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

bocumento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copra de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, rewvindicaciones, dibujos).

Traduccibn de la solicitud internacional al castellano. {Resumen, descripcién, relvindicaciones,
dibujos).

Copia del examen prehminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del matenal biolégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacidn sobre otras sclicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Blsqueda Internacional

O U O O000OXEK MO0 O KO,

FIGURA CARACTERISTICA:
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NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIRMA;

Solicito la concesién de la patente,

C.C. /5.782.747 Bta T.P. 74,295

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formutario, ver reverso de esta pagina.
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Traduccién oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucion
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
WARNER- LAMBERT COMPANY LLC.
Bilinglle inglés- espafol otorgado en Nueva York, Estados Unidos el 14 de julio
de 2003 y firmado por J. Trevor Lumb, Vicepresidente de Pfizer Products Inc.
Sello: recibido el 21 julio de'2003 Departamento de Patentes NYD- Pfizer Inc.
, CERTIFICACION NOTARIAL

Bilinglie inglés- espaficl, el 14 de julijo de 2003 el suscrito notario Kenneth
Greenwood certifica que J. Trevor Lumb, domiciliado en Nueva York ejercia
funciones de Secretario Asistente de Warner-Lambert Company LLC, con sede en
Morris Plains, Nueva Jersey, Estados Unidos.
Firma del notario: Kenneth Greenwood
Sello notarial: certificado, verificado y autenticado en la Loca{1dad de Egham
en Surrey, 14 julio, 2003 por el Notario Kenneth Greenwood-Horne Engall & Freeman
Sello Notario Piblico en alto relieve rojo.

APOSTILLA

(Convencidn de 1a Haya del 5 de octubre de 1961)
REINO UNIDO DE GRAN BRETARA E IRLANDA DEL NORTE

1. Pais :Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este documento Piblico 2.ha sido firmado por K. Greenwood

3. ejerce funciones de Notario Piblico

4, Lleva el sello de dicho Notario Piblico

CERTIFICADO 5. En Londres 6. E1 17 de julio de 2003

7. Por el Secretario de Estado Principal de su Majestad

exteriores y de 1a mancomunidad.
8. No. G210433
9, Sello del Secretario de Estado Principal de su Majestad "para Asuntos
exteriores y de la mancomunidad
10. Firma de R. Bawden - Por Secretario de Estado

§i el documeato se uwsa en un pais que no es parte de 1a convencifn de la Haya del § de octubre 198), debe
presentarse en seccidn coasular de la misidn que representa el pais.
Es traduccion fiel del inglés, con copia archive para confrontacion. Bogotd 25 de julic-2003. Marlen Neira C

MARLEN NEIRA CASTRO
fraducior e intérprete Oficial

Inglés - Espofol - Inglés

Rasowm?“? l];u#"l’ CFFIG‘S
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Power of Attorney

The undersigned,

NECEIUE

JuL 21 2003

PFIZER INC.
PATENT DEPT NYQ

Poder

El suscrito,

Warner-Lambert Company LLLC

domiciled mm

domiciliado en

201 Tabor RoadyMorris Plains, New Jersey 07950 USA

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana

Marfa Frieri full and sufficient Power of
Attorney to file, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company's Patents,
Utility Models and Industrial Designs 1n the
Republic of Colombia, to which end it empowers
them to take all steps necessary before any
admunistrative or judicial authonty of any class for
the objects stated, to file petitions, appeals, replies
and oppositions, pay 1axcs and annuities, request
testimonies, recerve documents and securities,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power 18 hercby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those
who are to represent the company judicially and
extrajudicially, to answer 1n court n the matter of ail
claims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving them
fikewise power to substitute these presents and

revoke such substitutions.
}1 NV <

Signature/Firma:

por medio del presente otorga a Carlos R.
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria
Frierl poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tramutar, obtener, defender y hacer
respetar todas y cualquiera de Patentes, Modelos
de Utilidad y Disefios Industriales de Ia
compailin en la Repiiblice de Colombis, a cuyo
efecto los faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad adrmumstrativa
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
respuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anuahdades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir Se
concede poder bastante para recibur notificaciones
a nombre de la compailia, otorgar poderes a
quienes vayan a representar a Ja compaiifa yudicial
y extrujudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motive de
lo encomendado se presentaren, dindoles
asimismo facultad para sustituir el presente y
revocar dichas sustituciones.

Date/Fecha: July 14, 2003

City,Country/Ciudad,Pais: New York, USA
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OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA,
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\yww.olarteralsback com
Notarial Certification Certificacion Notarial

On thus date, En csta fecha,
July 14, 2003
The u.ndemgned Notary Public certifies- el Notario Piblico suscrito certifica:
1. That (/- Wvo/ Lunres 1. Que

J. Trevor Lumb
of legal age a.nd domiciled mayor de eded y donuciliado

2( (/f;q New York

signed the foregomg document suscnibid el documento que antecede.
2 That the grantor has executed the fomgoing 2. Que ¢l otorgante ha suscrito el referido
document as Assistant Secretary : documento en su cardcter de
of Warner-Lambert Company LLC de
3. Thet Wamer-Lambert Company LLC, , 4. Que
having its principal place of business located m con sede principal ubicada en

Morris Plains, New Jersey, U.S.A.

is duly incorpomated, is cumrently in existence, and  esith legalmente constitaida, que hens existencia
that the purposes for which the Power of Attorney is  legal vigente/y que los propésitos para los cuales
granted are within the scope of its corporate se otorga el poder se encuentra dentro de los que
purposes. ' comprenden su chjeto social.

4. That the grantor has the authonty to execute the 4. Que el otorgante hene la representacién para
Power of Attorney and that his/her representation is  suscribir el poder, y que ésta es legitima
legal. |

5. The foundation for my certifications containedin |5, El fundamento de mus certificaciones
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following |contemdas en los puntos 2, 3 y 4 fue Iz exhibicidn
authentic document(s): de los (del) siguicnte(s) documento(s) auténtico(s):

NOTARY PUBLIC (Signature):




APOSTILLE !
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1561)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Country: United Kingdom of Great Britrin and Narthem Ireland
Pays Roysume-Uni de Gmnde-Bretagne ef d’Irlande du Nord

This public document / Le présent acte public

2 Has been signed by K Greenwoad
& &4 nigné par
3  Acunginthecapacitycf Notary Publie
agissant en qualité de
4  Besratheseal/stampof  The Said Notary Publle )
st revitu du sceawitimbre de
Certvfied/Aftesté
5  nt London/a Londres & thelle 17 July 2003

7 by Her Mnjesty's Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs /
par le Sccrétare d'Etat Principal de Sa Majesté mnx Affares Etrangéres et du Commonwealth,

8 Numberfsous No G210433

9  Stamp. 10 Signamyre R Bawden
tumbre

For the Socresyy of Sty Pour le Seerdsare d'Exu

If this document 1s to be used m a country which is not party to the Hqgué Convention of 5 October 1961,
it thould be presented to the consular secon of the mission representmg thet country
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{12) INTERNATI NAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intelloctual Property
Orpanization
Intemational Bureaw

{43) Interngliona) Puliicaiion Dau-/
20 January 2005 (20.01.2005)

PCT

ek | i A M B

{10) Internaiional PoblicaGon Nuniber

WO 2005/005426 ‘Al

{51) Ilnternational (Pnlnm
ABLK 31/519, AGIP 31412, 35400

(21) Internationni Appfieation Number:
PCTAB2OO4/002152

28 June 2004 {18.06.2004)
English
Englich

(22) lniernational Filing Date:
(25) Filing Languape:
{26) Publicution Language-

(30) Priarity Date:
60/486,351 11 July 2003 (11.022003) US
(N) AppGcanl (for all desipnated States excepr USk
WARNER-LAMEERT COMPANY LLC [US/US);

201 Tebor Road, Marzis Plains, N 07950 (US).

(72) Imvestors; amd

{75) Inventors/Applieants (for US onlyi: BEYLIN, Viadimlr,
Genukh [US/US); Phzer Global Reseasch and Dewvel-
opment, 2800 Plymouth Road, Ann Arbor, MI 43105
CUS)- BLACKBURN, ‘IIMQ q’a fUSIUS]: Pizer
Globa] Resaarch and Devclopment, 2800 Plymouth Ro«d,
Ann Asbor, MI 48105 (US). ERDMAN, David, Thomas
[US/US]; 301 Henrlcits Screet, Kalamazoo, MI 49001
(US). TOOGOOD, Peter, Lanrence [GB/US); Phizar
Global Reasearch and Devalopment, 2800 Flymonth Road,
Ann Asbor, MI 48105 (US)

Loy’ COTD 471704, (74) Agent: FULLER. Grover, R, Jr:; Phizer Inc , 20! Tabor

Rozd, Morris Plmns, NJ 07950 (US).

(31) Desiguated Stutes (unless otherwuse indicat-d, for every
Lund of nationad protecrion avallable): AE, AG, £L, AM,
,AZ, BA, BB, BG,BR, BW, BY, BZ,(’A, CH, CN,
R, CU, CZ, DE. DK, DM, DZ, EC, EE EG, ES. F,
. GD, GE. GH, GM, HR, HU, ID, IL., IN, 1S, JP, KE,
KG.KP.KR. KZ, LC, LK, LR, LS LT.LU, 1V MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, N1, NO, 1TZ, OM, PG,
PH. PL. PT. RO, RU, 5C, 8D, 5E, 5G, 5K, SL 5Y.T),TM,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC. VN, /U, 7A, ZM,

Zw,

(84) Desigmmuted States (snlrsy otherwise indwcaied., jor every
kind of regional proteciion avallabie): ARTFO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 5D. SL. 5Z, 1Z UG, ZM,
2W), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, W, T1, T™),
Emrapean (AT, BE, BG. CH, CY, CZ, DE, DI, EE ES, FL,
FR,GB. GR, MU, [E, IT, LU, MC, NL, PL, '\, RO, SE, §I,
SK, TR), OAP] (BF, B, CF, €G, C1 CM, GA, GN, GQ.
OW, ML, MR, NE, SN, TD. TG)

Published:
with imternailonal search repory

For wo-laiter codes arul other abbreviations, refer 1o the “Guld-
ance Noxes on Codes and Abbreviations * appearin} al the begin-
ning of cach regular ixsue of the PCT Gazrtte.
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{57) Abstract: Disclosed are polymorphs of the iscihionate sal! of 5-acecyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2(5. pipevazin-1-y1- pyridin-2-
ylammno)-2H-pyrido[ 2, 3-d]pyrmmidin-T-one, which 15 a sclective cyclin-dependent kines 4 (CDK4) inhibnor osciul for treating -
flammation and ccll probifcrative disezses such as cancer and restenosis-
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T D HIBITOR
Background of the Invention
Fietd of Inventicn

This invention relates to salt forms of 6-acetyl-8-cyclopentyl-5-mathyl-2-(3-plpe -azin-
1-yi-pyridin-2-ylamine)-8H-pyridof2 3-djpyrimidin-T-one, which Is a selective cyclin-depe wdent
kinase 4 (CDK4) Inhibitor that is useful for tresting inflammation and cell proliferative disvases
such as cancer and restenosls, '

DISCUSSION

Cyclin-dependent kinases and related serine/hreonina protein kinases are Imperant
celiular enzymes that perform essential functions in regulating cell division and prolifen;ﬂon.
The cyclin-depsndent kinase cetalytic umlts are activated by regulatory subunits known as
cyciing. At least sixteen memmalian cycling have been identified {D.G. Johnson and Cl..
Walker, Annu. Rev. Phamnacol Toxicol, (1959) 39:208-312). Cyclin B/CDK1, Cycln AJC K2,
Cydlin E/CDK2, Cyclin DICDI4, Cyciin D/CDKS, and probably other hetefodimars including
CDK3 and CDK7 are important regulators of call. cyclo progression. Additional functiors of
Cyclin/CDK heterodimers include reguiation of trenscription, DNA repab, differsntiation end
apoplosls (D.O. Morgan, Annw. Rav. Gell, Dev. Giol. (1997) 13261-13291).

Cyciin-dependent kinase inhibftors may prove usaful in treating cancer. Increased
activity or temporally abnommnal activation of cydlin-dependent kinases has bean shown to
result in the development of humen tumors (C.J. Sherr, Science (1998) 274:1672-1¢.77).
indeed, human tumor developmant is commonly assocated with alterations in elther the DK
prateins themselves or their regulators (C. Cordon-Cardo, Am. J. Pathol, (1985) 147:545-560;
J.E. Karp and 8. Broder, Nat. Med. {1685) 1:308-320; M. Hdll et sl., Adv. Cancer Res. (1788)
88:87-108). Naturally oceurring protsin inhibitors af CDKe euch 88 p16 and p27 cause in vitro
growth Inhibition in lung cancer cell inas (A. Kamb, Cur. Top. Microbipd. Immunol. (1988)
227:139-148). )

Small moleculs CDK Inhibltors mey aleo b2 used In the ireatment of cerdiovascular
disorders such as rastsnogls and athsreselernsie and other vasculsr disorders thet are due o
abemant cell prolffieretion. Vogoular smoeth muacie proliferation end intimal hyperplasia
foliowing balloon angioplssty are inhbited by over-espression of the cyclin-dependent kinese
inhblor protein p21 (MW. Chang et al., J. Clin. Invest (190b) 862280; Z-Y. Yang et al.,
Proc. Nail. Acad. ScL (USA) (1908) 83:5805). Moreover, the purine CDK2 inhibltor C'VT-
313 {K1 =95 nM) resuited In greatsr then 80 % inhibition of neointima formation in rats (E.E.
Brooks et 8., J. Biol. Chem. (1997) 26207-26211).

CDK inhibltors can be used to treat diseases caused by 8 veriety of infectious age s,
including fungl, protozoan parasites such as Plasmodium falciparum, and DNA and FNA
viruses. For example, cydlin-dependent kinfses are required for viral replication following

T-634 P 017/056 F-GB
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infection by herpes simplex vinus (HSV) (LM. Schang etal., J. Virol. (1998) 72:9626) and
CDK homoldgs are known to play essential roles in yeast.

Salective CDK inhibitors can be used to ameliorate the effects of various autoinmune
disorders. Rheumatoid arthritis, a chronic iflammatory dieease, is charactertred by synovial
tissue hyperpiasia, Inhlbltlpn of synovial tissue proiiferstion should minimize Infiammation
and prevent joint destruction. Expression of the CDK hibitor protein p16in svnovial
fibroblasts has been found to nhibit growth (K. Taniguchi et al., Nat. Med. (1899) 5:760-767).
Simitarly, in a rat model of arthritis, Joint ewslling was substantially Inhibied by treatmet with
a p16 expressing adenovirus. CDK inhibitors may be effective against other diserders of cell
profiferation including psoriasis (charecterized by kerstinocyle hyperproiiferation),
glomerulonephritis, and lupus. ' .

Certain CDK inhibitors may be useful as chemoprotective agents through their ability
to inhibit cell cycle progression of normal untransformed cells {Chen et al. J. Nafl. Cancer
Instiiute (2000) 92:1999-2008). Pre-treatment of a cancer patient with 8 COK inhiblior por to
the use of cylotoxic agents can. reduce the side effects commonly essociated with
chematherapy. Normal proliferating tissues are protecied from the cylotoxic 2ffects Ly the
action of the selective CDK inhibitor. ’

Raview articles on small molecuie inhibiiors of cycin-dapendent kinases have noted
the dificulty of identifying compounds that Inhibit specific CDK proteins without inhibiting other
enzymes. Thus, despite thelr potential to treat a variety of diseases, no CDK inhibitors are
currently approved for commercial uss (P.M. Fischer, Curr. Opin. Drug Discovery (2007)
4:823-634;, D.W, Fry and M.D. Garrett, Cun. Opin. Oncologic, Endocrine & Metabolic Invest.
{2000) 2:40-59; KR. Webster and D. Kimbell, Emerging Drugs (2000) 5:46-59; T.M. Si¢lecki
et al., J. Med. Chem. (2000) 43:1-18.),

Desplte these difficulties, recent studies have identlfied a number of selective COK4
nhibitore {het, ae discussed above, may prove ussiul In treafing cancer—either ag énti-cencsr
agente or ag chemopmolective agents—and In treating cardlovascular disorders, such as
restenosis and athesosclerosis, disemses caused by Infectious agents, and sutocimmiune
disorders, inciuding rheumatoid arthritis. For a disclosure of these selective CDA inhibi ore,
599 commonly assigned Internationel Patent Application PCTABO30069, filed January 10,
2003 (tha '059 Application), which i herein incorporated by reference in iis entirety for all
purposes.

The '059 Application discloees a particutarly potent and selective CDK4 inhibitol, 6
acety-B-Cyclopentyl-5-methyl-2-(6-piperazin-1-yi-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido[2,3-dipyrim!din-
7-one;

2z
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In standard snzyme assays the compound of Farmula 1 exhibiis [Cgy concentrations

for CDK4 and CDIR2 Inhibition (at 25°C) of 0.011 yM and > § pM, respechvely. Ror @

discussion of standard CDK4 and CDK2 assays for ICe determinations, see D.'W. Fry etal ,
5 .l Biol. Chem. (2001) 16617-16623.

Though the compound of Formula 1 is a potent and selective CDK4 Inhibltor, its usa
in pharmaceutical products presents chalienges, For example, the free base hes poor water
solublity (P po/mL) and exhibits low bipavailability in animal studies. A di-HCI salt of the
compound of Formule 1 appears lo exhibit adequate water golublity, However, moigiure

10  uptake studies reveal that, even at low relative humidily (10 % RH), the di-HC! salt absrbs
watar in an amount greatar than ebout 2 % of its mass, meking it unsulteble for use in a < oiid
drug product. A mono-HCI salt of the compound of Formula 1 is marginalty hygrosce pic,
absorbing more than 2 % of its mass at s relative humidity above 80 %. However, the
process for preparing the mono-HCI salt yields partially crystalline drug substancs, indicaling

15  potential problems with process soale-up. Other salt forms of the compound of Fermula 1 are

thus needed.
RARY OF THE | 1ON

The present invention provides a mono-isethionate salt of 8-acetyl-8-cyzlopenty -5-
melhyl-2-{5-piperazin-1-yi-pyridin-2-ylamino)-8--pyridof2,3-dlpyrimidin-7-one,  which Is
20 represcmied by Formula 2: .

H Q _on

CHOTT NN
o 2

The isethionate salt can exist as one or mere polvmorphs, including Form A, Form B,
and Form D. Each of the polymorphs can be distinguished by its powder X-ray diffracticn
(PXRD) pettern (diffractograrn), or Raman spectrum, or differential scanning calorimetry

+0733005533 T-334 P 018/0% F-6B8
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(DSC) thermogram, or some combination of PXRD pattemn, Raman spectrum, and DSC ‘
tharmogrem. The Isethionate salt may be enhydrous, or may contein varying amounts of
water or ons or more solvents. .

Thus, one aspect of the present Inventlon provides a mono-isethionste Salt of 6-
6  acetyl-8-cyclopentyl-5-metiwyl-2-{5-piparazin-1-ykpyridin-2-ylamino)}-8H-pyrido[2,3-dlpyrimidin-
7-one, which is designeted &s Form A,.and Is characterized by one or more of the following:
a powder X-ray diffraction patiem having peaks at 20 vaiues of about 8.7, 13.5, and 17.8, ora
Raman spectrum having peaks at Raman Shift values of about 1600 cm™, 280 e, 676 om’
1470 om™, 450 em™, and 425 ecm™, or & DSC thermogram having & sharp endotherm: at

10 273°C.'

Ancther aspect of the present invention provides a mono-isethionate salt of 6-aoetyk
8-cyclopentyl-5-metiyl-2-(5-piperazin-1-vi-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido}2,3-dlpyrimidin-7-one,
which Is designeted as Form B, and Is characterized by one or more of the following: a
powder X-ray diffraction pattem having peaks at 26 values of ebout 5.1, 11.8, 12.4, 1:2.8,

15  13.1, and 14.7, a Raman spectrum having peaks at Raman Shift values of about 1800 cin™,
1290 em™, 470 am™, 450 cm™, and 425 cm™, but no substantial pesk at 675 em’’, or a DSC
thermagram having a sharp endotherm at 271°C.

A further aspect of the present invention provides a mono-isethionats salt of 8-acetyl-
8-cyclopentyl-5-methyl-2-(S-piperezin-1-yl-pyridin-2-viamino)-8H-pyrido[2, 3-dpyrimidin-T-0 e,

20 which is designated as Form D, and s characterized Dy one or more of the following: a
powder X-ray diffragtion pattemn having peaks at 20 values of about 84, 8.9, and 21£, a
Ramen spectrum having @ peak at & Raman Shift value of about 463 am™, or a DSC
thermograzn having a sharp endothenn at 277°C. For each ssit form, the powder X-ray
diffraction paitern (s obtalned wsing CuK, redisiion and the DSC thermogram is obtaired

25  using & heating rate of 6°C/min.

