and
Ewopean Psteni Publicaion 780,386 (published June 25, 1007), aii! of which are herein
Incorporated by reference In their entirety. Prefered MMP-2 and MMP-@ inhbbitors sre Ti0se that
have Ikl or o acivity Inhibiting MMP-1, More preferred, are thase that selectively Inhihit MMP-

2mmmnmmmwmmmwaa.m1 m-a MMP-4,

MMP-8, MMP-8, MMP-7, MMP-8, MMP-10, MMP-11, MMP-12, and MMP-13),

Some spacific examplas of MMP Inhibltors useful in combination with the compounda
dmmummmmaoumammo.mmnmmw
in the foliowing llst:

WMMWW1WWWM}

proplonic acld;
3-ax0-3-[4-{4-flvoro-phencxy)-benzenesulfonylamino}-8-oxa-bicyciofS 2. 1]octane-3-
carboxylic scid hydroxyamide;
(2R, 3IR) 1-{4-{2-chioro-4-fluoro-benzyloxy)-benzenssulfonyl}-3-hydroxy-3-mathyl-
piperidine-2-carboxylic acid hydroxyamide;
4-{4-{4-fluoro-phenoxy)-banzenesulfonylaminc)-tetrahydro-pyren-4-cartboxylic ~ acld
hydroxyamide; .
&m{mwm;y}mummﬁwww}ﬂmy
groplanic ecid;
4-j4-{4-chioro-phenoxy)-benzonesutionylamino}-tetrahydro-pyran-4-carhoxylic  acld
hydraxyamide;
3-{4-{4-chioro-phenoxy)-benzenesuifonylamino}-telrahydro-pyran-3-cerboxylic  acld
hydroxyarmnide;

(2R, 3R) 1-[+(+nm2mw-buw)-wmmmmmmw
piparidine-2-carbaxylic acid hydrooyamide;
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3-[[4-{4-fucro-phenoxy)-benzenasutfonyl]{ 1 -hydroxycarbamoyl-1-methyl-athyl)-
smino}-propionic ack; ' _

3-[[4-{4-fivoro-phenoxy)}benzencsulfonylH4-hydroxycarbamoy-tetratyidro-pyran4-y)-
amino}-proplonic acid,

a-m«{mmmm}wmmm}mwmm
carboxyfic acid hydroxyamide;

. 3-ando-3-[4-{4-fluoro-phenoxy)-benzenesulfohylamino)-8-oxa-blcyciof3.2. 1joctene-3-
ammﬂhydmnldo:du

Hﬂmmwmmmm}ummmmmn acid
hydroxyernide:

and pharmacautically acceptable salts, salvates and prodrugs of ssid edmpounds.

The compounxis of formula 1, and the pharmacsutically eccaplable salls, solvates and
prodrugs theraof, can also ba used In combination with aigne! ransduction inhibliors, such as
agents ihat can inhiblt EGFR (epidermal growth factor recaptor) responses, such es EGFR
anibodies, EGF entbodigs, and molocules thet pre EGFR inhibliors; VEGF (vascular
endothellal growth faclar) inhibliors; snd erbB2 recapior Inhibitors, such as organic molecules
or eniibodies that bind lo the erbB2 recaptor, for exsmple, HERCEP‘I'IN"'(MM Inc. of
South San Francisco, Californta, USA).

EGFR Inhibliors are descifbed In, for example in WO 95/16970 (published July 27,
1985), WO $8/14451 (published Aprd 8, 1898), WO BAA02434 (published January 22, 1688),
and United States Patent 5,747,498 (issued May 8, 1688), EGFR-inhibiting egants include,
but are not imied to, the monoclonal anfibodies C225 and anB-EGFR 22Msb (imClone
Systoms Incorporsted of New York, New York, USA), the compounds 2ZD-1839
(AstraZenece), BIBX-1382 (Boehringer ingelheim), MDX-447 (Medarex Inc. of Annendale,
New Jersay, UBA), and OLX-103 (Merck & Co. of Whilshousa Station, New Jarsay, USA),
VRCTC-310 (Veniech Research) end EGF fusion toxin (Seragen inc. of Hopkinion,
Msasachusaites).

VEGF Inhibliory, for example SU-5418 and SU-8668 (Sugen Inc. of South Sen
Francisco, Callfornia, UBA), can aiso bs combined with 8 compound of formula 1. VEGF
inhibkors are described In, far example In WO 98/24440 (published Mey 20, 1096), PCT
intemetional Application PCTABSS/00797 (fled May 3, 1988), In WO 9521613 (published
August 17, 1995), WO 96/81422 (published Decamber 2, 1999), United States Patant 5,534,504

' (lssued Novamber 10, 1888), WO B58/50358 (published November 12, 1858), Uned States

Pajent 5,883,113 (Ilssued March 18, 1898), United Staies Palent 5,886,020 (lasued March 23,
1999), United States Palent 8,792,783 (lssved August 11, 1998), WO ©9/10349 (published
March 4, 1899), WO §7/32858 (published September 12, 1087), WO 87/22506 (published June
28, 1997), WO $8/54093 (published December 3, 1098), WO $8/02438 (published Januery 22,
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1998), WO"99/18755 (published Ap 8, 1895), and WO 88X12437 (published Januery 22, 1958),
all of which eze hersin incosporated by reference In their entirety. Other examples of some
specific VEGF inhibliors are IM882 {C)Imnh:.oflﬂllhnd Washington, USA), ent-VEGF
nmdmdmmoremmorsaumsmrmmm and angiozyme, &
synthetic rboqmefrml Rbbozyme (Boulder, Colorado) and Chiron (Emeryvile, Califamia).

ErbB2 receplor inhbitors, such 8s GW-282074 (Glaxo Wellcome pic), and the
monocional antibodies AR-208 (Aronax Pharmeceuticals Inc. of The Woodlands, Texas, USA)
and 28-1 (Chron), may be edmintstered In combination with & compound of fornmula 1. Such
erbB2 inhibitors Include those doscribed In wo'oa.d_uu (published January 22, 1898), WO
99/35148 (published July 15, 1998), WO 90/35132 (published July 15, '1898), WO 08/02437
{published Janiery 22, 1858), WO $7/13760 (published Apl 17, 1907), WO €8/19970
(published July 27, 1885), United Statas Putent 5,687 458 (issued Decernber 24, 1600), and
umdsumpms,maosmw&.mm;.mamumw
bynfuarmhlhmﬁ'dy EbB!mathﬂhmmﬂhthmlhnmnho
described In Unitad States Provisional Application No. 80/117,341, fled Janusry 27, 1999, and
in United States Provisional Application No. 60/117,348, filed Jsnuary 27, 1899, both of which
are heréin incorparsied by reference in thelr entiraly.

oma-mmmutmwummummdmml
invention include inhibilors of the enzyme famesy! protein trensferase and Inhibiors of the
recaptor tyrosing kinase PDGFe, Including the compounds disciosed end ciaimed in the
following United Siates patent applicationa: 09/221946 (fled December 28, 1998); DV454058
{fied December 2, 1990); 0/501183 (fled Febniary 9, 2000); 08/539830 (Med March 31,
2000); 06/202760 (fled May 22, 1997); 08/384330 {fled August 26, 15999); and 0G/383785
(fled August 28, 199B); and the compounds disclosed and claimed In the foliowing United
States provisional patent applicetiona: 60/168207 (fled November 30, 1999); 60170116 (ftied
December 10, 1880); 60/177748 (fled Jenuary 21, 2000); 80/168217 (fled Novembaer 30,
1999), end 60/200834 (Med May 1, 2000). Each of the foregoing patent applications end
provisional patent applications (s herein incorporaled by reference in their entirety. :

A compound of formula { may slso be used with other agents usefd In tresting
abnormal oel growth or cencer, including, but not fimited to, agenis capabls of enhancing
srilturnor immune responses, such as CTLA4 (cytotoxic lymphocyte entigen 4) antbodies,
and other agenis capable of blocking CTLA4; and ant-proiiferstive egents such as other
famesyl protain transferase inhibltors, for exampls the famesyl protein transferase inhibRors
described in the references ciied in the "Background” section, supra. Specific CTLA4
antibodias that can be used In the prasent invention include thoso descrtbed In United Stetes
Provislonsl Appiication 60/113,647 (fled December 23, 1968) which is herein incorporatad by

refarence in lis antirely.
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*Abnomal cell growth', as used hareln, uniess otherwise indicated, refers to cell growth
thel Is independent of normsl reguiatory machaniesms (0.9, loss of contact nhiblion). This
inchudes the abnomel growih of: (1) wmor cells (tumors) that proliferaie by expressing a
mutated tyrosing kinase or overexpression of 8 receptor tyosine kinase; (2) benign and
malignant calls of other proiferstive diséases In which aberrant tyrosine kinase activation oceurs;
(4) eny tumors that prolferate by receplor tyrosine kinase activation; (5) sny tumors thet
proliferate by aberrant serine/threonine kingss activation; and (8) benign and malignant ceils
of other proltferative fiseases in which sbemaril serinefthreonine kinass acivation acours..

The term *treating”, e used herein, unless oiherwise Indicaind, means reversing,
alleviating, inhbiting the progress of, or preveniing the"diaorder or condition fo which such term
gpplies, or 6ne or mane symptoms of such disorder or condition, The term “treatment”, s used
herein, uniess otherwise Indicated, refers to the act of tresting as ‘taafing” i dafined

Tha term “hak”, 8 used hereln, unisss otherwise indicatad, Iriciudes fluoro, chiom,
bromo or lodo. Prefasmed halo groups ars fluoro and chioro. g

The ferm "afkyl’, 88 used hersin, uniess ctherwise indicated, includes saturated
monovalent hydrocarbon radicals having straight, cyeiic (inciuding mono- or musti-cyelic moleties)
or branched moisties. it Is understood that for seid alkyl group to include Gycic maleties Bt must
contain at isast three carbon stoms. ' :

The term *cyciosiiyf”, 88 used hersin, unless otharwise indicated, nciudes sstursted
monovaient hydrocarbon radicals having cyclic (inchuding mono- or mult-cydlic) molaties,

“The term “atkenyr”, as used hereln, unkess otherwise Indiceted, inciudes aliyt groups, @
defined nbove, having el least ane carban-carbon double bond.

The term “aliymyT", es used hereln, uniess otherwise indicated, inchudes alkyl groups, s
definad above, having &t least ona carbon-carbon tripie bond.

The term "aryl", es used herein, uniess otherwise Indicated, Includes en organic redicel
derived from an aromaiie hydrocerbon by removal of one hydragen, such as pheny! or naphtid.

The term "alkeody”, as used herein, unieas otherwise indicated, includes -O-alkyl groups
wherein sikyl Is as defined above,

The term “"Me" means methyl, “Et" means ethyl, and "Ac” maans eoetyl.

The phrass “pharmaceutically accepiable sall(s)”, 88 used herein, uniess otherwise
indicated, indudes saits of acidic or bask groups which may be present in the compounds of the
prasant invention. The compounds of the prasant invention that are basic In nature am capable
of forming & wide variely of salts with various Inorganic and orgenic aclds. The acids that may be
used fo prepam pharmaceutically scoapisbie acld addition salts of such basic compounds of are
thosa that form non-toxic ecld addition selte, 16, seits contalning pharmacologically acceptable
anlons, such &8 the hydrochloride, hydrobromide, hydrolodide, nirete, suifate, bisulfate,
phosphate, acid phosphats, isonicotingts, acetata, lactate, ssiicylate, clrete, acld clirate, tarirate,
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panicthenais, biatmate, ascorbale, succinote, melesiz, gontisinats, fumemais, gluconats,
glucwronats, sacchargte, formate, berzoats, glutemate, methsnesulfonats, ethenesuffanats,
benzenesulionats, pickuenesfionsie and pamosis fig. 1.1-methylens-bis-2-hydroog3-
naphthoais)] safts. The compounds of the present invention thet include a basic molety, such as
&n amino group, may form phammaceutically eccepiable salis with verious amino ackds, bn
addition to the acids mentioned above. '
. The phmse “substantially pure®, as used hersin, unless oherwise indicated, refers to
purtty of chemical compounds wharain the said compounda are at least.80%, and In one
embodiment at laast 65%, end b one embodiment at lsast 9% pure.  °

Those compounds of the prpsent kwvention that ere acidio In nature ere capebls of
forming bese salty wit varfous phasmecologically ecceptable cations. Exampies of such salts
Inciude the sikeli metal or sikaine emth metal sulty and, particuiardy, the celchun, magnesium,
sodlum end potassium salis of fhe compounds of the present invention.

Cartain funclional groups contsingd within the compounds of the present invention can
be subsifuted for bioisosteric groups] that Is, groups which heve simiar spatial or electronic
requirements o the perent group, but exhibit differing or Improved physicochemics! or other
properties. Sultable examples ere well known (o thasa of ki3 in the-art, and include, but are not
imited to moleties described In Patinl ot o)., Chem. Rov, 1988, 08, 3147-3176 and references
ciied theroin.

Tha compounda of the present vention may have asynmetric cantars e therefore
may exisl in diffarent enantiomeric and diastaraomeric forms. This invention relates to the use of

" all oplicel isomers and sisrecisomers of the compounds of the presant lnvention, and mixhires

theraof, and 1o all pharmaceufical compositions end methoda of treatment thet may employ or
contain them.  The compounds of formuls 1 may also exist as (sutomers. This invention relatss
to the use of all such tautomers and mbaures thereof.

The subject invention aiso Includes [soiopicaiiy-labelled compounds, and the
phammaceuticaly accapinbie salts, solvates and prodruga thareof, which are identical to those
recited In formuia 4, but for the fect thet one or more atoms are repiaced by an atom having
an atomic mass or mass numbar different from the slomic mass or mess number ususlly
found tn neture. Examples of solopes that can be incorporsted into compounds of the
invention include Isotopes of hydrogen, carbon, nitrogen, oxygen, phosphorous, flucrine and
chiorne; such as TH, H, Mg, “C, '°N, Y0, V0, ¥8, ¥F, and ¥C), respectively. Compounda
of the present invention, pradrugs thereof, and phammeceulically ecceptabls saits of sald
compounds or of sald prodrugs which contsin the aforementioned isolopes andior other
lsolopes of other atoms are within the scope of this invention. Cartain isolopically-labesiad
campounds of the present invention, for exampie those into which radicactive lsotopes such
as *H and ¥'C are Incorporated, are usefid in drug and/or substrate tiasue distribution gsaays.
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Tritiated, 1.0., °H, and cesbon-14, Le., *C, isciopes ere particularly prefermed for thelr eess of
preparstion and detectabiily. Further, substihition with heavier isotopes such aa deutorium,
l.e-, *H, can &fford certgin therspeutic advantages resulting from greeter metebolic stabily, for
example Increased kv vio halfifs or reduced dosage requirements and, hence, may be

- preferred In some Ciroumsiances. (sofopicalty ksbelled compounds of formula 1 of this

hmﬁmandmﬂmmmﬁoptmwcaMwlhpmaadum
wmhmmmuwmwm by substiiuting &
rudﬂymlﬁblohhﬂulyhbdnmgmlhammllbdbdm
quomumwmmmmmm
of traating bacterial Infeciions through adminiatering prodrugs of compotinds of the formuta 1.
Compounds of formuia 1 having free amino, amido, hydroxy o carboxylic groups” can be
converted info prodrugs.  Procrugs include compounds wherein an amino ecid residue, or 8
polypeptide chein of two or More (6.q. two, three or four) aming ackl residues s covaiently
joined through an emide or ester bond 1.8 ree amino, hydraxy or carboxylc ackl group-of
compounds of farmuia 4. The amino acid residues inciude bul sre not imkied 1o the 20 neturelly
occuing &mino sckds commonly designeted by three. letler symbols and siso includes 4-
Mwmmwwmmmm
gamme-aminobulyric scid, ciirulline Imncymlm. homoserine, omithine and methionine
mwmwmllrumﬁm Far insisnce, free oarboxy! groups

., can be derivetized 83 amides or alkyl esters. Frae hydroxy groups may be dervatized using

groups including but not Bmied to hemigucoinatas, phosphate esters, dimethylaminoscetsies,
and phosphorylaxymeticxycarbonyls, es outiined in Advanced Drug Defhvery Reviews, 1098,
10, 115. Carbamaste prodrugs of hydroxy and amino groups are slso included, es are carbonate
prodrugs, sulfonsie esters end sulfsie esters of hydraxy groups. Devivelization of hydroxy
groups as {scyioxy)methyl end (acyloxy)elin ethers wherein the acyl group may be an aliyl
aster, opionally substituted with groups Including but nat Emiled 1o ether, amine and carboxylic
acid Anctionaiiies, or where the acyl group Is an emino ecid ester as described ebave, are also
encampassed. Prodnugs of this type are described in J. Med. Chem. 1988, 39, 10. Fres aminas
can aiso be darivaiized as amides, sufonamides or phosphonamides. Al of thess prodrug
moleties may Incorporate groups Including but not Timited to ether, amine and carboxylic ackd
functionailties.
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. General synthetic methoda which may be rafeired to for prepering the compounds of
the present invention are provided In Unlied States patant 5,747,408 (issuad May 5, 1958),
Unibdsmhsmmmwmrmn(ﬂedewﬁmeo
wazmmhequzz. 1@0}.WOMNWM22. 1803), WO
88/40142 anm. 19866), WO 88/09294 (published March 8, 1986) W
97/03068 (published Jenuary 30, 1997), WO 9619774 (published July 27, 1698) and WO
BTHSTH (published April 17, 1897). " Mdﬂwulprm:nmlmadhhwmm
WWSMEPtWﬂMWMZ&MLNW@MW
(published Decamber 12, 2001). mmmmmmnm
herein by referanca in thek entirely. Certaln starting materials may be prepared sccording to

methods femillar to:those skiled in the ert and certaln ‘synihefic modificetions may be done
mummmuwmmmnmn A standard procedura for prepartng 6
uoqumlsmhsmvmmT M, Kmlhtmk F.. Leonard, N. J., J. Org.
Chem. 1986.51 5.p ummmmmmdmb-dhmnu
Olmlenm 1682, 27, MSGCGDHGLILIMG:.MR“WOE.EZ

mmumammmmWMm-&c
mmwmummwmmwmmumum

hcadudﬂwmﬂhudaamﬂwwnhswmam pressure s not
critical unless ctherwise indicetad. mmmasmmnms
atmosphores ere generally sccepteble, end emblont presswre, Lg. about 1 etmosphere, s
preforred &s 8 matier of convenience.

With reference 1o Scheme 1 £bove, the compound of formida 1 may be prepared by
coupling the compound of formuia D wherein R® la divined above, with an smine of formuta E
wherein R', R”, and R® ere s defined above, in an anhydrous solvent, in perticuler a solvent
saleciod from DMF (NN-dimethyformamide), DME (ethylene glyool dimetihyl ether), DCE
(dichioraethene) and +butanol, and phenol, or a mbdure of the foregaing soivents, 8 tamperature
mmmdwmiso'cfuaperbdmm1Mrbuhp. The
heterosnyioxyaniines of formida E mey be prepared by methods known to thoae skiled in the ert,
such aa, reduction of tha comesponding niro Intormediates. Reduction of aromatic nivo
groups mey ba performed by methoda outlined in Brown, R. K., Nelson, N. A. J. Org. Chem.
1954, p. 5449, Yuste, R., Saldana, M, Walls, F., Tel Leit 1882, 23, 2, p. 147; or in WO
96/00204, refeved to sbove. Approprisie helsrcanyioxy nitrobenzene derivetives may be
prepared from halo nitrobenzsne precursars by nucleophilic displacoment of the halide with an
appropriate sicohol as described In Dinsmore, C.J, et. el., Bioorg. Med. Chem. Lett., 7, 10,
1957, 1345; Loupy, A. ol. al., Synth. Commun., 20, 18, 1690, 2855; or Brunelle, D. J., Tet,
Leit, 25, 32, 1884, 3383. Compaunds of formuta E In which R' Is & C-Cy alkyl group may be
prepared by reductive amination of the parent aniine with R'CH(O). The compound of formuia

D may be prepared by tresting a compound of farmuta C, whéreln Z' is en ectivating group, such



WO 20047884585 PCTAB2003005826

10

16

-18-

as bromo, lodo, -N,, or <OTf {which is -OS0,CF;), or the precursor of an aclivating group such
a8 NO,. NHg or OH, with a coupling pertner, such as 8 terminal aiiyne, terminat afkane, vinyl
mwmmq-qﬂbumw.mwwmiﬁm The
compound of forrmula € can be prapared by treaiing & compound of formula B with a chiorinating
reagent such aa POCh, SOCE; or GIC{O)C(O)CYDMF in 8 halogenatad solvent at a tamperature
renging from about 80°C to 150°C for & period ranging from about 2 to 24 hours which in tum
'can ba freated with sodum aryloxide In soivent such ss arometic phencle at & tempersture
mmzscmm.umcmnvu-aammmkhmwmm
es phanyl.
mmdmlmumwmmmmdmny
siandard manipidations to the R’ group. Thess methods are known to thoss sitiled in the an
end Include &) remaval of a protecting group by methods outlined in T. W. Greans and PGM.
Wuts, “Protective Groups In Organic Synthesls”, Second EdiSon, John Whey and Sone, New
York, 1681; end b) displacement of a lsaving group (hakie, mesyiate, tosylete, etc) with a
pﬂmasmﬂwMMaMqumﬂwmeﬁnmu
dhu‘rupndlvdy .
Trnmpm;dfmnuu1mﬂahadchnlmmmdfmnmam
verioty of different salts with various inorgenic and organic scids, Although such salts must be
phanmaceutically sccepiable for adminisiraion to animais, 1l Is ofien desirsble In practice to
inliiely holate the compound of fanuda ] from the reaction mbdure 8s & phermaceutically
unacosptable sat and then simply convert the latier back o the fres base campound by

" irestment wih an sikeliie reagent end subsequently convert the latier free bese o @

phermaceutically acceptabie acid addition salt. The acid acdition satis of the base compounds of
this invention are readily prepered by treating the hase compound with a substantielly equivalent
amount of the chosen mineral or arganic wcid In an aquacus scivent medium or in 8 suitable
organic solveni, such as methanol or ethanol. Upon carefu evaporefion of the salvent, the
destred sold soft is readlly cbtained. The desired acid salt can also be precipliwied from 8
solution of the free base in an organic solvent by adding to the solulion an appropriais mineral or
organic acld.

Those compounds of formuia 1 that ere acidic In neture sre capable of forming base
saits wih various phanmacologlcally accepiebla cations. Examples of such aslts include the
aiksl metal or alkeline-earth motal saks and perticularly, the sodium and potassium saits. These
galls are ol prepared by conventlonal techniques. The chemical bases which are used as
resgents io propare tha phermaceutically soceptable base salis of this invention are those which
form non-loxic base ssits with the ackiic compounda of formia 1. Such non-ioxde base salis
Inctude those derived from such phermacologically accepiabis cations as sodium, polassizm
calcum and magnestum, eic. Thaee seils can easly be prapared by treating the coresponding
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acidic compounds with an equeous schriion containing te desired phammacelogically ecceptable
cations, and then eveporating the resuiting solution o dryness, preferably under reduced
pressurs. Alarnatively, they may aiso be prepared by mixing lower alkanoii: solutions of the
acidic compounds and the desked alkall metal elkaxide together, and then eveporating the
resuting solulion to cdryness In the sime menner a3 belore. In elther cass, stoichiometric
quantites of reagents sre preferably employed In order to ensure complateness of regction and
mwmy%dhmwm Since & single campound of the present Invention
meﬂmmﬂ#ubuhnﬂdhthhmm
may include mono, dl or ¥i-salts I & single compound,
The. compounds of the present invention ere potent inhibtors of the arbB femily of
ancogenic and protooncogenic protein iyrosine. kineses; In perticudar arhB2, snd fwi are alf
WQWMMQWWMMhmm
In humens. mmhmmsdhemmmthmm
wmdamdmmwnm“m”mwww
umors of the iver, kidnoy, bladder, bressi, gastric, ovartan, celorectsd, prostats, pancreatic, ung,
vitival, thyrold, hepatic carcinomas, sarcomas, giioblastomes, head and neck, end other
w&mmm::mmwdummm)mw
hyperplasia of the prosiete (2, BPH). It s, In addiion, expected theit & conpound of the

mmmmmw-mamuwmwm_ -

The compounds of the present invention may aiso be useful In the beaimant of
additional disorders In which sbermant expression Egandfecepior interactions or aciivation or
signating events reiated o varioys protein tyrosine kineses, sre involved. Such disorders may
include those of neuronsi, gitul, estrocylal, hypotheliomic, end other gisndufer, macrophagal,
epithaiie!, stromal, and biastocoefic nature In which bberant funciion, expression, aciivation or
signaiting of the arbB tyrosine kinesea sre invaived. In eddition, the compounds of the present
nvention mey have therepeutic uflty In inflammetory, anglogenic and immunciogic disorders
nvohving both identified end as yot unidentified tyrosine kinases Thot are inhibltsd by the
compounds of the present invention,

The compounds of the present iwention may aiso be usaful a3 blomarkers for the
metabolam  of  E-2-Mathouy-N-{3-{4-3-methyl-4-(6-methy-pyridin-3-ylosy)-phemylamino}-
quinazofin-§-yl}-aityl)-acetsmide end may further be usad to detsrmine iis rais of sbsorption
and metabolic breskdown in mammais, such as humans.

The in vitro activily of the compounds of formula 1 may be determinad by the following
procedure.

The c-arbB2 kinase sssay Ia similar to that described previously in Schreng et. al.
Anal. Blochem. 211, 1883, p233.239. Nunc MaxiSorp 86-well plates are coatad by incubation
ovamight st 37°C with 100 mL per well of 0.256 mp/ml Poly (Glu, Tyr) 4:1 (PGT) (Sigme
Chamical Co., St. Louls, MO) In PBS (phosphata buffered saline), Excess PGT is removed by

(@
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The kinase reaction Is performed In 50 mL of 30 mM HEPES (pH 7.5) containing 125 mM
sodum chioide, 10 MM magnesium chiorids, 0.1 mM sodum orthovanadsts, 1 mM ATP,
0.48 mg/mL (24 ng/wall} c-erbB2 Intraceliular domain. The intreceliuiar domain of the erbB2
fyrosine kinase (amino acids 674-1288) Is expressed as a GST firsion pratain In Baculovirus
end purified by binding (0 end elufion from ghutsthione coated beads. The compound in
* DMSO (dimethyisulfoxide) I added o give a findl DMSO concentration of sbout 2.5%.
Phosphoryiation was inftisied by addiion of ATP (adencsine triphcaphats) and proceedad for
& minutes &t room lemperature, with conatent shaking. The kinase reaction ls terminaied by
espiration of the resction mbdurs and subsequent washing with wash buffer (see sbova).
Phosphorylated PGT Is measured by 25 minuiea of incubation with 50 mL per well HRP-
conjugated PYBS4 (Oncogene Sclence inc. Unlondale, NY) entiphagphotyrosiné .entthady,
diuted o 0.2 mg/mL In blocking buffer (3% BSA and 0.05% Tween 20 in PBS). Antibady ls
removed by Bspiretion, and the plate Is washed 4 times with wesh buffer. The colorimetric
whdmwdemummaummwm.
Gaithersburg, MD), 50 ml. per well, end stopped by the additian of 0.08 M sulfuric acid, 50 mL
per well, Phosphotyrosine is estimated by messurement of ebsorbance at 460 nm. The
signal for controls Is typlcally 0.6-1.2 absorbancs units, with essentially no background in wells
without the PGT subslrals and is proportional to the time of incubafion for 10 minutes,
inhibltors wera identifled by reduction of signsl relative to welis without intibitor snd 1Ceo
values comesponding fo the conceniration of compound reguired for 50% inhiition are
determined. The compounds exempiified hersin which comespond to formmia 1 heve ICy
vaiues of < 10 uM against erbB2 kinass.