The pressnt invertion also provides phammaceuticsl dosage forme that includs sn
Isethionete salt of G-acstyl-8-gyclopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridn-2-yiamino)-ftH-
pwidof2, 5-djpyrimidin-7-one and one or more pharmacsutically accepiable exciplemnts. Usoful
excipients incluide disintagranis, binders, diluenis, surfecs-active agents, lubricants,

50 preservetives, anil-oxidants, flavors, colorants, and the ke,

The pragent invention also provides methods of making the isethionate salt of 6-
acetyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin-1-yi-pyridin-2-ylamino)-8+-pyridof2,3-dipyrimixiin-
7-one. One method includes adding a solution of isethionic acid and a first solvent to an -
aqueous slurry of G-acetyl-8-cyclopentyl-6-methyl-2-{5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ytamino)-£. 4

35 pyrdo[2,3-dipyrimidin-7-one, to produce a first mixiure. The method also includes freeze-

drying the mbdure 0 give an amorphous salt, which is subsequently combined with a seccnd
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solvent to produce a second mixture that includes the isethionate salt of G-acetyl-s-
cyclopentyl-S-methyl-2-(5-piperazin-1-yi-pyridin-2-ylamino -8 H-pyrido[2,3-djpyrimidin-7-01e.
Ancther methed includes providing a seed crystal of an isathionate ealt form of 8-
acetyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2-(5-plperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)}-8 H-pyridof2,3-0}pyrimidin-
7-one, and adding the seed crystal 1o a dispersion of 6-acetyl-8-cyciopentyl-S-methyt- 2-(5-
plpemzhd-yl-pyrldln-2-ylafnh10)-BH‘-p3n'idu[2.3-djpyrimidin-7-one and a first solvent tio
produce a first mixture. The method also includes combining the firet mixture with a solutfon
of isethionic acid and a secont soivent to produce a second mixiure, which includes. the

Isethionate sak of 6-acety-8-cyclopentyl-5-metiyt-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H- .

pyrido[2, 3-dlpwimidin-7-one.
In both of the above methods, the first and second solvents may bae the same or

different, and are water-misclble solvents, Including MeOH, EtOH, and ciher zlcohols. To
improve ylelds, the meinods may include hesting, cooling, or heating and cooling the second
mixture o temperatres above and below room temperature. For instance, the second
mixiure mey be hested to & temperehire ranging from sbout 30°C to about 60°C and
subsequently allowed io cool to room temperatmre. Altemnatively, the second mixiure mayv be
ellowsd to stand at room temperature, and subsequenlly cooled to a temperature at or below
sbout 0°C. Similarly, the eecond mixiure may be heated to a temperature ranging from about
30°C to about 80°C and subsequently cooled to a temperature at or below about 0°C.

Another methed Includes reacting 4-{8-[6-{1-butoxy-vinyl}-8-cyclopentyl-5-methyi-7-
oxo-7,8-dihydro-pyrido  [2,3-dlpwimidin-2-ylamino}-pyridin-3-yi}-plperazine-1-carboxylic acld
tert-butyt ester with igethionic acid in a solvant and water to give a mixture that inoludes a di-
isethionate salt of 6-acetyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2{5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)}3H-
pynido[2,3-dlpyrimidin-7-one. The method optionally Includes adding a hindered base to the
reaction mixture to generate a mono-sethionate salt of 6-acetyl-6-cyclopentyl-5-methyi-2- {5-
piperazin-i-yi-pyridin-2-ylamino)-8H-pyridaf2,3-dlpyrimidin-7-one.

The present invention further provides a method of treating & disorder or conditior in
a mammal, including & human, ceused by abhormal esll proliferation, or by viral or funyal
infections, or by an euloimmune dissagse. The method Includes adminisiering to the mameal
an amount of an isethionate salt of 8-acetyl-8-cyclopentyl-5-methyi-2-(5-piperazin-1-yi-pyridin-
2-ylamino)-8H-pyrido[2,3-d]pyrimidin-7-ons, which is effective in treating the disorder or
sondition. Disordess or conditions caused by abnommal cell proliferation include cancer and
vascular smooth rmuscle proliferation associated with atheroscierosls, post-surgical vascu ar
stenosis and restencsis, and endomeitriosts. Awoimmune diseases include psoriasis,
Inflammation-ike rheurnatoid arthritis, lupus, type 1 diabstes, diabetle nephropathy, mulliple
scisrosis, glomerulonephriifz, and orgen transplant rejection, including host versus gniit
disease, -

+8733855533 7-834 P 021/0%8 F-688
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The isethlonats salt provides significant advantages over the free base (Formulz 1)
and other szt forme, inclixding mono- end di-HC! eddition salts. Compared 1o the free base,
the fsethionate eaft exhibite over & 20,000foid improvement in water solubility. Unlike the
case of the dHHCI galt, however, the improvement in solublity Is not accompaniec by a
substantisl increase in hygroscopicity. Additionally, the isethionate sait & substentinfly
crystalline, end tharefore doss not stffer from polensal scale-up issues associsted with the
mono-HC! sall. These and other ndvantages should help alleviate many of the challanges
facing development of pharmaceutical products containing the selective CDH4 inhiblior of
Formule 1.

' BRIEF DESCRIFTION OF THE DRAWINGS

The various festures, advaniages and other uses of the present invention will be::ome
more apparent by referring to the following description and drawings in which:

FIG. 1 shows a PXRD pattem of a mono-issthionzte salt (Form A) of 8-acetyl-8-
cyciopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin-1-y-pyridin-2-ytamino)-8H-pyrido[2,3-d]pyriridin-7-one;

FIG. 2 shows PXRD pattems of 8 mono-isethionate sait (Form 8 and Form D) of &-
acetyl-8-cyclopentyi-5-methyl-2~{S-piperazin-1-yHpyridin-2-ylamino)-8H-pyridaf2,3-djpyrir.idin-
7-ona;

FIG. 3 shows 8 PXRD pattem of a mono-mesylate salt (Form A, Form B, Form C, and
Form D) of 6-acetyl-8-cyciopentyl5methyl-2{(S-piperazin-1-yi-pyridin-2-yiamino)-84-
pyrida[2,3-d]pyrimidin-7-one;

FIG. 4 shows a PXRD pattarn of a di-meaylate sait of G-acetyl-8-cyclopentyl-5-rme hyl-
2-{S-piperazin-1-yi-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido[2,3-dlpyrimidin-7-one;

F1G. 6 shows a PXRD patiern of a mono-HC! salt of 8-acetyl-8-cyclopen lyl-5-met hyl-
2-{5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino}-8H-pyridof2,3-d|pyrimidin-7-one;

FIG. 6 shows a PXRD pattemn of a di-HC! salt of 6-acetyl-B-cyclopentyl-6- methyl2-(5-
pipsrazin-1-y1-pyridin-2-viamino)-8M-pyridof2, 3-dlpyrimidin-7-one; '

FIG. 7 shows Raman spectra of a mono-issthionais ealt (Farm A, Form B, and Form
D) of G-acetyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2-{6-piperazin-1-yhpyridin-2-ylamino)-8--pyrido[:2,3-
djpyrimidm-7-one, having Raman Shifts ranging from 0 o™ to 1850 em™;

FIG. 8 shows Raman specira of 4 mono-igathionaie sait (Form A, Form E, and Form
D) of B-acetyl-8-cyclopantyl-S-methyl-2<(6-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H-pyridofz 3~
dipywimidin-7-one, having Raman Shifts ranging from 1350 em™ to 1800 cm’™;

FiG. 9 shows Raman spectra of a mono-igethionate saft (Form A, Form B, and Farm
D) of G6-acetyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2-(S-piperazin-1-y-pyridin-2-ylamino}-8H-pyridof2 3-
dipyrimidin-7-one, having Raman Shifts ranging from 1100 em™ to 1350 am™;

+0733053333 T-134 P 02L/080  F-G84
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FIG. 10 shows Raman epecira of 8 mono-issthionete sait (Form A, Form 3, and Form
D) of 8-acelyl-8-cyclopentyl- 5-meﬂ1y|-2-(5-plperazln—1-yl~pyndm—2-}dammo)-BH-pyrldo[Z,3-
dlpyrimidin-7-one, having Reman Shifis ranging from 500 cm™! to 850 em™;

FIG. 11 shows Raman spectra of a mopo-isethionate salt (Form A, Form B, and Fam
D) of 8-acetyl8-cyclpenty-5-methyl-2-{5-plperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido}.2,3-
dipyrimidin-7-one, having Raman Shifts ranging from 340 cm™ to 550 am™;

FIG. 12 shows a DSC thnrrnoglam of a mono-isethionate salt (Form A) of B-acet} 8-
cyclopentyl—s-methxl-2~(5-plperazln-1 -yl-pyﬂdm-z-ylamIno)-BH-pyndn[Z.a-d]pynmvdh-ﬂ-one 5

F-668

FIG. 13 shows DSC mennograms of & mono-leethlonate salt {Form B and Form D| of .

6-acetyl-8-cytlopentyl-5-methyl-2-(S-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8--pyrido2,
dipyrimidin-7-one;

FIQ. 14 shows DSC thermograms of a mono-masylate salt (Form A, Ferm B, Fonr C,
and Formm D) of 6-ecetyl-8-cyclopentyl-5-methwil-2-(5-piperezin-1-yHpyridin-2-y! amlno)-BH-
pyrido2,8-dipyrimidin-7-one; .

FIG. 156 shows a DSC thermogram of & -mesylate salt of 6-acetyl-B-cyciopenty -5-
methyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H-pyridof2,3-d]pyrimidin-7-one;

FIG. 18 shows a DSC thermogram of a di-HCl ‘salt of 6~-acetyl8-cyclopent4-5-methyl-
2-{5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8 H-pyridof2,3=-dlpyrim(din-7-one;

FIG. 17 shows waler adsorption/desorption isotherms for the free base of 6-acety-8-
cyclopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido[2,3-dJpyrimidin-7-one,
end

FIG. 18 showe water adsorpfion/desorption Isotherms for various salts of 8-acetyl-8-
cyclapantyl-6-mathyl-2-{6-piperazin-1-y-pyridin-2-ylamino)} 8 H-pyrido[2,3-dpyrimidn-7-one
Intiuding mono-isethionate (Fonn B and Form D), mono- and di-HGl, mono-mesylete (Form A
and Form C), d-mes)fate, and mono-togyiete.

ETAILED 0oy
DEF MD ABBREVIATIONS

Unlees otherwise indicated, this disclosure usas definlions previdad balow.

The term “cancer” includes, but is not limited to, the following cancers: cancers of the
bresst, overy, cervix, prostats, testis. esophague, stomach, skin, lung, bone, colon, pancreas,
thyroid, biliery passages, buccal cavity and pharynx {(oral), lip, tongue, mouth, pharynx, errafl
intestine, colon-rectum, large intestine, rectum, braln and ceniral nerwous system,
glichlestome, neuroblastoma, keratoacanthoma, epidermoid carcinoma, large call carcinomig,
adenocarcinoma, adenocarcinoma, edenoms, edenocarcinoma, follicular carcinoma,
undiffarentlated carcinoma, papillary carcinoma, seminoma, melanoma, sarcoma, bladcer
garcinoms, liver carcinoma, Kkidney carcinoma, mysiold disorders, lymphold disordes,
Hodgkin's disease, hairy cells, and leukemia.

/S5
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The phrase “pharmaceutically acceptable” refers to substances, which are withit the
scope of sound medical judgment, sultable for use in contact with the tlssues of palients
without undue toxicity, fritation, allergic response, and the ke, commensurats with a
reasonable benefitrisk ratio, and effective for their intended use. “

s The tenm “reating” refers o reversing, aflevisting, inhiblting the progress of, or
preventing & disorder or condition to which such term applies, or to preventing one or mora
symptoms of such disorder or condition.

The term “tremiment” refers to the act of “treating,” as defined immediately above.

Table 1 lists abbreviations used through the specification.

10 - Table 1. Abbreviations
Abbreviation Description '
ag aqueous
ACN acetonitrile
BOC ter-butaxycarbonyl
DCM . dichloromethene
DSC differential scanning calorimetry
EteN tiethylamine
EtOH ethyl alechol
h, min, & hour, minuie, second
IPA isopropyl! alcohol
MeOH methanol
PXRD powtlar X-ray diffraction
RH refative humidity
RT room temperature, i.e. 20°C—25°C
THF tetrahydrofuran
maA/mL milligrams of active subsiance psr milllitsr of =ofution

The mono-isethionate st (Fommula 2) can exist 85 ons or More polymorpas,
intluding Form A, Form B, and Form D. Ae Indicated above, each of the polymorphs may be
distinguished by powder X-ay diffraction (PXRD), or Raman spectroscapy, or diferenisd
scanning calorimetry (DSC), or some combination of these characiestzation methods, The

16  mono-igethionate sait (Formula 2Z) may be anhydrous, or may contain varying amounts of
water or one or more soivents. Furthermora, the mono-isethionate salt (Formula 2) may Je
substantially pure—l.e., contain et least about 99 wt % of 8 parficular polymorph—ar may se
a mixture of two or more of the polymorphs (e.g., Form B and Form D, etc.).

The free base (Formula 1) is a dibasic compound, which may form both mono- and

20 diacid addition salts. Its confugste ackd has pi(e of 7.3 and 4.1, 80 comparatively strong

acids are necessary for generafing the dl-salt. Though it may be possible to form a dj

s
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isethlonate salt of the compound of Formule 1, the mono-sethionate salt appears to be more
useful since it requires less counter on.
FIG. 1 and FIG. 2 provide PXRD dlffractograms for mono-isethionate salt forms of 8-
acetyl-8-cyclopentyl-6-methyl-2-(5-plperazin-1-yi-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido[2,3-dlpyrimdin-
5 7-one (Formula 2). These forms are designatad ag Form A In FIG. 1 and Form B and Form [
in FIG. 2. To Improve raadubllty. the diffractogram of Form D in F1@. 2 has heen shiiled
upward about 700 units. Table 2, below, lists significant PXRD peaks (Le., those exhixting
pesak height to nolse ratio gredier than 3.6.) for mono-isethionate polymorphs A; B,/and D,
and provides in underined font, @ subset of characteristic peaks that may be I.IGBItI te .
10 distinguish one polymorph from another. The list of characleristic peaks provided in Tabie 2
is not the only poashle list of cherecteristic peaks. Persons of ondinary skill In the a! of
polymorphi identification may choose other sets of characteristic peaks that will ilso
distinguish one polymorph from another.
For comperison purposes, FIG. 3—FI8. & show PXRD diffrectograms for,
16  respectively, mono-mesylate, di-mesylata, mono-HCI, and di-HCl salts of 6-acetyt-8-
cyclopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin-1-yi-pyridin-2-ylamine)-8H-pyrido[2,3-dpyrimidin-7-one.
Although these salts may exist in more than one form, disfinct polymorphs have only baen
identified for the mono-mesylate salt, which FIG. 3 designates as Form A, Form B, Form C,
and Form D. To highlight differences among the mono-mesylate salt fonns, the
20 diffractogrems of Form B, Form C, and Form D in FIQ. 3 heve been shifted upward by varizus
amounts.
Each of the PXRD patierns shown in FIG. 1—FI3. 8 were obtained on a RIGAKU
DMeax 2200 powder X-ray diffractometer using Cul, radiation. The diffractometer was
equipped with a fine-focus X-ray tube. During each run, the tube voltage and current were set
25  at40 kV end 40 mA, respectively, the divergence and scattering slits were set at 0.5°, and the
receiving siit was sot &t 0.3 mm, Diifrawa.d radiafion was detected using a Mal scintillajon
detector.  For each of the nns, a 6-28 continuous scan of approximately 1°/min (3 =/0.040°
etep) from 3.0 1o 40.0 2@ was used. Samples were prapared for analysis by placing ther in
e sliconwafer holder. Dats were collected using RIGAKU's RIGMEAS software and wara
30 analyzed using a proprietery software package developed using the JADE software platfonn.
For each powder X-ray diffraction measuremeni, a sample of a sait form was plazed -
into a cavity located on a planer surface of the holder, and a glass slide was used to lavel the
surface of the sample. The holder, which contalns the sample, was placed in the
diffractomater, and the source of the X-ray beam Imadiated the sample, InRially at a srnall
35 angie relative to the planar surface of the holder. The X-ray beam was subsequently mored
through an are in a step-wise mannar, which successively increasad the angle between the
Incident beam and the planar surface of the holdar. At each step of the scan, the scintiilaiion
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courtter detected the amount of diffracted radiation, which was racorded as a function of 20.
The instrument scitware displays the diffracted radiation resulis of the scan as intenisity
versus 20 (FIG. 1-—Fi@3. 8).

Differences in PXRD pattems among separate measuremends of the same pélymnrph
mey Brise for many reasons. Sourcas of enor include variations in semple preparation (2.g.
esample height), instrument amors, calibrétion errors, and operator errors (ncudng emroIs in
determining peak locations). Preferanilal orientation, i.e., a lack of random orientatioy of
crystals in the PXRD sample, cen result in significant differences in relative peak heigihts.
Calibration errors and sample height errors often result n a shift of all of the peaks of the
diﬂ’raclo'gm in the same direction apd by the same amount Small differences in sariple
helght on a fist holder may lead to large displacements in PXRD peak positons! For a
systematic study showing that sample helght differences of 1 mm may lead to peak shifts as
high as 1 °26, see Chen &t al., J. Pharmaceutical and Siomedical Analysis.(2001) 26:63.

In many instances, pagk shifts among diffraction pattemns resulting from systematic
arror can be eliminated by compengpting for the shift (e.g., epplying a cormection factor to &)
peak pasition values) or by recalibrating the diffractometer. Generally, the sama techniques
can be used io compensate for differences among diffreciomelers s0 that PXRD pealk
positione obtsined from two different Instruments can be brought Into sgreement.
Furthermore, when these techniques are applied to PXRD measurements from the same or
different diffractometers, the peak positions for a particular polymorph will usually agree to
within about + 0.2 *20.

Table 2. Significent PXRD Peaks for Mono-lsethionate Salt Form A, B, and D

Polymorph Significant Peaks, 28
{Underiined values are cheracieristic of a particular polymorph)
A 8.7, 126. 185, 115, 16.6, 19.6, 19.8,23.0, 24.2
B 614,102, 11.8, 121, 12.8, 131, 14.7, 15.2, 16.0, 16.6, 179,122, 197,213,
21.9, 22.6,232, 24.6, 26.8, 26.1, 28.0, 30.0, 308, 52.5, 33.0, 32.5, 33.0, 4.2,
353, 36.0
D 8.4, 8.9, 10.8, 12.6, 14.2, 16.8, 17.9, 184, 19.1, 20.0, 204, 21.0, 21,8, 2.6,

23.0,23.6, 246,282, 27.2, 26.7, 29.8, 30.3, 364

FiB. 7—Fi@. 11 show Raman spectra of the meno-isethionate salt forms of 6-acetyl-
B-cyclopentyl-S-methyl-2-(S5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido]2,3-dlpyr.midin-7-one
(Formula 2). FIG. 7 shows Raman specira of mono-issthionate seit Form A, Form B, end
Form D for Raman Shifts ranging from 0 cm™ to 1850 em™, while FIG. 8—FIG. 11 prewide
Raman specira for mono-sethlonate galt Form A, Form B, and Form D for Raman Shifle
ranging from 1360 cm™ to 1800 cm™, 1100 om™ to 1350 om™, 500 am™ to 850 em™, anc 340
an™ to 550 an”, respeciively. In some of the figures, one or more of the Remar. specira mey

F-gd8
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employ different ordinate scaling (e.g.. Form A in FIG. 7, 8, 10, and 11) or different baselines
(e.g., Form A and Form B in FIG. 9} or diffaerant ordinate scaling and basgslines (FI3. 1D) to
amphastze differences among the mano-isethlonate salt forms.

Table 3, below, lists cheraclesistic peaks of the Raman spectra that mey be usad to
distinguish one mono-issthionzte salt form from anothar. As with the PXRD datn, the )st of
mawbﬁcmhaﬂﬂhTaﬁeShnmuEmWMQMofmathpem.
and persons of ordinary skill In the art of polymorph identification may chwoge other sels of
cheracteristic peaks that wil aléo distinguieh ona polymarph from another. {

The Raman specira shown In F10. 7—FIG. 11 were obtained using a KA[BEI! .

OPTICAL SYSTEMS HOLOLAB Raman microscops end spectrograph.: The Raman
spactrogreph utiized » solid-ciate diode laser operating at 785 nm, with an output power of
approximaiely 80 mW. The power delivered to the sample through the microscope objective
was approximstely 27 mW. A themmoelectrically cooled CCD detector was used to detec' the
Raman signal. Fiber opti; cables connecting the Raman' microscape and specirograph wera
used to gulde the laser excitation light and the Raman scattered fight to and from the sarmple,
respectively.