The acthvily of the compounds of formula 4, in Wvo, can be datammined by the amount
of Inhidllion of tumor growth by a test compound relstive o a control. The tumor growth
inhibitory effects of various compounds sre messured according to the method of Corbett
TH., el al., “Tumor Induction Relationships in Development of Transplantabla Cancers of the
Colon In Mice for Chemotharapy Assays, with a Nole on Carcinogen Structure®, Cancer Res.,
3B, 2434-2438 (1975) and Corbett T.H., et al., "A Mouse Colon-tumor Mode! for Exparimental
Therapy", Cancer Chemother. Rep. (Pert 2)°, 5, 169-186 (1975), with siight modifications.
Tumors sre induced in (he left flank by subcutaneous (sc) injection of 1-5 million log phase
cuttured tumor cally (mirine FRE-ErbB2 caefla or human SK-OV3 ovarlan carcinoma calfis)
suspended In 0.1 ml RPMI 1640 medimm. After sufcient ime has elapsed for the tumors lo
become peipable (100-150 mm3 (n sixa/5-8 mm in diameter) the test animals (sthymic female
m)mt?!hdwlhteﬂmpoundﬂmmmlmmdwbﬁmp‘mlhﬁ
Gelucire) by the Intraperitoneal (ip) or oral (po) route of edministration ance or twice delly for 7
to 10 consacutive days. In order o determine an antl-umor effect, the hanor Is measwed In
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miblmeters with 8 Vemier caljar across iwu diamatera and the himar skze (mma) Is caleulaind
uaing the formuix Tumar ste (md) = {englh x [width]2)/2, Bcoording 14 the methods of
Geran, R)., pl & "Protocois for Em.erﬁm-chaﬂlc:l Agents and Malural Producis Apatmst
Arimel Tumors amd Other Biclogioal Systama’, Third Edltian, Cancer Chempther, Req,, 3, +104

- {1972). Reals are expragsed 23 pesbent inhibillion, acvording Lo the fonmule: hibiion (%) »
| (MWegraa — Tl TWorry T 100%.  The frk sfie of lumor implantstion provides

mpmdmﬂemnﬁm fox' 8 variety of chemathemapeuliic Sgams, and the method of
mg.mahl {tumer,diamater} s a refisble mathoed n:raln-um turmar grnm raias.
Administefion of the compounda of e prasanl iwandan (henainafii the m:ima
gnmpnm:l {s)") can bo efiectad ly any meithad that enahins delivery of tha ‘compounds to the sl
of aciion. These methods Indlude oval roulms, Infethodens roules, pamniwal Yriection
{inciuting fytrevencus, suhcuimneous, lniramua:uhr intrevescuiar or infusion). toploal, ard rectal
adminisration, ) ' -
The amount of-tha acive numpnm:l adnm:hﬁ will ba dapnhnt a1 the subjedt
being ireatad, the savarky of the decrder or conditian, he relw of adminlsiration, the dikposition
of tha compound and the: discredion of fiw prescribing physician, Howewver, an effeulivg doange

.15 In the range of shoul DM mdmuHﬂI_] mgpurhnlmdrmmlparq. pmfaﬂ;lrahmﬂ ]

sboul 35 mpAg/day, In single ve divided doses, Far 2 70 kg nymen, thie vould emount to sbout
.05 1o ebaut 7 gidey, praferably sbout 0.2 1o shat 2.5 iy, In saime inatances, dowege levels
helow the iower imk of ihe aioreszil rangs mey by mare than adequile, while In other sl
lorger doseE Moy be emplayed wihout ceusing any hammil side affact, provided et such keger
dosus e first divided Inte several enrall doses for adminlstration thrughout the dey.
Advantageously, tha prasent invention alse pravides ki for use by a consmumer far
trealing disease, The kils commise a) & pharmacadicsl composition commiaing a compourtd
of #w presant lvention and & pharmaceuticelly scoepisbla carrier, vihicke o diuont; and b)

ineiru¢lions desoribing g method of using the plermecsuticl compogition for reafing the

speciic diaease.

A "' s usad in the inetent sppilcation Indudes o caniainar for contelning ‘the
separate unll dossds forms surh 65 a divided botlle or & divided foll packet, The comtainer
o ba 'n any cormveniional shape or form a5 knowm Iy the et which & mads of a
pharmacauiically acoepisbie wmaterfal, for axemple 3 piyer or cardbosrd bok, 2 gless or
plasth; hottle or jur, & re-ssalable beg (for sxampia, io hold e "reflil™ of tebiske for pleoement
into & dfferent containar), or a bister pack with indhdual doses for preasing oul of the pack
according to & therapeutio suhedule. The contalner employed can depand on tha ewact
dosage fons involvad, for exemple s comvemBional cardboard box werild nat generally be vsexd
io hald B ikid suspension. I s feasible thet more than one comeiner SN be used together In
& eingle peckage io market & singla dosagae Torm. For examgils, tablats may ba contelned in a
boifle, which I& Ly brm conlained within a bax.
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An example of aiich a kit 1 @ an-cailed biisier pack. Hlisler paoks aré wel known in
the packeging indusiry and sre being widely used lor the packaging of FIII_I'I"I'IH:!I.HIH. upi
dosage forme (iablets, capsules, erf e like), Bister packs generslly consil of 8 shast of
reisfively ciilT msterial orversd with & foll of @ prafarably traneperant plastic malerial. During
{he packeging process, recesses ara fomad in the piastio foll. The recessas heve tha sl:a

and sirape of individusl teblels or capaes 10 be pﬂdmi of may have the size and shape to
' Gopammedé#ta multipla iebiets andfer capaules to bé packed. Nesd, (he tehists or capeules

gre placed In the recesses actardingly and the sheel of relstively o maleria! I3 seeded
wpainst tha plaslic foll 81 the fece of the fol which ks opposie from the direciion in which the
recosses were fomed. As B resul, the tblals or caprules are mdividually sesied or
gollactively sasied, 63 dagired, in the 1ecesces betwsan the plasiic foll ahd the sheet
Preferably #ha strangth of tha sheat Is such that the tablele or capsiies can ba mmovad from
the blister pack by manvaly apphing pressure on the recesses whanaby an mnhiﬁ In formad
in the sheet Bt the place of #ra raceas, Tha tablat or capsuls cen tqﬂn removed via sald
opening.

lt maybe Hesinable fo provide & wiitlen mamul'y ald, wheng the written memory mid @ of
the typa cuniahlng Infarmatlon andior instruclions fov the physiclan, phasmacisi o subjoct,
&4, In the form aFnumbars naxl 10 the iabists or capaties whaneby the numbers oomespond
with. tha daye af tho regien which the tablels or oapevies sa spacified should be Ingesied or
a caxrd which containg tha sams type of Information. Amelher example of such a memorny eid

_ s 2 gelendar printad an the card ap., a8 follows "First YWeek, Monday, Tuesday,"...ele. ..

“Second Week, Monday, Tuestlsy, . . " eic. Other varisions of mamory aids wil be readily
apparenl. A “deily doss” can be & single tahlst or oapaule pr seversl teblels or capsules tobe .
{akan on a given day.

Anpiher spechic embodiment of & kit ia & dispanesr d-eslg'lld © :hpsnau e dally
doees ong at e fime. Prelerably, Ihe dispansar s acuippad with g mamory=aid, so &s o futhar |
facTiela compliance with fhe regimen. An exempls of such a memory-ald s 2 mechanigal
counker, which indicales Y number of dally doses thal has been dispensed. Ancther
gxampie of Suoh B memory-akl k a balisry-powened mioro-chip mamary coupled with a Oguld
orysl reageut, or gudible reminder signal which, for ccampie, raads out the date that the leat
daily doke his boan taken andfor reminds the patient whan the ned doss |s 1o ba Kaku,

ln sill snother smbodiment of tha kis, ihe pharmacsuticel composition mey Elso
camprise &n akiftfonel compaund that can ba veed in combination with B commpound of ha
prosamt invendon, or the ki may comprise two phemmaceutical compositions: one conisining &
compound of the prasgat invention and znothar conlaining en addifional compound that can
be used In comblination wity @ compound of the preaant Emntion. .

Tre aotive compound mey ba spplied es 2 sole therapy or may kmmive one or more
giher ant-amor substances, for exampis those selected fram, for exampls, milotio inhviblions, dar
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encampla vinble=ting; alkyiating 2gents, for w=ample cisplain, cerbopiaiin and Sycephosphemide;
aril-metsholtes, for exsmple 5-fucroursci, cyiosine srebingside and hydrowyurea, or, lor
exemple, onw of the praferred enti-mefsbolies dlu:.inﬂi In Europeen Patent Applicetion No.
230382 such ac G-, d-dmdsu-z-rmlhy-d-nwﬂn@lh-ﬁ-ﬂrrﬂw -i-rrdhylaming]-2-
manmﬂ-h-gmlml: ack?; growth facky hibfoes; ool eyeia Inhibilore; intercalating antfbiotics, for
examnple sdiemygin and bieomycin; enzymes, fn’_ﬂmﬂe intenferom; and antHhomones, o
qmmpieanﬁ-nhgem:ummdw"tmmudﬁmu,bmmphmnd:WMH
Casode™ " (4"-cyano-3-(4-Ruomphanyisaphonyf).2-hydrmy-2-methyl- 3%

Ilnfl.mrnlnlﬂ'lmrnplumllll} Such conjoint treaiment may be :Ehln\d by wy of ths
simultaneous, sequeniial or miparata dosing of the indivigual oompomans urlla halmmt.

The phenmaceulcal compusiion mey, for sxample, be in a form :ulbl- “for onal
gdminkiration &% & iabiel, cepsuls, pil, pnwdar suieiad ralaease formulstions, solition,
suspersian, for parentersl injection a5 a sierlle walption, sulpamﬂnn or emulslan, for toplos
adminiprzfion 88 an oiniment or i of far recisl adminiciraiion =¥ 2 suppusliory. 'The
ghammecautical composilion may ba 1 unk dawege forms sukabie for single administration of
peecise dossges. The phameceutics ':nmpnun'm will fiude a comrentionsl pheemacautics]
camler dr excplanl and & oompound accordng I the hwantion as an sciive Ingrecisnt. In
acidition, it mey include cher medioins or phmutml :gnru caTIers, u:ll.mnln, i,

- Adrminiatralion of & combinefion of & compound ¢f the prosent Invanfion and &n
addiional compound of additionsl compounds masts that these compounds ba

admiristared ‘ogaither 25 8 composkion or as part of tha same unlary dosege form or in

separeia doasgs fomna, adminisierwd.at the same time o at difsrent times.

Exemplary parenteral edminisiration torme inciude aokutions or pmu‘mi of aclve’
eompounds in stodla apmous solulions, for example, aqueous propylans: gycol or dexkose
solsions, Buch dosapa forma can b suitably bufared, Fdesired.

Buiable pharmeseuiical camere Include Inerl diluents or Riem, weter and wacibus
orgile scbverta  The phemacatical composiions may, If desied, contaln additioom
Ingresiianis &isch B8 flavoringe, bidars, sxciplents and $a Kke.  Thus for oral agministration,
iablela conizining verkous excipinna, sudh 3% cifrio soid may be employed logether with various
disiniagranie such 85 siarch, eiginiv sckd and terfein complex slicalas and with binding Rgette
sych 35 cucrode, phlatin and acanis. Addilonaly, bricaling agenis such as magneshen
piggrate, sodium lwryl culfate snd Glc sré often ueslul for labiedng puposes.  Sclid
compeslione of a simiar type may alae e amploved In soft and herd filled gelafin oapsulks,
Proforred malerials, therefore, include laciose ar mik sugar and high maoleculer waight
polyathviane ghycols. When aquecus suspensions or elikin e dealned for oral adminlalretion
13 potive compowrd theveln may be combined vith verine swestening or fiswcving agente,

1.0
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calaring matbers or dyes and, if desired, emuisiiying agents or suspending egenty, Ingn'lhr with
diksenis such o2 weter, efwnol, propylene giyool, pivoerin, or combinaions therasf.

Mathods of preparing verdous phaimaceutioal composillions with & q:!ell’i: st of
malive compound ana known, o will by apgarent, 1o those skiled in Sis ert. For oamgpies, see

Pemington’s Prarmaceinel Sciencee, Meok Pubiishing Compary, Easwr, Pa., t8ih Eai n

"{1975).

., The sxamples end prepersdons provided below iuthar lustrate and exemplfy the
carnpounds of the present mverfion and methods of prapaihg such compounds, B 16 10 be
indersiond that the acops of the presant ivanon b not fimied In any way by T scops of the
following exemples and prepereiuns, In e flasing axamples molacuies with & single chirsl
CETNEr, unlEssoﬂienﬁsa‘nuted.acidunmmlu mixiura. Thosa malecules with twa or
mona chiral Gantgrs, unless plharsisa notad, exiat &3 a racemic mibsune -of Nashaomers.
Single snantiomarsiSaciorooeners may be oblained by methods knawn to thasa skBlad In the

_ Where HPLC chromatography & refamed @ |I"I the praparations Bnd examples below,
L was performed using B Weters Algnce HFLC -syaliri 2800 + 096 pholodiode amey)
Prepasative HPLC was perormed using & Welers 717 sulosampler, 996 PDA, 500 condrelier.
Cthar delsils regarding the chrometogrephie procedures ane grovided” within the sxsmples
bl

The compounds of the present imvention may ba synthetlcally prepared sccording io
the achems 1 shown above or sitemsiively they may ha prepared wsing biokanskameiion
techniques wall lesown o those of ondinary skl in. e art and as described below.

EXAMPLES
Exampls 1

General Muthed for Blatransformation

A bloransformalion cen be pchieved by thaas skilad n the ard by conbasling e
substanca 1 by ensformed, and other mecessary reactanis wih a veriely of Iving
micreorgenisms or the enzymss darvad from tham under conglione Sulteble for & chemioa
inlsraction to oceur. Bubsequendly, the products of iha reaction ars asﬁmﬂd and thoas of
inlerest are purlfed for alucidaion of thelr chemicel struoture end physical end biclogicel
properiies. The enzyme? can be prosés 2a; puriiad reagents, in arude xdracle or lysales, in
ikt cells, in Solullon, in suepension, e covelently al'tn_l:had to 2 supporing suNote, or
imbedded b 2-pemeable malrix (e.g., agarose or siginats basds). The substrate and ofwr
necesagry reechants (9.9., water, alr, £ofaciors) are aupplied a3 the chemisiny dictetes.

Generally, the reaction ks caried qut In the prasence of ong or mone Buld phases,
aquenus andior orgenle, to promots maeg iransfer of the raactenis and products. The
rsation may of sy not be corchacied pseptically, The condifions for maonlioring tha progreas
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of ¥, reexciorni and tho lsclafion of the produsie of Ow rescfion will vary scoording o the
physical propardes of the naciion sysier and tha chemistry of the reaclernis and products,
and such vEraSans wil be apprecisied by thase of ﬂl'lﬂi'ﬂ'j"llllll nthean

The following ara two cxampies of 4 ldhcmmﬁr.ﬂ- method far camying nul asrobilc
hairmsrnmi:rls fhat czn be exerclied by thowe sikifad in the art i produce compounds of
iniarset. , Nuiriand mud'um (eg, BOWA Mudign daxiues, yeeat axiract, dipotsssium
hwm phosphate, sadlum chioride, soybean flour, weler; adusted to ngulsal pH) Is Bdded

ko one or rrare culfure vessely (e.q., fammentétion tubes or fizsks) and than steam-gtariized.

Each vessel bs asepticaly inoculated with growth from .an ager r-ullum B suspanskn of
wemhed oslls or epaneg, ar broth from a Lguld rutrient msdhm culfurs & the bisnansfoming
microorganisn, Tha vessels are maynted on a shaker dsaighed for fevmentirian nd shaken
(e.g., Folery operstien at 100-300 rpm) & an appmprlah Iamperature {=9g.. m-m'c: Tong
enough to promaks the growth of the rmn-nmgaulm o & euitable pnpumnn alwa {u.n.. 1-3
days). The perent mempound 4o be ¥ensformad ll-e-. mubetraie} bs dissoived [n waler or &
suitsble waiermizcible solvend {e.g. dimeihylsulfccdide, dimethytionnémide, iyl aicahol,
mua:yl cloohal}, To esch af the blotransformatkn vossels, 1!1: racliing sohion is esepically
ndded lo achieye e desked conceniration of subsirale i:.g.. b.1-02 :rgme}. Tha dosad
vesasla @ana mounied on the shaker and-shatan as befors, unil mn luhlhh hes bean

11

comaarted to produnt(s) by rnlcrobial malahnlhrn {eg., 1=10 dews). The confenis of the - '

biotravmformation vesee! oon ip mechanioally irestad (e.g, by filtretion or canfrifugstion] 1o
separgte ynidisyoked salds and cels from the equeous phase or extractd at a pH oplimel for
exiraciion of the desirad scompounds (weler-inmlschile arganio salvants Include, but are nol
imitad lg, methylere chioride or allwl acelaie), | sapsarated, the soiMds can by exiracted with
a sukshle waier-misolble oiganic saivent (e.g., mathanol). The soivant sxiract of the solide
and ¥ aquaols phase oontent frarn the vesaels are woovaned, combined, and conceninstad
using sulisblke methods, 6.9. sofid phasa exirention end drying under necoad prassure. The
drisd crude v redlssalved In & wolvent that [s compalibie with the purification metod (..,
scatorfirlla, mathered, walar, or HFLC mablle phase), i=oistian and purification of ‘tha
bintransformetion producha) can be achisvad by, but not imited fo, eclid phass wxitactnn
(SPE) faliowad by reveraed phage high performénae tiquid chrometagraphy (HPLC).

The biirsnsformetion produci(s) cen ba monkored during chromatographio
eaparpion for example by’ LV-abecrbance and pholodiode. amsy speciel profie. Frsclions of
the HPLG mablie phae gontaining the produci{s) of inlerast am releined and the product(s)
latare axfracted from the mobile phEge using suilsbie methods, &g, vacuum drying foliowed
by SPE or walarimmisalble orgeni; solvent axiraction at 5 pH oplimel for exireolion of the
desired compounds, The soivent ke from BPE extraction ke necoverad, fitered ko remove
soliis, ind oonoeninded undor recuced pressune 1o produos drisd puified biotrenstarmation
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producl{s). The chemical siuﬁ.ure of dhe olatad product(s) ls datammingd by rn:liss
speciroscopy (MS) and nucesr magnetic resorance (NMR), : '

Peeparsfion of  B-N-{3-{d-[3-Hydroxymethyl-4-{Bnethyl-pyridin-3-yioxy]-
phanylamino}-quinazofin-8-yI}-alyfj2-methoxy-acetamide by microblal

" blotrnsfonmation -

. Fifty mililkseg {50 mL) of JOWA Madim (enhywirous dexirose, 20 g yeaal exfract, 5 g;
dipotassicm hydrogen phnsmd:!. b g; sodfum chioride, 5 ¢; soybaan four, & g; diniflled water, .
1 L; adjusted fo pH 7.2 iwith 1N hydrmohloris achi) were seided o eaah of twerky-nine 250 ml.
Erlanmeyey aske wilth foom plug elnsuras and wene eteam-sielized for 20 minules at 15 puig
and 12°%C. Thras fiaskg wens xpplically incculated with 0.5 mL of 8 aryogenicaly stored (-
B0°C) stock of Streplomyces albulus (ATCC 12757} mycalm, The ioculated fasks ware
mounted verlically an 8 rotary shaker {2-inch throw) and shakes &t 210 spm. ored 20°G for 2

. diaye (oculum stage). Then & mL of the inogulum stage cullure wes esapiically rensfarrad

b each of fo romeining 26 flsks (biransformelion simgs),  Thw  inoouiatad
bivtraneformation flacks wene mownded vertically on'a rolery shaker (2-inah theidw) amd shalkan
5240 mm and 20° for 2 days. The methanesulfonste saft of 2-Misthexy-N-(3-i4-(3-mathyl-4-
{E-math-pyridin-3-yloxy}phanytaminolquinazolin-o-y-elyl-acetemica {in, subclate) wes
gissolved in dmethylssifoxdds {10 mgimL}. Ta each of the lwanly-&ix hhuan:hmaﬁfn llasks,
0.5 mL of the resulling eslutivn was aseptically added to give an initial subsinete concwirafion
of 0.1 mg/mt. {130 mg iokal in 28 fasks). The dosed fisks were reaymbsd verfically on the
ratary shaker gnd sheken et 210 rpm end 29°C Jor an additional 3 days. Al The end of the 3-
day hioirensformetion period, contents of the biolrensfarmeiion flasks were combined. The
pH of the whole bralh wes adjusied lo 8.5 wilh 1N sodkum hydrodde. The resulting broth wes
exiraciad twlcs wilty an aqual valumne of athyl acelate. The ongénic phasa wae concantmated
ueing & rotary avaporaior (40°C waler beth) then teiosn lo drynese under reduced pressure
{8avant Speedvac, low heet, full vacuurn sstting). Dimethyisutiexide {0.4 mL} was added {0
Ihis reeidis: which wae fhen loaded anto » preccandilianed Wabers C18 SepPak [5 g) for solid-
phesa exiraction (e cariridga was Flwnndi'limml $% par mandachirer's direchions). Afiar
kbading. the column was washed with 24 mL distillad water followed by 24 mL of 28%
methanal In weler, then 24 mL of 50% methanol in water @ remove urwenied metersl. The
oompotnd of nderast was siuied wih 24 ml 75% melhanal In water. The 2% methanot In
weler feoiione wers dried under reduced pressure (Sevent Speedvac, low tampansture
selting, full vacuurn astting) cvemight Methanol wes added 1o ssch of tha tubss, combinkg
#ws resigues (spproximeisly 0.8 mL) for reversed phese high performanca Tiquid
chromatogephy (HPLC Method 1) to iselets the compouwnd of interest,
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Mablie phase:  linear, gradient frarm D-20 min.
80:10 to 50:50 over 20 minutes; step b 10:00 at 205 min;
hold st 10-90 for T minules
{aqueciss buffer [5 mM wponlum soekale, pH 4 5]
sceloniirile)

Plow rete: 12 miLfmin.

Monflor: L lbsuhnln al 254 nm; photodiods: amey =t El.'lﬂ-
400 I'II1

Fan Time: 2T min

The e compowsf hiad a retenlion time of approximately 172 mintes. HPLC
fractions comiaining the Blle canpound were oplected. The pH of the shiale wes edquetad o
~B.A with 1N NaCH then exttectad bica with an squs! valume of dinhioromeiaes, An allquot
of the organic phasa wae laken lo dryness under & slream of nitrogen ges (3°C water bedh)
and reauspended In mekwenol for revarsad phase’high performance lquid chromatography
HPLG Methed 2 for onolysl. The campound of interest hed & retonbion tme of
spproximetely 14.7 minuies In this analvticsl essey. The parent compound wiuted st
approsimetaly 19.3 minules (n the same assay.

HFLC Mathod 2. :

Column: Walera Bymmeiry C18 Sy- 2.1 % 180 mm.

Maoblla phase:  Enear gradient kom D-20 min;

80:10 to N0:50 over 20 minutes; etep In 1D'Sﬂlal205 mln. hdld at
10:90 for T minuias; '
(aquaous buffer [6 mid ammanium aceisde, pH 4.5]: acetontime}
Flow rala: 0.3 mL/min.
Monltor: LV absorbanes at 254 nm; photadiods ar sy at 200~
404 nm

Fain Time! 30 min.

The remalring organkc phase was concenirated using B rn'tanr pvaporaine under
reducsd messury (0AC waler bath) then feken 1o dnness under raduced pressurs (Savant
Spewdvac, iow (emparakre setiing, ful vasuum setingl.  The compourd of Interast (15.8 mg)
ware isclaled B9 @ yellow pawder,

It had UV-light absorbance maxima (Aege) Bl 425 nm, 312.8 nm, and 347 nm. Mam
spactitmealny: mir= 486.5.

M C0y0N): § 8.78 {s, 1H), 8.55 (d, /=18 He, 1H), £.45 (d, J=2.B Hz, 1H), B.25 &id,
J=4.7, 1.8 Hz, 1H), 8.02 {&, J=2.8 Hz, 1H), 758 (dd, JuB.7, 28 Hz, 1H). 7.85 {8, J=8.7 Mz,
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1H), 721 (dd, J=8.7, 2.8 Hz, 1H), 7.78 (d, J=B.7, 1H}.'r.§1 {d, J=6.7 Hz, 1H} .78 {d, J=15.9
Hz, 1H), 8.64 (di, J=16.9, 58 Hz, 1H), 4.74 (s, 2H). 4.14 (dd, J=6.6, 1.2Hz, 2H), 3.98 fa, 2H),
3.48 (s, AH), 2.79 (s, 3H). "'c (CD,OD) 3 1714, 1612, 1609, 1808, 164.5, 151,1, 150.4,
150.0, 139.0, 137.5, 1344, 184.8, 184.8, 132%, 1327, 130.8, 128.0, 9282, 1259, 1267,
1241.2, 1200, 119.9, 114.8, 71.7, 505, '56.7, 403, 13.9.
' Examgle 2
Pyepesrafion nf E-H-Iﬂ-ﬂ-[d-tﬁ-hrdwrhmﬂn-s-rlmjmnlhﬂ-

| phnn_:flnmIm]-quln::nﬂn-ﬁ-yl]-llIyl',l-!-mnﬂm-nnhmlﬂu

The compound of mbarest E-H-{J-{l—ll—{ﬂ-hvdmrnﬂmﬂrhﬂw}a—malhﬂ-
phenylaminal-quinezolin-6-y}-aliy)2-methcxy-soetemide was pruparil:l using the muuln
described In Exampie 2 wilh the folowing diffarences B3 noled below.;

The microorgensm used was Strepiomyces rimosus (ATCC 23065) m;uglum
{nsland of Strmpianyres abulia (TCE 13767} mypailum). Tha doced Meskes wors sheken
for an adcionel § days (nsteed of 3 days) The-Site compound hedd & retention fivie of
spproximately 18.5 minuies, using HPLC Method 1 of Example 2. Afiekr the’ HPLC-fractions
{from HALG Method 1) were collected, the eluale wes then sxireclsd twice with an equsl
'valume of tluhlmumelllna (no pH adjusiment of eluale was oamied uﬂ], The nurnpmmd of
intEreat had & rel:amlnn tima of q:prmlmalﬂr 15.3 mimses amdl'g in tha xecond high
parformande lguid :hrn'ma1nnra|iy {HPLC Maihod 2). The parenit compound eluied at
approximaialy 193 minuies In the come apsay. Tha campound of Inlerast {104 mg) was
isolaind 28 » Yelow powder,

The compaund hed Uv-ight sbsorbance maxims (A} o 242,86 nm, 128 nm, and
347 nm. Mase spectromelry: mime 4863, ' _

'H (COJ0DY: 6 8.53 (w, 1H), B.A0 {d, J=12 Kz, 1H), 822 (d, J=2.8 Hz, 1H), 8.0 {d,
Jug. T, 2.0 Hz, 1H), 772 [d, J=28 Hz, 1H), 7.76 ., J=B.7 Hz, 1H) 7.44 {dd, J=8.7, 2.8 Hz,
1H), 7.54 (d, J=B.7 Mz, 1H), 7.41 (dd, J=8.7, Z.8Hz, 1H}, 7.04 (d, J=B.7 Hz, 1H}, 6.76 (d,
Joi59 Hz, 1H), 8,53 {dt, J=15.8, .8 M=, 1H), 4.70 (s, 2H), 4,12 (m, 2H), 3.99 (a, 2H), 3.44 {x,
IHL 2.28 & SH). UC {CDLD) § 7718, 1593, 1861, 1844, 153:7, 151.2, 147.1, 1380,
1487, 1388, 1318, 130.7, 1301, 1205, 1370, 125.0, 1264, 123.1, 122.2, 1204, 120.3,
115.5, 71.T, 64.2 58,6, 40.8, 154, .