To obtain mprasentetive Ramen spacire, sariples of each of the polymorphic fenns
ware probed at multipls locations or spots. For esach sample, Raman specira ware obtained
at four or five spots, with four replicate specta at each spot. As b nomally the case afth
solid semples, data for a given palymorphic form exhibited the most varation In paak
Intensity, and exhibiled comparatively jitle variation in peak position. For each of e forms,
Reman shift values (peak posftions as a function of wave number) varied by isss than 1 ¢m™,
though ae would be expeacied, peek positions among diferent forma could vary by more than
1 an?, At least some of the veriation bn peak intensity or paak position is thought to arlse
from differences in the way the lasar light strikes different crystels in the sample.

Table 3. Cheratieristic Raman Spectra Peaks for Mono-issthionate 3ait

F-888

Form A, B, and D
Pesak (am ™) Peak is characisristic of this polvmorph
1800 AandB
1260 Aand B
675 A
470 Aand B
463 D
450 Aand B
425 Aand B

Liks the run-io-run variation described above, the Remen spechre of a panticiiar
palymarph that are obiained uging different instruments sppear fo exhibit fithe variotion (Le , 1

%4
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an’ or less) In peak position, and comparatively greater varietion In peak intensity. 3iven
thet Reman scattering Is indepandent of the excitation wavelength used, p=ek positions
should be about the same between instruments that use different excitation sources. Peak
intensities may vary depending on, among other things, the type of detector or optict, the
power of the excling laser, and the sample position.

FIG. 12 and FIG. 13 show DSC thermograms of the mono-isethionate salt forms of 6-
acetyl-8-cyclopentyi-5-methy-2-(S-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido[2 3-djpyriniidin-
7-one (Formuls 2) designated as Form A (FIG. 12), and Form B and D (FIG. 13).
Additionally, FIG. 14—F1G. 16 show DSC thermograms of the mono-mesylate salt (Form A,
B, C, end D), the d-mesylate salt, and the di-HC! saft, respectively. The DEC data were
obteined using & TA INSTRUMENTS 2020 Modulated DSC V2.6. Individual polym orph
samples were analyzed in vented, sealed aluminum pans using a healing rate of 5°C/min to
350°C and a nitrogen purge of 50 mL/min. ]

As shown In FIQ. 12--FIG. 15, the mono-isethionate salt (Form A, B, and D), the
mono-mesylate salt (Form A, B, C, and D), and the dimesylate salt have distinct melting
points, exhibiting sharp endotherms et about 273°C, 271°C, 277°C, 309°C, 307°C, 3(2°C,
304°C, and 289°C, respectively. In oontrest, the di-HCl salt (FIG. 16) possesste a
comparatively complex DSC thermogram, which Includes broad endotharms bitween zbout
40°C and 110°C and bstween about 160°C and 200°C, which likely indicate loss of mok:ture
and lettice watsr, respectively. The di-HCI sait DSC trece also exhibits a relatively sharp
exotherm starting at about 207°C and a broad endotherm beginning at about 276°C, which
probably indicate, respectively, form transformation and melting or decomposition or both

FIG. 17 end FIG. 18 ahow water adsorption and desorption Isothenmns (at 25°C) for
the free base (Formula 1) and various salts of 6-acetyl-8-cyclopentyt-6-methyl-2-(5-pipenazin-
1-yi-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido[2,3-d]pyrimidin-7-one, including mono-lsethionzate (Form B
and D), mono- and di- HCI, mono-mesylals (Form A and ©), d-mesylats, and mono-tosyjete.
The water adsorption and desorpfion dala ware oblamed using a YTl CORPORATION
MODEL SGA-100 symmeirical gravimetric enalyzer. To obtain a water vapor isolhenn, a
sample of a palymorph was placed on a microbalance in a sealed environmental chamber,
end subsequenlly heated at a rate of 5°C/min untdl the tempsrature in the chamber reaihed
40°C. To obtain a dry sample weight, the polymorph was allowed to equilibrate at 40°C untd
the sample experienced a weight change less than 0.0270 wt % in 2 min. Following dring,
the sample was cooled t0 25°C and subsequently exposed to different humidity levels ranging
from 5 or 10 % RH to 90 % RH end from 80 % RH to 10 or 5 % RH, in 10 % RH increments,
At each humidity level, the polyrmorph was allowed to equilibrate untll the sample experienced
a weight chenge less than 0.0270 wt % in 2 min. The equiithrium mass &t each humidity Isvel

+0733855508 T-834 P 028/058 F-668
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was recordad end, slong with the dry sample welght, used to generste a plot of we ght
chanpe versus ralative humidity.

Of the compounds shown i FIG. 17 and FIG. 18, only the free base, the mono-
isethionate salt (Form B and D), and mono-iosylate salt exhibit leee than a 2 % changu in
mess when exposed to humidity levels ranging from 10 % RH to 90 % RM at 25°C.

Table 4 lists solubfiity In water of the fresbase (s most stable crystal phase
according to slury experiments) and the Isethionate salt (Form B, Hs most stable fum
according to results of slury expariments). Since Form B appears to be the mosi steble

F-688

isethionate salt form, it should exhibit the lowest water solubility among the isethionats salt -

forms observed. The other ethionate sait forms were not evaluated for metasteble solubiity.
Agqueous solubility for the Isethionate salt was obiained by dissolving the salt in water up to
approximately 300 mg/mL, equilibrating for about 48 h after which time some solid vas
observed, and measuring the aqusous phase salt conceniration using HPLC. See Teble S for
8 list of HPLC condltions. Aqueous solubliity for the frecbase was obteined by equiiibra ing
the solid in water for 14 h and meesuring the aqueous phase free base concentration usirg a
ssmi-automated UV-vis method, which utllized @ SPECTRMAX PLUS specircphotometer
plate reader. '

The data in Table 4 Indicates that the watsr solubility of the mono-isethionate salt (at
pH 5.4) is more than 20,000-fold higher than the freebase (at pH 7.9). This lamga dieparity in
water solublitty cannot be explained by the relatively modest difference i pH of the satursted
solutions of the freebase and the mono-isethionate salt Indeed, the theoretical weater
solubility of the freebsse is only D.82 mgA/mL a pH 54 by Henderson-Haseslbalch
calculation (using fres base solubflity 0.0092 mg/mL at pH 7.9 and pK.s 7.3 and 4.1).
Seeding an aqueous schiiion of the mono-isethionate =elt prepared at 117 mgA'mL, pH 5.4
(supersaturaiad with respect io free base) with crystals of the freebase did not cause
precipitation.  Instead, the seceds digeolvad, indicating some ability of the issthionate ion 1o
solubllize the freebase In water, '

Table 4. Watsr Solubllity of the Free Bess and lsethionats Salt (Form B)

Solubiiity Equillbration Time
Sample mpA/mL Fine! pH h
Froe base 0.009 7.6 14
isethionate 213 5.4 48
Tebie 5. General HPLC Condifions far Water Sclubility Measurements
Conirol Variable Value
Column Flow Rete 1 mlmin
Stop Time 45 min

Solvant A 10 mM Acsiste, pH 5.7

2/
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Control Varigble Value

Soivent B ACN
Solvent A/Solvent B (viv)

0 min 80720

30 min 25/7%

36 min 25776

38 min 80/20

45 min 80/20

Detection Wavelength 260 nm
Column Injection Volume 10pL
Column Temperature 25°C

Column Type (YMC PAC PRO) C18 180 x 4.6 mm, 3y pariicle size

“The solubliity of the isethionate selt in normal aaline is 0.58 mgAJmL, wiich is much
less than its water solubility, and 5 very close to the theoretical value 043 mgs/mlL
(Henderson-Hasselbalch caloulation) et the final pH of this solutlon (pH 5.68). In nomal
saline, the surprising solubliizing power of the isethionate ion essentially disappears and the
compound solubfity behaves more like a typical basic compound.

The isethionate salt can be preparad using & number of techniques. For exampls, in
one method, a solution of isethionic acid and a first solvent is admixed With an aqueous slurmy
of 6-acetyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin-1-yHpyridin-2-ylamino)}-8 H-pyrido{2,3-
dipyrimidin-7-one. The mixture is filtered to remove eny solids, and the resulting filtrate I
freeze-dried (lyophilized) to give an emorphous isethionate sait. The amorphous sat ie
converted to a crystelline form by dissoMing it in a second solvent, whizch may be
accompanied by heating to promote complete dissolution. The resulting soiutior; is
subsequently cooled to RT or less to precipitate a crystaliine form of tha salt, which car. be
l=olated via filiration and then dried in a8 vacuum oven,

Ths method generally smploys stoichiomsetric (l.e., molar ratios of 1:1 or 2:1) or near
stoichiometric emounte of isethionic acld and 6-acetyl-B-cyclopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin-
1-yl-pyridin-2-yiamino)-8H-pyrido[2,5-djpyrimidin-F-one, The first and second solvenis nay
be the same or different, and are typically water-miscible soivernts, including alcohols such as
MeOH and EtOH. The emount of heating necessary to dissolve the amorphous salt in the
second solvent will depend on the solvent used, but the temperature of the mixture is typically
in the range of about 30°C to about 80°C, and is normally in the range of about 3C°C to atout
50°C. In some caszes, the temperature of the mixture is In the rangs of ebout 30°C to about
40°C or sbout 35°C to about 40°C.

In another method, the free base (Formula 1) ie dicpersed (shurried) v a first =olvent
and Is seaded with a crystalfine Isethionate salt form. The resulting mixture is admixed with a

27



Jan=05-06

10

16

06:12om  From=PATENT FOREIGN FILING +0733055522 T-834 P 031/058

WO 2005/005426 PCT/AB20G4/0621% 2

-5

gohrtion of isathlonic acld and & second salvent Typically, the issthionic acld solution is
added In muiltiple portions over a period of time. 'Tho resulting slurry or disperslon is stired at
RT or sbove, usually et 8 temperature greater than about 35°C or 40°C. To improve yield, the
resulting mbdure can be cooled to a temperature helow about 0°C, which preciphttes
sdditional Isethiongte salt wystels. The isethionate salt crysials that can be isoleted vie
filtratlon and then Idrned in a vacuum oven. LIke the method described sbova, this technigue
employs stoichiometric o near stoichiometric amouris of Isethionic acid and G-acetyi-8-
cyclopentyl-S-methyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido[2,3-cIpyrimidin-7-ont..
In addition, the first and second solvents may be the same or different, and are typjcaily
water-miscible sclvenis, including eicohols such as MeOH and EtOH. Compared to the
previously described process, this method often results in improved Yields and better (e.g.,
Lrge.r. more uniform) crystais.

Another method bypasses the free base (Formula 1) and generates the isathior ate
salt direclly from a protectsd process intermediate. The method includes reacting an N-BOG
protected compound of Formuia 3, ‘

o N,NYNH "
\\JNU\@
S | NT‘)?(E'

with about 3.5 equivalents (or more) of isethlonic atid in a first solvent and water, wich
removes the BOC protecting group and unmaske an acetyl group to give a dHsethionats zalt
of 6-acetyl-8-cyciopentyk-5-methyl-2-(5-pipsrazin-1-yh-pyridin-2-ylamino)-BH-pyridoi2,3-
djpyrimidin-r-one. Tha reection can ba cared out at room temperalure or hicher, an is
often caried out at a tempemture ranging from abaut S0°C to about 60°C. To tnis reaclion
mixture Is added a hindered basa (e.g., EfyM) in a second solvant, which forme a salt with the
isathionic acid that Is soluble in the reaction mixture. The amount of bese added !s sufficient
to meintein—in the presence of the diH-sethionate selt—a slight excess of free lsethionic z oid
In the resction mixture. For example, if 3.5 equivalents of isethionic acid were reacted v/ith
the BOC-prolected compound of Formula 8, about 1.45 equivalents of the hindered bise
could be used, resulling in about 0.05 equivalents excess of the free Isethionic acid. (f
desired, tha di-isathionate salt ¢can be isolated by fitration.

F-g88
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To obtain 2 mano-isethlonate salt of 6-acetyl-8-cyclopentyl-5-mettyl-2-{5-pipsrazin-1-
yi-pyridin-2-yiamino)-8H-pyridof2,3-d]pyrimidin-7-one, additiona! base is eddsd over an
extended period of time (e.g., dropwise) to ensure formation of the requisite monJ-izethionate
salt form (e.g., Form B). Adding the hindered bass too quickly may cause formation of o her,
metastable polyrnorphs. To improve yield, the resulting siurry can be cooled to a temperziture
of about 6°C or below, and then filtered and dried. As in the methode describe3 above_ the
first and second solvenis may be the same or different, and are water-miscile solvents,
including alcohole such as MeOH and EOH.

The other disclosed salt forms—e.g., mono- or dHHC!, mesylate, or losyiste salls—
can be prepared in a siniler manner to the msthods described above for the isethionate salt
{(Formula 2). '

The disclosaed compounds (Formuls 1 and saills) embrace all pharnaceutically
acceplable Isotopio vanations. An ieotoplc variation Is & campound In which at Jezist one aom
is replaced by an atom having the same atomic number, but an atomic mass different from
the atomic mass usuelly found in nature. Useful isotopes include isotopes ¢f hydrogen,
carbon, nitrogen, oxygen, phosphorus, suifur, fiuorine, and chiorine. Exemplary isatopes ihus
include, without limitstion, 2H, *H, **C, *C, *N, 70, 0, “P, ¥s, ¥F, and *Cl.

Substitution of the disclosed compounds with isclopes such as deuterium, le. ?H,
may affdrd ceriein therapeutic adventages resulting from greater metabolic stkabily, for
example, increased in vivo hellHife or reduced dosage requiraments, and hence may be rr ore
useful in some circumstances, In addition, certain Isolopic varialions, for example, those
Incorporeting a radioactive isolope, are useful in drug and/or substrate tissue distribtrion
studies. The redicactive isofopes titum, l.e. ®H, end carbon-14, Le, “C, ere pagticularly
useful for this purpose in view of their ease of Incorporation and ready means of detection.

lsotopic variatione of the disdosed cornpounds cen gsnerally be preparsd by
conventional tachniques known to thoes sidiad in the art or by procestes analogouk 10 thoss
described in he accompanying Exempies using appropriale Isotopic varlations of eulteble
reagents. Pharmaceutically acceptable solvates of the disclosed compounds includs those in
which the golvent of crystallization may be Isotopleally substituted, e.0. DO, dy-ccatone, dy-
DMSO.

The disclosed compounds (Fermula 1and salts) may be adminisiered as erystalline or
smorphous products. They may be abtelned, for example, as solid plugs, powders, or fims
by methods such as precipitation, erystalfization, freaze-drying, spray drying, of vaporalive
drying. Micowave or radic frequency drying may be used for this purpose.

The disclosad compounds mey be adminisiered alone or in combinatior: with otner
drugs end will genenally ba adminfetered as a formulation in essociation with ens or e
pharmaceutically acceptable axcipients. The termn "excipient® describes any ingredient other

F-6as
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than the compounds represented by Formula 1 and its salts. The choice of axciplent will -0 a
large extent depend on the perticular mode of administration.

The disclosed compounds may be adminisiered orally. Omal sdminisiration raay
invoive swallowing, 50 that the compound enters the gastrointestinal tract, or bucca' or

§ sublingusl administration may be employed by which the compound enters the biood stream
directly from the mouth. '

Formulations sultable for oral administation include solid formulatiors such es
tablets, capsules cqnteining particulates, liquids, or powders, lozenges (including liquit-fille:d),
chews, mull- and nano-particulates, gels, solid golutlon, lipcsome, fims (including muco- -

10  adhesive), ovules, sprays and liquid formuletions. Liquid formuletions include suspens.lcns‘.
solufions, syrups and elixis. Such fomulstions mey ba employed as flllers in soft or hard
capsules and typically comprise a camier, for example. water, EtOH, polyethylene gly:ol,
propylene glycol, methyicelluiase, or & suitable oll, and one or more emulsifying agents andi/or
suspending agents. Liquid formulations may also be prepared by the reconstitution of a sclid'.

16 for example, from a sachet. '

The disclosed compounds may alsc be used In fast-dissolving, fast-disintegrafing
dosage forms such as those described In Liang and Chen, Expert Opinion In Therapeintic
Patents (2001) 11(5):981-986.

For tablet dosape forms, depending on dose, the drug may make up from 1 wt 9% to

20 80 wt 9% of the dosage form, more typically from & wt % 1o 60 wi % of the dosage foom. In
gddition te the drug, tablets generally contain a disintegrant Examples of disinlegrants
indude sodium starch glycolats, sodium carboxymethd cellulose, celcium carboxymethyl
cellviose, croscarmeliose sodium, crospovidone, polyvinylpyrroiidone, methyicellulose,
microcrystaline  celluloss, lower alky-substituted hydroxypropyl cellulose,  starch,

25 pregelstinized starch, and sodlum alginate. Generally, ihe disintegrant will comprise frony 1
wi % to 26 wt %, Ptsferablyﬁmnﬁwt%toz'ﬂwt?vﬁofﬂﬁ dosags form.

Binders are generally used to imparl cohesiva qualilies o o tablet fermutation.
Suitable binders include microcrystalline cellulose, gelatin, sugars, polysthylens glycol,
natural and synthetic gums, polyvinyipymolidone, pregelatinized starch, hydroxyprooyl

a0 cellulose, and hydroxypropyl methylceliiiose. Tablels may algo contain diuents, such as
lactose (monchydrete, spray-dried monohydrate, anhydrous and the like), mannitol, xyit ol,
dextrose, sucrose, sorbitol, microcryetaliine celiulose, starch, and dibasic calcium phosph.ate
dihydrate.

Tablets may aise optionally include surface-aclive egents, such ss sodium laLryl

35 suliate and polysorbata 80, and glidanis such as sflicon dioxide and talc. When present,
surface-active agents may comprige from 0.2 wt % to 6 wt % of the fablet, Bnd gldants ray
comprise from 0.2 wt % 1o 1 wt % of the tablet.



Jan=05=06  00:13pm  From=PATENT FOREIGN FILING +§733065533 T-934 P 034/056 F-ges
WO 2008/005426 PCT/IB2004/002) 52

-18-

Tablets also generally contain lubricants such as magnesium stearate, calcium
stearats, Znc siearste, sodum steand fumearate, and mbdures of magnesim =tearats with
sodium lauryl sulfate. Lubricants generalty comprise from 025 wt % to 10 wt %, preferably
from 05 wt % to 3 wit % of the iablet. Othar ingrediants may include praser\alﬁes, anti-

§ oxidants, flavors, and colorants.

Tablet blends may be directly comprassed to form teblets, Tablet blends or port ons
of blends may akematively be wel-, dry-, or meli-grenulated, melt congealed, or extruded
before tabletting. The final formuletion may comprise one or more layers and mey be coited
or uncoeted. Exempiary tablste contain up to about 80 % drug, from about 10 wt % 1o ahout

10 wm%.bmder.ﬁunabomom%tnaboutﬂsm % dBuent, from about 2 wt % to about 18 wi
% disiniegrent, and from about 0.25 wt % to about 10 wt % lubricent. For additional detalls
conceming the formulation of teblets, saa H. Lieberman and L. Lachman, Phermaceu.icel
Dosage Forms: Tablets, Vol. 1(1980). .

Solid formulations for oral administretion may be formulated to be Immediate and/or

15 modifiad release. Modifled releass formulations Include delayed-, susteined-, pulsad-,
controlled-, targeted- and programmed-relaase. For a genaral description of sultible
modified release formulations, see US Patent No. 6,108,864. For detrils of other ussful
release technologles, such as high energy dispersions and osmotlc and coated-partides, see
Verma et al, Fharmacsuticel Technology On-ine (2001) 25(2x1-14. For a discussion of the

20 use of chewlng gum o achieve controlled release, see WO 00/35298.

The discosed compounds (Formula 4 and salis) may aleo be administered dirsctly
into the blood stream, into musdle, or into an intemnal organ.  Suitable means for parentaral
sdmnistration Indude intravenous, Intre-arterial, mtraperionaa), intrathecal, Intraventriew lar,
ntreurethral, intrasternal, intracraniei, inkeamuscutar, and subculaneous. Suitable devices for

25 parenteral administration Include needle (including mico-needle) Injectors, needle-ires
injeciors and infusion techniquss. ’

Parenteral formulations are typically aqueous sciutions which may contsin excipients
such as sals, carbohydrates, and buffering agevds (prefamably to @ pH of from 3 {o B), bui for
some applicetions, thsy may be more suitebly formulsted as a sterils non-aqusous solution or

30 as e dried form to bs used In conjunction with & suitable vehicle such es sterlle, pyrogen-ires
water. The preparation of parenteral formutations under sterile conditions, for example, by
lyophilization, may readly bs accomplished using standard phermaceutical techniques well
known to those skilled in the art.