: Emnie 4

Preparation of  E3-{4-[3-Methyl-4-{6-metini-pyridin-3-yloxy)-phenylamina]-
guinazolin-6-yi}-acrylis achd ' '

To & cooled {{*C} stimed suspéneion of NaH [ 4.8 g, S0%, 0.12 mal) In enhvdrous
DMF (B0 mi) waa ardded dmpwisa a solulfon of PhOH {11.9 g, 0.12 mol) In dry DMF {SD mL).
ARer the eddition, 4-chioro-Hadoquinazoline {29 g, 0.1 mal) wae added porfionmise.
Thereafler the cooling bath was remaoved end tha resulfing soluBion was siitned at room
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{smparature for 1.5 h, quenched with waler (300 mL). The product precisiaed and was
extracied wilh EXOAZ {800 mL). The separsted organio layer wus washed with 8¢. NaOH,
weter, brine, dried over NaZ304 wnd moncaniratad (0 ghve 8-indo-t-phancoryauinazdine Ba off-
white soild (22. g, 54%). Crystalizstion from EXOAC peve whits soft and short needle crystele-
A mbdura of S-dado-4-phanoxyegrinealing {_3.5 a2 10 mmol), prepared In the

.+ preceding pensgreph, myhyl acryiate {Bg, 70 mmal) , PADAC); (140 mp, D82 mmal) and
' PhyP (320 mg, 1.22 mmol] In EYWDMF was purged with Ny end the preseure reaction vesesl

was tighlly capped. The reaction was (hon hemied an an olkbeth et 110°C, with eiiming. Thin
leyer dhromatogrephy indivaisd thel the resolion was sompists sfiar 3 hours. The product
mixture wae then frensferned io a nmn:l botiomed fiask and purged with a stream of Ny o
remove the medyl ecryie. The residue was fhen dissoived in ety aceksle, weshed wih
water, brine, died over sodhm sulfaie and concentmbed io give cruds B-3-{4-Phanciy-
cuinazoln-841) Borylie acid matmd astar a& yullow salid which was mmtlallhd [ )] amyl
acelate to yield 2.3 g (70%) of paie vellow crystailine soild in two CropE,

. A mixture of the product (E-3-4-Phancoy-quinmoin-G-yiacryllc scid methy aster)
fram the preceding pamgraph { 307 mag, 1 mmal] and the desined anline {21 8-my, 1 mmoi}
Ezken up in phenol [2 g) and the resulieni mixiure liested at 100°C on en oilbaty and &
cler solution was: obiained, After heating 20h, thé brown solulion wes distlsd undsr reduced
pressure o remove phanol. Tha residua vas partiionad batwaen diluts NaCH and matindene
chlaride. The separalod organic layer was washed with brina, dried ouer sadiyve sulfale and
concentraled io give the cruds product, which was purfflad by chromatograply (o ghva pore E
3 {AL3-Muthyd-4-{B-cnaliy-pyrkdin.-yimey)-shanyiaminop cuinzzalin-8-34-servie  scld  mathyl
water (ABD nag).

A mixhire of the meihy eater (450 mg, 1 mmal) and EECHHD (0.6 g, 18 mmol) in
meREnoliwaler {10/1 mi} wae refluxed for 3 h After oooling the reaciion waa neulekzed with
pmtic acld (0.9 g, 15 mmal) in 2 mL of H:0 fo pH 6.0. A cheer zohfion wea obiained Mitlatly
gnd the ackl produdt predipieied krier &8 & yellow solid, which was collscled by vacuum
fillrafion and dried 1o give the fnal product B-3-{4-F3-iethyi-4-6-matnyl-pyridin-3-ylosey-
phenylaming-quinezolin-6-yl-aciylic acid a8 a yalow solld (280 mg, 66%).

"H (CD4OD): 8224 (2, 3H), 2.48 (a, SH), 6.70 (¢, J=15 Hz, 1H), 8.58 {d, 1H), 728 {m,
2H), 7.8 0m, 1H}, 769 (m, 1H), .78 (m, 1H), 7.78 (d, J=18 Hz, 1H}, B.1 (n, 2H), 8.8 {5, 1H).
8.6 id, 1H). mfz (E3+} {M+1)413.4. HPLC R=4 &1 mins.

The comgounde of tha presan invenfion cen ekse be producsd in ‘mbduras sa
metsbolies of tha B-2-Mathaxy-N-{3-{4-[2-methyl-4-{B-rmethyl-pyridin-3-voxy)-phanyaminn]-
quinszoBn-5-y-alyl}-scatsmids Whose struciura Is shown belowr.
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As m B2 M:l'mﬁl-{a-{-l §3-mathyd-{6-methyl pyridin3~yicxy}-phenylamina
q.lnaznin-ﬂ-ﬂi-ﬂy&awlamﬁ tan be huuhﬂul with mouse, ral, mexikay, dog, mnd humen
hepatic tissue prepercions [uices, humngerﬂii Iupntuuﬂas. mimosomes} or wilh

5  recombinent anzymes (&.g.. humsn CYP oontatning isad cell microsomes). Eds, urjne, and
plasma samples can be coflecbed, n'l:ll iurther worked up o obiain eamples of . mixkres of '
maiabolllai. These sempiss can then ke subjecled to soparation by HPLC, and ﬂyﬁd by a
stenciand instrumentation lechrigues sich Be mass epaciromeiry, NMR and V.
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What [s claimed ls:
1. A compound of the formila 1

N
e
n‘n’q

R™—CH=CH _
N
7
1

or & pharmacsutically acceptable safl, soivate or prodrug thereof, wherein:

R' is selecied from the group consisting of H and Cy-Ce alkyt;

" -R" In selected from the group consisting of H, C;-Cyq alkyl, Cr-Cy alkuxy, and Cy-Gy
hydroxysiiyl group; ' :

R* s selected from the group consieting of H, Cy-Cy aliyl, C+-Cy hydraxysikyl, and
C{O)OR* wharein F* is sefocted from the group consising of H and Cy-Cy aliyl;

H" la solected from the group conaisting of -G{O)OH and -(CR"R’)s-NA'R® whersin m
Is an integer from O to 3; each R* and R’ 1 independantly selected! from the group consisting
of H and C,-Cy alieyl, and wharein R* is selected from the group consisting of C,<Cq alkyl and
CIOCR'CANrO{C1-Cy alkyl); whersin the compound of formuls 1 Is further optionally
substinuted by a hydroxy or an O-glucuranio acid substituent.

2.  The compound aocording to claim 1, wherein R' is H. R* Is hydroxymethyl, R
is mathyl, and R® I -CH;NHC{O)CH,OCH, '

3 The compound aoconding to clalm 1, whersin R’ Is N, R* s methyt, R" s
hydrexymetiyl, and R® s -CHyNHC(O)CH;OCH,. '

4.  The compound of to clalm 1, wherein R* la H, R* s methyl, R Is methyl, and
R s -C{O)OH. -

5. mmmmmmcumi.mn‘hﬂ.n'hmmn‘b-
COOH, and R® is -CHyNHC(O)CH;OCHS.

6. The compound according o clalm 1, wherein the compound of formula §
further comprises a hydmuy substitvent, and whersin R' is H, R* is methyl, R is metiyt, and A*
15 -CHaNHC(Q)CH,OCH,-

7. The compound according to claim 1, whereln the compound of formula 1
jurther comprises a hydroxy substiueni, and wherain R' is H, R’ & methyl, R® i
hydroxymethyl, and R' is -CHNHC{O)CHOCH).
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. B." mmmmmhdm1mn'uun'hwmnn'
Is methyd, and R® is -CH,NHC({O)}CH;OH.

9. ﬂummﬂumdmhehﬁni_ﬂmlnﬂnmmuﬂd!mmhl
I'urhercomhaun-b—glmlcwldsMumt

-10. mmwmmm1mmmmum
pure,

11. A method for the treatmant of abnonmal cell growth In a mammal comprising
mmhmMmmonnwmmdm1Mthm
abnormei cell growdh.

12., Aplmnmﬂulmmmﬂmhhmdmwgmml
mmﬂmﬁnmmﬂdammﬂddﬂnﬂmtmmmm

ocell growth, and a pharmaceutically acceptable canter.
18, Ammodddntarmhmhpaﬁanthubmmwred E-z-M-Imy-N-

mmmwmmmmmmmmmmmm
method comprising the siep of determining If-a pisama, urine, bile or fecel smple obiained
from the patieni shows the presence of the compound ol claim 1,

14. Aldlhrﬂlonamwdlbmrmnlulgmﬂhoompﬂmpa)aphlrmmhl

mmbmwnprhhgnmpmrﬂdchbn1mdaphmmuhﬂywm

vehicle or,dluent; and b} instructions describing @ methad of using the pharmaceutical - -

cormposiiion for treating the abnormal cell growth.
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FURTNER INFORUATION CONTINUED FIOM  PCTASA? 210

Continuatfon of Box I.1

-Although claim 13 1s directed to 8 diagnostic methad practised an the
human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition. Although claims 11 is
directed to & method of treatment of the human/amnimal body, the search
has been carried out and based on the alleged effects of the

compound/coaposition.
Continuation of Box I.2

The present Ciaims 1-10 do not meet the requirements of Article 6 PCT in
that the matter for which the protection 1s sought f: not claarly
defined. Tha functional term “"prodrug" does not enable the skilled person
to determine which tachnical features are necessary to perform the stated
function. It 1s thus unclear which specific compounds fall within the

of the said clalms. A lack of clarity within the meaning of Article
6 PCT arisas to such an extent as to render a meaningful search
iepossibie. Consequently, the search doas not include prodrugs of the

compounds of forsula 1.

The applicant’s attention s drawn te the fact that clsims, or parts of
claims, relating to fnventions in respect of which no international
search report has been established nead mot be ths subject of an
fnternational prelfainary exanination (Rule 66.1(a) PCT}. The appifcant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Prelininary Exanining Authority s normally not to carry out a
preliainary exanination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claias are amended following
receipt of the sesrch report or during any Chapter 1I procedure.

®
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DERIVADOS 4-ANILINO QUINAZOLINA PARA EL
A oD CIMIENTO CE

Ant la invencld

Esta Invencién se reflere a nuevos derivados biciclicos qQue son utiles en
el tratamiento del crecimiento celular anormal, tal como cancer, en mamiferos.
Esta invencidn se refiere también a un procedimiento de uso de dichos
compuesios en el tratamiento del crecimlento celular anormal en mamiferos,
especialmente seres humanos, y a composiciones farmacéuticas que contienen
dichos compuestos.

Es sabido que una céiula puede volverse cancerosa en virtud de fa
fransformacién de una porcion de su ADN en un oncogén {concretamente un
gen que, al activarse, conduce a la formacidn de células tumorales malignas).
Muchos oncogenas codifican proteinas que son tirosina quinasas aberrantss
capaces de causar la transfomacién celular, Como allemalive, la
sobreexpresién de una tirosina quingsa protooncogénica normal puede dar
como resuitado también trastomos proliferativos, dande como resultado a
veces un fenctipo maligno.

Las firosing quinasas de recepior son ena'm'as que atraviesan |a
membrana celular y poseen un dominio de unién extracelular para factores de
crecimiento tales como faclor de crecimiento epidérmico, un dominio
transmembrana y una porcién intracelular que funciona como quinasa para
fosforilar residuos de tirosina especificos en proteinas, y por tanto Influir sobre
la proliferacion celular. Los ejemplos de tirosina quinasas de receptor incluyen
c-erbB-2 (HER2), c-met, tle-2, PDGFr, FGFr y VEGFR. Es sabldo que dichas
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quinasas se expresan frecuentemenio de forma abermante en canceres
humanos comunes tales como cancer de mama, cancer gastrointestinal ial
como cancer de colon, rectal o de estdmago, leucemla y céncer de ovario,
bronquial 0 pancredtico. Es bien sabido que ERBB2 (precursor de la protelna
tirosina quinasa erbB2 (también conocido como precursor de la proteina c-
erbB-2 o proteina erbB2 transformadora relacionada con quinasa)) es un
protooncogén que codifica una tiresina quinasa de receplor unida a membrana
de la familia de! receplor del factor de crecimisnto epitelial (EGFR). Se
sobreexpresa en diversos \ipos de cancer tales como cénceres de mams,
ovarlo, astdmago, pancreas y colorrectal. La erbB2 tiene un posible papel en la
proliferacién de células tumoreles, invasidn tumoral y metastasis tumoral y
resistencia a farmacos.

En consecuencia, se ha reconocido que los inhibidores de las tirosina
quinasas de receptor son ltiles como inhibidores selectivos del crecimiento de
células cancerosas de mamifero. Por ejemplo, Ia erbstatina, un inhibidor de
tirosina quinaesa, sten(ia selectivamente el crecimiento en ratones desnudcs
atimicos de un carcinoma mamario humano transplaniade que expresa la
tirosina quinasa de receptor del factor del crecimiento epidérmico (EGFR), pero
no tiene efecto sobre el crecimiento de otro carcinoma que no expresa el
raceplor EGF. Por tanto, los compuestos de la presente invencidn, que son
inhibidores selectivaos de ciertas tirosina quinasas de receptor, son utiles en el
tratamiento del crecimiento celular anormal, en particular cancer, en mamiferos.
Ademdas de las tirosina quinasas de receptor, los compuestos de ta presente
Invencion pueden exhibir también actividad inhibidora frente a una varledad de
otras tirosina quinasas no de receptor (por ejemplo; lck, src, abl) o serina /

2%
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treonina quinasas (por ejemplo quinasas dependlentes de ciclina).

Otros diversos compuestos, tales como derivados de estirena, han
mostrado poseer también propiedadas inhibidores de tirosina quinesa. Mas
recientemente, cinco publicaciones de patente europeas, a saber EP 0 566 226
A1 (publicada el 20 de octubre de 1983), EP 0 602 851 A1 (publicada el 22 de
junto de 1994), EP 0 635 507 A1 (publicada el 25 de enero de 1995), EP 0 635
498 A1 (publicada el 25 de enero de 1995) y EP 0 520 722 At (publicada el 30
de diciembre de 1992), se refieren a ciertos derivados biciciicos, en particular
derivados de quinazolina, que poseen propiedades anticancerosas que son el
resultado de sus propiedades inhibidoras de thosing quinasa. Ademas, la
solicltud de patente mundial WO 82/20642 (publicada el 26 de noviembre de
1992), se refiere a ciertos compuestos arilo y heteroarilo bis-mono- y biciclicos
como inhibidores de tirosina quinasa que son Utlles para inhibir la proliferacion
celular anormal. Las soliciludes de patente mundiales WO 98/16960 {publicada
el 6 de junio de 1998), WO 96/09294 (publicada el 6 de marzo de 1998), WO
97/30034 (publicada ¢! 21 de agosto de 1997), WO 98/02434 (publicada el 22
de enero de 1988}, WO 88/02437 (publicada el 22 de enero de 1998) y WO
98/02438 (publicada el 22 de enero de 1998), se refieren también a derivados
hetercaromaticos biciclicos sustituidos como inhibidores de tirosina quinasa
que son ltlles para el mismo propdsito. Otras solictudes de patente que se
refieren a compuestos anticancerosos son la solicitud de patente mundial WO
00/44728 (publicada el 3 de agosto de 2000), e documento EP 1029853A1
{publicado ol 23 de agostio de 2000) y WO 01/98277 (publicada el 12 de
diciembre de 2001), todas las cuales se incorporan a la presente memoria
como referancia en su totalidad.

X
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Esta invencidn se reflere a un compuesto de formula 1

07X «
R~-CHe=CH RN R’
)
N
1

0 una sa), solvato o profarmaco farmacéuticamente aceptable del mismo, en la
que,;

R' se selecciona del gnupo constituido por H y alquilo C4-Cq:

R? se selacciona del grupo constituido por M, grupos alquilo C+-Cio,
alcoxi C+-Cg @ hidroxialquilo Cy-Cg;

R’ se selecciona del grupo constituido por H, alquilo C4-Cs, hidroxialquilo
C+-Cs y C{O)OR", estando saleccionado R* del grupo constituido por H y alquilo
Ci-Ca: _

R® se selecciona del grupo constituido por -C(O)OH y {CR®R™).-NR'R?,
en la que m es un nimero entero de 0 a 3; cada R y R’ estd
Independientemanta seleccionado del grupo constituido por H y alquilo C4+-Cq, ¥
en la que R® se selecciona del grupo constitvido por alquilo Ci-Cs y -C(O)-
(CR8CR")-Ofalquila Cy-Cq); y on Ia que o compuesio de formula 1 esté
opcionaimente sustiluido ademés con un hidroxi o un sustituyente dcido O-

39
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La Invencidn se rafisre tambfén a un procedimiento para preparar sl
compueste da fdwmula 1 msdiianke bloransformacion microblane, que
comprende paner en contacto un cultivo de wa microorganismo an un medio
hutrente adecuado para el cado microorganismo con E-2-metoxi-N-{3-{4-f3-
metil-4-{& metilpiridin-3-Hloxi)fenilaminajquinszclin-G-ijalilacelamida & una sal
det mismo vy alslar el compuests,

La invancidn se raftare tambign a un procedimlento para prepasar el
compuesio de férmuls 1, que comprende |a etapa de preparar el compusesto i
wivo.

La invenciin se refiere ademas a un procedimiento para preparar el
compuesio de #ormula 1, que comprende la slapa de praparar &l compuesio
aintéticameants.

La invencitn s reflere temblén 8 un procedimlento para prepasar E-iv-
{3={4-[3-hldroximatil-4-(6-metilpiridin-3-iloxifenilaminoclquinazolin-6-il}alil}-2-
metoxiacetamida, que comprende poner en contacto un cultvo  del
micreorganismo Streplomycas albufius en un medio nulriente adecuado para el
citade micrporganisme con la sal metanosutfonado de E-2-metox-W-(3-{4-[3-
meti-4-{8-metilpiridin-3-lox|)fenllaminolquinazolin-G-fall jacetamida y aistar 1a
E-N-{3-{4-{3-hldroximetil-4-{5-metilpiridin-3-iloxienll aminolquinazolin-8-all}-2-
metoxiacatarmida.

La invencitin sa reflere tamblén a un procedimianit para preparar E-N-
{3-{4-]4<{G-hidroximetil piridin-3-loxi}-3-metilifentaminclquinazolin-g-ifall }-2-
metoxiacetamida, que comprende poner en comacto un culivo del

microorganiamo Sfreplomyoces rimosus en un medio nubienta adeacuado para el

rs)
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citado microorganismo con la sal metanosulfonato de E-2-metoxi-N-{3-{4-[3-
meti-4-(6-metilpiridin-3-iloxi)fenilamino]quinazolin-g-iljaliljacetamida y aislar la
E-N-{3-{4-[4-{8-hidroximetilpiridin-3-iloxi)-3-metilfenilamino]quinazolin-8-il}ali }-2-
metloxiacetamida.

La invencién se refiera también a un procedimiento para el tratamiento
del crecimiento celular anormal (tal como cancer) en un mamifero, que
comprande administrar al citado mamifero una cantidad de un compuesto de
formula 1 que es eficaz para tratar el crecimiento celular anommal.

La invencidn se refiere lambién a un procedimiento para el tratamiento
del crecimiento celular anormal en un mamifero, que comprende adminisirar al
cltado mamifero una cantided de un compuesto de férmula 1 que es sficaz para
tratar el crecimiento celular anormal en combinacidn con un agente antitumoral
seleccionado del grupo consliluido por inhibidores mitdticos, agentes
alquilantes, antimetabalitos, antiobiéticos intercalantes, inhibidores del factor de
craecimiento, radiacién, inhibidores dsl ciclo celular, enzimas, inhibidores de
topoisomerasa, modificadores de la respuesta biologica, anticuerpos,
citotdxicos, antihormonas y antiandrégenas.

La presente invencién se refiere ademés a una composicion
farmacéutica pera el tratamiento del crecimiento celular anormal en un
mamifero, que comprende una cantidad de un compuesto de formula 1 que es
oficaz para tratar el crecimiento celular anomal, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La presente Invencién se refiera ademés a un procedimiento de
determinacién de sl se ha administrado e un padente £-2-metoxi-N-(3-{4-{3-
metil-4-(6-metilpiridin-3-Toxifaniaminojquinazolin-6-T}aliljacetamida,

<
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comprendiendo el procedimiento la etapa de determinar si una muestra de
plasma, orina, bilis o fecal obtenkla del paciente muestra la presencia dal
compuesto anteriormente citado de férmula 1.
La presente invencion se reflere también a un kit para el tralamiento del
5 crecimienio celular anormmal, que comprende a) una composicién farmacéutica
que comprends un compuesto de formula 1 y un excipiente, vehiculo o
diuyente farmacéuticamente aceptable; y b) Instrucciones que describen un
procedimiento de uso de la composicién farmacéutica para tratar el crecimiento
celular anormal.
10
On detal invencidn

Esta invencion se refiere a un compuesto de fdrmula 1

N
=
¢ T
R'N R?

R*—CH=CH

P

o

N

15 o0 una sal, solvato o profarmaco farmacéuticamente aceptable del mismo, en la
que
R' se selecciona del grupo constituide por H y alquilo C+-Cq;
R? se selecciona del grupo constituido por H, alquilo Cy-Cqp, akcoxi C1-Cy
@ hidroxialquilo C4-Cag;
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R? se selecclona del grupo constituido por H, alquilo C4-Cs, hidroxialquilo
Ci-Cs ¥ C{O)OR", en la que R* esté seleccionado del grupo consiituido por H y
alquio C4-Cg:

R® se selecciona del grupo constituido por -C(O)OH y {CR*R™)}-NR'R%,
en la que m es un numero entero de 0 a 3; cada R® y R’ se seleccions
independientemente del grupo constituldo por H y alauilo Cy-Cs, ¥ en la que R®
se selecclona del grupo constituido por alquiic Cy-Cs ¥ -C(OHCR*CR )m-
Ofalquilo C-Cg). v en la que el compuesto de formula 1 estd opcionalmenta
sustituido ademés con un hidroxi o un sustituyente acido O-glucurdnico.

En una realizacidn preferida, el compuesto de fémula 1 es
sustanciaimente puro. Las formas sustancialmente puras del compuesto de
fdrmula 1 pueden obtenerse, por ejemplo, mediante sintesls quimica, in vivo o
biotranslormacion, comao 8e indica con detalle a continuacion.

En una realizacidn especifica. an el compuesto de férmule 4 R' es H, R?
es hidroximetilo, R® es metilo y R® es -CH;NHC(Q)CH;OCHs.

En ofra realizacin especifica, R es H, R? es metilo, R? es hidroximetilo
y R® es .CH;NHC(O)CH2OCHa.

En ofra realizacién especifica, R' es H, R es metilo, R® es metilo y R® es
-C(O)OH.

En ofra realizacidn especifica, R' es H, R? es metilo, R® es COOH y R®
a8 -CHNHC{O)CH;OCH:s.

En otra realizacién especifica, en la que el compuesto de formula 1
comprende ademas un sustituyents hidroxi, R' es H, R? es metilo, R® as metilo
y R* @s -CH;NHC(O)CHOCHs. En una realizacidn, el resto hidroxi es un
sustituyenta en la porcidn entre corchetas de la molécula como se muestra a

7
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En clra realizecldn espacifica. en & que el compuests de fénmula 1
comprende ademnas un sustiuyents hidroxi, R es H, R? es metlo, R? es
hidroximetlo y R® es -CHNHC[O)CHOCH;. En una realizacksn, el resto hidrod

85 un sustiiuyania en la porion entre corchetes de la meldcula como sa

-'l\‘ c

~ -

vof \$l
"" M GHOH

Mﬂjﬂﬁf\&;

musestra a continuacin:

En ofra realizacion especiica, R es H, R? es hidroximetlo, R? es metio
y R® & -CH;NHC{OCHOHs,

En otra realizacidn especlfica, ol compuesto de f6rmuia 1 comprande
edamas un susiiuyante acldo -O-glucurdnics. En una realizacién, el
sugthuyenta acido -O-glucumdnico mstd en el anllk quinezolina; en una
realizacion en la pate Tenllo®™ del grupe fenilamino: en wna realizaclén &n al
anillo de pirdina; v en una realzeciin en la radena aclclica unicda al grupa
fanla del anillo de quinazaing.

Los compuestos preferidos especificos de la presenta invencidn incluyen
aquelios selaccionados del gmpo constituido par:

N-{3-[4-[3-hidroximet]-4-{&-metil piridin-3-ilaxdfenilamino]quinazolin-6-

“?
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Ljal)-2-metoxiacetamida;

N-{3-{4 {4 6-hkd roximetIpiridin-3-loxi}-3-metifentamino] quinazolin-8-
iilaltl}-2-metocdacetamida;

Acido 3-{4-{3-mati-4-{6-metil piridin-3-loxiyfanllamina) quinszolin-5-
Nacrilico;

Acido  5-{4-(8-[3-{2-metoxacetilaminopropeniljquinazolin-4-Tarminc}-2-
melillenoxi)piidin-2 -carboxilico;

2-hid rox- N 3-{4-{ 3-hidraximetil-4-{5-metilpiridin-3-laxa)enllaminc]-
quinezolin-0-L}aliljacetamids;

y |z sales, profimacos, hidmlos y solvaios farmacéuticamenta
aceplables de los compuesios anterlores.

El compuasto de farmula ] puede existlr tanio en formas lsomeancas
geaméldricas cis {£) coma trane (E). En una realizacion prafarida da la presento
imenclan, los compuestos de Frmule 1 san [sdmems geométricos E.

Loa compuestos de la presenta invencidh pueden ulilizarse como
patrones analiticas para estudios de metabalisma in vitro 0 in vivo D como
iMermedios para la sintesis quimica o biosintesis de nuevas entidades
guimicas. Los metaboltos pueden aislarse en forma de sdlidos o en solucidén.
Loz compuesins de la presente Invencidn pueden utllizarse también para
identificar pacientes a los qua se ha administrado E-2-metox]-N-{3-{4=[3-metil-4-
(6-metilpiridin-3-iloed)feniaminclginazolin-g-ljalilacetamida o una sal o
profinmaco da la miema o sal de un prfarmaco farmacduticamante aceptablas.
Para identificar a un paciente al que se ha administrado E-2-meloi-N-(3-{4-[3-
metii-4-[8-metipiridin-3-lexd)feniaminglqunazolin-6-Tallljacetamida o una sl a

profdrmaco de |a mlsma a wna sal de un profirmaco fanmacéuticamende
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acaptables de la miama, se lbma una muestra de suero, onina, fecal o biliar del
paciente ¥ en la muestra se analiza la presencia de uno o mas compuestos de
la presente invencion

Un procedimiente de analisis de 106 compuestos de la prasente
invencion as utilizando cromatografia y aspectroscopia de masss. Otfros
procedimientos de andilsis &on bian conocidos par log experics en I técnica.
La presancia de uno o més compuesins de la presente invencién en una
muestra de suera, arina, fecal o bifiar indica que 36 ha administrado al paclante
E-2-metoXi-Ne{ 3={4-][3=meati-4-{B-metilpiidin-3-lloxd)fenamino] quinazolin-6-
ilelilacstamkia o wne 58l o profarmace de la misma o una gal de un
profarmaco farmacéuticamente aceptablas.