The solubllity of the disclosed compounds usad in the preparation of parenteral

35  solutions may be increased by the use of appropriata formulation techniques, such as the
incorporation of solubifity-enhancing agents. Formulations for parenteral administration may
ba formuiated to be immediate snd/or modified release as described above. Thus the
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disclosed compounds may be formulated In 8 more solid form for administration a5 an
implanted depot providing long-term release of the active compound.

The compounds of the inventon may also ha administered topicatly to the ski: or
mucosa, elther dermally or transdermally. Typical formulations for this purpose include gels,
hydrogels,- iotions, solutions, creams, ointments, dusting powders, dressings, foams, films,
skin patches, wafers, implants, sponges, fibers, bandages, and mikcroemulsions. Liposornes
may also be used. Typical carriers include aicohol, wates, mineral o, liquid petrolatum, white
petroiatum, glycerin, polyethylerie glycol and propylene glycol. Topleal formulations imay also

F-688

include penetration enhancers. See, for example, Finnin and Morgan, J Pharm Sci (1999) .

88(10):955-958.

Other means of topical administrallon include delivery by lornitophoresis,
electroporation, phonophoresis, sonophoresis and needle-free (e.g. POWDERJECT) or
micro-needle injection. Formuiations for topical administration may be formuiated to be
immediate and/or modified release as descrided above. ' '

The disclosed compotnds can also be administered intranasally or by inhalation,
typically In the form of a dry powder (elther alone, as a mixture, for exemple, I a dry blend
with leclose, or 83 B mixed component particie, for example, mixed with phospholipids) fromn a
dry powder inhaler or as an serosol sprey from a pressurized coniaines, pump, spray,
etomizer (preferably an atomizer using electrohydrodynamics to produce & fine mist), or
nebulizer, with or without the use of a suitabla propellant, such as dichlorofluoromethane.
The pressurized contalner, pump, spray. atomizer, er nebulizer conains B solution or
suspension, which comprises the active compound, an agent for dispersing, solubllizing, or
extending release of the active cornpound (e.p., EtOH or aqueous EtOH), ore or more
solvents, which serve as & propellant, and an optional surfactant, such as sorbitan trioleate or
an ofigolactic acid,

Prior 1o usa in 8 dry powder or suepension formulation, the drua product is micronzed
fo a size suitsble for delivery by inhalation (typically less then § microns). This may be
achleved by any appropriate comminuling method, such es spiral jet milling, fluld bed Jet
milling, superciilical fluld proceseing te form nanoperlicles, high pressure hemogenization, or
apray drying.

Capsules, blisters end cerfridges (made, for example, from gelatin or
hydroxypropyimethyl celluloss) for use in an inhaler or ‘insuffiator may be formulated to
contaln a powder mix of the active compound, a sultable powder base such as lactose or
starch, and s performnance modifier such as L-leucine, mannital, or magnesium stearate. The
lactose may be enhydrous or. prefersbly, monohydrated. Other suitable excipients include
dexiran, glucose, maltose, sorbitol, xyfitol, fructoss, sucrose end trehaloes.

4
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A suitable soluion formulation for use in an atomizer using electrohydrodynamics to
produce a fine mist may contain rom 1 pg to 20 mg of the compound of the invention per
actustion and the actuation volumne may vary from 1 pl to 100 pl. A typical formulation may
comprise a compound of Formula 4 or Formula 2, propylene glycal, sterlie water, EtOH, and
NaCl. Aliemative solvents, which may be used instead of propylane glycol, include glycarol
and polysthylene glycol. : ’

Formuigtions for inhaled/intranasal administration mey be formulated to be mmediate
and/or modified release using, for example, poly(DL-lactic-coglycolic acid (PGLA). SuRtuble
flavors, such as menthol and levomenthol, or sweeteners, such as saccharin or saccharin
sodium, may be added to formulations intended for inheled/intranasal edministration.

In the case of dry powder inhalers and serosols, tha dosage unit 1s devenminec by
means of 2 valve that dallvers a metered amount. Units in accordance with the invention are
typically armanged to administer a metered dose or “puff” containing from 100 to 1000 v of
the aclive pharmaceutical ingredient The ovenall dafly dose will typically be in the range 100
pg to 10 mg which may be edministered in a single dose or, more usually; as divided doses
throughout the day.

The active compounds may ba administered rectally or vaginally, for example, in the
fam of a suppository, passasy. or enema. Cocoa butter le e traditional supposiiory base, but
varlous altematives may be used as appropriaie.  Formulalions fr rectal/vaginal
admmnistration may be formulated to be Immediate and/or modified releasa as desaied
above.

The disclosed compounds may also be administered directly to the oye or oar,
typlcally in the form of drops of a micronized suspension or solution in leotonic, pH-adjusiad,
sterle seline. COther formulstions suiable for oculer and sural edministreton include
cintments, biodegradable (s.g. abeorbable gel sponges. collagen) and non-bicdegradabie

F-G80

(8.g. silicons) implants, wafers, lenses end parliculnte or vesicular systems,’ such as -

niceomes or lposomes. A polymer such as crossed-iinked pelyacrylic acid, poiyvinylaicohol,
hyaluronic ecld, =8 celuloslc polymer (eg., hydroxypropyimethyiceliuicse,
hydroxyethylcsliulose, or methyl cellulose), or a heleropolysaccharide polymer (s.g., gsian
gum), may be ncorporaled together with a presarvetive, sush as benzalkonium chiorids.
Such formulations may also be delivered by ionfophoresis. Formulations for osufar/amial
administration mey be formulated to be immediate and/or modifled release ac desecribed
ebove.

‘The disclosed compounds may be combined with soluble macromolecufar entilies
such as cyclodexirin or polysthylene glycol-containing polymers to improve their solubility,
dissolullon rate, tesie masking, bicavailabllity and/or stzbillty. Drug-cyclodextrin complexss,
for exmmple, are found to be generally useful for most dosage forms and adminletration

25
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routes. Both indusion and non-incdlusion-complexes nltay be rsed. As an altemative to direct
complexetion with the drug, the cyclodextrin may be I'.ISBd as an auxiliary addithe, i.e. 25 &
carmrier, diluent, or solubilzer. Alphe-, bete- and gamma-cyclodextrins are commanly usec) for
these pwposes. See, for example, Intamational Patent Applications WO 81/11172, NO
& P4/02518,-and WO 9&'6614}. .

The therapeutically effettive dose of the compounds of Formula 1, Formula 2 or oher
salts will vary from appruximately 0.01 mg/kg to appraximately 100 mg/kg of body welght per
- day. Typlcal adult,doses will be approximatsly 0.1 mg to approximately 3000 mg gder cay.
The quantity of acfive component In a unit dose preparation may be varied or acjusted Il‘mm
10  approximaisly 0.1 mg to approximately 500 mg, preferably from about 0.8'mg to 100 mg
according to the perticular application and the potency of the motive component. ‘The
composlition can, if desired, also contain other compatbie therapeutic agents. A subject In
need of treatment Is administered a dosage of about 0.6 10 sbout 300 mg per day, eliher
singly or in multiple doses over a 24-hour period. Such treziment may be repeatec at

15  successive intervals for as long as necassary. .

MPLES

The following examples gre intended to be illustretive and nondimiting, and reprezent

specific embodiments of the present nvention.
EXAMPLE 1

A suspension of G-bmmo-e-c)clopmtyl-z-memananﬁnybb-memy!-aH-pyndo[z.s-
dlpyrimidin-7-one (10.00 g, 0.027 mol, prepared as In Exampla 6 of WO 01/707041, which Is
incorporated herein by reference) and 10,37 g (0.0373 mol) of 4-(6-amino-pyridin-3-yi)-

25 plperazine-1-carboxylic acid tert-butyl ester In loluene (120 mL) was heated under nitrogen in
an oil bath for 7 hours. Thin layer chromatography (S, 10 % MeOH/DCM) indicated the
presence of both slarling materiale. Tha guepension was heatsd under reficc for an
additional 1& hours. The resulting euspension was cooled to RT and filtered {0 give 4-16-(6-
bromo-B-cyciopentyl-5-methyl-7-oxo-7,8-dihydro-pyrido[2,3-djpyrimidin-2-yiamino)- pyridin-G-

30 yi}piperazine-1-carboxyic acid fer-butyl ester (5.93 g, 38 %). Meiting point > 250°C. WS
(APCI) M* +1: calc'd, 584.2, found, 584.2,

EXAMPLE 2

as A suspendon of 4-[6—(6bromo-3-cyd0pemyl-5-memyl-7-oxo-7 s-dmwro-pyndn[",s-
dipyrimidin-2-yiamino)-pyridin-3-yf}-piperazing-1-carboxylic acid ter-butyl ester (5.83 g, 0.010
mol, prepared es in Example 1), tetrekis{triphaenylphosphine)paliadium(0) (1.40 g, 0.00421
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mol), and tribulyl(1-ethoxyvinyl)tin (5.32 mL, 0.0157 mol) In toluene (30 mL) was heated
under reflux for 3.5 hours. The mixture was cooled and filterad to give & solid. Furificaticn of
the sofid by silica gel chromstography using a gradient of 6 %-66 % ethyl acetate/hexane over
15 minutes gave 4-{8-[8-cyclopentyl-6-(1-athoxy-vinyl)-5-methyl-7-axo-7,8-clihydno-pyrido| 2,3-
dpyrimidin-2-ylamino]-pyridin-3-yi}-piperazine-1-carbaxylic acid fertbutyl ester as a yellow
foam (4.50 g, 78 %). MS (APCI) M*+1; calc’d 576.2, found, 576.3.

EXAMPLE 3

Hydrogen chioride gas was bubbled into an ice-bath cooled solution of 4-fé-[B-
cyclopentyl=6-(1-ethoxy-viryl}-5-methyl-7-oxo-7,8-dhydro-pyrido[2,3-dlpyrimidin-2-ylemino-
pyridin-3-yl-piperezine-1-carboxylic acid fertbutyl ester (4.50 g, 0.00788 mol, prepared as in
Example 2) in DCM (100 mL). The resulting suspension was stoppered and stimed at RT
ovemight, then diuted with diethyl ether (200 mL). The solid was collected by fiitration,
washed with diethyl ether, and dried to give the hydrochiotide sait of 8-acetyl-8-cyclopent 1-5-
methy2-(5-plperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)}-BH-pyridof2,3-dlpyrimidin-7-one as a yeliow
solld (4.01 g, B2 %). Melting point 200°C. HPLC, C18 raverse phase, 10 %-85 % gradiert of
0.1 %TFA/CH,CN in 0.1 % TFA/H;0 during 22 minutes: 89.0 % at 11.04 minutes. MS (AFCI)
M +1: calc'd, 448.2, found, 448.3. Anal. calc’d for CagHaNyO22.4 H20-1.85 HCE: C, 51,64 H,
8.44; N, 17.58, Cl (total), 11.75. Found: C, 51.31; H, 6.41; N, 17.20; CI {total), 12.11.

EXAMPLE 4

To a slurry of B-acetw-s-cyclopemyl-&mamwz-(hlpmnA-yl-pyndln-z-ylamlro)-
BH-pyrido[2,3-dpyrimidin-7-one (7.0 g, 15.84 mmol, prepared as in Example 3 following
conlact with NaOH) dispersed In 260 ml. of water was sdded drop-wise 30 mL of a 0.82 M
eolution of issthionic acid in MeCH (15.64 mmol) io a pH of 52. The solution was filteed
through & glass filter (fine) and the dlear solution wag freezs-dried to give 9.4 g of ths
amorphous aalt. The amorphous sal (3.16 g) was mixed with 26 mL of MeOH and aller
elmost complete dissolution 8 new precipitate formed. Another 25 mL of MeOH was adced
end the mixture was stired at 48°C to 48°C for four howrs. The mixture was slowly coclec to
32°C end put In @ cold room (+4°C) ovemnight A sample wes laken for PXRD, which
indicated formation of Form B. The mixture was filtered and the precipiiate was dr ed
overmnight at 50°C in @ vacuum oven. This furnished 2.92 g of the mono-isethionate salt of 1he
compound of Formula 1 In 82 % yleld. HPLC = 8925 %, PXRD — Form B, CHNS, H-NMR
were consistant with the structurs.

F-688
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MeOH (100 mL} wes placed in a 250 mL flask equipped with a mechenical sti-ter.

5 themmocouple/controfler, eondenser, and heating mentie and preheated to 35°C., An
amoarphous isethionate salt (2 g, prepared as in Examgle 4) wag slowly added in three even
portions with @ 25 min to 30 min inferval between the additions. The reaction mixture -¥as
stimed ovemight at 35°C and sﬁbseqmnﬂy cooled. A semple was filtered and examined by
PXRD. It was pure Form B. The whola reaction mixiure was then used as Form B seedsina °

10 larger scale experiment.

n-1- -ylamino - -7-one
MeOH (50 mL) was placed in a 250 mL flask equipped with @ magnetic stier,
16 condenser, themocouple/controlier, and heatin mantle, end preheated to 40°C. An’
amorphous isethlonate salt (1 g, prepared as m Exam_ple 4) was slowly added in three even
portions with 30 min Intarval between the portions and then stimed overnight at 40°C. The
reaction was monitored by in-situ Raman spectroscopy. The sample was taken, filtered :ind
anglyzed by PXRD. It was pure Form B by PXRD and Reman spectroscopy. The mixiura
20 was cooled 1o 25°C at a rate of 3*°C/h, cooled to -10°C, fitered, and vacuum dried to furrish
0.85 g of the Form B arystalline product.
EXAMPLE 7
Preparation of & monolsethipnate satt of B-acetyl-8-cyclgpeniyl-5-methwvl-2-{5-
in-1- din-2-viamino ido| Idin-7- B
26 The free base (Formuia 1, 0.895 mg, 2 mmol) wae mixed with 10 mL of MeOH ond
seeded with 38 mg of &8 mone-isethionate salt of the compound of Formula 1 (Form 8). Then
58 ml of a 0.376 M sclution of isethionic acid in MeOH (2.1 mmol) was added in 10 even
portions ever 75 min time period. The mbdure was stirred for an additiona!l hour ar.d e sampie
was iaken for FXRD analysis. it confilmed formation of crystaliine Form 5. Tha mixture veas
30 elimed at RT overnight and another PXRD wee taken. Thers was no change in the cryrdal
forn. The mixture was cooled in a refrigerator at —-8°C ovemnight, fiitered, and driad at 50°C: in
a vacuum oven to give 1.053 g (81.8 % of theory) of the above-named compound (Form B),
HPLC - 8.8 %, CHNS, H-NMR, IR are conglstent with the structure, PXRD - Form B,



Jan-05-06

10

18

20

25

00:16em  From-PATENT FOREIGN FILING +9733888533 T-834 P 040/058

WO 2008/005426 PCT/TB2104/002152

An emorphous isethionate salt (47 mg, prepared as in Example 4) was mixed with 4
mi. of EtOH in a 15 ml fiask equipped with a magnetic stirer, thermocouple and condanser.
The mixiure was heated to reflux, which resulted in the fermation of a nearly dear solution.
After refluxing for 10-15 min, the mixthore became cloudy. It was slowly cooled to 50°C :and
was seadad at 68°C with Fom A. The mixture was hald at 50°C for 5 h and was ellowe to

coal to RT ovemight. The mixiure was subsequently cooled to 1°C with an ice bath, held for

1.8 h, filtered, washed with 0.5 mL_ of cold EtOM, air-dried, and then dried in a vacuum oven et

70°C overnight to fumished 38.2 mp of a fine crystaliine materlsl, The crystalline material

was found fo be mono-isethionate salt Form A by PXRD. H-NMR was consistent for the

mono-issthionate salt and Indicated the presence of residual E1OH ca. 5.9 mol % or 0.6 wt %.
EXAMPLE 9

galt of 6

i = idn-2- no in-7-o0 D

An amorphous isethionate salt (9.0 g, prapared as in Example 4) was mixed with ;00
mL of MeOH, stired end hesied to 63.8°C (at refiux). To the slightly cloudy mixture vas
added two 50-mL portions of MeOH. The hot mikiure was fitered into a 2-L flask equipped
with a mechanical stimer. The mbdure wes brisfly heated to reflux and then coolad to 60°C.
{PA (100 mL) was added o the mixiure, The mixiure was again heated to 80°C end an
additional 110 mL of IPA was added. A precipitate started to form at 59.7°C. The mixture
was reheated to 67.5°C, cooled to §0°C, and held overnight. A sample was taken the next
moming for PXRD analysis. The mixiure was cooled to 25°C at a rate of 3°C/h &nd anotner
PXRD sampile was tsken when the mbdure reachad 28°C. The mixture was allowed fo coot to
RT ovemight, A precipitale was collected and dried in a vacuwm oven 8l 66°C and 30 Tiwr.
The procedure produced 7.45 g (82.8 % yiald) of the orystalline compound (Form 2 by PXRD
analysis). Previously analyzed samplss were also Form D. HPLC showed 88.82 % purity
and CHNS microanalysis was within +/~ 0.4 %. A sty of isethlonate salt Form A, B, and D
in MeOH yielded substantially pure Form B in lass than three days.

EXAMPLE 10
_ Preparstion of leathionic acid (2-hwiroxv-athanesulfonic acld

A 5L, fournecked, round-botomed flask, equipped with mechanical stirer,
thermocouple, gas sparger, and an atmosphera vent through a water trap was charged v/ith
748 g (5.05 mol) of sodium isethionste (ALDRICH), and 4 L of IPA. The slumy was stirmec at
RT. An ioe bath was used 10 keep the intemal tempersture below 50°C s 825 g (25.4 moli of
hydrogen chloride gas (ALDRICH) was sparged into the system at a rete such tha- it

F-680
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dissolved as fast es it was added (as noted by lack of bubbling through the water trap),
Sufficient HC| gas was added until the sysiem was satursted (as noted by the start of
bubbling through the weter frap). During the addltion of HCI, the temperature rose to 45°C.
The slurry was cooled to RT and flltered over a coarse-fiitted fiter. The cake vas was ved

5 with 100 mL of IPA end the cloudy fitrate was fillered through @ 10-20y filter. The resulting
clear, coloriess filrate was concentrated under reduced pressurs on a rotary evapore tor,
while keeping the bath temperatyre below 50°C. The resulting 1.07 kg of clear, light yellav: ofl
was diluted with 50 mL of tap water and 400 mL. of toluens and concentrated under rédused
pressure on a rofary evaporstor for three days, while keeping the bath tamperature bglow

10 50°C, The resuiting 800 g of cleer, light yellow o) was diluted with 600 mL of tc;luene and .
mi of IPA and concenirated under reduced pressure on a rotary evaporetor for 11 days,
keeping the bath temperature below 50°C. The resulting 713 g of clear, light yellow oil wvas
tirated at 81 wt % (580 g, 91.1% yield) containing 7.9 wt % weter and 7.5 wt % IPA.
EXAMPLE 11

15

A 5L, three-neckad, round-botiomed flask, equlpped with @ mechanical stirer, 8
thermocouple, and a nitrogen inlet/outiet ventsd throuch a shicone oil bubbler was placed
under 8 nlirogen stmosphere and charged with 4-[8-(6-brameo-8-cyciopentyl-5-methyl-7-00-

20  7.8-dhydro-pyrido[2,3-dlpyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yf]-piperazine-1-carboxylic  aoid tar-
butyl ester (300 g, 0.61 mol, prepared a8 in Exampie Z), butyl vinyl ether (164q. 1.54 mol,
ALDRICH), n-butano! (1.5 L, ALDRICH), and diisopropyl ethylamine {107 mL, 0.82 miol,
ALDRICH). The siury was placed under appraxmmately S0 Tomr vacuum and then refilled v/ith
nitrogen 3 times. To this was added 8.3g (0.01 mol) bis{diphenylphosphinoferroce ve)

25 palladivm dichloride dichioromethane (JOHNSON MATTHEY, Lot 077588001) and the
resulting slurry was purged en edditional thres times &= described above. The miture v.as
then heatsd to 95°C and stimed for 20 h. The resulting thin red slurry was diluted with 2 L of
hisptane and cooled to approximatsly §°C. Al this temperature, 400mL salurated aguecus
potessium carbonale wae edded and the mixture was fillered and rinsed with 250 mL of

30 heptane, After drying in an oven for 16 h at 45°C, 231.7 p (75 % Yyleld) of the tile compound

was obisined es a yellow solld.