En los procedimismos de tratamienio de ka presente invencidn, puede
adminislrarse un compuesto de |a presente inwencidn a un paclenta
directamente, {al como an un comprimido, © el compuesto puade administrarse
pradluciéndose en el cuerpo dal paciente madiante el metabalismo. Ademas, 1a
via de administracidn y dosificecion del compussto que da lugar & un
compuasia de la presents invencitn medlantz el metabolismo pueds variarse,
argin ee desee, para abtener 1a concentracidn v vivo y la tase de produccitn
deseadas de un compuesto de la presente Invencion.

Esta invencion se reflere también a un procedimiento para preparar el
compuestd de formula ] mediants biotransiormacion  micobdane, gque
comprends poner &n conlacts un culive de un microprgeniemo 2n un medio
nutrienta adecuado para el citado microorganismo con E-2-metoxi-N-(3-{4-[3-
melil-£-{6-metilpiridin-3-iloxi fenlaminojquinezalin-g-A)aliacetamide o una asl

da |a misma y aislar al campussio,

Bk
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En una redlizacion, el microcrganiemo as un acfinomiceln, y an una
realizacion es un hongao.

Esla nvancidn sa rafiere tambi&n a un procadimients para preparar E«ia
(3={d=[3=hidraximstil-4-{E-matipiridin-3-iloxfenileminclquinazolin-B-if}=hil}-2-
mekxlacetanida que comprende: poner en contacto un cultvo  del
microorganismo Siepiomyess atbufus en un medio nuirisnte adecuada para el
citade microoiganisma con la sal metancavifonatn de E-2-metoxl-N-{3-{4-]3-
Mrvetide{ B eli piricine3-iloxifanilamino] quinazolin-G-ialipcetamida y aslar la
E-N-{3-(4-[3-hidroxamedil-4-{6-rmetil piridin-3-ilmd fendamina]quinazalin-8-iljalil )-2-
metoxlacetamida.

En una realizacion preferida, el medio nuirients adecuado para
Slreptomyces albiius es medio IDWA.

Esta Invencidn 3 reflere también a un procedimiento para preparar E-N-
(3-{4-[4-(8-hidroximelilpiridn-3-ioxi }+3-matilfenilamino] quinazolin-8-il}all}-2-
melkxlacetamida, que comprende; poner en contecio un cltive del
microorganisma Strepformyces rmosus an un medio mutrients adecuado para el
ciiado microorganismo coh BB sal melanosulionato de E-2-metoxi-h-(3-{d-[3-
metikd={6=metipiridin-3-doxifanilaminajauinamlin-G-iNalijacetamida v aislar la
E-N-{3-{4-{4-{8-hidroximat i piridin-3-ilaxi}-3-metifanfamino]quinazolin-8-ifjalil}-2 -
medoxlacetamida.

En una realizacidn preferida, el medio nutriente adecuado para
Streptornycea rimosus es meadio [OAWA.

La invencidn se refiere también & un procedimiento para preparar el
compuasto de fimmula 1, que camprands |a etapa de praparar el compuesto in

vivo (concretamante el compuestio se produce an el cuerpo).
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La invenclén sa reflare también & un procedimiento para preparar of
compuesto de fbmula 1, que comprenda la elapa de preparer el compuasto
sinfeticaments.

Exte Imsancion se reflers también a un procsdimlento para el tratamiamo
dal cracimiento celuler anormal en un mamifers, Incluyendo un s&r humana,
que comprende adminietrar al citado marnifeso una cantidad de un compueste
de férmula 1, como se define anterlorments, o una sal, solvato, hidrato o
proférmaco farmecéuticamente aceptable del mismo que es eficaz en el
tratamiento del crecimiento cellar anormal. En una realizacitn de este
procedimlente, el crecimianio celutar anormal es céncer, induysndo pero sin
limitacitn, cncer de& pulmon, gincer U580, cancer pancreatico, cancer de plei,
cancer de cabeza o cyellp, melanome cutaneo o intraccular, cancer wlaring,
chncer de ovario, cancer rectal, cAncar de la regitn anal, cancer de astdmago,
céncer de colon, cincer de mama, carcinoma de las irompas de Falapio,
carcinoma de endometrio, carcinoma de cuslio del ero, carcinoma de vaging,
carcinoma de vulva, anfermedad de Hodghin, cancer de esdfago, ¢ancer de
intasting delgado, cancer de sisierma endocring, cancer de glandula lirvidas,
cancer de glandula paratirvides, cancar de gidndula supramenal, sarcema de
tejido blando, céncar de uretra, cancar de pene, aincer de prjstata, leucomia
cronica o aguda, linfomas linfocliices, ¢éncar de vejige, cancer de rifdn o
uréler, carcinoma de edila renel, carcinome de pelvis renal, necplasmas del
sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, tumores del sja
espinal, glioma de igllo cerebral, adenoma de pitultars © una combinacion de
uno 0 mas de los céAnceres anteticres. En otra reallzacidn del citpdo

procedimiania, el citado tracimiente celylar anomal es une enfermedad



10

15

23

proliferaliva benigna inciuyendo, pero sin limitacién, psoriasis, hipertrofia
prostética benigna o restenosis.

Esta invencitn se reflere también a un procedimiento para el tratamiento
del crecimiento celular anormal en un mamifero, que comprende administrar al
citado mamifero una cantidad de un compuesto de férmula 1, 0 una sal, solvato
o profarmaco farmacéuticamente aceptable del mismo que es eficaz para tratar
el cracimianto celular anormal en combinacién con un agente antiiumoral
selaccionado del grupo conslitvido por inhibidores mitdticos, agentes
alquilantes, antimetabolitos, antibiélicos intercalantes, inhibidores de factor de
crecimiento, inhibidores del ciclo celular, enzimas, inhibidores de
topoisomerasa, modificadores de la respuesta bloldgica, anticuerpos,
cilotéxicos, antihormonas y antiandrégenos.s

Esla invencién se refiere lambién a una composicién farmacéutica para
el tratamiento del cracimiento celular anormal en un mamifero, incluyendo un
ser humano, que comprende una cantidad de un compuesto de férmula 1,
como se define anleriorments, o una sal, solvato o profSmaco
farmacéulicamente aceptable del mismo, que es eficaz para tratar el
crecimianto celular anormal, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En
una realizacion de la citada composicién, el citado crecimiento celular anormal
es cancer, incluyendo pero sin limitacién, céncer de pulmén, cAncer 6seo0,
cAncer pancreatico, caAncer dérmico, céncer de la cabeza o el cuglio, melanoma
cutaneo o intraocular, cancer uterino, cancer de ovario, cancer rectal, cancer de
la region anal, cancer de estdmago, céncer de colon, caAncer de mama,
carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma de

cuelio del Gtero, carcinoma de vagina, carcinoma de vulva, enfermedad de

o
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Hodgkin, cancer de esdfago, cincer de intestino delgado, cincer de sistama
endocrino, cancer de glandula tiroides, cancer de gldndula paratiroides, cdncer
de glandula suprarrenal, sarcoma de iejido blande, cancer de uretra, céncer de
pene, cancer de prdstata, leucemia cronica o aguda, linfomas linfociticos,
cincer de vejiga, cancer de riAdn o uréter, carcinoma de célula renal,
carcinoma de pelvis renal. neoplasmas del sistema nervioso central (SNC),
linffoma primario de SNC, tumores del eje espinal, glioma de tallo cerebral,
adenoma de pltuitaria o una combinacién de unc 0 mas de los canceres
anteriores. En otra reafizacion de la citada composicién farmacéutica, el citado
crecimiento celiar anormal es una enfermedad proliferativa benigna,
incluyendo pero sin limitacién, psoriasis, hiperirofia prostitica benigna o
raslenosis.

La invencion se refiere también a una composicién farmacéutica para el
tratamiento del crecimiento celular anormal en un mamifero, incluyendo un ser
humano, que comprende una cantidad de un compuesto de férmula 1, camo se
define anterionmenta, 0 una sal, solvato o profdrmaco famacéuticamente
aceptable del mismo, que es eficaz para tratar el crecimianto celular anarmal
en combinacion con un vehiculo faimacéuticamente acepiable y un agente
antitumoral seleccionado del grupo constituldo por inhibidores mitéticos,
agentes alquilantes, antimetabolitos, antiobitticos intercalantes, inhibidores de
factor de crecimiento, inhibidores de ciclo celular, enzimas, inhibidores de
topoisomerasa, modificadores de la raspuesta biolégica, antihormonas y
antiandrogenos.

Esta invencion se refiere también a un procedimiento para el tratamiento
de un trastorno asociado a la angiogénesis en un mamifero, incluyendo un ser

|
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humano, que comprende administrar al citado mamifero una cantidad de un
compuesto de férmula 1, como se define anteriormente, o una sal, solveto o
profArmaco farmacéuticamente aceptable del mismo, que es eficaz en el
tratamiento del citado trastomo. Dichos trastomos incluyen tumores cancerosos
lales como melanoma; trastomos oculares tales como degeneracién macular
relacionada con la edad, sindome de supuesta histoplasmosis ocular y
neovascularizacion retinlana por retinopatia diabética proliferativa; astritis
reumatoide; trastomos de pérdida ¢sea lales como osteoporosis, anfermedad
de Paget, hipercalcamia humoral por malignidad, hipercalcemia por tumores
mefastésicos al hueso y osteoporosis inducida por tratamiento con
glucocorticoides; reestenosis caronaria; y ciertas Infecciones microbianas,
incluyendo aquellas asociadas a patdgenos microbianos seleccionados de
adenovirus, hantavirus, Borrelia burgdorferi, Yersinia spp., Bordelella pertussis
y Streplococcus del grupo A.

Esta invencion se refiere también a un procedimiento de (y @ una
compaosicién farmacéutica para el) tratamiento del crecimiento celular anormal
en un mamifero, que comprende una cantidad de un compuesto de férmula 1, 0
una sal, solvalo o profdrmaco farmacéuticamente aceplable del mismo, ¥ una
cantidad de una o més sustancias seleccionadas de agentes antiangiogénesis,
inhibidores de transduccién de sefial y agentes antiproliferativos, siendo dichas
cantidades eficacas en conjunto para lratar el citado crecimiento celular
anormal.

Los agentes antianglogénicos, tales como inhibidores de MMP-2
(metaloproteinasa de matriz 2), inhibidores de MMP-8 (metaloproteinasa de
matriz ©) e inhibidores de COX-Il (ciclooxigenasa |1), pueden utilizarse junto con
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un compuesto de férmula 1 an los procedimienice y composiclones
farmacéuiicas deacviloa en la presente mamaria. Loe elemplos de inhibidares
de COXI iilles incluyen CELEBREX™ (alecaxib), veldecoxib y rafacoxi. Se
describen ajemploa de inhibldores de metalopmotelnasa de matriz tles en los
documentos WO 86733172 (publicads el 24 de oclubre de 1906), WO 96/27683
{publicado el 7 de marzo de 1998}, solicliud de pateri® auropes n® 87304971.1
(presantada el B de Julic de 1997), solickud de patents eurcpea n® 99308617.2
ipreseniada el 29 de oclubra de 1999), WO 98007687 (publicado el 28 de
febreso de 109B), WO 88803516 {publicado al 28 de enero de 1968) WO
88734818 (publicads & 13 de agosio de 1988), WO 85/34915 (publicado el 13
de agosto de 1958), WO 9R/A3766 {publicedo & 6 de agosto de 1988), WO
9830586 (publicado el 16 de julio de 1086), publicacidn da patente eurapes
808.046 {publicada el 13 da julla da 1994), publicacion de patenie aumpea
931.788 (publicada el 28 de hullo de 1999), WO 9045719 (publicada « 31 de
mayo de 1990}, WO 9¥52910 (publicada gl 21 de oclubvre de 1999), WO
9/52860 (publicado €l 21 de oclubre de 1929), WO 899/28887 (publicado el 17
ge junio de 1998), solichud internacionel PCT n® PCTABRG/1113 {presendada
ol 21 de julio de 1988}, solicilud de patente europea n® 89302232 1 (presentada
el 25 de marzo de 1998), soliciud de patente de Gran Bretafia n® 8912961.1
(presentada el 3 de junio de 1889), solicitud de petante provisional de Estados
Unidos n® 80¥148.484 (presentada el 12 de agosto de 1999), palente de
Estados Linidce 5.863.848 (expedida el 26 de enero de 1993), patenta de
Estados Unides 5.861.510 {sxpadida el 19 de gnero de 1989) y publicacion de
patente europaa 780388 (publicada sl 25 de junio de 1997), idag las cuales

se incorporan a la presente mamorle como refarehcla en su totafldad. Los
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inkibldoree de MMP-2 y MMP-B preferidaos eon aguellos que lienen poca o
ninguna actividad inhibidora de MMP-1. MAs prafarblements, son aquellos qua
inhlben selrctivamamtes MMP-2 wio MMP-8 respecto a 1as demas
malalaprateinasas de matrz (concretaments MMP-1, MMP-3, MMP-4, MMP-5,
MMP-8, MMP-7, MMWP-B, MMP-10, MMP-11, MMP-12 y MMP-13,

Son algunos ejemplos especificos de Inhbidorsa da MMP dlites en
combinaclén con lba compuasios de la presente Invencidn AG-3340, RO 32-
3956, RS 13-0830 vy los compuestos anumeradoes an |a siguiente Esla:

Acido 3-[[3-{4-fluorafenixilbencanasulfonil]-{1-hidroxicarbamailgicl o=
penbl Jamno] propionicos

hicwoxizmida del dcido 3-ax0-3-{4-{4-flucrclengxibencercsullonilamino)-
S-oxabiclclo[3.2.1]ootano-3-carboxdlico;

hidroxamida dal Aacldo (2R3F} §{4-{2-clom-d-fucrchantlox)-
bancenasulfonii]-3-hidroxi-3-metilpiparidn-2-carboxlico;

hidroxamida de! &cldo 4-[4-(4-fluafenoxdibancenasulfonitamin)-
tetrahidmpiren-4-carbaxilico;

acida 3-T4-{4-lupmfeacii)encenosulfoni]<{1-hidroxicarhampilciclobulil)-
armino]propknico;

hidroxiamida del &cido 4-[4-{d4-clerofenoxibencenosulfordaming-
katrahidropiran-d4-carboxilico;

hidmxiarmda del &cido 3-[4-{4-clomfanoxlibencanasuicnilaminol-
iatrahldropiran-3-carboxilica;

nidrodamida del  Acido  (2R3A)  1-[4-{4-fluoro-2-metilbenclind)-
bencanosulloall}-3-hidrox-3-metilpiparidin-2-carboxilico;

acido 3-{[4-{4-luorafenoxlbencenosulfionil]«{ 1-kidrexicarbamcil-1-

w.cl_-:'
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metiletil)amino]propidnico;

acido 3-{[4-{4-fluorofenoxi)bencaenosutfonil}-(4-hidroxicarbamoiltetrahidro-
plran-4-ilYamino]propiénico;

hidroxiamida del &ckio 3-ex0-3-[4-{4-clorofenoxi)bencenosufonilamino]-8-
oxabiciclof3.2.1]octano-3-carboxilico;

hidroxiamida del acido 3-endo-3-[4-(4-
fluorofenoxi)bencenasufonilamino]-8-0xabiciclo[3.2.1]octano-3-carboxilico:

hidroxiamida del Aacido 3-[4-(4-fluorofenoxijbencenosutfoniamino)-
tetrahidrofuran-3-carboxllico;

y sales, solvatos y proférmacos farmacéuticamente acepiables de los
citados compuestos.

Los compuestos de formula ] y las sales, solvatos y profdrmacos
farmacéuticamente acepiables de los mismos pueden utilizarse también en
combinacian con inhibidores de trangduccidn de seflal, tales como agentes que
pueden inhibir respuestas de EGFR (receptor de factor de crecimiento
epidérmico). tales como anticuerpas EGFR, anticuerpos EGF y moléculas que
son Inhibidores de EGFR,; inhibidores de VEGF {factor de crecimiento endotelial
vascular); e inhibidores de receptor erbB2, tales como moléculas orgénicas o
anticuerpos que se unen al receptor erbB2, por ejemplo HERCEPTIN™
(Genentach, Inc., de South San Francisco, California, EE.UU.).

Se describen inhibidores de EGFR, por ejemplo, en los documentos WO
05/19970 (publicado el 27 de julio de 1995), WO 88/14451 (publicado el 9 de
abril de 1998), WO 98/02434 (publicado el 22 de enero de 1998) y patente de
Estados Unidos 5.747.498 (expedida el 5 de mayo de 1998). Los agentes
inhibidores de EGFR Incluyen, pero sin limitacidn, los anticuerpos
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monocionales C225 y 22Mab anti-EGFR (ImClone Systems Incorporated de
Nueva York, Nueva York, EE.UU.), los compuestos ZD-1839 (AstraZeneca),
BIBX-1382 (Boehringer Ingetheim), MDX-447 (Medarex Inc. de Annandale,
New Jersey, EE.UU.) y OLX-103 (Merck & Co. de Whitehouse Station, New
Jorsey, EE.UU.), VRCTC-310 (Ventech Resaarch) y toxina de fusion EGF
(Seragen Inc. de Hopkintan, Massachusetts).

Los inhibidores de VEGF, por ejemplo SU-5416 y SU-6668 (Sugen Inc.
de South San Francisco, Califomia, EE.UU.) pueden combinarse también con
un compuesto de formula 1. Los inhibidores de VEGF se describen, por
ejemplo, en los documentos WO 99/24440 (publicado el 20 de mayo de 1999),
solicitud intemacional PCT PCT/IB99/00TO7 (presentada el 3 de mayo de
1998), WO 95/21613 (publicado el 17 de agosto de 1995), WO §9/81422
(publicado el 2 de diciembre de 1999), patente de Estados Unidos 5.834.504
(expedida el 10 de noviembre de 1998), WO 88/50356 (publicado el 12 de
noviembre de 1998), patente de Estados Unidos 5.883.113 (expedida el 16 de
marzo de 1998), patente de Estados Unidos 5.886.020 (expedida el 23 de
marzo de 19389), patente de Estados Unidos 5.792.783 (expedida el 11 de
agosto de 1998), WO 98/10349 (publicado el 4 de marzo de 1999), WO
97/32856 (publicada el 12 de septiembra de 1997), WO 87/225986 (publicado el
26 de junio de 1997), WO 98/54093 (publicado el 3 de diclembre de 19988), WO
98/02438 {publicado el 22 de enero de 1998), WO 88/16755 (publicado el 8§ de
abril da 1999) y WO 98/02437 (publicado el 22 de enero de 1998), todos los
cuales se incorporan a la presente memoria como referencia en su totalidad.
Son otros ejemplos de algunas inhibidores especificos de VEGF IM862 (Cytran
inc. de Kirkland, Washington, EE.UU.); anticuerpo monocional anti-VEGF de
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Genentech, Inc. de South San Francisco, Califomia; y anglozima, una ribozZima
sintética de Ribozyme (Boukler, Colorado) y Chiron (Emeryville, Califomia).

Los inhibidores de receptor erbB2, tales como GW-282974 (Glaxo
Wellcome pic}) y los anticuerpos monoclonales AR-209 (Aronex
Pharmaceull.cals Inc. de The Woodlands, Tejas, EE.UU.) ¥ 2B-1 (Chiron),
pueden administrarse en combinackdn con un compuesto de férmula 1. Dichos
inhibidores de erbB2 incluyen aquellos descritos en los documentos WO
98/02434 (publicado el 22 de enero de 1998), WO 69/35146 (publicado el 15 de
o de 1999), WO 989/35132 {publicado el 15 de julio de 1999), WO 88/02437
(publicado el 22 de enero de 1598), WO 97/13760 (publicado el 17 de abril de
1897), WO 95/19970 (publicado el 27 de jlio de 1995), patente de Estadoe
Unidos 5.587.458 (expedida al 24 da diclambre de 1996) y patente de Estados
Unidos 5.877.305 (expedida el 2 de marzo de 1999), cada una de los cuales se
incorpora a la presente memoria como refarencia en su totalidad. Se dascriben
también inhibidores de recepior erbB2 utiles en la presente invencion en la
solicitud provisional de Estados Unidos n® 680/117.341, presentada el 27 de
enero de 1998, y en la solicitud provisional de Estados Unidos n® 60/117.346,
presentada el 27 de enero de 1989, ambas incorporadas a la presente memoria
como referencia en su totalidad.

Otros agentes antiproliferativos que pusden utilizarse con los
compuestos de la presente invencién incluyen inhibidores de la enzZima famasil
proteina transferasa e inhibidores de la tirosina quinasa de receptor PDGFr,
incduyendo los compuestos descritos y reivindicados en las siguientes
solicitudes de patente de Estados Unidos: 09/221946 (presentada el 28 de
diciembre de 1898). 09/454058 (presentada el 2 de diciembre de 1989),
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09/501163 (prasantada el 9 de febrero de 2000), 09/539930 (presentada el 31
de marzo de 2000), 09/202796 (presentada el 22 de mayo de 1697), 09/384339
(presentada el 26 de agosto de 1999) y 09/383755 (presentada el 26 de agosto
de 19899); y los compuestos descritos y reivindicados en las siguientes
solicitudes de patente provisionales de los Estados Unidos: 60/168207
(presentada el 30 de noviembre de 1999), 60/170119 (presentada el 10 de
diciembre de 1998), 60/177718 (presentada el 21 de enero de 2000),
60/168217 (presentada el 30 de noviembre de 1999) y 60/200834 (presentada
el 1 de mayo de 2000). Cada una de las solicitudes de patente y solicitudes de
patente provisionales antericres se incorpora a la presente memoria como
referencia en su totalidad.

Puede utilizarse también un compuesto de férmula 1 con otros agentes
dtiles en el tratamiento del crecimiento celular anormal o cédncer, incluyendo
pero sin limitacibn, agentes capaces de potenciar respuestas inmunes
antilumorales, tales como anticuerpos de CTLA4 (antigeno de linfocito
citotéxico 4), y otros agentes capaces de bloquear CTLA4; y agentes
antiproliferativos tales como otros inhibidores de {amasil proteina transferass,
por ejemplo los inhibidores de famesil proteina iransferasa descritos en las
referencias enumeradas en la seccién de “Antecedentes” anterior. Los
anficuerpos de CTLA4 espacificos que pueden utilizarse en la presents
invencion Incluyan los descritos en la solicitud provisional de Estados Unidos
60/113.647 (presentada el 23 de diciembre de 1998), que sa incorpora a la
presente memoria como referencia en su totalidad.

“Crecimiento celular anormal®, como se utiliza en la presente memoria, a

menos que se indique otra cosa, designa un crecimiento celular que es
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independiehts de loz mecanicmoa reguiadones nommales (por elemplo pérdide
de nhibicidn por contacto). Esto incluye el crecimianio anormél de: {1) células
tumorales {tumonas} que praliferan expresando una tirosina guinssa mutada o
medlante la sobreexpresion de una tirogina quinasa da receptor; (2) céhlas
benignas y melignas de otras enfermedades proliferativas en las que ocurre
una activacidn abarrame da limelne quinasa; (4) rualquiar tumor que prolifera
por la aclivacidn de tirosine guinasa de receptor; (5} cualquiar tumor qua
pralifera por |s activacion abemrants de serfna / treonine quinasa; y (8) calulas
benignas y malignas de atras enfemmedades proliferativas en las que ocurre
una activacion aberrarda de serina / treonina quinasa.

El término "iratar”, cOMO se utilize gn Ia presente memoria, 8 Menes que
&8 indlgue ofra cosa, significa revertir, aliviar, inhibir |a progresfdn de, o prevenir
el trastomnie ¢ aleccion al que se aplica dicho término, o und 0 mée sintomas da
dicho trastomp o afeccldn. El término "tratamlento™ como se utiiza en la
presenié memoria, a manos que se indique otra cosa, designa el acio de ralar
como se define "iralar® Inmediatarnents antes.

El tédmmino "helo”, como se ulliza en la present® memaria, 8 Manos que
se Indique ofra cosa, incluye fluoro, cloro, brome o yodo. Loe grupoa hale
preferdos son Nuarg ¥ cloro.

El KErmino “alquild”®, como se uliiza en la presente memaria, 2 menos
que sa indlque ofra coss, incluye radicales hidocarbum monovalentes
eaturado® gue fienen restos lineales, ciclicos (Intluyarnklo reslos mono- ©
multiciclicos) o ramificados. Sa ha de entender qus para gue el citado grupo
glquile incluya resios ciclicoa, daba contener al manog tres aomos de carhono.

El término "clcloalquilp”, como & utilza en la presente memoria, 2
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menos que se indique otra cosa, incluye radicales hidrocarburo monovalentes
saturados que tienen restos ciclicos (incluyendo mono- 0 muiticiclicos).

El término “alquenio”, como se utiliza en la presenie memoria, a menos
que se indique olra cosa, incluye grupos alquilo, como se define anteriorments,
que tienen al menos un doble enlace carbono-carbono.

E! término “alquinlio”, como se utifiza en la presente memoria, @ menos
que se Indique otra cosa incluye grupos alquilo, como se define anteriormente,
que tienen al menos un (riple enlace carbono-carbono,

E! término "arilo”, como se utiliza en la presente memoria, a mengs que
se indique otra cosa, incluye un radical organico derivado de un hidrocarburo
aromatico mediante la eliminacidn de un hidrégeno. tal como fenilo o nattilo.

El término “alcoxi”, como se utiliza en la presente memoria, a8 menos que
se indique otra cosa, incluye grupos -O-aiquilo, en los que alquilo es como se
define anteriormentea.

El término “Me" significa metilo, “Et” significa etilo y "Ac” significa acatilo.

La expresién "sal o sales faimacéulicamente aceplables”, como se utliiza
en la presente memoria, a menos que se indique otra cosa, incluye seles de
grupos acidos o basicos que pueden estar prasentes en los compuestos de la
presente invencibn. Los compuestos de la presente Invencidn que son de
naturaleza bésica pueden formar una amplia variedad de sales con diversos
acidos inorgénicos y orgénicos. Los acidos que pueden utilizarse para preparar
salas de adiclon de Acido farmacéuticamente aceptables de dichos compuastos
béasicos son aquellas que forman sales de adicidn de acido no tdxicas,
concretamentie, sales que contienen aniones farmacologicamente acepiables,
tales como sales clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, nitrato, sulfato, bisulfato,
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fosfato, fosfato acido, [scnicotinato, acetsin, lacteto, salicliats, citrato, citraln
acido, fartrato, pantotenate, hbilertrsio, ascorbato, suecingto, melegto,
gentlalnatn, fumarato, gluconaio, gluvcwonato, sacarato, formiete, benzoato,
glutameto, mewanosulfonat:, elenosulfonats,  bencenosulfionato, p-
bluencsulfonate ¥ pamoeto [concrelamenta  1,1-metilenbis-(2-hidroxi-3-
nafioaio). Los compuestos de la prasante invenclén gue Intuyen un mesto
basico, tal coma un gnipo amino, pueden formar sales [amacéuticamente
aceptables oan diversos aminadcidos, adawnas de log dcldos cilados
antariormenta.

La expresitn "suzlancislmente puro’, como se ullliza en le presaemts
memporia, 8 menos que se indlque ofra cosa, designe la pureza de compuastos
guimicos en |a que los citados compuestos son al manos BO%, ¥y en una
realizacldn al menos B6%, y en una realizacion al menos 00% puros.

Aquellcs compuesios de la presente invencidbn que son de nalureleze
Acida pueden formar salas de base con diverses cationes famacoldglcaments
acepiables, Los ejemploa de dichas sales incluysn sales de metalas alesfinos o
alcalinotéresa y, parliculanments, sales de celclo, magnesis, sodio y potasio de
los compuistos de la presente invencidn,

Cierlos grupos funcionales contenidos en los compuestos de la prasente
invenclén pueden susliluirse por grupos blolsoxtéricos, es decir, gnmpos qQue
tienen requisitos espacieles o alectrdnicos similares & grupe original, pero que
exhiben propledsdes fiskoquimicae v otres diferenies o mejoradas. Las
ejemplos adecuados son blen conocldos por lae experios en |a ticnica e
incluyen, pero sin Ilmitacion, los restos descrites en Patinl ef at., Chem, Rev,.
1956, 98, 3147-3176 vy |as referencias citadas en los mismos.
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Los compuesios de la presente invencidn pueden tener centros
asimétrloos. y por lo tanto pueden existir en diferentes formas enantioméricas y
diastereoisoméricas. Esta invencion ge refiere al uso de todos los isdmeros
Oplicos y esteraoisémeros de los compuestos de la presente invencién, y a
mezclas da los mismos, y a todas las composiciones farmacéuticas y
procedimientos de tratamiento que pueden emplearios o contenerlos. Los
compuestos de férmula ] pueden existir también en forma de tautdmeros. Esta
invencién se refiere al uso de todos dichos tautdmeros y mezclas de los
mismos.

El objeto de la invencidn incluye también compuestos marcados
isotopicamente, y las sales, solvatos y profarmacos farmacéuticaments
aceptables de los mismos, que son ikiénticos a los enumerados en la férmula 1,
excepto por el hecho de que uno o mis atomos estan reemplazados por un
alomo que tiene una masa atdémica o nimero masico diferente de la masa
atémica o nimero masico encontrade habituaimente en la naturaleza. Los
sjemplks de isétopos que pueden incorporarse a compuestos de la invencidn
incluyen isétopos de hidrdgeno, carbono, nitrbgeno, oxigeno, fésforo, fidor y
doro, tales como H, H, YC, “c., ™N, 0, Y0, ¥s, ¢ y ¥q,
respectivamente, Los compuestos de la presents invencion, loa profarmacos de
los mismos y las sales farmacéuticamente aceptables de los citados
compuestos o de los citados profoirmacos que contienen ios is6topos
anteriormente citados y/u otros isStopos de otros adtomos astdn dentro del
alcance de asta invencién. Ciertos compuestos marcados isotdpicamente de ta
presenia invencidn, por ejemplo aquellos en los que se incorporan isélopos
radiactivos tales como ®H y *C, son Gtiles en ensayos de distribucién en tejide

e
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de farmaco v/o sustrato, Los iedtopos de Lilio, concretamente ™M, v carons 14,
concrelamerde  “C, son particulanmente preferidos por su facilidad de
preparacion y delactabilidad. Ademas, la sustitucion por isStopos mis pesados
tmles como deuturio, concretaments *H, puade proporcionar clertas ventajas
tarapéuticas gue son ol msullado de ung mayor establidad meatabdlica, por
ejemplo una semivida i vivo pumentada a unos requisitos de dosiflcacidn
menores y, por ftanto, puedan preferime en algunas circunstemcias, Los
compuestos marcados isotopicaments da fémmula 1 d& esia invencldn y los
profarmaces de los mismos pueden prepararse genaralmente levahde a cabo
los procedimientos descMos en loa esquemas yio en o ejemplos v
preparaciones sigulentes, susiiuyendo por un reactive marcado isotopicemente
{Scimante disponible un reactivo ng marcado isoldplcaments.

Esta invencién comprende también compoeicionea farmacduticas que
los contisnan y procedimientos de ratamiento de infecciones bactertanas
mediante la adminlstracién de profarmecos de compuestos da Kirmula 1. Los
compussios da formula ] que tienen prupas amino, amida, hidroxi o &cido
carboxilico |twes pusdert convertinse en profarmacos. Los profamacos incluyen
compuestos sn los que un resto amingacido, o una cadena pohpaptidica de dos
0 mis reaty de amincdicidos {por ejemple dos, s o cuatro), estd unido
covalenternante por un enkece emida o éster a un grupo amino, hidroxi o dcida
carboilico libra de compuestos de fdnmula 1. Los restoa amincécidos Inchuyen,
pard s limitacidn, los 20 amingdéicldos de arlgen natural designados
habituaimente por aimbolos de tres letras e Incluyen tambign 4-hidroxproling,
hidroxising, demosina, |sodamosina, 3-metiletidina, norvalina, bela-alanina,

acido gamma-aminobutirico, cliruline homacietelna, homossing, omitina ¥
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metiorina eulfona. Estén tamhién comprendidos los tipos adiclonales de
profarmacos. Por ejemplo, oz grupes carboxdlo libras puedan derlvailzarss
coma Bmidas o ésteres Blquficos. Les gupos hidroxi lbres puedsn

derivatizarse wufilizando grnupos gque incluyen, pero  sin  limitacion,

hemizuccinaioy, astenes foafato, dimetilaminoacetalos ¥
fosforiloximetiloxicarbonilkos, como se descrbe en Advanced Orug Delivery

Reviews. 1986, 18, 115 Las profarmacos de carbamato da giupos hidroxd y
aming estin tambien incluidos, eei como los profarmacos de carbonato, ésteres
sulfonato y éslaras sulfato de grupos hidraxi. Esta tambien comprendida la
derivatizacién de grupos hidroxi como (ecilaxijmetl- y (acloxlietisteres, &n los
que el grupe aciko puads gser un éster alquiico, opclonaiments sustituida £on
grupos que Incluyen, perm sin Rnitacion, funclonahdades éter, aming y acido
carboxllico, o cuende el grupo acllo es un éster de aminoacido como es
describa anteriormente. Los profarmacos de este tipo 9o describen en J, Med.
Chem. 1996, 30. 10. Las aminas Bbres pueden derivatizarge tamblén como
amides, sulforamidas o fosfonamidas, Todos estoa restos profdrmaco pueden
incorporar grupos que Inchayen, pero sin imiteckin, luncionalidades ater, amina
y acido carboxllica,
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Los procedimiontos sintéticos generales que pueden indicaree para
preparar los compuestos de la presente Iinvencién se proporcionan en la
patente de Estados Unidos 5.747.498 (expedida el 5 de mayo de 1998), la
solicitud de patente de Estados Unidos n° de serie 08/953078 (presentada el 17
de octubre de 1997), los documentos WO 98/02434 (publicado el 22 de enero
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de 19988), WO 88/02438 (publicado el 22 de enero de 1998), WO 86/40142
(publicado el 18 de diciembre de 1998), WO 86/09294 {publicado el 6 de marzo
de 1996), WO 97/03069 (publicado el 30 de enero de 1997), WO 95/19774
(publicado el 27 de julic de 1995) y WO 97/13771 (publicado el 17 de abril de
1997). Se Indican procedimientos adicionales en los documentas WO 00/44728
{publicado el 3 de agosto de 2000), EP 1029853A1 {publicado el 23 de agosto
de 2000) y WO 01/98277 (publicado el 12 de diciembre de 2001). Las patenies
y solicitudes de patente anteriores se incorporan a la presente memoria como
referencia an su totalidad. Ciertos materiales de partida pueden prepararse
segin procedimientos famifiares para los expertos en la técnica, y pueden
realizarse clerias maodificaciones sintélicas segin procedimientos familiares
para los expertos en la técnica. Se proparciona un procedimiento estdndar para
preparar 6-yodoquinazolinona en Stavenson, T.M., Kazmierczak, F., Leonard,
N.J., J. Om, Chem. 1986, 51, 5, pag. 616. Se describen acoplamientos de Heck
catahzados con paladio en Heck ef al., Organic Reactions, 1982, 27, 345 o
Cabri ot al., en Acc, Chem. Reg. 1895, 28, 2.

Los materiales de partida cuya sintesis no se describe especificamente
antes esidn comercialmente disponibles o pueden prepararse utilizando
procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica.

En cada una de las reacciones discutida o ilustrada en los esquemas
anteriores la presion no es critica a menos que se indique otra cosa. Son
generaimente aceptables presiongs de aproximadamente 50,66 kPa
atmésferas a aproximadamente 506,5 kPa, y se prefiere presion ambiental,
concratamente de aproximadamente 101,3 kPa, por razones de conveniencia.

Con referencia al esquema 1 anterior, el compuesto de formula 1 puede
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prepararse acoplando el compuesto de fémula D, en la que R® se define
anteriormente, con una amina de férmula E, en la que R', R? y R* son como se
defiren anteriorments, en un disolvente anhidro, en particular un discivente
seleccionado de DMF (N A-dimetilformamida), DME (etilenglicoldimetiéter),
OCE (dicloroetano) y terc-butanol y fenol o una mezcla de los disolventes
anteriores, a una temperaturs en el inlervalo de aproximadamente 50-150°C
durante un periodo en el intesvalo de 1 hora a 48 horas. Las
heteroariloxianilinas de fdérmula E pueden prepararse mediante procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica, tales como reduccién de ios
correspondientes intermedios nitro. La reduccidon de grupos nitro aromaticos
puede realizarse mediante procedimientos descritos por Brown, R.K., Nelson,
N.A.. J,. Om, Chem. 1954, pag. 1549: Yuste, R., Seldana, M., Walls, F., Tet,
Lett. 1982, 23, 2, pag., 147; o en el documento WO 96/09294 indicado
anteriormente. Los derivados heteroariloxinitrobenceno aproplados pueden
prepararse a partir de precursores halonitrobenceno mediante desplazamiento
nucledfilo del haluro con un alcohol apropiado como se describe en Dinsmore,
C.J., of al., Bigorg. Med, Chem, Lelt,, 7, 10, 1987, 1345; Loupy, A. ef al., Syih.
Commun,, 20, 18, 1990, 2855; o Brunelle, D.J., Tet, Lett, 25, 32, 1984, 3383.
Los compuestos de fémula E en la que R' es un grupo alquilo Ci-Cq pueden
prepararse mediante aminacién reductora de la anilina original can R'CH{O). El
compuesto de férmula D puede prepararse tratando un compuesto de fdrmula
C enla que Z' es un grupo activador, tal como bromo, yodo, -Nz o -OTf (que es
-OS0,CF;), o el precursor de un grupo activador tal como NOz, NHz u OH, con
un asociado de acoplamiento tal coma un alquino terminal, alqueno terminal,
haluro de vinilo, vinilestannano, vinilborano, alquilborano o un reactivo alquil- o
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alquenilcinc. El compuesto de férmula C puede prepararse tratando un
compuesto de formula B con un reactivo clorante tal como POClL, SOCk o
CIC{O)C(O)CVYDMF en un disolvente halogenado a una temperatura en el
intervalo de aproximadamente 60°C a 150°C, durante un periodo en el intervalo
de aproximadamente 2 a 24 horas, que a su vez puede tratarse con arildxido
de sodio en un disolvents tal como fencles arométicos a una temperatura en el
intervalo de 25 a 90°C. En las {ormulas C y D, Y es -Cl 0 -OAr, siendo Ar un
grupo ario tal como fenilo.

Cualquier compuesto de férmula 1 puede convartirse en otro compuestio
de férmula 1 mediante manipulaciones convencionales del grupo R® Estos
procedimientos son conocidos por los expertos en la téenica e incluyen: a)
aliminacién de un grupo protector mediante los procedimientos descrilos en
TW. Greene y P.G.M. Wuts, “Protective Groups in Organic Synthesis”, 2°
edicion, John Wiley & Sons, Nusva York, 1981; y b) desplazamiento de un
grupo saliente (haluro, mesilato, tosdato, etc.) con una amina primaria o
secundaria, tiol o alcohol, formando una amina secundaria o terciania, tioéter o
éter, respectivamente.

Los compuestos de formula 1 que son de naluraleza basica pueden
formar una amplia variedad de diferentes sales con diversos acidos inorgénicos
y organicos. Aunque dichas sales deben ser fairmacéuticamente aceptables
para administracion a animales, a menudo es deseable en la practica aislar
iniciaimente el compuesto de férmula 1 de la mezcla de reaccidn en forma de
una sal farmacéuticamente inaceptable, convertir después simplemente esta
ultima de nuevo en el compuesto base libre mediante tratamiento c¢on un

reactivo alcalino y posteriormente convertir esta ditima base libre en una sal de
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adickin de dcido fammacEuticaments aceplable. Las salas de adickdn de écido
e loe compusstos bagicos da esta inwencitn s preparan faciimenta tratande
el compuesto bdslco con una cantklad sustanclalmente aquivalente del acido
mineral U organico elegide en un madio disolvente acuoso o en un dischenie
erganice adecuado, tal come melanal o .etannl. Tras la cuikfadosa evaporaciin
del disalvente, s& obtiene fciiments la sal sdliida deseada. La sal de acikdo
dessada puede precipitarse lambién d& una solucidn de la base libne &h un
disolvente omgdnico afiedlendo a le solucidn un Scldo mingersl U ongénico
apropiado.

Los compuestos de férmula 1 que son de naturaleza &cida pueden
formar sales de base con diversoa cstiohes farmacoldgicamente aceptables.
Los ejemploe da dichas saes incluyan salss do melsdes akealinos o
slcalinotémeos vy, pasticularmente, sales de scdlo y potasio. Estas sales sg
praparan todas mediante técnicas convencionales. Las bases quimicas que 56
uliizan eomo reaclivos para preparar las sakes de base farmacéuticamente
scepiables de eala invencidn son aquellas que Torman salex de base no Wbxicas
con loe compuestos acidos de farmula 1. Dichas sales de basa no tdxicas
Inclryen equellas derivadas de catlones farmacokigicamente aceptables tales
camo sodio, polasio, calclo vy magnesio, elc. Estas salas puedan prepararse
fiaciimenla {imtando los comrespondientes mmpuestds acidos con una solucién
acuDsa que contiene (ot catianes lamacoldgicamente aceplables deseados, v
evaporando despues la solucion resultants hasta sequedad, prefarblements a
presidn reducida. Como altemativa, pusden prepasarse tembkén mazclando
menjumtamants soluciones alcandlicas infericres da los compuestos acikdos vy el

glcivde de metl aelealime deseade, y evaporande después la sokucitn
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resultanta hasta sequedad de la misma manare que antes. En cualquier caso,
gse amplean preferiblemente cantidades estequiométricas de reactivos para
AB@QUIET |13 terminacion de Ia reeccidn y 108 rendimlenios maximos del producto
final deseado. Pussto que un solo compuesin de |a presenta invencién prede
Incluir méa de un resto dcido o basico, los compuestoa de |a preasnts Invencién
pueden inglulr mono-, di o trisales en un solo compuasto.

Los compuesias de la presente invanclon son patentss Inhibidores de la
familla erbB de tirpsing quinaeas de protelna oncogénica ¥ protoancagénica, en
particular erbB2, y por tamto egtdn tdog adaplatas para uso lerepéutico como
egentes antiprolferativos (por sejemple anticancer) en  mamifesos,
particularmente en seres humenos. En parficular, loa compuestos de [a
presante Invenciin son Gtles &n [a prevencion y &l tralamisnto de una serfe de
trastomos hiperproliferatives humenos tales como tumores malignas y benignes
de higado, de rindn, de veflga, de mama, géstricos, de ovario, colorrectal, de
prostala, pancrestico, de pulmdn, de vulve, timideo, camdinomas hepaticos,
sarcamas, glioblasiomas, de cabeza y cuello y ofras afecciones hiperpldsicas
teles comeo hiperplasia benigha de la pial (pot ejemplo peoriasis) = hiperplasia
benigna de ke prisiata (por elemplo BFH). Se espera. ademds, que un
compusetn do la presents invencion pusda poaser actividad frante & un amplip
intervalo de laucemlas y malignidades linfoldes,

Los compuestos de [a presente Invancion pueden ser también (ties en
el fratamienta ds testomos adicionales en los que estd Impleada la. expresion
aberrante de Intaracciones de llgando / receptor o eventos de actlvacion o
sefialzacion relacionados con diversas tiroeina quinasas de protelna. Dichos

trasiornos pueden incluir log de natursleza newonal, gllal, astrocial,
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hipotalémica y otros glandulares, macrofégicos, epitefiales, estromales ¥y
blastocoélicos en los que estan implicados la funcitén, expresion, activacién o
seflalizaclén aberranles de las tirosina quinasas de erbB. Ademas, lo
compuestos de Ia presente invencidn pueden tener utilidad terapéutica en
trastomos inflamatorios, anglogénicos e inmunoldgicos que implican tirosina
quinasas tanto identificadas como todavia no identificadas que estan inhibidas
por los compuestos de la presente Invencién.

Los compuestos de la presente invencidn pueden ser también dtiles
comp biomarcadores para el metaboismo de E£-2-metoxi-N-(3-{4-[3-meti-4-(6-
metilpiridin-3-iloxi)fenilamino]quinazolin-6-Malil)acetamida y pueden utlizarse
adicionalmente para determinar su tasa de absorcidn y degradacidén metabdlica
en mamiferos, tales como seres humanos.

La actividad in vitro de los compuestos de formula 1 puede determinarse
mediante el sigulente procedimiento.

El ensayo de quinasa c-artB2 es similar al descrito anteriormante en
Schrang et al. Anal. Biochem. 211, 1993, pag. 233-239. Se recubren placas de
cuttivo de 88 pocillos Nunc MaxiSorp mediante incubacidn durante una noche a
37°C con 100 ml por pocillo de poli(Glu,Tyr) 4:1 (PGT) 0,25 mg/ml (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) en PBS (solucién salina tamponada con fosfato).
El PGT en exceso se retira mediante aspiracion, y la placa de cullivo se lave
tres veces con tampdn de lavado (Tween 20 ai 0,1% en PBS). La reaccién de
quinasa se raaliza en 50 ml de HEPES 50 mM (pH 7,5) que contiene cloruro de
sodioc 125 mM, cloruro de magnesio 10 mM, ortovanadato de sodio 0,1 mM,
ATP 1 mM, dominio intracelular de c-erhB2 0,48 mg/ml (24 nglpocillo). EI
dominio Intracelular de la tirosina quinasa de erbB2 (aminoécidos 674-1255) se
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expresa en forma de una proteina de fusibn de GST en baculovirus, y se
purifica mediante unién a y elucidn de perlas recublerias con glutation. Se
aflade el compuesto en DMSO (dimetllsulfoxido) para dar una concentracion
final de DMSO de aproximadamente 2,5%. La fosforilacién se inicié mediante la
adicion de ATP (trifosfato de adenosina) y prosiguid durante 6 minutos a
temperatura ambiente, con agitacibn constante. La reaccién de quinasa se
termina mediante aspiracion de la mezcla de reaccién y posterior lavado con
tampon de lavado (véase anteriormente). La PGT fosforilada se mide mediante
25 minutos de incubacion con 50 ml por pocillo de anticuerpo antifosfotirosine
PY54 conjugado a HRP (Oncogene Science Inc., Uniondale, NY), diluido a 0,2
mg/mi en tampon de bloqueo {3% de BSA y 0,05% de Tween 20 en PBS), El
anticverpo se retira mediante aspiracion, y la placa de cultivo se lava 4 veces
con tampdn de lavado. La seflal colorimétrica se desamolla mediants la adicién
de sustrato de peroxidasa TMB Microwell (Kirkegaard and Perry, Gaithersburg,
MD), §0 ml por pochllo, y 5o detiens mediante la adiclén de acido sulfarico 0,09
M, 50 mi por pocillb. La fosfotirosina se asiima mediante la medida de
sbsorbancia a 450 nm. La sefial para los controles es tipicamente de 0,6-1,2
unidades de absorbancia, esencialmente sin fondo an pocillos sin sustrato
PGT, y es proporcional al tiempo de Iincubacién durante 10 minutos. Los
inhibidores se [dentificaron mediante la reduccion de la seial respecto a
pocilos sin inhibidor, y se determinan fos valores de Clsp comespondientes a la
concentracion de compuesto necesaria para una InhibiciSn de un 50%. Los
ocompuestos ejemplificados en la presente memoria que corresponden a la
férmula 1 tienen valores de Cig < 10 #M frente a la quinasa de erbB2.

La actividad de los compuestos de féormula 1, in vivo, puede
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determinarse mediante la cantidad de inhibicién del crecimiento tumoral por un
compuesto de ensayo respecio a un control. Se miden los efectos inhibidores
del crecimiento tumoral de diversos compuestos seglin el procedimiento de
Corbett T.H. et al, “Tumor Induction Relationships in Development of
Transplantable Cancers of the Colon in Mica for Chemotherapy Assays, with a
Note on Carcinogen Structure®, Cancer Res., 35. 2434-2439 (1975) y Corbett
T.H.,, et al., “A Mouse Colon-tumar Model for Experimental Therapy”, Cancer
Chamother, Rep. {parte 2)", 5, 169-186 (1975), con ligeras modificaciones. Los
tumores se inducen en el costado izqulierdo mediante la inyaccién subcutdnea
(sc) de 1-5 millones de células tumorales cullivadas en fase logaritmica (células
FRE-ErbB2 de murina o células de carcinoma de ovario SK-OV3 humano)
suspendidas en 0,1 ml de medio RPM! 1840, Después de que haya pasado
suficiente tiempo para que los tumores se vuelvan palpables (100150 mm?® de
tamafio / 5-6 mm de diametro), los animales de ensayo (ratones hembra
atimicos) se tratan con compuesto de ensayo (formulado a una concentracion
de 10 a 15 mg/ml en 5 Gelucire) por via de administracién intraperitoneal (ip) u
oral (po} una o dos veces al dia durante 7 a 10 dlas consecutivos. Para
determinar ol efecto antitumoral, &l tumor se mide en miimetros con un
calibrador Vernler a lo largo de dos didmetros y se calcula el tamafio del tumor
(mm?) utilizando la férmuta: tamafio del tumor (mm®)= (longitud X [anchural?)/2,
segin los procedimientos de Geran, R.., et al., “Protocols for Screening
Chemical Agents and Nalural Products Against Animal Tumors and Other
Biological Systems”, 3° edicion, Cancer Chemother, Rep., 3, 1-104 (1972). Los
resultados se expresan como porceniaje de Inhibicion, segin la fdrmula:
inhibicidn (%)= (TuWeomm = TuWanseyo) / TUWeommt X 100%. El sitio del costado
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de implantacibn del tumor proporciona efectos de dosis / respuesta
reproducibles para una serie de agentes quimioterapéuticos, y el procedimiento
de medida (diametro dsl tumor) es un procedimiento fiable para evaluar lasas
de crecimiento tumoral.

La administracion de los compuestos de la presente invencién (en
adelante en la presenie memoria los “compuestos activos™} puede efectuarse
mediante cualquier procedimiento que posibilita 1a liberacion de los compuestos
al sitio de accion. Eslos procedimientos incluyen vias orales, vias
intraduodenales, inyeccion parenteral (incluyendo intravenosa, subcutdnea,
intramuscular, intravascular ¢ infusion), administracion toplca y rectal.

La cantidad del compuesto activo administrada dependera del sujeto que
se esté tralando, de la gravedad del trastomno o afeccién, de la tasa de
administracion, de la disposicion del compuesio y del juicio del médico que
prascribe. Sin embargo, una dosificacién eficaz estd en el intervalo de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mg por kg de peso corporal al
dla, preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 35 mg/kg/dia,
en dosis Unica o divididas. Para un ser hwmano de 70 kg, esla seria
aproximadamente 0,05 a aproximadamenie 7 g/dla, preferiblemente
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 2,5 gfdia. En algunos casos, niveles
de dosificacion por debajo del limite inferior del intervalo anteriormante citado
pueden ser més que adecuados, mientras que en otros casos pusden
emplearse dosis ain mayores sin causar ningan efecte secundario nocivo, a
condicion de que dichas dosis mayores se dividan primero en varias dosis
menores para administracién a lo largo del dia.

Ventajosamente, la presente invencién proporciona también kits para

67
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uso por un consurnidor para tratar erfermadadas. Los kils comnprenden a) una
composidon farmacsulic que comprende un compuesto de la presente
imvenclon y un exclplents, vehicula o diuyente farmacauticamente acaplahle; y
b} insitruccicnes que describen un procedimiento de uso de la composicion
farmacsutica pars Iratar la enfermedad especifica.

Un “kit" como se utlliza en la presente salickud Incluy= un recipianta para
contener las formae de daosificacidn unltaria separades tal como una botslla
dividlda o un envese de hoje dividida. El recipiente puede tener cuaiquier
ronformacikdn o forma convencional conoclda an la LEcnica que esté hecha de
un material farmacéuticamente aceptable, par sjemplo una caja de papel o
cartan, une bolalla o bole de vidrio o plastico, une bolsa raxellable (por ajemplo
pera mantener un "rallano” de compeimidos para disposicion en un emvasa
diferente} o un envase blister con dosis individuales para sacar apratando del
envase segin un rdgimen terapautico. El recipiente smplaada puede depander
de la forma de dosificacidn exacta implicads, por ejemple una caja de caridn
convenclonal no 53 utllzmria generalmante para mantener wma guspeangion
llquida. Ex faciible que pueds utikzarse més da un reclplente conjuntamente an
un envase Unico pam comerclallzar una sole forma de dosificacion. Por
ejemplo, ks comprimides pueden astar contenidos en una botedla, gue a sU vaz
esld contanida en una caja.

Un elempls de dicho kit &5 &l denominado envess biistar. Los envases
bliater son bien conocidos &n la industria del envasado v se eetén emplesnds
ampliamente para el envasado de formee de dasificacion unitesla farmacéutica
icomprimiclos, cépeulas y similares). Los envases blister astan constihildos

generalments por una l[émina de materlal relativamentes rlgido cublerta con una
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hoja de un material pléstico preferiblemente transparente. Durante el proceso
de envasado, se forman alvaolos en la hoja de pléstico. Los alveolos tienen el
tamafio y la conformacién de los comprimidos o cépsulas individuales a
envasar o pueden tener el tamafio y la conformacion para acomodar miltiples
comprimidos y/o cépsulas a envasar. A continuacién, los comprimidos o
cdpsulas se disponen consiguiantemente en los alveolos y la lamina ;ie
material relativamente rigido se sella contra la hoja de plastico por la cara de la
hoja que es opuesta a la direccion en la que se formaron los alveolos. Como
resultado, los comprimidos o cépsulas se sslian individualments o se sellan
colectivamente, seglin se desee, en los alveolos entre la hoja de plastico y la
lamina. Preferiblemente, la resistencia de la lAmina es tal que los comprimidos
0 capsulas pueden retirarse del anvase blister aplicando manualmente presion
en los alveolos, con lo que se forma una abertura en la [Amina en ef sitio del
alveolo. E! comprimido o cipsula puede retirarse despuds a través de la citada
abertura.