EXAMPLE 12
of a8 mon ate e\
razin-1- i -viamine 3- midin-7-one
35 A 22-1, three-necked, round-bottomed flask, equipped with a mechanical stirrer, a

thermocouple, and a nitrogen inlet/outist vented through a silicone oil bubbler was placed
under & nirogen atmosphere and charged with 4-{6-[6<(1-butoxy-vinyl)}-8-cyclopentyl-5-
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methyl-7-0x0-7,8-dihydro-pyrido [2,3-dlpyrimidin-2-yiaminc}-pyridin-3-yilpiperazine-1-
carboxylic acid teri-butyl ester (726 g, 1.20 mol, prepared as In Example 11} and MeOH (14
L). The glurry was stimed et RT as it was charged with a solution of isethionic acid (530 g,
420 mol, prepared as in Example 10), MeOH (1.5 L), and weter (70 mL, 3.89 mdl). The
resulting shury was heated 1o 56°C over 30 minutes and then stimed st 55°C for 30 mintes.
A solution of 175 g (1.73 mol) of Et;N {ALDRICH) in 200 mL of MeOH wes charged to the
shnry as it was cooled to 30°C. The slurry was held at 30°C as a solution of 128 g (1.26 nol)
of EtsN in 2 L of MeOH was added dropwise over € hours. The resulting slurry was samplec
1o daterrprne crystal form (Form B). The slurry was cooled and heid at 5°C for 16 minutes and
was subsequenily filtered through a coarse-friited filter. The resulting filter cake was washed
with multiple washes of 200 mL of cold MeQH. Tha sofid product was dried at 56°C urder
vecuum to yield 710 g (91 % yield) of the {itie compound as yellow crystals.

lt is to be understood that the abovae dascription is intended to be fHlustrative and not
restrictive. Many embodiments-will be apparent to those of skill in the art upon reading the
above description. The scope of the invention should, therefore, be determined not with
referance to the above description, but should instead be determined with reference to the
appended claima, slong with the full scope of equivalents to which such ciaims are entitied.
The disciosures of all arlicles and references, including patents, pstent appfications, and
petent publications, are incorporatad herein by reference in their entirety and for all purpos.2s.

F-£88
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i CLAINS

1. An isethionzte st of 8-acetyl-8-cyciopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin- 1-yl-
pynidin-2-ylamino)-8H-pyrido[2.3-dlpyrimidin-7-one.

2. The Isethionate salt of clalm 1 comprising @ mono-sethionate salt of Forni A

3. The Isethlonete salt of claim 1 compriaing a mono-sethionate salt of Form B.

4. The lsethnmate sale of claim 1 comprising @ mono-lsethionate salt of Fonn D.

5. A pharmaceuticel dosage form comprising an isethionate sait of B-acatyl-a—
cyclopentyl-5-methy}-2-(5-plperazin-1-yl-pyridin-2-ylamina)-8H-pyrido[2, 3-d)pyrimidin-Tlone
and one or more phamaceutically acceptable exciplents,

8. A method of making a crystaliine isethionate salt of 8-acetyl-8-cyclopent /-5-
methyl-2-(5-piperezin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-8H-pyridof2 3-dloyrimidin-7-one, the me hod
comprising:

combining a eolution of isathichic ecid and a first solvent with & dispersion of 6-apatyl-
8-cyciopentyt-5-meathyl-2-{5-piperazin-1-yl-pyridi-2-ylamino)-8H-pyrido[2,3-dlpyrimidin-T-ine
and water to produce a first mixture; .

freaze-drying the first mixture to give and amorphous salt;

mixing the amorphous salt with a second sofvent to produce a second mixture thar
includes a crystaliine lsethionate salt of 6-acetyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2-(5-piperazin--|-yi-
pyridin-2-ylamino)-8H-pyridoj2,3-djpyrimidin-7-one, the second solvent being the same a3 or
different than the first solvent; and

opticnally heating the second mixture, cooling the second mixture, or heating and
cooling the second mixiure.

7. A method of making an lsethionate eeit of 6-acetyl-B-cyclopentyl-5-methy-2-
(5-plperazin-1-y-pyridin-2-ylamino)-8H-pyrido[2, 3-dpyrimidin-7-one comprising:

providing & seed crystal of en isethionate sait form of 6-acetyl-8-cyclopentyl-S-met 1y
2-(5-plpm1-yl—pyﬂdln—2~yiamlno}-ﬂi-pyndo[z. -dipyrimidin-T-one;

adding the seed crystal to a dlspelsnon of G-acelyl-8-cyciopentyl-S-methyl-2-(5-
piperazin-1 yl-pyndm-ﬂ-ylam!no)-sH-pmdo[z,s-djpw!mldln-:-ona and a first solvent to
produce 2 firsl mixiure;

combining the first mixture with a solution of isethionic acid and a second solvent to
produce a second mixiure that includes the kelhionate salt of B-ecetyl-8-cyzlopentyl-5-
methyl-2-{5-piperazin-1-w-pyridin-2-ylamino)-8MH-pyrido[2, 3-djpyrimidin-7-one; and

oplionally heating the second mixture, cooling the sscond midture, or heating w.nd
cooling the second mixture.

8 The method of claims 6 or 7, wheten the first and second solvents are weter

miscibla.
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0. The method of clalms 6 or 7. whereln the first and second solvents are
alcohols. .
10. The method of claims 6 or 7, wherein the first and second solvents are
MeOH. _ b
1. The method of claims 6 or 7, wheraln the first mixture or the second mixture,
respectively, is produced by combining approximately equimolar amounts of isethionic acid
and 6-acetyk-8-cyciopentyl-6-methyl-2-(S-piperazin-1-yHpyridin-2-ylamino)-8H-pyridof2, 3-
dipyrimidin-7-one.

12. The method of daim 8 or 7, further compriging agitating the second mixtu-e
at & tomperaturs franging from about 30°C to about 60°C.

18. The method of claim 6 or 7, further comptising cooling the second mikiure o
a temperature at or below about 0°C,

14. A method of making &n isethionate salt of 6-acelyl-8-cyclopentyl-5-methyl-2-
(5-piperazin-1-yi-pyridin-2-ylamino}-8H-pyrido[2,3-0jpyrimidin-7-one, the method comprising:

reacting 4-{6-[6-(1-butoxy-vinyi)-8-cyciopentyl-5-mathyl-7-oxo-7.8-dhydro-pyrido [2,:3-
dipyrimidin-2-ylamina]-pyridin-3-yi}-piperazine-1-carboxylic acid tert-butyl ester with isethionic
acid In a first soivent and water to give & mixiure that includes a di-isethionate salt of B-acety -
8-cyclopenty-5-methyl-2-(5-piperazin-1-yi-pyridin-2-ylamino)}-8H-pyrido[2,3-djpyrimidin-7-one..

15,  The method of ciaim 14, further comprising adding a hindered bzse io the
reaction mbcure to give e mono-isethionate seit of 6-acety-B-cyciopentyl-S-methyl-2-(-
piperszin-1-yi-pyridin-2-ylamine)}-8H-pyrido[2,5-d]pyrimidin-7-ane. )

16. A method of treeling a disorder or condition in a manmmet, including a2 humass,
caused by abnormael cefl prolfferation, the method comprising administering to the mammal en
emount of an Isethionate salt of 6-acetyl-8-cyclopentyl-8-methyl-2-{5-piperazin-1-yl-pyridin-2'-
ylemino)-84-pyrido[2,3-d]pyrimidin-7-one, which Is eflective in treetling the disorder or
condition. '

i7. The method of claim 16 wherein the disorder or condition is vesoular emoath
muscle profiferstion associated with atherceclerosle, postsurgical vascular =tenosis and
restenosis, or endomeirioals.

18. Tha method of claim 18 wherein the abnormal esll proliferation Is cancer.

19. A method of treating a disorder or condition in a mammal, incuding a humar,,
caused by virel or fungal infections, the method comprising administering to the mesnmal an
smount of an issthionate salt of B-acetyl-8-cyclopentyl-6-methyl-2-(6-pipereain-1-y- -Z-
ylemino)-8M-pyridof2.3-dlpyrimidin-7-one, which is effective in treating the dizorder cr

20, A method of treating an autoimmune disease in @ mammal, including 4
human, the method comprising administering to the mammal an amount of an isethionate sa t

F-c8a
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of 8-acelyl8-cyclopentyl-S-methyl-2-(5-piperezin-1 -yHpyridin-2-ylemino)-8H-pyrido[z:,3-
dlpyrimicin-7-one, which is effective in treeting the autalmmune dissase.
21. The method of clalm 20, whereln the autoimmune dicease paoriasis,
inflammation-fike rheumatoid arthritls, lupys, type 1 diabetes, diabetic nephropatiy, multiple
6§  sclerosls, glomerulonephritis, organ transplant rejection, including host versus graft disease.
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SAL DE ISETIONATO DE UN INHIBIDOR SELECTIVO DE CDK4
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se reflere a formas salinas de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-
plperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]piimidin-7-ona, que es un Inhibidor
selectvo de quinasa 4 dependienie de cidina (CDK4) que es Uiil para fratar las
enfermedades inflamatorias y proliferativas de células tales como el cancer y la
reastenosis.

DISCUSION

Las quinasas dependientes de ciclina y las quinasas relacionadas con proteina
serinaftreonina son enzimas celulares importantes que realizan funciones esenciales
en [a regulacién de la division y proliferacién célular. Las unidades cataliticas de
quinasa dependientes de ciclina se activan por subunidades reguladoras conocldas
comp ciclinas. Al menos han sido identificadas dieciséis ciclinas en mamiferos (D.G.
Johnson y C.L. Walker, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol, (1999) 39.295-312). Ciclina
B/CDK-1, Ciclina A/CDK2, Ciclina E/CDK2; Cicline D/CDK4, Ciclina D/CDK6 y
probablemente otros heteradimeros, incluyendo COK3 y CDK?, son los reguladores
importantes de la progresidn del ciclo celular. Las funciones adiclonales de los
heterodimeros Ciclina/CDK incluyen la regulacién de 1a transcripcion, la reparacién del
ADN, la diferenciacién y la apoptosis (D.O. Morgan, Annu. Rev. Cell Dev. Biol, (1997)
13261-13201).

Los inhibidores de quinasa dependientes de ciclina pueden mostrarse Ulies en
el tratamienta del cancer. Se ha mosirado que la actividad aumentada o la activacion
temporaimente anormal de quinasas dependientes de ciclina causa el desamolio de
tumores en seres humanos (C.J. Sherr, Science (1998) 274:1672-1677). De hecho, el
desarrallo de tumores en seres humanos se asocia cominmente con alteraciones en
las mismas proteinas CDK o en sus reguladores (C. Cordon-Cardo, Am. J. Pathol.
(1995) 147:545-560; J.E. Karp y S. Broder, Nat. Med. (1995) 1:309-320; M. Hall et 4al.,
Adv. Cancer Res. (1996) 68:67-108). Los Inhibidores de proteina que aqcurren
naturalmente de las CDK, tales como p16 y p27, causan en lineas celulares de cancer
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de pt:lmén la Inhibicién /n vitro del crecimiento (A. Kamb, Cumr. Top. Microbioi,
Immunol. (1898) 227-138-148).

Los Inhibidores de molécula pequefia de CDK pueden usarse tamblén an el
tratamiento de ftrastomos cardlovasculares, tales como la reestenosls y la
aterosclerosis y otros trastomos vasculares que son debidos a la proliferacién celular
aberrante. La proliferacidn de misculo vascular liso y la hiperplasia de la Intima
después de la angioplastia coronaria son Inhibidas por la sobreexpresién de la
proteina p21 de! inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (M.W. Chang et al., J.
Clin. Invest. (1995) 96:2260; Z-Y. Yang ef al., Proc. Nat Acad. Sci. (USA) (1996)
93:9905). Ademas, el Inhibidor CVT-313 CDK2 de purina (KI = 95 nM) caus6 mas del
80% de inhlbicién en la formacién de aneurisma en ratas (E.E. Brooks et al., J. Biol.
Chem. (1997) 29207-29211).

Los inhibidores de CDK pueden usarse para tratar enfermedadaes causadas por
una variedad de agentes infecciosos, incluyendo hongos, parasitos de protozoos, tales
como Plasmodium falciparum y virus de ARN y ADN. Por ejemplo, se requieren las
quinasas dependientes de ciclina para la replicacion viral después de la Infeccién por
8l virus del herpes simple (HSV) (L.M. Schang et al., J Virol. (1998) 72:5626) y se sabe
que los homélogos de CDK juegan papeles esenciales en levaduras.

Pueden usarse Inhibidorss selectivos de CDK para mejorar los efectos de
varios trastomos autolnmunes. La arlritis reumatoide, una enfermedad crénica
inflamatoria, se caracteriza por la hiperplasia del tejldo sinovial. La inhibiclén de la
proliferacidn de tejido sinovial deberia reducir al minimo la Inflamacién y prevenir la
destruccién de la articulacién. Se ha encontrado que la expresion de la proteina p16
del Inhibidor de CDK en fibroblastos sinoviales Inhibe el crecimiento (K. Taniguchi et
al., Nat Med. (1999) 5:760-787). Asimismo, en un modelo de artritls en ratas, la
hinchazén de la articulaclén fue inhibida sustancialmente por el tratamlento con un
adenovirus que expresaba p16. Los inhibidores de CDK pueden ser eficaces contra
otros trasiomos de proliferacion celular incluyendo la psoriasis (caracterizada por la
hiperproliferacién de queratinocito), glomerulonefritis y lupus.

Clertos inhibidores de CDK pueden ser Utiles como agentes quimlo-protectores
por su capacidad de Inhlbir la progresion del ciclo celular en células normales no
transformadas (Chen ef al. J. Natl. Cancer Institute (2000) 92:1999-2008). El
pretratamiento de un paciente con cancer con un Inhibidor de CDK antes del uso de
agentes citotdxicos puede reducir los efectos secundarios com(inmente asoclados con
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la quimioterapla. Los tejidos proliferativos normales son protegidos de los efectos
citotéxicos por la acclién del Inhibidor selectivo de CDK.

Los articulos de revision sobre inhibidores de molécula pequefia de quinasas
dependientes de ciclina han sefialado la dificultad de identificar los compuestos que

5 Inhiben protelnas especificas de CDK sin inhibir otras enzimas. Asf, a pesar de su
potencial para tratar una variedad de enfermedades, ningan inhibidor de CDK ha sido
aprobado actualmente para su uso comerclal (P.M. Fischer, Curr. Opin. Drug
Discovery (2001) 4:623-634; D.W. Fry y M.D. Garreit, Curr. Opin. Oncologic. Endocrine
& Metabolic. invest. {2000) 2:40-59; K R. Webster y D. Kimball, Emerging Drugs (2000)

10  5:45-59, T.M. Sielecki ot al., J. Med. Chem. (2000) 43:1-18.).

A pesar de estas diflcultades, los estudios recientes han identificado un nimero
de inhibidores selectlvos de CDK4 que, como se ha dicho anteriormente, puedsen
demostrarse Utlles en el tratamiento del cincer - coma agentes de anticAncer o como
agentes guimio-protectores - y en el tratamlento de trastomos cardiovasculares, tales

15 como reestenosis y aterosclerosls, enfermedades causadas por agentes Infecciosos y
trastomos autoinmunes, incluyendo la artritis reumatoide. Para una descdpi;lbn de
estos Inhibidores selectivos de CDK4, véase la Solicitud de Patente |ntem|acional
PCT/IB03/00059 transferida legalmente, presentada el 10 de enero de 2003 (la
sollcitud '059), que se Incorpora en este documento como referencla Intagramente

20 para todos los objetivos.

La solicitud ‘059 describe un inhibidor particularmente potente y selectivo de
CDK4  6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-lk-piridin-2-ilamino)}-8H-pirido(2,3-
d]pirimidin-7-ona:

25
En ensayos enzimaticos estandar el compuesto de Férmula 1 exhibe

concentraciones de ICs para la Inhibiclén de CDK4 y COK2 (a 25°C) de 0,011 pMy > |
5 uM, respectivamente. Para una dlscuslén de ensayos estandar de CDK4 y CDK2
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para determinaciones de ICs, véase D.W. Fry ef al., J. Blol. Chem. (2001) 16617-
16623.

Aunque el compuesto de Formula 1 sea un Inhibidor potente y selectivo de
CDK4, su uso en productos famacéuticos presenta retos. Por ejemplo, la base iibre
tiene una pobre solubilidad en agua (9 pg/mL) y exhibe una baja biodisponibifidad en
estudios en animales. Una sal di-HCI del compuesto de Férmula 1 parece exhibir la
solubilidad adecuada en agua. Sin embargo, los estudios de respuesta frente a la
humedad revelan que, hasta con una humedad relativa baja (10% de HR), la sal di-
HCI absorbe agua en una cantidad mayor de aproximadamente el 2% de su masa,
haciéndola Inadecuada para uso como un producto farmacéutico sélido. Una sal
mono-HCI del compuesto de Férmula 1 es [igeramente higroscopica, absorbiendo mas
del 2% de su masa a una humedad relativa por encima del 80%. Sin embargo, el
procedimlento para preparar la sal mono-HCI proporciona parcialmente una sustancia
de farmaco cristalina, Indicando problemas potenciales con procesos a gran escala.
Ofras formas salinas del compuesto de Férmula 1 son, por lo tanto, necesarias.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona una sal de mono-isetionato de 6-acetil-8-
ciciopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona,
que se representa por la Férmula 2:

SOV

La sal de isetlonato puede existir como uno ¢ varios polimorfos, incluyendo la
Forma A, la Forma B y la Forma D. Cada uno de los polimorfos puede distinguirse por
su perfil (difractograma) de difraccién de rayos X en polvo (PXRD), o por el espectro
Raman, o por el termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC), o alguna
combinacién del perfil de PXRD, espectro Raman y termograma DSC. La sal de
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Isetionato puede ser anhidra, o puede contener cantidades vanables de agua o uno o
varios disolventes.

" Asl, un aspecto de la presente Invencién proporciona una sal de mono-
isetionato de  6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-
piridof2,3-d]pirimidin-7-ona, que se designa como la Forma A y se caracteriza por uno
o varios de lo slguiente: un perfil de difraccion de rayos X en polvo que tiene picos a
valores de 26 de aproximadamente 8,7, 13,5 y 17,6, o un espectro Raman que tiene
picos en los valores de desplazamiento Raman de aproximadamente 1600 cm™, 1290
cm™, 675 cm™, 470 cm™, 450 cm™ y 425 cm™, o un termograma DSC que tiene una
endotermia estrecha a 273°C.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona una sal de mono-iseticnato
de 6-acetfl-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-l-piridin-2-ilaminc)}-8H-pirido[2,3-
dipirimldin-7-ona, que se designa como la Forma B y se caracteriza por uno o varios
de lo sigulente: un perfil de difraccién de Rayos X en polvo que tiene picos a valores
de 29 de aproximadamente 5,1, 11,8, 12,1, 12,8, 13,1 y 14,7, un espectro Raman que
tiene picos en los valores de desplazamiento Raman de aproximadamente 1600 cm™,
1280 cm™, 470 cm™, 450 cm™ y 425 cm™, pero ningan pico sustancial a 675 ecm™, o un
termograma DSC que tlens una endotermia estracha a 271°C.

Un aspecto mas de la presente Invencidén proporciona una sal de mono-
isetionato de  G-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2(5-piperazin-1 -il-piridin-2-ilamino)-8H-
pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona, que se designa como la Forma D y que se caracteriza por
uno o varios de lo sigulente. un perfil de difraccién de rayos X en polvo que tlene picos
a valores de 26 de aproximadamente 8,4, 8,9 y 21,9, un espectro Raman que tlene un
pico en un valor de desplazamiento Raman de aproximadamente 463 cm™, o un
termograma DSC que tiene una endotermia estrecha a 277°C. Para cada forma de sal,
el perfil de difracclon de rayos X en polvo se obtiene usando radiacién Cuk, y se
obtiene el tarmograma DSC usando una velocidad de calentamiento de 5°C/min.

La presente invencidn también proporciona formas de dosfHicacién
farmacéuticas que incluyen una sal de isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-
plperazin-1-ll-piridin-2-lamino)}-8H-pirido[2,3-d]pliimidin-7-ona y uno o varlos
exciplentes farmacéuticamente aceptables. Los excipientes Utiles incluyen agentes
disgregantes, aglomerantes, diluyentes, tensioactivos, lubricantes, conservantes,
antioxdantes, aromatizantes, colorantes y otros similares.

La presente Invencién también proporciona métodos para preparar la sal de
isetionato de  G-acelil-B-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-ll-plridin-2-ilamino)-8H-

s
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piridof2,3-d]pirimidin-7-ona. Un método incluye afadir una solucién de 4cido isetidnico
y un primer disolvente a una mezcla acuosa de 6-acetll-8-clclopentil-5-metil-2-(5-

~“pipefazn-1-ilpiridin-2-llamino)-8H-pifido[2,3-d]piimidin-7-ona, para producir una

primera mezcia. El método también incluye liofilizar la mezcla para dar una sal amorfa
que posteriormente se combina con un segundo disolvente para producir una segunda
mezcla que incluye la sal de Isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-
li-pirfdin-2-ilamino)-8H-piridof2,3-dlpirimidin-7-ona.