Puede ser daseable proporcionar un recordatorio escrito, siendo el
recordatorio escrilo del tipo que contiene informacién yfo instrucciones para el
meédico, farmacéutico o sujeto, por ejempio en forma de nimeros junto a los
comprimidos o cépsulas, con lo que los nimeros corresponden a los dias del
régimen en que los comprimidos o cdpsulas asl especificados deberian
ingerirse, o una tarjeta que contiene el mismo tipc de informacién. Otro ejemplo
de dicho recordatorio es un calendario impreso en la tarjeta, por ejemplo como
sigue; "Primera semana, lunes, martes,”.., etc. ... "Segunda semana, lunes,
martes, ..." elc. Otras variaciones de recordatorios serdn resultardn faciimente

evidentes. Una “dosis diaria” puede ser un solo comprimido o capsula o varios
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comprimidos o cépsulas a administrar en un dfa dado.

Oftra realizacion especifica de un kit es un dispensador disefiado para
dispensar una dosis diarla cada vez. Preferiblemente, el dispensador esta
equipado con un recordatorio de modo que facilita adicionaimente e
cumplimiento del régimen. Un ejemplo de dicho recordatorio es un contador
mecanico que indica el numero de dosis diarias que se han dispensado. Otro
ejemplo de dicho recordatorio es una memoria de microchip a pilas acoplada
con una pantalla de cristal ifquido, o una sefal de recuerdo audible qus, por
ejemplo, expresa la fecha en que se ha tomado la dltima dosis diaria ylo
recuerda al paclente cuéndo ha de tomar la sigulente dosis.

En ain olra realizacidon de los kits, la composicion farmacéutica puede
comprender también un compuesto adicional que puede utdizarse en
combinacién con un compuesto de la presente invencién, o el kit puede
comprender dos composicionas farmacéuticas: una que contiane un compuesto
de Ia presante invencion y otra que contiene un compuesto adicional que puede
utilizarse en combinaclén con un compuesto de la prasante invencién.

E! compuesto activo puede aplicarse como terapla unica o puede
implicar una o més sustancias antitumorales, por ejemplo las seleccionadas,
por ejemplo, de inhibidores mitdticos, por ejemplo vinblastina; agentes
alquilantes, por ejemplo cisplatino, carboplatino y ciclofosfamide;
antimetabolites, por ejemplo S-fluorouracilo, arabingsido de citosina e
hidroxiurea, o, por ejemplo, uno de los antimetabolitos preferidos discutidos en
la solicitud de patente europea n° 239362 tal como &cido N-(5-[N-(3.4-dihidro-2-
metii-4-oxoquinazolin-6-ilmetil)-N-metilamino}-2-tenoil)}-L-glutdmico; inhibidores
de factor de cracimiento; inhibidores de ciclo celular; antibiéticos intercalantes,

~ Py
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por ejemplo adriamicina y bleomicina; enzimas, por ejemplo interferén; y
antihormonas, por ejemplo antigstrogenos tales como Nolvadex™ (temoxifeno)
O, por ejemplo, antiandrogencs tales como Casodex™ (4'-ciano-3-4-
fluorofeniisulfonil)-2-hidroxi-2-metil-3"-{trifluorometil)propioanilida). Dicho
tratamiento conjunto puede conseguiree mediante la dosificacion simultinea,
secuencial o separada de los componentes individusles de tratamiento.

La composicion farmacéutica puede estar, por ejemplo, en una forma
adecuada para administracidn oral en foorma de comprimido, capsula, pastilla,
polvo, formulaciones de liberacidn sostenida. solucién, suspension; pars
inyeccién parentaral en forma de solucién, suspensiéon o emulsién estéril; para
administracidn tdpica en forma de unglento o crema o para administracién
rectal en forma de supositorio. La composicién farmacéutica puede estar en
formas de dosificacién unitaria adecuadas para la administracién (nica de
dosificaclones precisas. La compogicién farmacéutica incluird un vehiculo o
excipiente farmacéutico convancional y un compueslto segtn la invencion como
ingrediente activo. Ademds, puede incluir otros egentes medicinalas o
farmacéuticos, vehleulos, coadyuvantas, etc.

La administracion de una combinacién de un compuesto de la presente
invencidn y un compuesto adiclonal o compuestos adicionales significa qQue
estos compuestios pueden administrarse conjuntamenie en forma de una
composicién o como parte de la misma forma de dosificacion unitaria o en
formas de dosificacién separadas, administradas en el mismo momenlo ¢ en
momanios separados.

Las formas de administracidn parenteral ejemplares incluyen soluciones

o suspensiones de compuestos activos en soluciones acuosas estériles, por
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ejamplo solurficnes aswogas de propllenglicol o de dextrosa, Dichas formaa da
dosificacidn pueden tamponarse adecuadaments, 5i se desea,

Los vahiculos farmacéuticos adecuados incluyen diluyenies o camgas
Inertes, sgua y diversca disolventes orgdnicos. Las  composiclones
farmacéuticas pueden contensr, si ee dessa, ingredientas adicicnales talss
como aromatizantes, aglutinantzs, exclplentea v simllaes. Por tanin, pera
adminlatracidn aral, pueden emplearse compamidos que conkienen diversos
Bxcipientes, tales como acido citrico, junic con diversos disgregantes tales
coma almiddn, Acldo alginico y clertos sliicatos csmplejos. vy con agentes
agiutinantes tales como sacarosa, gelating y goma anibiga. Adicionalments,
son a memudo fitiles agentes lubricantes lales comp estesrato de magnesla,
laurlsuifato de sodio ¥ lales con propositos de compresion. Pueden emplesrse
también composicionse sdfidee de tipo simlar en capsulas de gelatina rellena
bianda y dure, Loa materlalea preferkdos, por o tanto, Incluyen lactosa o azdcar
de la leche y polietienglicoles de alto peso maleculsr. Cuando we desean
suspensiones o elbdres acuosos para admmistracidn oral, el compuesto activo
én (o3 mismos puede rombmardke con diversos agentes edulcorantes o
aomatizaniae, matarisles colorames © fintes y, ei se desea, agentes
emulsionanies 0 egentes de suapenakdn, nlo con diluyentes lales comp agua,
etanal, propllenglicol, glicarina o combinacionas da los mismos.

Los procedimiendos de preparaciin de dhersas composiciones

farmaceuticas con una cantidad espaciflica dé compuesto activo son conocidos,

' o resultardn evidenlss para loe expertas en la técnica. Para ejemplos, viasn

Reminglon's Phermacsuvtical Sclences, Mack Publishing Company, Easter, Pa,,
15* adicidn (1973).
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Las ejemplos y preparaciones proporcionados a continuacion ilustran y
ejemplifican adicionaimente los compuestos de la presente invencién y los
procadimientos de preparacion de dichos compuestos. Ha de entenderse que
el alcance de la presente invencidn no esta limitado en modo aiguno por el
alcance de los siguientes ejemplos y preparaciones. En los siguientes
ejemplos, las moléculas con un solo centro quiral, a menos que se observe ofra
cosa, existen en forma de una mezda racémica. Aquellas moléculas con dos o
mas centros quirales, a menos que se observe ofra cosa, axisten en forma de
una mezcla racémica de diastersoisbmeros. Los enantibmeros |/
diasierepisdmeras individualas pueden obtenerse mediante procedimientos
conocidos por ks expertos en [a técnica.

Cuando se indica cromatografia HPLC en las preparaciones y ejemplos
siguientes, se realizo utlizando un sistema HPLC Watars Alliance (2690 + fila
de fotodiodos 986). La HPLC preparativa se realizé utiizando un
automuestreador Waters 717, FFD 998 y controlador 600. Se proporcionan
atros detalles que se refieran a los procedimientos cromatograficas en los
ejemplos siguientes.

Los compuesios de la presente invencibn pueden prepararse
sintéticaments segun el esquema 1 mostrado anteriormente, © como aiternativa
pueden prapararse utilizando técnicas de blotranstormaciéon bien conocidas por
los expertos en la técnica y como se dascribe a continuacion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

X
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Pracedimianto general para biotransformacién

Puede canseguirse una biotransformacién por los experios en la técnica
poniendo en contaclo la sustancia a transformar, y otros reactivos necesarios,
con una serie de microorganismos vivos o las enzimas derivadas de ellos, en
condkiones adecuadas para que ocurma una Interaccion quimica.
Posteriormente, los productos de reaccién se separan y los de Interés se
purifican para la elucidacidn de su estructura quimica y propiedades fisicas y
biolégicas. Las enzimas pueden estar presantes como: reactivos purificadas,
en extraclos brutos o lisados, en céhdas intactas, en solucitn, en suspension.
unidas covalentemente a una superficie de soporte 0 embsbidas en una matriz
permeable (por ejemplo perlas de agarosa o alginalo). El sustrato y otros
reactivos necesarios (por ejemplo agua, aire, cofactores) se suministran segun
dicte {a quimica.

Generaiments, la reaccin se lleva a cabo en presencia de una o més
fases liquidas, acuosas y/o arganicas, para promover la transferencia de masa
de los reaclivos y productos. La reaccién puede realizarse asépticaments @ no.
Las condiciones de contral de la progresion de la reaccion y e aislamiento de
fos productos de la reaccion variaran segn las propiedades fisicas del sistema
de reaccidn y la quimica de los reactivos y productos, y dichas variaciones
seran apreciadas por los expertos en la tdcnica.

Los siguientes son dos ejemplos de un procedimiento a escala de
laboratario para llevar a cabo biotransformaciones aerbicas que pueden
ejercerse por los expertos en la técnica para producir compuestos de interés.
Se afiade medio nutriente (por ejemplo medio IOWA: dextrosa, extracto de
levadura, hidrogenofosfato de dipotasio, cloruro de sodio, harina de sofa, agua;
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ajustado a pH neutro) a uno o més recipientes de cultivo {por ejemplo tubos o
matraces de fermentacion) y despuéds se esterilizan con vapor. Cada recipiente
se inocula asépticamente con crecimiento de un cultivo de agar, una supension
de células lavades o esporas, o caldo de un cultivo de meadio nutriente liquido
de! microorganismo biotransformante. Los recipienies se montan en un agitador
diseflado para fermentacidn y se agitan (por ejemplo operacién rotatoria a 100-
300 rpm) a una temperatura aproplada (por ejemplo 20-40°C) suficiente tiempo
para promover el crecimiento del microorganismo a un tamafio de poblacién
adecuado (por ejemplo 1-3 dlas). £l compuesto original a transformar
{concratamente sustrato) se disuelve en agua o un disolvente miscible con
agua adecuado (por ejemplo dimetilsulfdxido, dimetilflermamida, alooho! stliico,
alcoho! metilico). Se afiade asépticamente a cada uno de los recipientes de
biotransformacion la solucién resullante para conseguir la concentracidn
deseada de sustrato {por ejemplo 0.1-0,2 mg/ml). Los recipientes dosificados
se montan en el agitador y se agitan como anteriormente, hasta que el sustrato
se ha convertido en producto(s) por metabolismo microbiano (por ejempio 1-10
dias). Los contenidos del recipiente de biotransformacion pueden tratarse
mecanicamente {(por ejemplo mediante filtracidn o centrifugacién) para separar
los sélidos no disueltos y las células de la fase acuosa, o extraerse s un pH
6ptimo para la extraccién de los compuestos deseado (los disolventes
organicos inmiscibles con agua incluyen, pero sin fimitacion, cloruro de
metileno o acetato de etilo). Si se separan, los sdlidos pueden extraerse con un
disolvente orgénico miscible can agua adecusdo {por ejemplo metanol). E
extracto de disolvente de los sdlidos y el conisnido de la fase acuosa de los
recipientes se recupera, se combina y se concentra utilizando procedimiantos

2y
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adecuados, por ejemplo extraccidn en fase sdlida y secado a presitn reducida.
El producto bruto secado se redisuslive en un disolvente que es compatible con
el procedimiento de purificacion (por ejemplo acetonitrilo, metanol, agua o fase
mévil de HPLC). E! aislamiento y purificacitn del producto o producios de
biotransformacién pueden conseguirse, psro sin limitacién, mediante extraccion
en fase sblida (SPE) seguida de cromatografla liquida de alta resolucidn en
fase inversa (HPLC).

E! producto o produclos de biotransformacion pueden controlarse
durante la separacidn cromatografica por ejemplo mediante absorbancia UV y
perfil espectral de fila de fotodiodos. Las fracciones de la fase mévil de HPLC
que contienen el producto o productos de interds se retienan, y el producto o
productos se extraen de ia fase mévil utilizando procedimientos adecuados, por
ejernplo secado a vaclo seguido de SPE o extraccion con disolvente organico
inmiscibie con agua a un pH Optimo para la extraccidn de los compuestos
deseados. El gluido de disolvente de la exiraccién SPE se recupera, se flitra
para retirar sélidos, y se concentra a presidn reducida produciendo el producto
o productos de biotransformacién purificados secados. La estructura quimica
del producto o productos aislados se determina mediante espectroscopla de
masas {EM) y resonancia magnética nuriear (RMN).

E lo
Preparacién de E-N<{3-{4-{3-hidroximetil-4-(6-maetilpiridin-3-if xI)-
fanitamino]quinazolin-8-il}alil)-2-metoxiacetamida mediante

transformaciéon microblana
Se afladieron cincuenta mifilitros (50 ml) de medio IOWA (20 g de

H
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dextrosa anhidra; 5 g de extracto de fevadura; 5§ g de hidrogenofosfato de
dipotasio, 5 g de cloruro de sodio, 5 g de harina de soja, 1 | de agua destilada;
gjustado @ pH 7,2 con 4cido clorhidrico 1 N) a cada uno de 29 matraces
Erenmeyer de 250 m) con tapones de cierre de espuma, y se esterilizaron con
vapor durante 20 minutos 8 104 kPa y 121°C. Se inocularon asépticamente tres
matraces con 0,5 ml de una solucién madre almacenada criogénicamente (-
80°C) de micello de Streptomyces albulus (ATCC 12757). Los matraces
inoculados se montaron verticalmente eén un agitador rotatorio (5,08 ¢cm de
recorrido) y se agitaron a 210 mm y 29°C durante 2 dias (etapa de indculo).
Después, se transfirieron asépticamente 5 mi del cultivo de la etapa de indcuto
a cada uno de fos 26 matraces restantes (stapa de biotransformacion). Los
matraces de biotransformacion Inoculados se montaron verticaimente en un
agitador rotatorio (5,08 cm de recorrido) y se agitaron a 210 rpm y 29°C durante
2 dias. La sal metanosulfonaio de 2-metoxi-N-{3-{4-[3-meti-4-(6-metlipiridin-3-
foxifenilaminp)quinazolin-6-)alillacetamida  (concretamente sustrato) se
disalvi en dimetilsulfdxido (10 mg/mi). Se afladieron asépticamente a cada uno
de los 26 matraces de biotransformacion 0.5 mi de la solucién resuitante,
proporcionando una concentracion de sustrato inicial de 0.1 mg/mt (130 mg
{otales en los 26 matraces), Los matraces dosificados se volvisron a montar
verticaimente en el agitador rotatorio y se agitaron a 210 rpm y 29°C durante 3
dias adicionales. Al final del periodo de biotransformacion de 3 dias, se
combinaron los contenidos de los matraces de blotransformacion. El pH del
caldo completo se ajustd a 8,5 con hidroxido de sodio 1 N. El caldo resuitante
se axirajo dos veces con un volumen igual de acetato de etilo. La fase organica
se concentrd utilizando un rotavapor (bafio de agua de 40°C) vy después se

X
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llevd a sequedad a presidn reducida (Savant Speedvac, regulado a calor bajo,
vaclo total). Se afiedié dimetlisulféxido (0,4 ml) a este residuo, que se cargh
después en una SepPak Waters C18 preacondicionada (5 g) para extraccién
en fase sélida (e cartucho se preacondiciond segun las instrucciones del
fabricante). Después de cargar, ia columna se lavd con 24 mi de agua destilada
seguidos de 24 mi de metanol al 25% en agua, y después 24 ml de metanol al
50% en agua para retirar el material indeseado. El compuesto de interés se
eluyd con 24 m! de metano!l al 75% en agua, Se secaron las fracciones ds
metanol al 75% en agua a presion reducida {(Savant SpeedVac, regulado a baja
temperatura, regulado a vacio total) duranite una noche, Se afiadid metanal a
cada uno de los tubos, combinando los residuos (aproximadamente 0.6 mi)
para cromalografia liquida de alta resolucién en fase Inversa (procedimienio
HPLC 1) para aislar el compuesto de interés.

P imiento C
Columna: Waters SymmetryPrep C18 Sy 19 x 300 mm
Fase mdvil: gradients lineal de 0-20 min

00:10 a 50:50 durante 20 minutos; etapa de 10:90 a 20,5
min; mantenido a 10:90 durante 7 minutos
{tampon acucso ([acetatc de amonio 5 mM, pH

4 5).acetonitrilo)
Caudal: 12 ml/min
Cantrol: Absorbancia UV a 254 nm; fila de fotodiodos a 200-400 nm

Tiempo de proceso: 27 min

———
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El compuesto dal tiulo tenfa un tiempo de retencin de
aproximadamente 17,2 minutos. Se recogleron las fracciones de HPLC que
contenlan el compuesto dal titulo. Ei pH del eluido se ajustd a ~8.8 con NaOH
1 N y después se extrajo dos veces con un volumen igual de diclorometano. Se
llevo a saquedad una slicucta de la fase orgénica en coniente de gas nitrdgeno
{bafic de agua de 40°C) y se resuspandié en metanol para cromatografia
liquida de alta resolucién en fase inversa (procedimianto HPLC 2) para andlisis.
El compuesio de interés tenla un tiempo de retencién de aproximadaments
14,7 minutos en este ensayo analltico. E! compuesto original eluyd
aproximadamente a 19,3 minutos en el mismo ensayo.

Procedimiento HPLC 2
Columna: Waters Symmetry C18 5 & 2,1 x 150 mm
Fase movil: Gradiente lineal de 0-20 min;

80:10 a 50:50 durante 20 minutos; etapa de 10:90 a 20,5
min; mantenido a 10:90 durante 7 minutos;

(tampén acuoso [acetalo de amonic 5 mM, pH

4,5):acetonitrilo)
Caudal: 0.3 mi/min
Control: absorbancia UV a 254 nm; fila de fotodiodos a 200400 nm

Tiempo de proceso: 30 min

La fase orgénica restante se concentrd utilizando un rotavapor a presion
reducida (bafo de agua de 40°C) y después se llevé a sequedad a presién
reducida (Savant SpeedVac, regulado a baja temperatura, regulado a vaclo

E
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total). E! compuesto de interés (15,8 mg) se als¥é en forma de un poivo
amarillo.

Tenia maximos de absorbancia de Iuz ultravioleta (Amax) @ 242,6 nm,
312,5 nm y 347 nm. Espactrometria de masas: m/z= 488.5.

H (CD;0D): § 8.78 (s. 1H), 8,65 (d, J= 1,6 Hz, 1M), 8,45 (d, J= 2.8 Hz,
1H), 8,23 (dd, J= 8,7, 1,6 Hz, 1H), 8,02 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 7.98 (dd, J= 8,7, 2.8
Hz, 1H), 7.85 (d, J= 8,7 Hz, 1H), 7,81 (dd, J= 8.7, 2,8 Hz, 1H), 7,78 (d, J= 8.7
Hz, 1H), 7,21 (d, J=8,7 Hz, 1H), 6,78 (d, J= 15,8 Hz, 1H), 6,64 {d1, J= 15,9, 5,6
Hz, 1H), 4,74 (s, 2H), 4,14 {dd, J= 5,8, 1.2 Hz, 2H), 3,88 (3, 2H), 3,48 (s, 3H),
2,73 (s. 3H). '*C (CDsOD) 3 171.8, 161,2, 160,9, 160,5, 154,8, 151.1, 150.4,
1500, 139,0, 137,9, 1348, 1348, 134,3, 1329, 132,7, 130,8. 1289, 128,2,
1259, 125,7, 121,2, 120,0, 118,9, 114,3, 71,7, 53.8, 58.7, 40,6, 18,9.

Elempilo 3
Preparacién de E-N<{3-{4-[4-{6-hidroximetiipiridin-3-iloxI)-3-

matilfenilamino]quinazolin-6-ii}alil)-2-metoxiacotamida

E! compuesio de interds E-N-(3-{4-{4-(6-hidroximetilpiridin-3-foxi)-3-
maetilfenilaminojquinazolin-6-i)alil}-2-metoxiaceltamida se prepard utilizando el
procedimianto descrito en el ejemplo 2 ron las siguientes diferenclas indicadas
a continuacion:

E! microorganismo utliizado fue micelic de Streplomyces nmosus (ATCC
23955) (en lugar de micelic de Streptomyces afbuius (ATCC 12757)). Los
matraces dosificados se agitaron durente 5 dias adicionales (en lugar de 3
dias). El compuesto del titulo tenla un tiempo de retencién de
sproximadamente 18,5 minutos, ulllizando el procedimisnto HPLC 1 del
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ejemplo 2, Después de recoger las fracciones de HPLC (del procedimiento
HPLC 1). ef eluido se exirajo despuds dos veces con un volumen igual de
dicloromatano (no se llevd a cabo ajuste de pH del eluldo). El compuesto de
interés tenia un tiempo de retencién de aproximadamente 15,3 minutos segimn
la segunda cromatografia liquida de alta resolucién (procedimisnto HPLC 2). EI
compuesio onglnal eluyd aproximadamente a 19,3 minutos en el mismo
ensayo. El compuesto de interés (10,4 mg) se aisld en forma de un palvo
amarilio.

El compuesio tenla maximos de absorbancia da luz UV {Awn) a 242,6
nm, 312,5 nm y 347 nm. Espectrometria de masas: m/z= 486.5,

'H (CD1OD}: 5 8,53 (s, 1H), 8,40 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 8,22 (d. J= 2.8 Hz,
1H), 8,03 (dd, J= 8,7 Hz, 2,0 Hz, 1H), 7.72 (d, J= 2,8 Hz, 1H), 7,78 (d, J= 8.7
Hz. 1H), 7,64 (dd, J= 8.7, 2,8 Hz, 1H), 7,54 (d, J= 8,7 Hz, 1H), 7,41 (dd, J= 8.7,
2.8 Hz, 1H), 7,04 (d, J= 8,7 Hz, 1H), 6,76 (d, J= 15,8 Hz, 1H). 8,53 {dt, J= 15,8,
5,6 Hz, 1H), 4,70 (s. 2H), 4,12 (m, .ZH). 3,99 {s, 2H), 3,48 (s, 3H). 2,29 (s, 3H).
3C (CDyODj & 1716, 159.3, 155,1, 154,3, 153.7, 151,2, 147,1, 138,0, 136,7,
1353, 1319, 130,7, 130,1, 128,65, 127,0, 128,0, 1254, 123,1, 122,2, 1204,
120,3. 115,5, 71.7, 64,2, 58,6,40,8, 154.

Ejemplo 4
Preparacién de écido E-3-{4-]3-metil-4-{8-metilpiridin-3-loxi)fanilamin }-
quinazolin-8-il}acrilico
Se afladié gola a gota una solucién de PhOH (11,3 g, 0,12 mol) en DMF
seca (50 ml) a una suspensién agilada enfriada (0°C) de NaH (4.8 g, 60%., 0,12
mol) en DMF anhidra (60mi), Después de la adicidn, se afiadld en porciones 4-
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cloro-6-yodoquinazolina (20 g, 0,1 mol). Después de elo, se retird el bafo de
refrigeracion y la solucién resuliante se agitd a temperatura ambiente durante
1.5 h y se Inactivé con agua (300 ml). El producto precipitdé y se extrajo con
AcOEt (400 ml). La fase orgénica separada se lavé con NaOH ac., agua,
salmuera, se secd sobre Na;SO, y se concenird, proporcionando 6-yodo-4-
fenoxiquinazolina en forma de un sdlido blanquecino (32,9 g, 94%). La
cristalizacién con AcOEt proporciond cristales de aguja blandos y cortos
blancos.

Se purgd con N2 una mezcla de 6-yodo-4-fenoxiquinazolina (3.5 g, 10
mmol), como se prepara en el pamafo precedente, acrilato de metilo (8 g, 70
mmol), Pd(OAc): (140 mg, 0,62 mmol) y PhsP (320 mg, 1,22 mmol) en
EtsN/DMF y el recipiente de reaccién a presién se tapo firmemente. La reaccion
50 calentd después en un bafo de aceite a 110°C con agitacion. La
cromatografia en capa fina indicd que la reaccidn era complata después de 3
horas. Le mezcla de producto se transfirid despuds @ un matraz de fondo
redondo y se purgd con una corriente de N2 para retirar el acrilato de metilo. Ei
residuo se disolvié después en acetato de etik, se lavé con agua, saimuera, se
secd sobre sulfato de sodio y se concentrd, proporcionando éster metilico del
acido E-3-{4-fenoxiquinazolin-G-il)acrilico en forma de un sélido amarillo que se
recristalizd con acetato de etilo, proporcionando 2.3 g (70%) de un sdlido
crisialino amarilio palido en dos racogidas.

Se recogid en fenol {2 g) una mezcla del producto {éster metilico del
écido E-3-{4-fenoxiquinazolin-6-i)acrilico) del pérrafo precedents (307 mg, 1
mmol) y la anilina deseada (215 mg, 1 mmol), la mezcla resullante se calent a

100°C en un bafio de aceite y se obtuvo una solucién transparente. Despusés

p
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de calentar durante 20 h, la solucién marrdn se destilé a presidn reducida para
retirar el fenol. Ei residuo se repartid entre NaOH diluido y cloruro de metileno.
La fase organica separada se lavd con salmuera, se secd sobre sulfalo de
sodio y se concentr, proporcionando el producto bruto, que se purificd por
cromatografia proporcionando éster melilico del Acido E£-3-{4-{3-metil-4-{0-
metilpiridin-3-lloxi}fenilaminojquinazolin-6-il}acrilico puro (480 mg).

Se calentd a reflujo une mezcla del éster metilico (450 mg, 1 mmol} y
LiOH-HO (0,83 g, 15 mmot) en metano! / agua (10 / 1 ml) durante 3 h.
Después de enfriar, 'a reaccitin se nautralizé can dcido acétice (0.9 g, 15 mmol)
en 2 m! de H20 a pH 6.0. Se obtuvo inicialmente una solucidn iransparente y el
producto acido precipitd después en forma de un sdlido amariflo, que se
recagio por filtracién a vacio y se secd, proporcionando el preducto final acido
E-3-{4-[3-metl-4-(6-metilpiridin-3-floxi)fenilamino]quinazolin-6-lacrilico en
forma de un sélido amarillo (280 mg, 68%).

H (CD;0D): 8 2,24 (s, 3H), 2.48 (s, 3H), 8.70 (d, J= 16 Hz, 1H), 6,98 (d,
1H), 7,28 {m, 2H), 7.6 (m, 1H), 7,68 (m, 1H), 7.78 (m, 1H), 7.78 (d, J= 16 Hz,
1H), 8,1 (m, 2H), 8,5 (s, 1H), 8,8 (d. 1H). miz (EP+) (M+1) 413.4. Tr de HPLC=
4,831 minutos.

Los compuestos de la presente invencién puaden producirse también an
forma de mezclas como metabolitos de F£-2-metoxi-N-(3-{4-{3-metil-4-(6-
metilpiridin-3-loxi)fanflamino]quinazolin-6-iljalil)acetamida, cuya estructura se
muestra a continuacion,
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Como tgl, la E-2-metoxi-N-{3-{4{3-meti-4-(6-metilpiridin-3-iloxi)-
fenilaminojquinazolin-6-if}alil)acetamida puede incubarse con preparaciones de
lejido hepatico de ratén, rata, mono, pemo y humano (laminas,
homogeneizados, hepatocitos, microsomas) o con enzimas racombinantes (por
ejemplo microsomas de células de insecto que contienen CYP humano).
Pueden recogerse muesiras de bifis, orina y plasma, y procesarse
adicionalmente para obtener muestras de mezclas de metabolitos. Estas
muestras pueden someterse después a separacion por HPLC, y analizarse
mediante técnicas de instrumentacidn estAndar tales como espectrometria de
masas, RMN y UV.
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Habiéndose descrito la invencidn como antecede, se declara como propiedad
lo contenido en ias sigulentes

REIVINDICACIONES
$ 1. Un compuesto de formuia
o X )’
R'N : :R’
RY-CH=CH
N
Z
A
1
o una sal, solvato o profarmaca farmacéuticamente aceptable del mismo, en la
que;
10 R' se selecciona del grupo constituldo por H y alquilo C1-Cq: -
R? se selecciona de) grupo constituido por H, grupos alquilo Cy-Csa,
alcox] C4-Cs @ hidroxisiquilo C4-Cg;

R?se selecciona del grupa constituido por H, alquilo C4-Cg, hidroxialquilo
C+-Cs y C(O)OR', estando seleccionado R* del grupo constituido por H y alquilo
15 CiCo:
R® se selecciona del grupo constituido por -C(O)OH y {CR%R”),-NR'R®,
en la que m os un nimero entero de 0 a 3; cada R’ y R’ esta

LENLENY 11

- Al

independientemente seleccionado del grupo constituido por H y alquilo C,-Cq, ¥
en la que R® se selecciona del grupo constituido por alquilo C,-Cs y -C(O)
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(CRUCR’)eOlalquilo CrCs}; ¥ en la que € compuesta de frmula 1 estd
opclonalmenta sustiuido ademas con un hidroxl 0 un sustituyente dcido O-

glcunanico.

2. El compuesto segin la reivindicacion 1, en el que R e9 H, ¥ es
hidreximetilo, R* es melilo v RS es -CH;NHG(OICHZOCHS,.

3.  E) compuesto sagin la reivindicacian 1. en el que R'es H, R¥es
metilo, R? && hidroximetilo y R® e2 -CHNHC{OXCH0CH,.

4, El compuesta de la relvindicacién 1, en ol que R' #s H, R® es
metlio, R® as matila ¥ R? as -C{OYOH.

B. El compuesto sagin la reivindicacion 1, en el qua R ea H, R® es
metlls, R? es -COOH y R® es -CH;NHC{O)CHOCH.

8. El compuesio segun ia reivindicacién 1. en el que el compuesto
de formula 1 comprande adicicnaimente un sustihuyenta hidroxi, v en el gue R?

es H, R? as matily, R® es metip y R® e -CHyNHC{OCHOCH;.
7. El compuesto segdn la reivindicaciin 1, en &l que &l compuestoe
de fdrmula ] comprende adicionalmente un sustituyents hidrood, v en el qus R!

et H, R? es metlin, R? es hidroximetilo y R 88 -CHaNHC{O)YCHOCH;.

8.  El compuasto seguin la reivindicackin 1, en 8l que R* es H, R® as
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hidroximetllo, R® es metlio y R* es -CHaNHC{O)CH,;OH.

9. El compuesto segin Ja reivindicacién 1, en el que el compuesto
de formula { comprende adicionaimente un sustituyente acido -O-glucurénico.

10. El compuesto segun la reivindicacién 1, en el que el citado

compuesio es sustancialmente puro.

11. Un procedimiento para el tratamiento del crecimiento celular
anommal en un mamifero, que comprende administrar al citado mamifero una
cantidad de un compuesto de 1a reivindicacion 1 que es eficaz en el tratamiento

del crecimiento celular anormal.

12. Una composicién farmacéutica para el tratamiento del crecimiento
celular anormal en un mamifero, que comprende una cantidad del compuesto
de la relvindicacién 1 que @s eficaz en el iratamiento del crecimiento celular

anormal, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. Un procedimiente de delerminecion de si se ha administrado a un
paciente E-2-metoxi-N-({3-{4-[3-meti-4-(6-metilpiridin-3-iloxi{enilamino}-
quinazolin-8-il}alil}acetamida, comprendiendo el procedimiento la etapa de
determinar si una muestra de plasma, orina, bilis o fecal obtenida del paclente

muestra |a presencia del compuesto de la reivindicacion 1.

14. Un kit para el tratamiento del crecimiento celular anormal que
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comprende a) una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
la relvindicacidn 1 y un excipiente, vehiculo ¢ diluyente farmacéuticamente
aceplable; y b) instrucciones que describen un procedimiento de uso de la

composicion farmacéutica para tratar el crecimiento celular anormal.



Lo

10

15

-50-

RESUMEN

La Invencion se refiere a compuestos de formula 1

cr
R*-CH=CH RN i

N

y

1

y a sales, profarmacos y solvatos farmecéuticamente aceptables de los
mismos, en la que R', R?, R* y R® son como se definen en la presente
memoria, ¥ en la que 8l compuesto de férmula 1 comprende opcionaimente
ademas un sustituyente hidroxi 0 un acido O-glucurdnico. La invencion se
refiere también a procedimientos de tratamiento del crecimiento ¢elular anormal
en mamiferos mediante la administracion de los compuestos de formula 1 ¥ a
composiciones farmacéuticas para fratar dichos trastomos que contienen los
compuestos de fdrmula 1. La invencion se refiere también a procedimientos de
preparacion de los compuestos de fdrmula 1.
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transmilird tal traduccion a aquellas Oficinas.

4. RECORDATORIO
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(1)) (ver 1ambién &) revonlblurio caviado por la Oficinn Intcrmacional con el
Formulario PCT/TB/301).

Donde sc debe presentar una traduccién de la solicitud intemacional ante una Oficina
designada, la traduccién deberd contencr una Lraduccion de cualquicr ancxo del
reporic de examen preliminar intemacional. Es responsabilidad del solicitante
preparar y presentar tal traduccion direclamente a vads Oliving dusignadu,



Para mis Inlormevion con respecia a los plazoa v requisiios de fas Oflcinas
desipmenlus, ver €l Vohumen B de ln Guin de] Solicitanie PCT.

%2 llarmy 1y wiencion del sollchante al Arliculo 35(5). el cual eslipula quc los criterios
de novedad, nivel ioventivo ¥ aplicacidm indusirinl descritos en el Ardeulo 33(2) a (4)
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propésilos de devidit s3, en 2se «stado, los ioveatos rejvindicados son pamentalies o
m" (ver tanbién Aricule ZA{3)). Tulkes critcrios adiclonules pucden osar
rclaclonadys, por ciemplo. eon cxecpelonea o padir do la patendshilidud,
nyucrimientos pata permitir la  divulpecitn, clwidad ¥ sopore para las
raivindivacioncs.
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Articulo 36 y Reyla 70)

Referencia del solicitanic o representunic:  PC25074A

No. de Sulicitud Interacionul; PCT/1B03A)5826

Fecha de presentacidn internacionnl: 08.12.2003

Fecha dc prioridad: 18.12.2002

Clasificacién Imemacional de Palentes (IPC) o ambas, clasificacién nacional ¢ IPC:
A61K31/517

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC ct. al.

1. El reporte de examen preliminar inlemacional ha sido preparado por esta
Autoridad Je Revisién Preliminar Internacional y ¢s transmitido al solicilanic segiin
¢l Articulo 36.

2, Este REPORTE consta de 6 hajas, incluyendo esta cubre hoja.

Eslc reporte también esta acompaiiado de ANEXOS, es decir, hojas de la
desripeién, reivindicaciones, y/o dibujos los cuales han sido nxxlificados y son la
base para esiv reporte y/o hajus que contengan rectificacioncs hechas anie csta
Autoridad (ver Regla 70.16 y Seccidon 607 dc las Instrueciones Administrativas bajo
el PCI).

Fstos uncxos constan de _hojus.

3. Estc reporte contiene indicaciones con relacion a los siguientes ltems:

I. X Buse pamacl reporte

1. U Prioridad

lll. X Ninguna opinién con respectlo a la novedad, nivel inventivo y aplicacién
industrial.

IV. = Fulla de unidad inventiva
X Declaracion razonada bujo la Regla 66.2(a) (ii) con respecio a la novedad,
nivel inventivo o aplicacion industrial; citas y explicaciones soportundo
dicha dcclaracitn.
VIi. N Cienos documentos citados
Vi1 U Ciertos defectos en lu solicitud internacional
VIl N1 Ciertax observaciones sobre la solicixl inlcrnacional

Fecha de radicucidn de la demandn: 29.12.2003

I‘echa de claboracion de este reporte: 20.01.2005

Nombre y direccién de correspondencia de la Autoridad de Rovision Preliminar
Internacional:

Oficina de Patentes Europea

1)-80298 — Munich

Tel: +49-89 2399-0, T'x: 523656 cpmu d

Iax: + 49-89 2399-4463

Funcionario Autorizado: Gavriliu, D.

W
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Tel: +49 89 2304-§274



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
No. de Solicifud Internacivnal: PCTABR03/05826

1. Base del reporte

. Con respecto a lus elementos de la solicid intemacional (Hojas de
reemplazw, cntregadys a la Oficinu receptara en respucsta a un roquerimiento scgtin el
Articulo 14, yon referidas ¢n csic reporic como “preseniadas originulmente” y no
;mn_’);mndns ol prescnte puesiv que no conticnen enmiendas (Reglas 70.16 y

Descripcién, paginas:
1-30) el como sc presentd originalmenie
Rcivindicacioncs, Nos.:

1-14 tal como se presenté originalmente

2. Con respecto al idioma, todos los elemtnios marcados anterionmentc
catuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridud cn cl idioma en el
cual fuc presentada la solicitud internacional, 8 menos quc se indique de alru muncra
bajo este puntv.

Fstos elementos cstuvicron disponibles o fucron suministrados a esta Auloridad en el
siguicnte idioma: , el cunl es:

u el idioma de una traduccién suministrada con fines Jde la bisqueda
inlermucional (bajo Regla 23.1(b)).

u el idioma de Ju publicacion de Ia solicitud intemucionul (bajo Regla 48.3
®).

- ¢l idioma de uma traduceion suministrada con fines del exumen preliminar
intvrnacional (bajo Regla 55.2 y/o 55.3).

3. Con respecio a cualquier secucnein nucledtida y/o de amino dcidos
divulgada en la solicinkl inicrnacional, el examen preliminur intcrmacional fue
reslizudo con basc cn ¢l listado de secuenciay:

contenido cn Ja solicitud intemacional por cscrito.

presentade junto con la solicitud intemacional en forma electronica
suministrado subsccucntcmente a esta Autorilad por escrito
suministrmdo subsecuentemente a estu Autoridad cn forma elecirdinica

o3ca



u Ha sido suministrada la declaracién donde indicy que el listado suministrado
de sccucncias escrito no va més alld de la divulgacion encontrada en la
sulicitud intermacionsl el come se presenté

n Ha siio suministrada la decluracion que indica quc la informacion registrada
en forma clecirdnicu exn idéntica al listado du secuencins escrito.

4. Las cnmivndas han resuliado cn la cancelacidn de:

r la deseripeidn, pipinas:

0 las reivindicacioncs, Nous.:

n los dibujos, hojas:

5. Este reporte ha sido cstablecido vome si no estuvieran hechas lus enmiendas,

puesto que sc considerd que iban mds alld de la divulgacion 1al como se proscnlé
(Rogla 70.2(c)).

(Crealquier huj de reemplazn que contenga lules enmiendas debe roferirse al fiem |
Yy estar odjunto a esie reporte.)

6. Obscrvacioncs adicionnles, $i 80n necesarias:

I Ninguna formulacién de vpinién con respecto a la novedad, nivel
inventivo, y spliencitn industrial

1. Las pregunias con respeeto a si ¢l invento reivindicado parcce scr novedoso,
tener nivel inventivo (no ser obvia), o ser mdusmnlmcnlc aplicable nv han sido
examinadas con respecto a:

n toda la solicitud intcrmavional,
X reivimdicaciones Nos. 11, 13 (con respecto a la aplicabilidad industrial)

puesto que:

] dichn solicitud intemacional, o dichas rcivindicaciones Nov. se relacionan
con cl siguicnic lema ol cuul no reguiere examen preliminar internacional
(especifique):

0 In descripeidn, reivindicaciones, o dibujos (indique clementos cn particular &

continuacién) o lalcs reivindicuciones Nos. estdn tan ambiguas que ninguna
opinidn signilicativa pudo formularse (cspecifique):

- las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones No. estin  wn

inapropisdamenic soportadus que no se pudo formar una opinidn
significativa.



~ no s¢ ha establecido ninguna biisquoda  internacional pura  dichas
reivindicaciones Nos.
2. Un cxumen preliminar internacional significativo no puede efectuarse debido

a ¢ue ¢l listado de sccucncius nucledtidas y/0 de umino #cidos no cumple con el
estindar suminisirado en el Ancxo C de las Instruccioncs Administrativas:

n la formn eserita no ha sido suministruda o no cumple con cl esténdar

0 la forma electrénica no ha sido suministrada © no cumple con el estindar

Y. Declaracién razonada segida cl Articulo 35(2) con respecto a lu novedad,
nivel inventivo o aplicacién industrial: anterioridades y caplicaciones que

soportan tal decluracifn

1. Declaracién

Navedad (N) Si;  Reivindicaciones
No:  Reivindicaciones |

Nivel Inventiva (N1) Si:  Reivindicacioncs
No:  Reivindicaciones 1-10, 12, 14

Aplicacién Indusirinl (Al) Si; Reivindicaciones 1-10, 12 14
No:  Reivindicaciones

2. Amtcrioridades y cxplicacioncs

Ver hojan adjunta

4a
A



REPORTY: DB EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA
Solleltud Iacernacional Ne. PCT/ARDR0SH2S

ftem JUI
Ne formulacidn de opinlén eon respecto a novedad, uivel lnvenilwi, y nplicacion
industrial )

Las reivindicacivnes || ¥ |3 se releclonan con weatacks comsidemds por csta Autoridad
oubicrta por laz provisianes exigblesidas on [a Keala 67.1 (iv) del PCT. Por lo e, oo
st formulerd ninguma opinkin con respecin u lo aplicacidn industvinl de 1o maderin e
estas roivindicaciones (A rtivalo I} a)(L) dol PCTL

ftom ¥

Detlaracitin rxrnnada bajo ln Hegla 66.2{a){ll) com reyperto & novedad, nivel
inventive, y aplicacifin inilwstrinly cltas y explicacieacs sopartanta cada
deelaraeidn.

l. Se hae: neferencin b los slealentes documenius:

DI: WO-A-2001098277
[2: WO-A-2001021 59

i Nuvedad, Articule 33(1) ¥ 33(3) el PCT:

1.2 muiria da L presente soliciud se velacions vom un decvido do Is guinazaling Jde
formuba | (ver Iy reivindlescion 1), itil an of oratemaents de crecanicuto cclular anormal.

Los compuesius divutgades por 132 no condenen uitu Mmuccioa piridin-3-loxdlo como si
o tionen bos compussios Jo In presenic (ver fa reivindicocitn 1 & D2 lu de Ta prescole
dadlivitud), ¥ por Lo tento 12 oo &5 relevanis pary la cvaluacién de la novedad de la
prescnte solichud.

D1 divulga compucaios de Is fhrmula 1, 1os cusles presamian una regién coincidente
cuaenfiy B3 g5 piridin-d-ilo (ver Ja oivindicacida 5 de D2) ¥ R4 ¢s un {CRIGKI 7)m-
C=C{CRIGCRITH-RII ¥ R1J oy omat imecion NRIRLS (ver las refvindicaciones 11 y
I4). Adlclomalments, Jos ejemplus 182, 209, 210, 322, 365, 379, ¥ 580 son
nealizaiioress yue desviridan la novedad para ks materla éxpuesia en I presonic
reivindleaclén 1.

3. Niwd Tnyentive, Articalo 33 (1) ¥ 333) del PCTr

Mussto que D1 Jivulga wna region colnckicnte v compuesios gue degyi fm ki novedod
para la estrucinsa geferul reivimdpsdy par ln rolvindicazion 1, solo se podni disculic wn
fivel inveslivo pard los compuestes novedosos de La presevie fubeilmb

L muteria de Ia preecnte 2o rolaciona con deriviadus de quinazxiem de fmeels & como
inhibidores de la Eamilip erB, dliks ca cl trammicento del crecimiento ceiular anannal.



131, ¢f cual se conadem cume ¢l estado de In Benica mis corsane, divulgs derivados de
ln yuinaser |ing (Glles cn ¢l traamienus de ks mismas cufenuodades al Somis se
prcsentan eh &l cuky proscnic (vor la relvindicackm | Je DL, piginas 24-2Y). Lok
olcmplos 132, 209, 2141, 322, 365, 379, ¥ 380 (o3 cuakes san renl|znciones qoe
desvintiiim |a novedad pars la saoterin expucsia cn Ja presente reivindicacicn 1} Jificren
de los compuesios reivindicados ca bs reivindicaciones 2-5 do ls proscnie por solo una
[racoldn de hidroximetils » carboxllo como mstituyente adicimal,

5S¢ BSUME que 108 compusyiis Lales como s presentan en 1as reivindicacioncs 2-3
puseen de hecho ta actividad presumida

El problems tdenico que enfrents el presenic caso mo pusads, sii érmbary, s=r vislo cn
sum mimr derivados do quinazoling adicionples dliles on ol tratamlento de crecimienln
olular unormal debicdo a [as sipuliontes raeanes:

132 divulgn lvs derivados de b 4=anilino quineroing wilcs eo ol matamicnto de
crecimicnto celular anammal, Los cjemplos 529 v 530 de D2 som ba quingzoling
sustlluidn sobre la posiclén 7 pov una fraocidn dv] dcido acrilico, ol mismao austiveyvente
usada para ks camnpes o relvindlcados por las relvindicacimes | ¥ 5 e La presonte.

Lo compuesins oa l prescate selassente presentan 4 una finchlém hiktroxile adiclonal
sobre loa grupos metilo a partir de (acelones de fenilo o plrlding comypusade van Tox
campaesies cHvalpados on D1, o una Mraocks nerilivy fver 8 clvindicacion 5). Puesio
fue tanka en [] como en D2 varios compuesios incluyen también grupos hidroxilo, ¥
yuinazolinas sustituidas sobre el anilla de fendle vom woa fiaccion acelica ya se hubjin
divulgmiy en [12, las modificaciones reivindicadus am consderadas obvlas v
condlkevaria o Tu persona caperta on cspesar que el mismo electa cuulilaliv 5o
muntuvicra on tales compuesios similarex

Bl peobledsa que enfrenty I presente solicitud por lo mnto debe ser &l suministar
derivados do quinazoling novednsos can efeoloy incsperados o sorprondenica
compunadus con squellos del estado de la téonica méa cencand.

Uin nivel inventivo no peede ser reconicido per {anto ne s¢ haya demostrado medlante
informacim wdecuade, como por cjomo cn forma de datos experirentalest, gue
esenclalmante s bk compuesios reivindleados {reivindicaclén 2) tiomen una
propledad incsperada o actividad gignillcatlvomenle mejirada gon respeciv & bos
compuesbos esiructuralmente was coreanoe de)l carado de la técniea (D13, o ol e
atribuible a La caraeteriatiea distinguible del invenlo,

5 Aplicachéa Ludustrinl:

Pura o evaluncldn < las reivindleaclones 11 ¥ 13 de | presenie, solire &l o0
inclusieialmente aplivahbos, no exiden eriterios vnificados cn los Estados pertencelentes
al PCT. La patcntabilidad ramblén puede deperuler de In Morrmulacitn de les
reivimlicucivnes. Lu BPO, por clemplo, ne reconoct como Industrialmentn apllcable
aquella materta que reivindigue & ws de v compuesto en Legdpmivnie médico, pero
permite, xin cankmmge, relvimdicar sobre un eompucste conoclde para primero U130 e
tammionto médleo ¥ ¢l uso de Ll cvmpoesic en B menefucture de v medicamento
para un mcvo traamicnto médico.
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Feom the
INTERANATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

| PCT

LUMB, J. Trevor
PFIZER Inc
201 Tabor Road, Marris Plaina, RE NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
New 07950 CEve THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
ETATS-UNIS D'AMERIQUE EXAMINATION REPORT
JAN 25 2005 (PCT Rula 71.1)
MOPS Ip GLB Date of mailing .
v 20.01.2006
| Aeplcanrs ex aganfs Mo ralerence ) i .
PC250T4A IMPORTANT NOTIFICATION
tomatonad spicationNo. | ﬁmwnmmwm Priarily dote {dmonhyear)
PCT4B 0305826 08.12.2003 i 18.12.2002
" I - T - ~a

PFIZER PRODUCTS INC. et al.

- - - — ——|
1. The applicant ls hereby notified that this Intemationa! Preliminary Examining Authority tranamits herewtth the
mlanulloml preliminary axamination report and lia annexes, i any, astablished on the intemational

2. A copy of the report and iis annexes, & any, is being transmitted to the Imemational Bureau for
communication to all the elecied Offices.

3. Whera required by any of the slected Offices, the Intemational Bureay will prepare an English translation of
the report (but not of any annexes) and will tmnsmR such translation o those Offices. '

4. REMINDER ‘

The applicant musi enter tha national phase before each elacted Office by parforming cerain acts (filing
vansiations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later in some Offices)
{Anicie 39(1)) (see also the reminder sani by the Imlemational Bureau with Form PCTABS01),

Where s imnshlion of the international application must be turnished to an slecied Office, that transiation
must contain a translation of any annexes to tha infernational preliminary examination report. it is the
mwwwmmawmthmmammmm concemead.

For further details on the appiicabla time imits and requiraments of the elected Offices, see Volume Il of the
PCT Applicant's Guide.

The appiicants attention is drawn to Asticle 33(5) mmh:mmeudmw.mmmn
mdllmalhlappl'mtilydmbadhmsa[ (4)merelymathupupoauolhtemmbnd
preliminary axamination and that "any mly addhional or different erteria for the
purpases ol deciding whather, In that State, tho ls pataniable or not® {sas also Articls
27(5)). Such rdditional eriteria may relate, for e:ampla to exempfions lrorn patertability, requirements for
anabling disclosure, clarity and auppcniorihedmm.

|

adirees ol ramatoral T Aumhorizes Ofoar
aarnodly:

Pawﬁ:OIu Ambroa, J.A. {’ﬁ
_! ;&ﬁgﬁ -0Tx: 529558 sprmu Tal. +49 80 2399:8012 \&

Ferm PCTAPEA/ 418 {Januasy 2004)
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PCT
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT -
{PCT Article 38 and Rule 70)

Appiicaita of nponfs Ma efemze S Moiitcanon of Trmawitinl of inesalional ]
( PCI50744 FOR FURTHER ACTION ?:-.n:lmlmry EI:Il'::llIIlﬂl Aspert [Fcr!:FGT.IPEM“]
Imerauane] applicalizn Mo nlemafonal filitg Aale fEyoemvany) i Priodty date jamyinosllipei
PCTiB 0805825 0B.12.2003 I 18.12 2002
_inhrlill'mm Fasn. Classloalion PC) ar bot efbrel da=sficallen ans PG
AB1K31S57
I—
1 Applicrnd

| PFIZER PRODUCTE ING. st al.

Thin infosational péelminary sxdhinatian repart has baen prepanad by this lnlnrnq'lnn# Preiminary Examining

Authortty and is transmited fo tho applicant aopording ko Arlkie 36.

8 Thiks REPOAT paiislals of a olol 01 5 shests, Inchuding 158 o0ver shesl.
[0 Thic mpor i= slso accompankad by ANNEXES, L¢. ahaas of ha feacription, cialme andbr dreswings which have
baen améndsd and are i basla for this report andity shass mniaining rockiications made befors \his Authortly
{sew Aulm 7014 and Saciion 807 of the Adminiatritive Instruciions under he PETL
Thase aren:¥as condist ¢l & iotel of  Ehesis,
3  Thia ropart conteing Indications rioting b the iollowing ileme
I X Basia of thy opinkn .
I O Pricety )
Il B Non-esebishment of ophion with segerd ko novelty, imantive slep and hdustrial epplicablity
v O wackofuniy of Invantion _
V [ FReasonad siatemom under Fula 88. 20 wih regam to novedly, Lmventive atap or indusirial applcabilityg
citstions and axplanaions suppoviing such sizement .
WV 0O Certaindocumentsolied
vil "0 Cestaindelecis In the Intemafional appication
YIl O Cardain abbarvstions i he Infematons] sppioalion
i _
Date o subrniasion of The te=asng Dtk of aonapiedion of Hhis mpod 7
20.12.2003 20.01 2005
| Siame 2nd ol aUGRES of he mEmaions Authnizad Oicer —
psiminary cinlning ruhnty: f""h
| Fatepean Pl Omog ; Yy
. ﬂ D-3295 Munick : Gowrillu, D [ i
Ted, +i9 a5 EYSE - O Ti: 323555 apmyp J
Fepr: 145 10 2398 - 44558 Talsphans Nb, +48 B 2L \q.,.'.- .
—_ ’ 1

Fam PCTAPEAADR (Cove’ Shooy (Srusy 20243
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INTERNATICNAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Internetional application No. PCTAB D305828

1. Bascls of tha report

1. Whh regard 10 the slements of the intematinal application (Feplacement ahaels which have been furnished 20
the recaiving Cffice kn tasponsa ko an inkaflon under Aricle 14 gre refarad 12 in his repart as “origieally Red”
and are nol annexed o this report Gincs they do nat Goniain smondments ks 70,16 and 7O 171E

Demcription, Pagee
90 28 orlginally Nled

Claime, Nasnibors
1-14 as origirally Hled

2, Wiih sagard fo the [anguage, all the clemeants markad above wene availibla or fusnished to this Authority In the

langurga in which tha Imemedipnal appiication was filkd, uniees othenwiss indicatad under this kem.
Theea siemarnls were avaiable o7 furnished fo this Authority in the following [enguage: |, which l8:

O the languege of a wansiation lumished for tha purpeass of the internationad asarch (under Rula 22.1{8).
O the language cf publicaticn of the Inlarnational applicaton {undar Rule 48.3hY).

O the language of 3 Wranelation rnishad tor the purposes of amations] preliminary sxamination {under
Pule 55.2 andbr 55.3).

A Whh regard bs any nucisctde andibr amsino acld sequenne disclosed in the inteTnationul application, the
imernations! prelminary examinaton was carded out an tha hasis of lha sequence listing:

cortainad in the hiamationel appicatian in wiiten form.

fited togather with thi internatioreal application in gomputer readable (om.

hurished subsequenthy 1o this Avtharky in wiitlan formn.

turnished subsequently 4 this Authenly in computer readaila form.