Otro método Incluye suministrar un cristal semilla de una forma de sal de
isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-plridin-2-ilamino)-8 H-
pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona y afiadir el cristal semilla a una dispersién de 6-acetil-8-
ciclopentfl-5-metil-2-(5-plperazin-1-fi-piridin-2-Hamino)}-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona y
un primer disolvente para producir una primera mezcla. El método también incluye
combinar la pimera mezcla con una solucién de acldo isetiénico y un segundo
disolvente para producir una segunda mezcla que incluye la sal de isetionato de 6-
acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-ll-piridin-2-llaminc}-8H-pirido[ 2, 3-d]pirimidin-
7-ona. '

En ambos de los métodos anteriores, los primeros y segundos disolventes
pueden ser los mismos o diferentes y son disolventes miscibles en agua, induyendo
MeOH, EtOH y otros alcoholes. Para mejorar los rendimilentos, los métodos pueden
inclulr calentar, refrigerar, ¢ calentar y rofrigerar la segunda mezcla a temperaturas
superiores e Inferiores a la temperatura amblente, Por ejemplo, la segunda mezcla
puede ser calentada a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 60°C y posteriormente permitise enfriar a temperatura ambiente. De
forma altemativa, puede permitirse a [a segunda mezcia estar a temperatura ambiente
y posteriormente enfriarse auna temperatura Igual o Inferior a aproximadamente 0°C.
Asimismo, la segunda mezcla puede ser calentada a una temperatura en el intervalo
de aproximadamente 30°C a aproximadamente 60°C y posteriormente enfriarse a una
temperatura igual o inferior a aproximadamente 0°C.

Otro método incluye hacer reaccionar el éster terc-butllico del acido 4-{6-[6-(1-
butoxi-vinil}-8-ciclopentil-5-metil-7-oxo-7,8-dihidro-pirido]2,3-d]pirmidin-2-ilamino]-
piridin-3-I}-plperazin-1-carboxflico con &cido Isetiénico en un disolvente y agua para
dar una mezcla que Incluye una sal de diHsetionato de B-acetll-8-ciciopentil-5-metil-2-
{5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8 H-pirido[ 2,3-d]plrimidin-7-ona. El método
opclonalmente incluye afiadir una base impedida a la mezcla de reaccién para generar

53
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una sal de mono-isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-mstil-2-(5-piperazin-1-ll-piridin-2-
ilamino)-8H-pirido[2,3-dJpirimidin-7-ona.

" " La presente invencién proporciona ademas un método para tratar un trastomo
o condicién en un mamifero, Incluyando a un ser humano, causado por la proliferacidn
de células anormmales, o por infeccionas virales o micélicas, o por una enfermedad
autoinmune. El método incluye administrar al mamifero una cantidad de una sal de
isetionato de  B-acet-8-ciclopentll-5-metil-2-{5-piperazin-14l-piridin-2-llamino)-8M-
pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona, que es eficaz en el tratamiento del trastomo o de la
condicién. Los trastomos o las condiclones causados por la prolferacion de células
anormales Incluyen céncer y proliferacidbn de mdsculo liso vascular asociada con
aterosclerosis, estenosls porst-quirirgica vascular y reestenosls y endometriosls. Las
enfermedades autoinmunes incluyen la psoriasis, la artritis reumatoide de tipo
inflamatoria, lupus, la diabetes de tipo |, nefropatia dlabética, esclerosis mditipls,
glomerulonefritis y el rechazo de transplantes de drgano, Incluyendo la enfermedad
injerto-contra-huésped.

La sal de isetionato proporciona ventajas significativas frente a la base libre
(Formula 1) y otras formas salinas, Incluyendo las sales de adiclén de mono- y dI-HCI.
Comparado con la base libre, la sal de Isetionato exhibe una mejora de mas de 20.000
veces la solubilidad en agua. A diferencia del caso de la sal de di-HCI, sin embargo, la
mejora de la solublidad no se acompafia con un aumento sustancial de la
higroscoplcidad. Ademés, la sal de Isetionato es sustancialmente cristalina y, por lo
tanto, no sufre de problemas a gran escala potenclales asociados con la sal de mono-
HC!. Estas y otras ventajas deberian ayudar a aliviar muchos de los desafios que
afrontan el desarrolio de productos farmacéuticos gue contienen el inhibidor selectivo

de CDK4 de FOrmula 1.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Varias caracteristicas, ventajas y otros usos de la presents Invencion se haran

mds evidentes refiriéndose a la descripcién y dibujos siguientes en los que:
La figura 1 muestra un perfil de PXRD de una sal de mono-isetionato {Forma A)

de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-piridof2,3-
dlpirimdin-7-ona;
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La figura 2 muestra el perfil de PXRD de una sal de mono-isetionato (dela B
y Forma D) de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-llamino)-8H-

 piridof2,3-d]pirimidin-7-ona;

La figura 3 muestra un perfil de PXRD de una sal de mono-mesliato (Forma A,
Forma B, Forma C y Forma D), de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-
piridin-2-llamino)-8H-pirido[2,3-d)pirimidin-7-ona,

La figura 4 muestra un perfil de PXRD de una sal de di-meslilato de 6-acetil-&-
ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-pifdin-2-llamino)-8H-pirido[2,3-d]plrimidin-7-ona;

La figura 5 muestra un perfil de PXRD de una sal mono-HCl de 6-acetil-8-
ciclapentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-flamino)-8H-piridof2,3-d]pirimidin-7-ona;

La figura 6 muesira un perfii de PXRD de una sal di-HCl de 6-acetl-8-
clclopentil-5-metil-2-(5-plperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-piridof 2, 3-d)pirimidin-7-ona;

La figura 7 muestra los espectros Raman de una sal de mono-isetionato
(Forma A, Fooma B y Forma D) de §-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1l-
piridin-2-llamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona, que tlene desplazamientos Raman en
el intervalo de 0 cm™ a 1850 cm™;

La Figura 8 muestra los espectros Raman de una sal de mono-isetionato
{(Forma A, Forma B y Forma D) de 6-acetll-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-l-
plridin-2-ilamino)-8H-pirido{2,3-d]plrimidin-7-ona, que tlene desplazamientos Raman en
el intervalo de 1350 cm™ a 1800 cm™;

La figura 9 muestra los espectros Raman de una sal de mono-Isetionato
(Foma A, Forma B y Forma D) de 8-acetil-8-clciopentil-S-metil-2-(5-piperazin-1-il-
piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona, que tiene desplazamientos Raman en
el Intervalo de 1100 cm™ a 1350 cm™;

La figura 10 muestra los espectros Raman de una sal de mono-isetionato
(Forma A, Fooma B y Forma D) de 8-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2(5-piperazin-1-il-
piridin-2-ilamino)-8H-pyrido-[2,3-d]pirimidin-7-ona, que tlene desplazamientos Raman
en el intervalo de 500 am™ a 850 cm™;

La figura 11 muestra los espectros de Raman de una sal de mono-isetionato
(Forma A, Forma B y Forma D) de 6-acetil-8ciclopentil-&-metil-2-(5-piperazin-1-il-
piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimldin-7-ona, que tlene desplazamientos Raman en
el intervalo de 340 cm™ a 550 cm™;

La figura 12 muestra un termograma DSC de una sal de mono-isetionato
(Foma A) de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metll-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-
pirido[2,3-d}pirimidin-7-ona;
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La figura 13 muestra termogramas DSC de una sal de mono-isetionato (Forma
B y Forma D) de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-pindin-2-lamino)-8+-
pindof2,3-dpirimidin-7-ona;

La figura 14 muestra termogramas DSC de una sal de mono-mesilato {(Forma
A, Forma B, Forma C y Forma D) de 6-acstil-8-clclopentil-5-metil-2-(5-plperazin-1-ii-
plridin-2-llamino)}-8H-pirido{2, 3-d)pirmidin-7-ona;

La figura 15 muestra un termograma DSC de una sal de di-mesilato de 6-acetil-
8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-l-piridin-2-llamino)-8A-pirido[ 2, 3-d]pirimidin-7-ona;

La figura 16 muestra un termograma DSC de una sal di-HCl de 6-acetil-8-
ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8 H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona;

La figura 17 muestra isotermas de adsorcién/desorcién en agua para la base
libre de B-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino}-8H-pirido[2,3-
dipirimidin-7-ona,

La figura 18 muesira Isotermas de adsorcién/desorcion en agua para varias
sales de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-i-piridin-2-lamino)-8H-pirido[2,3-
d]pirimidin-7-ona, incluyendo mono-isetionato, (Forma B y Forma D), mono- y di-HCI,
mono-mesilato (Forma A y Forma C), di-mesllato y mono-tosilato.

DESCRIPCION DETALLADA

DEFINICIONES Y ABREVIATURAS '

A no ser que se indique de otra manera, esta descripcion usa las definiciones
proporcionadas a continuacion.

El término “cancer” Incluys, pero no se limita, a los canceres siguientes:
canceres de ovario, pecho, cerviz, pristala, testiculo, esdfago, estdmago, plel, pulmén,
hueso, colon, pancreas, tiroides, canales biliares, cavidad bucal y faringe (oral), labios,
lengua, boca, faringe, Intestino delgado, colon-recto, intestino grueso, recto, cerebro y
sistema nervioso central, glioblastoma, neuroblastoma, queratoacantoma, carcinoma
epidermoide, carcinoma de célula grande, adenocarcinoma, adenocarcinoma,
adenoma, adenocarcinoma, carcinoma folicular, carcinomna no diferenciado, carcinoma
papllar, seminoma, melanoma, sarcoma, carcinoma de vejiga, carcinoma de higado,
carcinoma de riién, trastomos mieloides, trastormos linfoldes, enfermedad de Hodgkin,
células capilares y leucemia.
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La expresion “farmacéuticamente aceptable” se refiere a sustancias, que son
on la amplitud del sano Juicio médico, adecuadas para uso en contacto con los tejidos
de™ paclentes sin toxcidad excesiva, Imitacién, respuesta alérgica y similares,
conmensurativa con una relacién razonable de beneficio/riesgo y eficaz para su uso

intencionado.

£l término "tratar® se refiere a inverdir, aliviar, inhibir el progreso o prevenir un
trastorno o una condicidn a la que se aplica tal tdrmino o para prevenir uno o varios
sintomas de tal trastomo o condiclén.

El término “tratamiento” se reflere al acto de “tratar” como se define

inmedlataments armriba.
La tabla 1 enumera [as abreviaturas usadas en la memoria descriptiva.

Tabla 1. Abreviaturas

Abreviatura Descripcién

Aq acuoso

ACN acetonitriio

BOC terc-butoxicarbonilo

DCM diclorometano

DSC calorimetria diferencial de barrido

EtN trietilamina

EtOH alcohol etflico

h, minuto, s hora, minuto, segundo

IPA alcohol isopropllico

MeOH metanol

PXRD difracclén de rayos X en polvo

HR humedad relativa

TA temperatura ambiente, p. 8j. 20°C-25°C
THF tetrahldrofurano

mgA/mL  miligramos de sustancia activa por mililitro de solucién

La sal de mono-Isetionato (Férmula 2) puede existir como uno © varios
polimorfos, Incluyendo la Forma A, Forma B y Forma D, Como se indica anteriormente,
cada uno de los polimorfos puede distinguirse por la difracclén de rayos X en polvo
(PXRD), o por espectroscopia Raman, o por calorimetria diferencial de barrido (DSC}),
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o0 alguna combinacién de estos métodos de caracterizacion. La sal de mono-isetionato
(Férmula 2) puede ser anhidra, o puede contener cantidades variables de agua o uno

* o varios disolventes. Ademas, la sal de monc-isetionato (Férmula 2) puede ser

sustanciaimente pura, es decir, puade contener al menos aproximadamente 99% en
peso de un polimorfo particular o puede ser una mezcla de dos o més de los
polimorfos (por ejemplo, Forma B y Forma D, etc.),

La base libre (Formula 1) es un compuesto dibasico, que puede formarse tanio
como sales de adicién de mono- como de dH-acido. Su acido conjugado tiene un pK,s
de 7,3 v 4,1, de modo que son necesarios acidos relativamente fuertes para generar la
di-sal. Aunque pueda ser posible formar una sal de dl-isetionato del compuesto de
Foérmula 1, la sal de mono-Isetionato parece ser mas atil porque requiers menos
contra-ién,

La figura 1 y la figura 2 proporcionan difractogramas de PXRD para las formas
salinas de mono-isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-li-plridin-2-
ilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona (Formula 2). Estas formas son designadas
como la Forma A en la figura 1 y la Forma B y Forma D en la figura 2. Para mejorar la
legibllidad, el difractograma de la Forma D en la figura 2 ha sido desplazadoc hacla
amriba aproximadamente unas 700 unidades. La tabla 2, debajo, enumera los picos de
PXRD significatlvos (es dedir, aquelios que exhiben la relacin altura de pico frente al
ruido mayor que 3,5) para los polimorfos de mono-isetionato A, B y D y properciona
con la fuente del formato subrayado un subconjunto de picos caracteristicos que
pueden usarse para distingulr un polimorfo del otro. La lista de picos caracteristicos
proporcionados en la tabla 2 no es la Gnica lista posible de picos caracteristicos. Las
personas expertas ordinarias en Ia técnica de Identificacién de polimorfos pueden
escoger otros conjuntos de picos caracteristicos que también distinguirdn a un
polimorfo del otro.

Con objetivos de comparacién, las figura 3-figura 68 muestran difractogramas de
PXRD para, respectivamente, las sales de mono-mesilato, di-mesilato, mono-HCl y di-
HCIl de B-acetl-8-ciclopentil-5-metil-24{5-piperazin-1-l-piridin-2-lamino)-8H-pindo[2,3-
dlpiimidin-7-ona. Aunque estas sales puedan existir en mas de una forma, los
polimorfos distintos sélo han sldo identificado para la sal de mono-mesilato, cuya figura
3 designa como la Forma A, Forma B, Forma C y la Forma D. Para destacar las
diferencias entre las formas salinas de mono-mesilato, los difractogramas de la Forma
B, la Forma C'y la Forma D en la figura 3 han sido desplazados hacia arriba en varias

cantidades.
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Cada uno de iog perfiles de PXRD mostrados en ias figura 1-figura 8 fueron
obtenidos en un difractémetro de rayos X D/Max 2200 de RIGAKU para polvo usando
radlacién Cuk,. El difractdmetro fue equipado con‘un tubo de rayos X da foco fino.
Durante cada experimento, el voltaje del tubo y la cormiente fueron puestos a 40 kV y
40 mA, respectivamente, las rendijas de divergencla y dispersion fueron puestas a 0,5
° y la rendija receptora fue puesta a 0,3 mm. La radiacién difractada fue detectada
usando un detector de centelleo de Nal. Para cada uno de los experimentos, fue
usada una exploracién continua de 0-20 de aproximadamente 1%minuto (3 s/0,040°
otapa) de 3,0 a 40,0 °20: Las muest'ras fueron preparadas para el anélisis
colocandolas en un soporte de oblea de silicio. Los datos fueron recogidos usando el
software RIGMEAS de RIGAKU y fueron analizados usando un paquete de sofiware
desarrollado por 8l propietario usando la plataforma de software JADE.

Para cada medida de difraccién de rayos X en polvo, fue colocada una muestra
de una forma de sal en una cavidad localizada sobre una superficie plana del soporte y
fue usado un portacbjetos para nivelar la superficie de la muestra. E! soporte, que
contenla la muestra, se colocé en el dlfractdmetro vy la fuente de haz de rayos X irradlo
la muestra, al principio con un pequefio angulo en relacién con la superficie plana del
soporte. El haz de rayos X fue movido posteriormente formando un arco a razotn de
varias etapas, que sucesivamente aumentaron el angulo entre el haz incidente y la
superficle plana del soporte. En cada etapa de la exploracidn, el contador de centelieo
detactd la cantidad de radiacion difractada, que fua registrada como una funcién de 260.
El software del instrumento muestra los resultados de radiacidn difractada de la
exploracién como Intensidad frente a 26 (figura 1-figura 6).

Pueden surgir diferencias del perfil PXRD entre las medidas separadas del
mismo polimorfo por muchos motivos. Las fuentes de error Incluyen variaclones en la
preparacidn de la muestra (por ejemplo, la altura de la muestra), ermores de
Instrumento, errores de calibracion y errores de operador (incluyendo errores en la
determinacién de las posiciones de los picos). La orientacion preferenclal, es declr,
una carencia de la orientacidn arbitrarla de los cristales en la muestra de PXRD, puede
causar diferencias signfificativas de alturas de pico relativas. Los esrores de calibracién
y los errores de altura de la muestra a menudo causan un desplazamiento de todos los
picos del difractograma en la misma dlreccidén y por la misma cantidad. Pequeiias
diferencias de la altura de la muestra sobre un soporte plano pueden conducir a
grandes desplazamlentos en las posiciones de los picos de PXRD. Para un estudio
sistemaético mostrando que [as diferencias de altura de la muestra de 1 mm pueden
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conducir a desplazamientos de picos tan altos como 1 °20 véase Chen et al, J.
Pharmaceutical and Biomedical Analysis (2001) 26:63.

En muchos casos, los desplazamientos de picos entre perfiles de difraccion
que son resultado del error sistematico pueden eliminarse compensando el
desplazamiento (por ejempio, aplicando un factor de comreccldn a todos los valoras de
posicidn de picos) o calibrando de nuevo el difractometro. Generalments, pueden
usarse las mismas técnicas para compensar las diferencias entre difractometros de
modo gue las posiciones de pico de PXRD obtenidas de dos Instrumentos diferentes
puedan llevarse a una concordancia. Ademas, cuando estas técnicas son aplicadas a
medidas PXRD dei mismo o diferente difractémetro las posiciones de ios picos para un
polimorfo particular por lo general tendrén concordancia en aproximadamente 40,2 °2
.

Tabla 2. Picos de PXRD significativos para la Fooma A, By D
de |a sal de mono-isetionato

Picos significativos, 20

Palimaorfo . .
(los valores subrayados son caracteristicos de un polimorfo particular)

A B.7. 120, 135, 17.6, 18,8, 19,6, 19,8, 23,0, 24,2

5.1, 10,2, 11,8, 12,1, 12,8, 13.1, 14,7, 15,2, 16,0, 16,0, 17,8, 19,2, 19,7,
B 213,218, 226, 23,2, 24,6, 25,6, 26.1, 28,9, 30,0, 30,9, 32,5, 33,0, 32,5,
33,0, 34,2, 35,3, 36,0 '

8.4, 8.9, 10,8, 12,6, 14,2, 16,8, 17,9, 18,4, 19,1, 20,0, 20,4, 21,0, 21.9,
22,6, 23,0, 23,6, 24,6, 26,2, 27,2, 28,7, 29,8, 30,3, 38,4

Las figura 7-figura 11 muestran los especiros Raman de las formas salinas de
mono-isetionato de 6-acetl-3-clclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-i-piridin-2-ilaming)-
8H-pirido{2, 3-djpirimidin-7-ona {(Fémmula 2). La figura 7 muestra los espectros Raman
de Ia sal de mono-isetionato de las Forma A, Farma B, Forma D para desplazamientos
Raman en el intervalo de 0 cm™ a 1850 cm™, mientras que las figura 8-figura 11
proporcionan los espectros Raman para la sal de mono-isetionato de las Forma A,
Forma B y Forma D para desplazamientos Raman en el intervalo de 1350 cm™ a 1800
cm™, de 1100 cm™ a 1350 cm”, de 500 cm™” a 850 cm™ y de 340 cm™ a 550 cm™,
respectivamente. En algunas de las figuras, uno o varlos de 103 espectros Raman
puaden emplear diferentes ordenes de escala (por ejemplo, la Forma A en las figuras
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7. 8, 10 y 11) o lineas de fondo diferentes (por ejemplo, las Forma A y Forma B en la
figura 9) o ordenes de escala y lineas de fondo diferentes (figura 10) para acentuar las
diferencias entre las formas salinas de mono-Isetionato.

La tabla 3, dabajo, enumera los picos caracteristicos de los espectros Raman
que pueden usarse para distinguir una forma de sal de mono-isetionata de la otra.
Como con los datos de PXRD, la lista de picos caracteristicos proporcionados en la
tabla 3 no es la Unica lista posible de picos caracteristicos y personas expertas
ordinarias en la técnica de identificacion de polimorfos pueden escoger otro grupo de
picos caracteristicos que también distinguiran un polimorfo del ofro.

Los espectros Raman mostrados en las figura 7-figura 11 fueron obtenidos
usando un microscopio y espectrégrafo Raman de KAISER OPTICAL SYSTEMS
HOLOQLAB, El espectrégrafo Raman utiliza un laser de dicdo en estado sdlido que
opera a 785 nm con una potencla de salida de aproximadamente 80 mW. La potencia
de entrada a la muestra por el objetivo del microscoplo era de aproximadamente 27
mW. Fue usado un detecior CCD temmosléctrico enfriado para detectar la sefial
Raman. Los cables de fibra Optica que conectan 8| microscopio y el espectrdgrafo
Raman fueron usados para dirigir la luz de excitacidn laser y la luz dispersada Raman
desde y hacia la muestra, respectivamente.