Tha statement Hat the subsqumtl'y krnished wililan sequence lisling tces not go beyond the dscloana
in the Intemational application ae led has been furnihad,

The stalasnm thet the indormation reoorded In compiier readable farm is identiced t the written saquance
lating ha= bean fumnished

0 goOooOoQg

4. Tha amendmaunta have resubad in the cancellatin ai:

O the cescription, pages:
0 thechlims, MNos .
O = drawings, sheals:

8. 0 This rapor has hean esiablished as if (satne of) the amendmants had not been mads, ainco they have
been ooneldasad Lo go bayond the disoloswna ag Mad [Fule 70.2{o)L

{Any ;jphmnem xhas! cantalnng sueh amondinents mast be saforred to under jtem 1 and annaxe (o fhis
FEPOT,

8, Acditinngl chsarvallons, if negassasny”

Fom PCTIPEANG9 (Mpuary 205)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intamational application No. PCTAB 0305826

lil. Non-astablishment of aplnion with regard to novelty, inventive step and industrisi applicabliity

1. The questions whathar the claimed invenlion appears 10 be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially app¥cable hava not been examined in respect of:

O
=

(m

o

the entire intemational application,
claims Nas. 11,13(with respest to industrial appficabllity)
bacausa:

the gaid intemational application, or the said claims Nos. relate io the following subject matter which does
nol require an intamational prefiminary examination (specify):

the description, claims or drawings (indicate particuiar alements below) or sald ciaima Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (speciy):

tho clalms, or aaid claims Nos. are so inadegquataly supported by the descripion that no mesningful opinion
couid be formmed.

no international search report has been establishad tor the said claims Nos.

2, A meaningful intemational pratiminary examination cannol be cariad out due lo the fuilura of the nucleotide and/
or amine acld sequence [listing 1o comply with the standard provided for in Annex C of the Administralive
Instructions:

u)
O

the written form has not bean fumished or does not comply with the Standard,
the computaer readable form has not been (urnished or does not comply with the Standard.

V. Reasonad statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial applicability;
citations and explanstions supporting such statement

1. Swatement
Novely {N} Yos: Claims
No: Clalms 1
Inventive step (IS) Yes: Clalms
No: Claims 1-10,12,14
industrial applicabiiity (1A) Yes: Claims 1-10,12,14
Ne: Claims

2. Chations and explanations
s¢0 separate sheot

Formy PCTAPEAS 8DA Liamury 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No. PCT/IB 03/05826
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Re ltem Ili
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial

applicablility

Claims 11 and 13 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the pravision of Rule 67.1(iv)PCT. Consequently, no opinion will be fonmulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of this claims(article

34(4)(a)(NPCT).

Reltem V
Reasoned statement under Rule 86.2(a)(li) with regard to novelty, inventive step

or industrial applicability; citations and explanations supporting such statement
1. Reference is made to the following documents:

D1: WO-A-2001088277
D2: WO-A-2001021588

2. Novelty (Aricle 33(1) and 33(3)PCT)

The subject-matter of the presant application relates to quinazoline derivative of
formula 1 (see present Claim 1), usetful to treat abnormal cell growth.

The compounds disclosed by D2 do not contain a pyridin-3-yloxy molety as the
presant compounds (see Claim 1 of D2 and of the present application), therefore
D2 is not relevant for the assessment of novelty of the present application.

D1 discloses compounds of formula 1, which present an overlap region when R3
is pyridin-3-y1 (see Claim 5 of D2) and R4 is a {CR18R17)m-C=C(CR16CR17)}t-
R13 and R13 is a NR1R14 moiety (see Claims 11 and 14). Moreover, examples
182, 209, 210, 322, 365, 379 and 380 are novelty destroying embodiments for the
subject-matter of the presant Claim 1.

3. Inventive step (Article 33(1) and 33(3)PCT).
Since, D1 discloses overlapping-region and novelty destroying compounds for the

general structure claimed by the present Claim 1, an inventive step can be
discussed only for the novel compounds of the present application.

Form PCT/Ssparsle Sneolid0p iheet 1) (EPO-Apl 1897}
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The present subject-matter relates to quinazoline derivatives as formula 1, as erB
tamily inhibitors, useful to treat abnommal cell growth.

D1, which is regarded as being the closest prior art discloses quinazoline
derivatives useful to treat the same diseases as in the present case (see Claim 1
of D1 and pages 24-29). The examples 182, 209, 210, 322, 365, 379, 380 (which
are novelty destroying embodiments for the presant Claim 1) differ from the
compounds claimed by the present Claims 2-5 only through a hydroxymethyl or
carboxy moiety as further substituent.

It is assumed that the compounds as presented in Claims 2-5 posses in fact the
alleged activity.

O The technical problem underlying the present case, can however not to be seen in
providing further quinazoline derivatives useful to treat abnormal cell growth for
the following reasons:

D2 discioses 4-anilino quinazoline derivatives usetul to treat abnormal cell growth.
Examples 529, 530 of D2 are quinazoline substituted in position 7 with acrylic acid
moiety, the same substituent as for the compounds claimed by the present Claims
1 and 5.

The present compounds presant only either a further hydroxy function on the
methyl groups from the phenyl or pyridine moieties compared with the compounds
disclosed by D1 or an acrylic moiety (see present Claim 5). Since, either in D1 or
in D2 several compounds Include also hydroxy groups and quinazolines
e substituted on the phenyl ring with an acryfic moiety were already disclosed by D2,
the claimed modifications are considered as obvious and would lead the skilled
person to expect that the same qualitative effect would be maintained in such
similar compounds.

The problem undertying the present application should thus be seen in providing
of novel quinazoline derivatives with unexpected or surprising effects compared to
those of the closest prior art.

An inventive step cannot be recognized as it is not yet shown by appropriate
information, e.g. in form of experimental data, that substantially all the claimed

Farm PCT/Sopamla Shastd08 {(Shaet 2} (EPO-Aprl 1607)
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compounds (Claim 2) have un unexpecied property or significantty improved
activity over the structurally closest prior art compounds (D1), which is attributable
to the distinguishing feature of the invention.

§. Industrial applicability (Article 33(4)PCT).

For the assessment of the present claims 11 and 13 on the question whether
there are industrial applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting
States. The patentability can also be dependent upon the formulation of the
claims. The EPOQ, for example does not recognize as industrially applicable the
subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment/diagnostic
method, but may aiso allow, however, claims to a known compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Soparate Sheat/e08 (Sheat 3) (EPO-Apil 1097)



-}

PATENT COOPERATICN THEATY O

From the RITEANATIONAL SEARCHING AUTHORITY

'RECERN?

Aten. Lumb, Jf. Trawvar
201 Tabor Romd

Mozrris Plaice, NJ 07960 HJ"-F 1
THITETL STATOE OF AMERLCA .
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PRI 24/03/2004
Apnllsants or mgents s mfeence
PC2ZE0T4R FOR MURTHER ACTION  Gito porgruphs & and 4 balow
InwrmationsN opyitaticn Mo, infemelonsl Hing dais
| eor/Ta D3 s08R2E anonfyst)  9e/12/2003
Appacant

PFIZER PRODDCTS INC,

1. m The epplinant & heveby noliked b the inksnaioacd Sench Pepod has hﬂ_l F¥ablehed Bnd Ic Trenamitied herewih.

FIERg of aand mants 2nd siabeines! meadar Adfich 1% ]
Thee dplisiet| i andibad, IF bt 80 wishiet, io #ragnd the ohims ol e Imamadonal Apptoaton (e Rule 46§

Whan? Thabme Ihlliﬂrlﬂ'lglﬂ arnandrnanis |s pamaly B monhs Fom he dacy of ansmital of the
Imamational Sasrch Hapart: howaer, Br o detils, S6 th dabes on the scorgRmMying SnasL

wherat Diedtly o e  Inlsmefional Bursa of YARD
34, charein daa Dolambadian
1211 Oenava 20, Swilssrince
Famimils No_- [d1-23) Mdd.wd.95

For more dulalisd Intitucion s, 322 [ha oty on she neocrponying shest,

- D The spplicant ks heraby nollied thal no ;nmulm gaarah Ragan will ba ealidlihee deic ihat the declaration uneisr
Ariizia 1T{YE| = el eifent da renamitled Iedailh.

A [T] 'Wih regard ta-the protest apainst pisyment ef (an; adstionsl a|s) wider Fale 40.2 ho Sigik&A Is aotlied that:

D ﬂ;rmﬁ togedtar wih thedaoisXin thereon has bean ranamilad b e inkmetadal Bosar Bhedhor wik he
applcanTs e ko doerwad the =x1a of holh tha prelest Bnd e SE0ERA Merean Lo bhe de kA Oflees,

D nécledsion e batn mado yet on 19 pRrEE:: e apHinaet Wil be notilied 55 504N 28 8 A=AanN i3 nads.

i Furthet at-foti(a) The appieand & resninced of tho follvelg:

Bhially albar 1) srntles dmin B2 priseily dirg, tho Intematonad applcaton wiil ba publishad by the Insmatane S
Htw appiksni wishes © svoid o posTons PUBICaoD, 5 nsinE 21 wikisusal 51 b ateraabionel apgiitalian, or ol bhe
peloviey =i, must reezh the Bnlermatioral Bureat ea provided In Fules S0 e S0k, ceaptdtivily, Sefow 189
comalion of 2ne Soknical EepRrations lar MENEL=NE publinasan. .

Wilixt 19 sponihyy frivh S pridyily ciik, 2 denmind Kar Intemational pralininary examnatien must ba Qad T e apSoan
wishos ko pospons he satr fto he natlonsl phase anill 30 MONSE iroam B ploriy dabe (a aeons CFEArS Byan bar),

Wikin Bl imatithes rsm e priarily dabs, the apgSnam ppad perorn the aresaribad apts Tor snity Inio e netonel phess
e Al s oyl Olficas which hisel nk slaried in B damBend & in 3 IBI5r 3NN WNN 19 monike [ e
prioity oale or 2ol nl be slscad bacause ey G ol bacend By Chapeer I

Numa xnd malieg sodress of the Ensmations] SexchingAuniiosy | Arheriaad oflicer
n Peient Offics, F.B. 5818 Peienlsan 2

' NL~22H FiV AEsullk . .
- TEL (a1 30) D, T 31 —_—— Paderico Bonomelldi

Far: 4917 2403018
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NOTES TO FORM PCTASA/220

Theas Noles are intanded 10 give Bhe basle insinuslions canceming the Eing of emendmants undar articls 10. The
Nolss are basad on the requinments of the Pziart Cooperstion Traaly, the and tha Administrativo instnntions
wncler Lhal Treaty. In case of disorspanty betwosmn Swas Noles and those , v laiker we sppiicable. For more
dataiind inlormetion, ssa alee tha PCT Appliosnt's Guids, a publicstion of ,

I theso Notses, *Aricla®, “Ruls’, and "Section” mior to theprovisions of the PCT, the PCT Reguistions and the PCY

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

mwn—,mmmumummnmbmnhmdu

desariplion and-drawings} be amendad churing the intemationsl mmmmE
mmdhlonu‘nu:ghmmm Il“m.-;hmmhwhbwd
for Bhe purposas of provisional protection or has anciher respon for the alaima before intlemational

Furthermore, k shouki he emphasized thal provisional pratection is svalabio in same Siclos anly.

What purts of tho intormations] eppliection Moy bo omended P

Under Article 18, only the altims may bo amanced.

During the inlemational phase, I slaifme may siso be amended {or further amerndod) under Artiale 34 bafore

e intemnasional , The and bo ervonded under
b :l'ﬂhqmm .m drawings may anly

o the netional phase, s of e inemeiions appilcstion be amended under Artiole 28
mqu."mu. pests e

When? Wihin 2 months freom o dato of iranemtial of the inlemational search or 18 manihe from the prority
date, whichover rme Bl sxpires lster. R should bo noled, however, that the srmondmonte will be ecnsidared
- bean recaived on fima I ey are receivad by B intemational Bureau afior tha axpiration of the
mrmnmnmummmuwm

Whato net to e tho amcrimoiite ¥

. The snandments may only be Sled with the inlornational Buresu and not with the recalving Offios or tha
imemationsl Bearching Autharly (Rulo 48.5). *

Whare a demand lor infemations) preliminery examination has beends fled, sae helow,

How? Ehay by canesling ana or miee enfia dsima, by adding one or mare new cisfma or by amending the text of
one or mon ol the dlaive e Sod.

Arsplacsrnant shaet /mst be submiliad lor sach chaot of the claires which, on acoouni of an ssendmen or
amandmanin, ciBiery fresn tha sheet originally fled.

Al tha alsinn m;r-nd-:muwhmw.m.mh
osnaalled, no other alabns s required. omas when daime aro rerumbemnd, thay sust
be remsnbered (Adminiciraiive iminuntians, Section 205{h)). - they
Tho emcndments must be mede in the anguegse (n which the intormalions) appiiation Is io bo publishod.

Whet decumants srmtinoy cocompany the arssndmonts ?
Letter (Sectien 208(b)):
The smerckments wmxt be submitted with a leltar.

Tha lofies wil not be published with the intemationst spplication cnd the amendad dlaires. il should not be
confused with the “Bistereent undier Article 19{1)" (see below, under *Ottemant undar Artigle 19{1)°).

Tha iatter suisl bo in English ar Fronch, ot the cholos of iho epplionat. Howover, i the langungo of the
imtomational applicetion is Engiish, tho jotter must be in Engllsh; # uage of ihe Intamstional
ia Fronch, the lsttzr must be In Franch., - frate

Notas to Forn PCTAGAZZ0 (et shest) (lanumry 1994)

ool XEOAGINOEN" ) »
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NOTES TO FORM PCTASA/220 (continued)

m_mpum:.mqhn‘rmnma;:thm-mumh
hmﬁmﬁmmmnmnuﬁhﬂunmu" & bewo

the alaim s unchanged,

the disim i sancalind;

the ola™s is now;

the claim replases o or mere claime s Hod;

e clalm s the remult of tha divislon of a alnim s filed,

Ty38=

The Nustrote
H-h'll:,*l the manmer in which amondmcnts mustbe expicined in the

'ﬂ.l-lt;ﬂ.li I.';.a‘&'ﬂhl::'::d -—ﬁdﬂ-h;i‘h .'"urn-l,
. " same 3
dﬁmﬂ.ﬂﬂﬁ“;mdﬁuﬂh"ﬂ sxidded "

3 m«mm-ﬂlﬁudﬁmdddhhnnuh
1 io 15 roplaced by srmonded elaima 1 12 11.°
s m-nuifﬂrhnmlidd-uhmﬂhm“ﬂnﬂbm
naw daime
‘Cisims 1 19 6 and 14 unghanged slaiens 7 by 13 eancelled; naw elaime 15, 18 and 17 added.”
‘Bﬁl?bl’ﬂnﬁtmmml:ﬂwu‘:-ﬁ&m-uu' ol

4 variows kinds of armendmants avs madal
cima 1-10 unchangodd; olalma 11 10 13, Ilnﬂ’uﬂ-ﬁﬂ-“,ll-d“lql-lb‘
olaim 14; clalew 17 suixiivided inin arwndad dalme 16, 16 and 17; now slaime 20 end 29 adled,

"Siiumont andor criolo 18(1)" (Aade 40.4)

Tie enorcimarts bo scocwmpanied sistarnend anpinining the amendmanis snd indicating impact
Mﬁmr:LﬁMMgmﬂh“hnﬂmmmMMHumh

The staterwort will ko pubiiahed with he tumcionsl applioation el the srwendad slabmm.
R must ba bn the kngucge th whish the intarsations] apppiiection s te be published,
£ muat be briod, not exsseding 500 worsds B in English or f tramsluiod inin Englieh,

A shoults aot ho conkmad with and dows nol replane the lefisr indiosting the diffaroncas betwoen tho clebng
o fiod and s smorxiad, R mut be Eod an a separsts shest and must ba ideniiSed oe such by » homdiing,
prelershly by using the wends "Statesmant under Astisle 19{1)."

i1 snay not cordein any comments on [he idemetionsl search repon of the rolsvance of elaliors
coniainod n that /eport. Relarenco to clitiong, relevent (o & given alaim, contained i the intssnational aearch
nopas may be maile arty in cormoction WEh en ssnondment of thet elaim.

3‘ Conaagiatos If o dermznd for intemationsl prefiminery cxnininstion hes chacdy boan Tied

U, at the time ol fling any smandments under Artiala 19, 8 demand 10t infernutional prefiminery axaminstion

has aireadly been ; spplioant sust prefersbly, sams Bae of amandmonis
mmmunﬁrmumm#hnmmmnmn:““
Authorly (sos Fuin §2.2(a), first seuiunoc).

Consapicats wih regard ts trensintion of the intersatianal appilootion for oniyy xte the netions! phaso

The applissnls attendieor is drmem ko ha lact that, ahere upon aniry inio the natlsnal phase, a iranalatien of e
dsima as smexdod under Asticle 18 srwy have te be Limished fo the designaietislected Offioss, instaad of, o
In ackilion ta, the iremeistion of the olaive e Ged.

:&M“mh“d”%ﬁ.m“ldhmm

Sioise to Farm PCTASA/EN (assond alwet) {lamuary 1094)

WORD ABBADNOENAL -
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Anticle 18 and Rules 43 and 44)

Asplicants of agents 08 1oRmnce FOR FURTHER 0% Notikeaton of Transraiti of inisinatonss Sacch Faport
"C25074 ACTION {Fotm PCTASAZ20) as wall as, whese appilcadie. tam § betow,

IaK0rmancnal opoicaon No. intermational {iing daio (dupdrondyyenr] | (Eariost) Pricrily Dalb (ysnorvyssn

PCT/IB 03/058326 08/12/2003 18/12/2002
Appicant

PPIZER PRODUCTS INC.

Thée insancica Seach Raport has bosa rapared by s Imasorul Seeoting Autirty 4 s rmsarited 0 e picest
according b AfG 18 A copy 1 betag TANANANG > % Wéemasones Buams . i

Thig intemationsl Seeroh Reporiconsisis ot aboiglof____ 8 sheol
11 s e accompanind by 8 copy 0 8s0h prios ant docusnern cited in this pepan.

1. Basia of the moport
4 Wihrepard 1o the nmm-umummmdummmhm
iangeeage (o whioh  was uriaas ccherwisl Fufiokiod uncas this kem.

O mnmﬁ;mmwummmﬂnmmm-mmmmuu

3. With asgard 10 any sucisofide andior smino avld saguanee dsdosad in he imercaiional applioaZon, the ivemationsl ssarch
mmhdmmhhﬂhdmmm .

contaihed In e intamutions sppiicetion in wizten form.

ftad iogothar with the intomationsd appication tn compuler reaaable form,
futnished subesquendy o this Authomly In wriien bim.

humtished suchsaquantly o this Authortty i cornpaant reachie form.

the stxtemant thal the subsequentty iustighod wriion seguonce Bsting doas nol go beyond ihe distiogue i th
Iemasonal appiication &y figd has baen humished

the stazernent that tha information sacoriad i compular reacabie form Ls identieal o the writlan sequence Tt has bean

Certain claims ware found ureaarchabia (Gao Box ().
Unity of levention la laciing (too Box 4

2
3

Ox 0O 00000

4. Wit regard 1 the titie,
[[] owmuissppeovedas submitied by the applicant
{X] oo msthes besn svmbiished by is Authorty © road 8 folowk:
A-ARILINO QUTNAZOLINE DERIVATIVES FOR THE TREATNRRT OF ABRORMAL CHLL GROWTH

6. Wi rogard 1o ihe abstract,

the 1 is approved as submitted by the appiloant

tha mxt has bogn osablaned, acsoiding to Fuls 38.2(b, by s Authivizy a3 it appears 1 Bex Al The applicant may,
dsrmmmmmdmumm sitvch roport, stbonlt SOMMEnts © Hhis Autherity.

B. Th Egure o1 the drawings 1 e published with the abstract b Figers No.
[ s sgoessd by the appioant (] Noosorne agumes.
[] oeceuse o appionnt saisd 1 sugges » Eguve.
[C]  becasss tis igure boter chasacteriats the invenson.

Porm PCTAGARLO (tirst shaol) (Ady 1098)



INTEOTIONAL SEARCH REPORT 'U""
Appliention No
PC

T/1B 03/05825
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Aﬂll.lh itowstioons Puicnl Clasaation (IPC) of b6 bath netorsy clisuliczoon snd PG

Minbm.am domanentaiion scorchad (clbswlioaton :
IPC 7 CO7D Pt Wt by Chgefoxdon et

Donenoatabon acarchac ciar thin mikmm dsaumnintetion 1 o anant Bl such docarenis am ndipted in Do todm pisirched

Elxcironie dath Bags conduted chrirg e ininmaiiomd swnsch (nams of dils bens anct, whess prasiehl ssurch kerns Lod)
EPO-Internal, WPI Data, CHEM ABS Data

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Gy * | Chuion ol docusmieyl, wih inicalion, wivkie appropzis, of Bha SISRAt pabbioe

Heterant f0 Siin No.

USA) 27 December 2001 (2001-12-27)
page 24, 1ine 39 —page 29, 1ine 19;
claims; examples

182,209,210,322, 365,379, 380

SWED. : ASTRAZENECA UX LIMITED)

29 March 2001 (2001-03-29)

page 266, 1ine 26 -page 272, line 30;
clajas; examples 529,530

X WO 2001 098277 A (PFIZER PRODUCTS INC., 1-14

A WO 2001 021596 A (ASTRAZENECA AB, 1-14

D Furtnet documents are B ia Iy confiruston of box &. [ﬂ Paton lumty momthen are Med I annss

Q" cocumant retarring be an oral aiyciosum, Ued, &xhibiloo o
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inlarzanions!
M T E—
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

Cantinuation of Box 1.1

Althaugh clatm 13 15 directed to a diagnostic method practised on the
human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition. Although claims 11 fs
directed to a method of troatment of the human/anima) body, the search
has been carrfed out and based on the alleged effects of the
compound/compositian.

Continuation of Box 1.2

The present Claims 1-10 do not meet the requirements of Article 6 PCT in
that the matter for which the protection s sought 1s not clearly
defined. The functional term “"prodrug” does not enable the skilled person
to determine which technical features are necessary to perform the stated
function. It 13 thus unclear which specific compounds fall within the
scope of the said clafms. A lack of clarity within the meaning of Articile
@ 6 PCT arises to such an extent as to render a meaningful search
fmpossible. Consequently, the search does not include prodrugs of the
compounds of formula I.

The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been establfished need not be the subject of an
fnternational preliminary examination (Rule 66.1{e) PCT). The applfcant
is advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case trrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedurs.
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Box| Obassvations whore certain cisims were found unssarchebie (Continuation of Itern 1 of first shest)

This Istemational Search Rapart has not bean eatabiished In raspact of oprtaln olalivd Lndor Arich 1702)n) for the (cliowing rarsona:

' m Clims Nos.: .
because they relaio 1o sudject Maties net regquired 15 b soarthed by s Authorlty, namely:

s¢e FURTHER INFORMATION sheet PCT/1SA/210

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/1SA/210
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Boall Obsarvations where unity of invention ls laciing (Continuation of Item 2 of first shest)

This Intamazional Searhing Authody iund multiple invenzons in tis inlomationss application, as bllowe:

1. D A ol required ackitions! soarch 1805 weors timely padd by e sppican, this Intomstone? Search Report aovers o)
soarchable dakns.

2. [ ] An an senrcraaile clains cout bo sscrcnen without et juadiing en edchional fee, tie Autnory (il not ke paymem
of any addined .

No recuired adaiiondl ssarch ees [ the 1. Consecuanty, inis intsmational Sesrch Ragon s
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iNTEK TIONAL SEARCH REPORT —
eformation on petset famlly meshen PCT/1B 03/05826
Patont documaat Publicetion Pawnt tamily Publication

clisd in search repont daw mambac(s) deie

WO 2001098277 A  27-12-2001 AU 6415901 A 02-01-2002
BG 107269 A 30-06-2003
BR 0111548 A 06-05-2003
CA 2413424 Al 27-12-2001
CN 1437594 T 20~08-2003
CZ 20023951 A3 14-01-2004
EP 1292691 AZ 19-03-2003
HU 0301120 A2 28-08-2003
o 0198277 A2 27-12-2001
JP 2004501139 T 15-01-2004
NO 20026166 A 20-12-2002
US 2002165165 Al 14-11-2002

NO 2001021596 A 29-03-2001 AU 7301000 A 24-04-2001
8BS 106492 A 31-01-2003
BR 0014116 A 21-05-2002
cA 2384291 Al 29-03-2001
CN 1391562 T 15-01-2003
CZ 20021009 A3 12-06-2002
EE 200200119 A 15-04-2003
EP 1218354 Al 03-07-2002
WO 0121596 Al 29-03-2001
HY 0300059 A2 28-07-2003
JP 2003509499 T 11-03-2003
KO 20021399 A 30-04-2002
X 3822002 A3 08-10-2002
7A 200202234 A 19-06-2003
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
. UsUMRID  HADICADOR
. PATENTE DE INVENCION \/ MODELO DE UTILIDAD { ) {M/
- 'lnclw:lﬁn de que se solicita la concesidn ds uny pmnte {1 [VM?
«  Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que so presentala solicilod. () {
. De de la Invancitn. ¢ i
~* -2 Dibujos de ser ostos partinentes. {) l/
.- > - Comprobante de Pago de [as 1asas eslablecidas.
E @ COMPLETA A INCOMPLETA { ) ()
DISERO INDUSTRIAL { )
- Indicacién de que se solicita el registro de Diseiio Industrial { ) ()
= Datos de identilicacion cel soficilante o de Ia persona quc- presanta [ ) i)
- la sollchtud.
= Representacidn graflca o fologrifica del Disoiio Induatrial o muoatra del
Material que incorpora el diseho. () ()
Comprobante de pago de las tasas ustablecidas () { }
COMPLETA { ) INCOMPLETA { 1} ( }

ESQUEMA DE TRAZADO  { )

@ - Indicacion da que solicia el regiatro de un Esquema de {razado. (
- Datos de identificaclén del solcitante o de 1a parsona que presenta
La gollcitud.

Representacion grificy del esquemu de trazado
Comprobante de pago de las {asas establecidas.
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COMPLETA - { ) INCOMPLETA t ) ()
Firma Responeable:
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REPUBLICA DE COLOMBIA '{p

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO \\
Bogotd,
”C.D
xetoxin)d

OLAXYE GAHCLA CARLDS RRINALJO
Apaderadoin) y/o Ropresentante de
PFIY<r PRODUCTR INC

REFFRINCTA wxlleacién No. S 50C1s
Solict=ud intermacional ~'/TR2022/¢950826
Fucha inicia fase naulonal 1R/07/230%
Tramite 11
Ivento ¥°79

Actuac.in - 8 8 q.qao

Qlleio Ho. -~

Como rosu.tado dol examer. doc forma, reallizado con lundament:» en el wriiculo 33 da
-2 Dnclaldn 48F da la Cowinidn de v Comunidad Andina, erticalo 27 dal rrabado de
Cnoparacién on Materiu de Patentes (PCT), regla 51 bie del Roglameats y Circular
fnica du Ia Superintendencia do Tndustria y Coemercin, re le comunica qun:

1. In solicltud ne conticna ia copis del documrenzo er qun cornsta la cesida dnl
deracho B "a patento :Hel inveplor al sollaitansze & @ AU causun.w. (Axt, 26-X)
e, l.dn 486,

kn cumplimdento e lo dispueats por ol articulo 19 de .a MNeuwlaica 48€, re le
requiere pors qua deatm del términe de dos meses sijulantes a "n facha de
cotificacién del prosante oficio, couplate los requisitos unterlormerte emmeciadou.
Bw casco de no dar curplimlento al prenante roqumurcicdento, i1a solicituil se
considerard nbandonada y worderi su prelacifn.

Fotifiqucuo £l prasente of lelo conforwe a lo diepucstc: an 2] numeval 5.2, lita a-
e, Unl mapfeulo quinto del titulo urimero de la Clecular Unica No.10 de 2201,

ALIX TAR WA/CROPEDEY OF VERGEL
Jale da 1y divisifin da Nuevas Criuclones

31 antericr roquorimiento fue gotlficado por fllacién en  lasta dn
fecka :3 0 Sty ot
adpn! ’