Para obtener los espectros representativos Raman, las muestras de cada una
de las formas polimorfas fueron sondadas en maltiples posiclones o puntos. Para cada
muestra, los espectros Raman fueron obtenidos a cuatro o cinco puntos, con cuatro
especiros replicados en cada punto. Como a3 normaimente el caso con muestras
sdlidas, los datos para una forma polimorfa dada exhibleron la mayor variacién de
intensidad de pico y exhibleron relativamente poca variacion en la posicién del pico.
Para cada una de las formas, [os valores del desplazamiento Raman (posiclones de
pico como una funclén del nimero de onda) varlaban en menos de 1 cm™, aunque
como se esperara, las posiciones de picos entre las formas diferentes podrian variar
en mas de 1 cm™. Al menos algo de la variacién en la intensidad de pico o en la
posiclén de pico, como se piensa, proviene de las diferencias del modo en que la luz
de laser golpea los diferentes cristales en la muestra,
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Tabla 3. Plcos caracteristicos de espectros Raman para las Formas A,By D
de la sal de mono-isetionato

Pico (cm™) El plco es caracteristico de este polimorfo

1600 AyB
1290 AyB
675 A

470 AyB
483 D

450 AyB
425 AyB

Como la variacién de experimento-a-experimento descrita anteriormente, los
espectros Raman de un polimorfo pariicular que se obtienen usando instrumentos
diferentes parecen exhibir poca variacién (p. e}., 1 cm™ o menos) en la posicién del
pico y relativamente mayor varlacién en la intensidad del pico. Considerando que la
dispersién Raman es Independiente de la longitud de onda de excitacion usada, las
posiciones de los picos deberian estar sobre la misma posiclén entre los instrumentos
que usan fuentes de excitacién diferentes. Las intensidades de picos pueden variar
dependiendo, entre otras cosas, del tipo de detector u 6ptica, de la potencia del laser
de excltaclon y de la posiclén de la muestra.

Las figura 12 y figura 13 muestran termogramas DSC de las formas salinas de
mono-isetionato de B-acetil-8-ciclopentil-5-metll-2-(5-piperazin-1-Il-piridin-2-ilamino-8H-
plrido[2,3-d]pirimidin-7-ona (Férmula 2) designadas como la Forma A (figura 12} y las
Formas B y D (figura 13). Ademés, las figura 14-figura 18 musestran termogramas DSC
de la sal de mono-mesilato (Formas A, B, C y D}, la sal de di-mesilato y la sal di-HCI,
respectivamente. Los datos de DSC fueron obtenidos usando un DSC V2.6 Modulado
de TA INSTRUMENTS 2920. Las muestras de pollmorfos individuales fueron
analizadas al aire, selladas en platillos de aluminio usando una velocidad de
calentamiento de 5°C/min a 350°C y una purga de nitrégenc de 50 mL/min.

Como se muestra en las figura 12-figura 15, la sal de mono-Isetionato (Formas '
A, B y D), la sal de mono-mesilato (Formas A, B, C y D) y la sal de di-mesilato tienen
puntos de fusidn distintos, exhibiendo endotenmlas estrechas a aproximadamente
273°C, 271°C, 277°C, 309°C, 307°C, 302°C, 304°C y 289°C, respectivamente. Al
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contrario, la sal di-HCI (figura 16} posee un termograma DSC relativamente complejo,
que incluye amplias endotermias entre aproximadamente 40°C y 110°C y entre
aproximadamente 180°C y 200°C, que probablemente Indican la pérdida de humedad
y agua reticular, respectivamente. La traza de DSC de ia sal di-HCI también exhibe un
comlenzo de exotermia relativamente estrecho a aproximadamenta 207°C y una
amplia endotermia que comlenza a aproximadamente 275°C, que probablemsnte
indica, respectivamente, la transformacion de la forma y la fusién o la descomposlicion
0 ambas. .
Las figura 17 y la figura 18 muestran las Isotermas de adsorcién y desorcién en
agua (a 25°C) para la base libre (Férmula 1) y varlas sales de 8-acetil-8-ciclopentil-5-
maetl-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-lamino)-8 H-pirido{2,3-d]pirimldin-7-ona,  incluyendo
mono-setionato (Formas B y D), mono- y t.!I-HCI. mono-mesllato (Formas A y C), di-
mesilato y mono-tosilato. Los datos de adsorcibn y desorclén en agua fueron
obtenldos usando un analizador gravimétrico simétrico modelo SGA-100 de VTI
CORPORATION. Para obtener una isoterma de vapor de agua, fue colocada una
muestra de un polimorfo sobre una microbalanza en una camara ambiental sellada y
posteriormente se calentd a una velocldad de 5°C/min hasta que la temperatura en la
camara alcanzé los 40°C. Para obtener un peso seco de la muestra, se permitié al
polimorfo equllibrarse a 40°C hasta que la muestra experimentd un cambio de peso de
menos de 0,0270% en peso en 2 minutos. Despuéds de secar, la muestra se enfri a
25°C y posteriorments se expuso a diferentes niveles de humedad en el Intervalo de 5
4 10% de HR al 80% de HR y del 90% de HR al 10 6 5% de HR, en incrementos de
10% de HR. En cada nival de humedad, se permitid al polimorfo equilibrarse hasta que
la muestra experimentd un cambio de peso de menos de 0,0270% en peso en 2
minutos. La masa en equilibrio en cada nivel de humedad fue registrada y, con el peso
seco de la muestra, usada para generar una representacién del camblo de peso frente
a la humedad relativa.

De los compuestos mostrados en (a figura 17 y fa figura 18, sélo la base libre,
la sal de mono-isetionato (Forma B y D) y la sal de mono-tosilato exhiben menos de un
cambio del 2% de la masa cuando se exponen a niveles de humedad en el intervalo
de 10% de HR al 90% de HR a 25°C.

La tabla 4 enumera la solubilidad en agua de la base libre (su fase mas estable
de cristal de acuerdo con los experimentos de mezcla) y la sal de Isetionato (Forma B,
su forma més estable de acuerdo con los resultados de ios experimentos de mezcia).
Dado que la forma B parece ser la forma de sal de isetionato mas estable, deberia
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exhiblr Ja solubilidad méas baja en agua entre las formas salinas de isetionato
observadas. Las otras formas sallnas de Isetionato no fueron evaluadas para la
solubilidad metaestable. La solubilidad acuosa para la sal de Isetfionato fue obtenida
disolviendo la sal en agua hasta aproximadaments 300 mg/mL. equilibrando durante
aproximadamente 48 h después de cuyo iempo fueron cbservados unos soélidos y
midiendo [a concentraclén de sal de la fase acuosa usando HPLC. Véase la tabla 5
para una lista de las condiciones del HPLC. La solubliidad acuosa para la base libre
fue obtenida equilibrando el sélido en agua durante 14 h y midiendo la concentracion
de la base libre en la fase acuosa usando un método semiautomatizado UV-vis, gue
utilizaba un lector de placa de un especirofotémetro SPECTRMAX PLUS.

Los datos en la tabla 4 Indican que la solubilidad en agua de la sal de mono-
isetionato (a pH 5,4) es més de 20,000 veces més alta que para la base libre (a pH
7.9). Esta gran disparidad en la solubllidad en agua no puede ser explicada por la
diferencia relativamenta modesta en ef pH de Jas soluciones saturadas para la base
libre y la sal de monc-isetionato. De hecho, la solubilidad tedrica en agua de la base
libre es sélo 0,62 mgA/mL a pH 5,4 por el célculo Henderson-Hasselbalch (usando una
solubllidad de la base libre de 0,0002 mg/mL, a pH 79 y pK,s de 7.3 y 4,1).
Sembrando una solucién acuosa de la sal de mono-isetionato preparada a 117
mgA/mL, pH 5,4 (supersaturada en lo que concieme a la base libre) con cristales de la
base libre no causé precipitacion. En cambio, las semlllas se disolvieron, indicando
alguna capacidad del i6n de isetionato de solubilizar la base libre en agua. '

Tabla 4. Solubilidad en agua de la base libre y de la sal de iselionato (Forma B)

Muestra Solubilidad, mgA/mL pH final Tlempo de equilibrado, h
Bage libre 0.008 7.0 ) 14
Isetionato 213 5,4 48

64
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Tabla 5. Condiciones generales de HPLC para medidas de solubilidad en agua

Variable de control Valor
Caudal de columna 1 mbL/min
Tiempo de Parada 45 minutos
Disolvents A Acetato 10 mM, pH 5,7
Disolvente B ' ACN
Disolvente A/Disolvente B (viv)

0 minutos 80/20

30 minutes 2575

35 minutos 2575

36 minutos 80/20

45 minutos 80/20

Longitud de onda de deteccién 260 nm

Volumen de inyeccién de columna 10 uL

Temperatura de la columna 25°C

Tipo de columna (YMC PAC PRO) C18 150 x 4,6 mm, 3p tamafio de particulas

La solubllidad de la sal de Isetionato en solucién salina normal es 0,58
mgA/mL, que es mucho menos que su solubilidad en agua y es muy proxima al valor
tedrico de 0,43 mgA/mL (calculo Henderson-Hasselbaich) al pH final de esta solucién
(pH 5,56). En la solucion salina normal, el sorprendente poder de solubilizacién del i6n
de isetionato desaparece esencialmente y la solubllidad del compuesio se comporta
mas blen como un tipico compuesto bésico.

La sal de Isetionato puede prepararse usando un nimero de técnicas. Por
ejemplo, en un método, una solucién de acldo Isetiénico y un primer disolvente se
mezclan con una mezcla acuosa de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-
piridin-2-llamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona. La mezcla se filtra para ellminar
cualquier sdlido y el filtrado resultante se liofiliza para dar una sal de isetionato amorfa.
La sal amorfa se convierle a una forma cristalina disolviéndolo en un segundo
disolvente que puede acompafarse calentando para promover la disolucién completa.
La soluclén resultante posteriormente se enfria a TA o menos para precipitar una
forma cnistalina de la sal, que puede aislarse via filtracién y luego secarss en una

estufa al vacio.
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El método generalmente emplea cantidades estequiomélricas (es decir,
relaclones molares de 1:1 6 2:1) o casi estequiométricas de acido Isetiénico y 8-acetil-
8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8pirido[2,3-d] pirimidin-7-ona.
Los primeros y segundos disolventes pueden ser los mismos o diferentes y son
disolventes tipicamente miscibles en agua, Incluyendo alcoholes tales como MeOH y
EtOH. La cantidad de calor necesario para disolver la sal amorfa en el segundo
disolvente dependerd del disolvente usado; pero la temperatura de la mezcla esta
tipicamente en el Intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadamente 60°C y esta
normalmente en el intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadaments 50°C. En
algunos casos, la temperatura de la mezcla esta en el intervalo de aproxlmadhmento
30°C a aproximadamente 40°C o aproximadamente de 35°C a aproximadamente 40°C.

En otro método, ia base libre (Férmula 1) se dispersa (mezclada) en un primer
disolvente y se siembra con una forma de Isetionato cristalina. La mezcla resultante se
mezcia con una solucién de acldo isetidnico y un segundo disolvente. Tipicaments, la
soluclén de acldo Isetibnico se aflade en miiltiples porciones durante un periodo de
tiempo. La mezcla resultante o la dlsparsibﬁ se agitan a TA o Inferior, por lo general a
una temperatura mayor de aproximada:mente 35°C o 40°C. Para mejorar el
rendimlento, la mezcla resultante puede. enfriarse a una temperatura Inferior a
aproximadamente 0°C, que preciplta en cristales de sal de isetlonato adicionales. Los
cristales de sal de isetionato pueden ser aislados via filiracién y luego secados en una
estufa al vacio. Como el método descrito anteriormente, esta técnica emplea
cantidades estequiométricas o casl estequiomeétricas de &cido isetibnico y 6-acetil-8-
ciciopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino}-8 H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona.
Ademés, los primeros y segundos disolventes pueden ser los mismos o diferentes y
son disolventes tipicamente miscibles en agua, Incluyendo alcoholes tales como
MeOH y EtOH. Comparado con el procedimiento antes descrito, este método causa a
menudo mejores rendimientos y mejores cristales (por ejemplo, méas grandes y mas
uniformes).

Otro método evita la base libre (Férmula 1) y genera |a sal de isetionato
directamente a partir de un intermedio del procedimiento protegido. El método incluye
hacer reacclonar un compuesto protegido con N-BOC de Formula 3,
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con aproximadamente 3,5 equivalentes (0 més) de acido isetidnico en un primer
disolvente y agua, que elimina el grupo BOC protector y desenmascara un grupo
acetilo para dar una sal de di-Isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-
1-l-piridin-2-lamino)}-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona. La reacclén puede llevarse a
cabo a temperatura amblents 0 mas alta y a menudo se lleva a cabo a una
temperatura en el Intervalo de aproximadaments 30°C a aproximadamente 60°C. A
asta mezcla de reaccién se aftade una base Impedida {por ejemplo, EtsN) en un
segundo disolvente, formando una sal con el acido Iselionico que es soluble en la
mezcla de reaccion. La cantidad de base afiadida es suficlenta para mantener -en la
presencla de la sal de diHsetionato- un leve exceso de Acido isetidnico libre en la
mezcla de reacclén. Por ejemplo, sl 3,6 equivalentes de é&cido isetidnico fueron
llevados a reacclonar con el compuesto de Formula 3 BOC-protegido, podrian usarse
aproximadamente 1,45 equivalentes de la base impedida, causando aproximadamente
0,05 exceso de equivaléntes del &cido Isetidnico libre. De ser deseado, la sal de di-
isetionato puede ser aislada por filtracion.

Para obtener una sal de mono-isetionato de 6-acetii-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-
piperazin-1-il-piridin-2-llamino)}-8H-pirido[2,3-d)pirimidin-7-ona, la base adicional se
aftade durante un perfodo ampliado de tlempo (por ejemplo, gola a gota) para
asegurar la formacion de la forma de sal de mono-isetionato precisa (por ejemplo, la
Forma B). La adicién de la base impedida demasiado rapidamente puede causar la
formacién de otra, polimorfos metaestables. Para mejorar el rendimiento, la mezcla
resultante puede enfriarse a una temperatura de aproximadamente 5°C o Inferior y
luego filtrarse y secarse. Como en los métodos descritos anterlormente, los primeros y
segundos disolventes pueden ser los mismos o diferentes y son disolventes miscibles
en agua, Incluyendo alcoholes tales como MeOH y EtOH.
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Las otras formas de sal descritas,” por sjemplo, sales mono- o di-HCI, de
mesilato, o de tfosflalo pueden prepararse de una manera simllar a los métodos
descriios anteriorments para la sal de Isetionato (Férmula 2).

Los compuestos descritos (Fébrmula t y sales) comprenden todas las
varlaclones isotplcas farmacéuticamente aceptables, Una variacidén Isotdpica es un
compuesto en el que al menos un dtomo se sustituye por un atomo que tlene el mismo
nimero atdmico, pero de una masa atémica diferente de la masa atémica encontrada
generaimente en la naturaleza. Isétopos Utiles Incluyen los Isétopos de hidrégeno,
carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo, azufre, fllior y cloro. Is6topos ejemplares Incluyen
asl, sin restricclén, H, *H, C, “C, N, 770, 0, ¥P, ¥s, “F y *ClI.

La sustitucién de los compuestos descritos con isGtopos tales como el deuterio,
p. €. H, puede ofrecer clertas ventajas terapéuticas dando como resultado una mayor
estabilidad metabdlica, por ejemplo, semivida aumentada /n vivo o requerimientos de
doslificaciéon reducidos y de ahl que pueda ser (til en algunas circunstancias. Ademds,
ciertas varlaciones isotdpicas, por ejemplo, aquellas que incorporan un Isétopo
radiactivo, son (tilas en estudios de distribuciéon de tejido del farmaco y/o del sustrato.
Los Isbtopos radiactivos, como p. ej. el titio, *H y el carbono 14, "C, son
particularmente (tlles por esta razdn a la vista de su facllidad de incorporacion y de los
faclles medios de deteccién, '

Las variaciones Isotépicas de los compuestos descritcs pueden prepararse
generalmente por téchicas convenclonales conocidas por los expertos en la técnica o
por procesos andlogos a los descritos en los ejemplos que acompafian que usan
variaciones isotopicas apropiadas de reactivos adecuados. Los solvatos
farmacéuticamente aceptable de los compuestos descritos incluyen aquellos en los
cuales el disolvente de cristalizacién puede ser sustituldo Isotdpicamente, por ejemplo,
D.0, dy-acetona, de-DMSO.

Los compuestos descritos (Formula 1 y sales) pueden administrarse como
productos cristalinos o amorfos. Pueden obtenerse, por sjemplo, como rollos sdlidos,
polvos, o peliculas por métodos tales como la precipitaclén, la cristalizacion, la
liofilizacién, secado por pulverizacién, o secado por evaporacion. El secado por
microondas o por radiofrecuencla puade usarse para este propésito.

Los compuestos descritos pueden administrarse solos o en combinacion con
otros farmacos y gensraimente serdn administrados como una formulacidn en
asociaclén con uno o varios exclpientes. farmacéuticamente aceptables. El término
*exciplente” describe cualquier otro ingrediente que los compuestos representados por
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la Formula 1 y sus sales. La eleccién del excipiente dependera en gran parte del modo
particular de administracién.

Los compuestos descritos pueden administrarse oralmente. La administraclén
oral puede implicar fragar, de modo que el compuesto entra en el tracto
gastrointestinal, o puede emplearse administracién bucal o sublingual por la que el
compuesto antra en la circulacidn sanguinea direclamente desde la boca.

Las formulaciones adecuadas para la administracién oral Incluyen
formulaciones sdlidas tales como comprimidos, capsulas que contienen particulas,
liquidos o polvos, pastillas (incluyendo rellenas de liquido), gomas de mascar, multi- y
nano-particulas, geles, solucién sélida, liposoma, pelicules (incluyendo muco-
adhesivos), Ovulos, pulverizaciones y formulaciones liquidas. Las formulaciones
liquidas Incluyen suspensiones, soluclones, jarabes y elixires. Tales formulaciones
pueden emplearse como cargas en cépsulas blandas o duras y tipicamente
comprende un vehlculo, por efemplo, agua, EtOH, polletilenglicol, propilenglicol,
metlicelulosa, ¢ un aceite adecuado y uno o varios agentes emulsionanies y/o agentes
de suspensién. También pueden prepararse formulaciones liquidas por Ia
reconstitucién de un solldo, por ejemplo, de una bolsita,

Los compuestos descritos pueden usarse tamblén en formas de dosificacion de
disolucldén raplda, desintegracidn répida tales como las descritos en Liang y Chen
Expert Opinion in Therapeutic Patents {(2001) 11(8):981-986.

Para formas de doslficacién de comprimido, dependiendo de la dosis, el
farmaco puede prepararse a partir de 1% en peso a 80% en peso de la forma de
dosificacién, mas tipicamente de 5% en peso a 60% en peso de la forma de
doslficaclén. Ademas del firmaco, los comprimidos contienen generaiments un agente
disgregante. Los ejemplos de agentes disgregantes Incluyen glicolato de almidén de
sodio, carboximetilcelulosa de sodio, carboximetilcelulosa de calcio, croscarmelosa de
sodio, crospovidona, polivinilpirolidona, metilcelulosa, celulosa microcristalina,
hidroxipropilcelulosa sustituida por alquilo inferior, aimidon, almidén pregelatinizado y
alginato de sodio. Generalmente, el agente disgregante comprendera de 1% en peso a
25% en peso, preferiblemente de 5% en peso a 20% en peso de la forma de
dosificacion. '

Los aglomerantes generalmente se usan para impartir cualidades cohesivas a
una formulacibn de comprimido. Aglomerantes adecuados incluyen celulosa
microcristalina, gelatina, azucares, polletilenglicol, poliviniipirrolldona, gomas naturales
y sintéticas, almidén pregelatinizado, hidroxipropilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa,
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Los comprimidos pueden contener también diluyentes, tales como lactosa
{monohidrato, monohidrate secado por pulverizacion, anhidro y similares), manitol,
ilitol, dextrosa, sacarosa, sorbltol, celulosa microcristalina, almidén y dihidrato de
fosfato de caicio dibaslco.

Los comprimidos opcionalmente pueden incluir también a agentes tensloaclivos
tales como laurll-sulfato de sodlo y polisorbato 80 y deslizantes tales como el dibxido
de silicio y el talco. Cuando estan presentes, los agentes tensioactivos pueden
comprender de 0,2% en peso a 5% en peso del comprimido y pueden comprender
deslizantes de 0,2% en peso a 1% en peso del comprimido.

Los comprimidos generaimente tamblén contienen (ubricantes tafes como
estearato de magnesio, estearato de calcio, estearato de cinc, estearikfumarato de
sodio y mezclas de estearato de magnesio con lauril-sulfato de sodio. Los lubricantes
generalmente comprenden de 0,25% en peso a 10% en peso, preferiblemente de
0,5% en peso a 3% en peso del comprimldo. Otros ingredientes pueden Incluir
conservantes, antloxidantes, aromatizantes y colora'ntes.

Las mezclas de comprimido pueden ser comprimidas directamente para formar
comprimidos. Las mezclas de comprimido o las porciones de mezcdlas pueden
mojarse-, secarse- o fundirse-granularse, fundirse~coagularse, o extrusarse de forma
alternatlva antes de comprimirse. La formulaclén final pusde comprender una o varias
capas y puede ser revestida o no revestida. Comprimidos ejJemplares contienen hasta
aproximadamente el 80% de farmaco, de aproximadamente 10% en peso a
aproximadamente 80% en peso de agiomerante, de aproximadamente 0% en peso a
aproximadamente 85% en peso de diluyente, de aproximadamente 2% en peso a

'aproximadamente 10% en peso de agente disgregante y de aproximadamente 0,25%

en peso a aproximadamente 10% en peso de lubricante. Para delalles adicionales
acerca de la formulacién de comprimidos, véase H. Lieberman and L. Lachman,
Pharmaceutical Dosage Forms - Tablets, Vol. 1(1980).

Formulaciones sélidas para fa administracién oral pueden formularse para ser
de iberacion Inmediata y/o modificada, Las formulaciones de liberacién modificadas
inciuyen liberacion retrasada, sostenida, pulsada, controlada, dirigida y programada.
Para una descripcidén general de formulaciones de liberacién adecuadas modificadas,
véase la patente de EE.UU. N° 6.108.864. Para detalles de otras tecnologlas de
liberaci6n (tiles, tales como dispersiones de alta energla y osmélicas y particulas
ravestidas, véase Verma et al., Pharmaceutical Technology Onine (2001) 25(2):1-14.
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Para una discusion del uso de goma de mascar para alcanzar libaracién controlada,
véase el documento WO 00/35298.

Los compuestos descritos (Férmula 1 y sales) pueden administrarse’también
directamente en la circulacién sanguinea, en el miisculo o en un érganc intemo. El
medio adecuado para la administracién parenteral Incluye infravenosa, intraarterial,
Intraperitoneal, Intratecal, intraventricular, intrauretral, intrastemal, Intracraneal,
intramuscular y subcutanea. Disposltivos adecuados para Ja administracién parenteral
Incluyen inyectores de aguja (incluyendo microaguja), inyectores sin aguja y técnicas
de infusién.

Formulaciones parenterales son tipicamente soluciones acuosas que pueden
contener exciplentes fales como sales, carbohidratos y agentes de tampodn
(preferiblemente a un pH de 3 a 8), pero para algunas aplicaciones pueden ser
formuladas mas adecuadamenta como una solucién estéril no acuosa o como una
forma seca para usarse en conjuncién con un vehiculo adecuado tal como agua estéril
y libre de pirbgeno. La preparacién de formulaciones parenterales en condiciones
estériles, por ejemplo, por liofilizaclén, puede lograrse faciimente usando técnicas
farmacéuticas estindar conacldas por los expertos en la técnica.

La solubllidad de los compuestos descritos usados en la preparacién de

‘soluciones parenterales puede ser aumentada por el uso de técnicas de formulacion

apropiadas, tales como la incorporacién de agentes que realzan la solubllidad. Las
formulaciones para la administraclén parenteral pueden formularse para ser de
liberacion Inmediata y/o modificada como se describe anteriormente. Asf, los
compuestos descritos pueden formularse en una forma méas sélida para la
administracion como un deposito implantado que proporcione la liberacién a largo
plazo del compuesto activo.

Los compuestos de la Invencidn pueden ser administrados también
toplcamente a la plel o en Ila mucosa, dermalmente o transdérmicamente.
Formulaclones tipicas por esta via incluyen geles, hidrogeles, lociones, soluciones,
cremas, ungllentos, polvos de talco, preparaciones, espumas, peliculas, parches de ia
piel, obleas, implantes, esponjas, fibras, vendas y microemulsiones. También pueden
usarse lposomas. Vehlculos tipicos incluyen alcohol, agua, aceite mineral, vaselina
neutra liquida, vaselina neutra blanca, glioariné. polietilenglicol y propilenglicol.
Formulaciones topicas pueden Inclulr también potencladores de penetracion. Véase,
por ejemplo, Finnin y Morgan, J. Pharm. Sci, (1999) 88 (10):855-958.

|
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Otro medio de administracién t6pica incluye el suministro por iontoforesis,
electroporacion, fonoforesis, sonoforesis y sin aguja (por ejemplo, POWDERJECT) o
por Inyeccidon con microaguja. Las formulaciones para la administracion tépica pueden
ser formuladas para ser de liberacion inmediata y/o modificada como se describe
anteriormente. .

Los compuestos descritos tamblén pueden administrarse por la nariz o por
inhalacién, tipicamente en forma de un polvo seco (solo, como una mezcla, por
ejemplo, en una mezcla seca con lactosa, o como unas particulas de componentes
mixtas, por ejemplo, mezcladas con fosfollpldos) de un inhalador seco en.polvo o
como un pulverizador de aerosol de un reciplente presurizado, bomba, pulverizador,
atomizador {preferiblemsnte un atomizador que usa electrohidrodinamica para producir
una niebla fina), o nebulizador, con o sin el uso de un propulsor adecuado, tal como
diclorofluorometano. El reciplente presurizado, la bomba, el pulverizador, atomizador,
o nebulizador contienen una soluclén o suspensién que comprende el compuesto
activo, un agente para la dispersion, p'ara la solubilizacibn o pars la liberacion
extendida del compuesto activo (por ejemplo, EtOH o EtOH acuoso), unc o varios
disolventes que sirven como un propulsor y un tensicactivo opclonal tal como tricleato
de sorbitin o un acido oligolactico.

Antes del uso en una formulacién de polvo seco o suspenslon, el producto de
farmaco se microniza a un tamafio adecuado para el suministro por inhalacién
(tipicamente en menos de 5 micras). Esto puede lograrse por cualquier método de
pulverizacién aproplado, tal como por micronizacibn de chormo en espiral,
micronizaclon de chorro en lecho fluldizado, procesamiento de fluido supercritico para
formar nanoparticulas, homogeneizacién a alta presién o secado por pulverizacién,

Las cApsulas, ampollas y cartuchos (preparados, por ejemplo, a partir de

gelatina o hidroxiproplimetilcelulosa) para uso en un Inhalador o Insuflador pueden ser

formulados para contener una mezcla en polvo del compuesto activo, una base
adecuada en polvo tal como la laciosa o el almidbn y un modificante del
funcionamiento tal como (a L-leucina, el manitol o el astearato de magnesio. La lactosa
puede ser anhidra o preferiblemente monohidratada. Otros exclplentes adecuados
incluyen dextrano, glucosa, maltosa, sorbitol, xilitol, fructosa, sacarosa y trehalosa.

Una formulacién de solucién adecuada para uso en un atomizador que usa
electrohidrodindmica para producir una niebla fina puede contener de 1 ug a 20 mg del
compuesto de la Invencién por Impulsién y el volumen de impulsién puede variar de 1
ul a 100 pl. Una formulacién tipica puede comprender un compuesto de Formula 1 o

7
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Formula 2, propilenglicol, agua estéril, EtOH y NaCl. Disolventes alternativos, que
pueden usarse en vez de propilenglicol, incluyen polietilenglicol y glicerol.

Las formulaclones para la administracién inhalada/intranasal pueden ser
formuladas para ser liberadas inmediatamente y/o modificadas usando, por ejemplo,
Acido poli-DL-lactic-coglictlico (PGLA). Aromatizantes adecuadoes, tales como mentol y
levomentol, o edulcorantes, tales como sacarina o sacarina de sodio pueden ser
afadidos a formulacliones Intencionadas para la administracidn inhalada/intranasal.

En el caso de inhaladores de polvo seco y aerosoles, la unidad de dosificacion
se determina mediante una vélvula que sﬁmlnlstra una cantidad medida. Tipicamente,
unidades conforme a la invenclon se distribuyen para administrar una dosis medida o
"soplo” que contiene de 100 a 1000 pg del ingrediente farmacéutico activo. La dosls
total diaria tipicamente estard en el intervalo de 100 ug a 10 mg que puede ser
administrada en una doslis sola 0, més por [o general, como dosls divididas a lo largo
del dia.

Los compuestos activos pueden administrarse por via rectal o por via vaginal,
por ejemplo, en la forma de un supositorio, pesario o enema. La mantequilla de cacao
es una base de supositorio tradiclonal, pero pueden usarse otras altemativas como
apropiadas. Las formulaciones para la administracién rectal/vaginal pueden formularse

_ para ser de liberacion inmediata y/o modificada como se describe anteriormente.

Los compuestos descritos también pueden administrarse directamente al ojo o
al oido, tipicamente en forma de gotas de una suspensién micronlzada o solucién
salina isotdnica, ajustada en el bH y estérl. Otras formulaciones adecuadas para
administracién ocular y auditiva incluyen unglientos, implantes biodegradables (por
ejemplo, esponjas de gel absorbibles, colageno)} y no blodegradables {por ejemplo,
sllicona), obleas, lentillas y sistemas de particulas o vesiculares, tales como nlosomas
o liposomas. Un polimero tal como &cido poliacrilico entrecruzado, poli(aicohol
vinllico), 4cido hialurbnico, un polimero  celuldsico (por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa © metilcelulosa), o un polimero
heteropolisacérido (por ejemplo, goma gellan), puede ser incorporado junto con un
conservante, tal como el cloruro de benzalconio. Tales formulaciones pueden tamblén
ser suministradas por lontoforesis. Las formulaciones para la administracién
ocular/andial pueden ser formuladas para ser de liberacién inmediata y/o modificada
como se describe anteriormente. '

Los compuestos descritos pueden ser combinados con entidades
macromoleculares solubles tales como ciclodextrina o polimeros que contienen
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polietilenglicol para mejorar su solubilidad, velocidad de disolucién, enmascaramiento
del sabor, biodisponibilidad y/o estabilidad. Los complejos de ciclodextrina de farmaco,
por ejemplo, son encontrades que son generaimente Utiles para la mayor parte de las
formas de dosificacién y vias de adminlstracién. Pueden usarse tanto complejos de
Inclusién como de no inclusién, Como una altemativa para dirigir fa complejacién con
el farmaco, puede usarse la ciclodextrina como aditivo auxiliar, es decir, como
vehiculo, diluyents o solubilizador. Las alfa-, beia - y gamma- ciclodextninas se usan
comOnmente para estos objetivos. Véase, por ejemplo, las solicitudes de patentes
Intemacionales WO 91/11172, WO 84/02518 y WO 98/55148.

La dosis terapéutlicamente eficaz de los compuestos de Férmula 1, Férmula 2 u
otras sales variara de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg
por paso de cuerpo y por dia. Dosis tipicas adultas seran aproximadamente de 0,1 mg
a aproximadamente 3000 mg por dla. La cantidad de componente activo en una
preparacibn de dosis de una unidad puede ser variada o ajustada de
aproximadamente 0,1 mg a aproxdmadamente 500 mg, preferiblemente de
aproximadamente 0,6 mg a 100 mg de acuerdo con la aplicaclén particular y la
potencia del componente activo. La composicién puede, de ser deseado, contener
también otros agentes terapéuticos compatibles. A un sujeto en necesidad de
tratamiento se le administra una doslficacion de aproximadamente 06 a
aproximadamente 500 mg por dla, separadamente o en mdltiples dosis durante un
periodo de 24 horas. Tal tratamisnto puede ser repetido en intervalos sucesivos para
tanto tlempo como sea nacasario.

EJEMPLOS

Los ejemplos siguientes pretenden ser ilustrativos y no restrictivos y pretenden
representar reallzaciones especificas de la presente invencion.

EJEMPLO 1. Preparacidn del éster farc-butilico del Acido 4-[6-(6-bromo-8-ciclopentil-5-
metil-7-oxo-7,8-dihidro-pirido[2,3-d]pirimidin-2-itamino)-piridin-3-ll]-plperazin-1-
carboxilico.

Se calentd una suspensién de 6-bromo-8-ciclopentil-2-metansulfinil-5-metll-8H-

pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona (10,00 g, 0,027 mol, preparados como en el Ejemplo 8 del
documento WO 01/707041, que se incorpora en este documento como referencia) y
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10,37 g (0,0373 mol) del éster terc-butilico del 4cido 4-(6-amino-piridin-3-il}-piperazin-
1-carboxllico en tolueno (100 mL) en atmdsfera de nitrégeno en un bailo de aceite
durante 7 horas. La cromatografia de capa fina (SIO,, 10% de MeOH/DCM) indich la
presencia de ambos materiales de partida. La suspensléon se calentd bajo reflujo
durante 18 horas adiclonales. La suspensién resultante se enfri a TA y se filtrd para
dar el éster terc-butilico del acido 4-[6-(6-bromo-8-ciclopentil-5-metil-7-oxo-7,8-dihidro-
pirido[2,3-d]plrimidin-2-llamino)-piridin-3-ij-piperazin-1-carboxilico (5,93 g, 38%). Punto
de fusién> 250°C. MS (APCI) M*+1: calculado, 584,2, enconfrado, 584,2.

EJEMPLO 2. Preparacién de! éster ferc-butllico del acido 4-{6-[8-ciclopentil-6-(1-etoxi-
vinil)-5-metil-7-oxo-7,8-dihidro-piridof2, 3-d]pirimidin-2-itamino]-plridin-3-il}-piperazin-1-
carboxllico

Una suspenslon del éster terc-butllico del 4cido 4-[6-(6-bromo-8-ciclopentil-5-
metil-7-ox0-7,8-dlhidro-pirido{2,3-d]plrimidin-2-ilamino}-piridin-3-il-piperazin-1-
carboxllico (5,93 g, 0,010 mol, preparados como en el Ejemplo 1), tetrakis
(trifenilfosfina) paladio (0) (1,40 g, 0.00121 mol) y tributil(1-etoxivinil}tin (5,32 mL,
0,0157 mol) en tolueno (30 mL) se calentd bajo reflujo durante 3,5 horas. La mezcla se
enfrié y se flitrd para dar un sélido. La purificaci6n del sélido por cromatografia de gel
de sllice usando un gradiente de acetaio de etilo/hexano del 5%-66% en 15 minutos
di6 el éster terc-butllico del acido 4-{6-[8-ciclopentil-6-(1-etoxi-vinil}-5-metil-7-oxo-7,8~
dihidro-pirldo[2,3-d]pirimidin-2-lamino]-piridin-3-i}-piperizin-1-carboxilico como una
espuma amarilla (4,50 g, 78 %). MS (APC1) M*+1: calculado 576,2, encontrado, 576,3.

EJEMPLO 3. Preparacibn de hidrodoruro de 6-acell-8-clclopenti-5-metil-2-(5-
pliperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona

Se burbujed gas cloruro de hidrdgeno en una solucion enfriada en bafio de
hlelo del éster ferc-butilico del acido 4-{6-{8-cicdlopentil-6-(1-etoxi-vinil)-5-metil-7-oxo-
7.8-dihidro-pirido[2,3-d]pirimidin-2-llamino}-piridin-3-f}-piperazin-1-carboxilico (4,50 g,
0,00783 mol, preparado como en el Ejemplo 2) en DCM (100 mL). La suspensiotn
resultante fue taponada y agitada a TA de la noche a la mafiana y entonces fue diluida
con dletiléter (200 mL). El sdlido se recogléd por filtracién, se lavd con dietiléter y se
sechH para dar la sal de hidrocloruro de 8-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-
piridin-2-lamino}-8H-plridof2,3-dlpirimidin-7-ona como un sdlido amarillo (4,01 g, 82%).
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Punto de fusidon 200°C. HPLC, C18 fase inversa, gradiente del 10%-85% de 0,1% de
TFA/CH,CN en 0,1% de TFA/H,O durante 22 minutos: 99,0% a 11,04 minutos. MS
(APCl) M’'+1: calculado, 448,2, encontrado, 448,3. Anal. caiculado para
CaH2N;O1 24H;0-1,85HCI: C, 51,64; H, 6,44; N, 17,56, CI (total), 11,75. Encontrado:
C, 51,31; H, 8,41; N, 17,20, C! (total), 12,11.

EJEMPLO 4. Preparacion de una sal de mono-Isefionato de G-acetil-8-ciclopentil-5-
metil-2-(5-piperazin-1-li-piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona (Forma B)

A una mezcla de G-acetil-8-ciclopenti-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-pirdin-2-
llamino)-8H-pirido[2,3-d]plrimidin-7-ona (7,0 g, 15,64 mmol, preparados como en el
Ejemplo 3 después del contacto con NaOH) dispersada en 250 ml de agua seo afladi6
gota a gota 30 mL de una solucldn 0,52 M de 4cido isetidnico en MeOH (15,64 mmol)
a un pH de 5,2. La solucion se filtrd por un filtro de vidrie {fino) y 1a solucién clara se
liofllizd para dar 9,4 g de la sal amorfa. La sal amorfa (3,16 g) se mezcld con 25 mL. de
MeOH y después de Ia disolucion casi completa se form¢é un nuevo precipitado. Se
afiadleron otros 25 mL de MeOH y la mezcia se agité de 46°C a 498°C durante cuatro
horas. La mezcla se enfrid despacio @ 32°C y se puso en un cuarto frlo (+4°C) de la
noche a la mafiana. Se tomd una muesira para PXRD, que Indico la formacion de la
Forma B. La mezcla se filird y el precipitado se secd de la noche a la mafiana a 50°C
en una estufa al vaclo. Esto supuso 2,92 g de la sal de mono-isetionato del compuesto
de Férmula 1 con un rendimiento del 92%. HPLC - 99,25%. PXRD - Forma B, CHNS,
H-RMN fueron compatibles con la estructura,

EJEMPLO 5. Preparacién de una sal de mono-isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-
metil-2-(5-piperazin-1-ll-plridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona (Forma D)

Se colocd MeOH (100 mL) en un matraz de 250 mL equipado con un agitador
mecdénico, termopar/regulador, condensador y manta calefactora y se precalentd a
35°C. Una sal de isetionato amorfa (2 g, preparada como en el Ejemplo 4) se afiadid
despacio en tres partes con un intervalo de 25 minutos a 30 minutos entre las
adiciones. La mezcla de reaccién se agitd de la noche a la mafiana a 35°C y
posteriormente se enfrid. Una muestra se filtrd y se examind por PXRD. Era la Forma
8 pura. La mezcia de reaccldn entera fue usada entonces como semillas de la Forma
B en un experimento a escala mas grande.
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EJEMPLO 6. Preparacidon de una sal de mono-isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-
metil-2-(5-pirimidin-1-l-piridin-2-llamino)-8M-pirido[2, 3-d]pirimidin-7-ona (Forma B)

Se colocd MeOH (50 mL) en un matraz de 250 mL equipado con un agitadar
magnético, condensador, termoparfregulador y manta de calentamiento y se
precalentd a 40°C. Se afiadié despacio una sal de Isetionato amorfa (1 g, preparada
como en el Ejemplo 4) en tres partes con'un intervalo de 30 minutos entre las partes y
luego se agitd de la noche a la mafana a 40°C. La reaccidn fue controlada por
espectroscopia Raman in situ. La muestra se tomd, se filtré y se analizé por PXRD.
Era la Forma B pura por PXRD y por espectroscopla Raman. La mezcla se enfrit a
25°C a una velocidad de 3°C/h, se enfr$ a -10°C, se filir6 y se sect al vaclo para dar
0,85 g del producto cristalina de la Forma B.

EJEMPLO 7. Preparacidn de una sal de mono-isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-
metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8 H-pirido[2,3-d]pirtmidin-7-ona {Forma B)

Se mezclé la base libre {(Formula 1, 0,895 mg, 2 mmol) con 10 mi. de MeOH y
se sembrd con 33 mg de una sal de mong-isetionato del compuesto de Férmula 1
(Forma B). Entonces fueron afladidos 5,6 mL de una solucidn 0,375 M de éacido
isetiénico en MeOH (2,1 mmol) en hasta 10 porciones en un pericdo de tiempo de 75
minutos. La mezcla se agité durante una hora adicional y se tomd una muestra para el
andlisis PXRD. Esto confirmé la formacién de la Forma B cristalina. La mezcla se agité
a TA de la noche a la mafiana y se tomé otro PXRD. No hubo ningin cambio de la
forma cristalina. La mezcla se enfri6 en un refrigerador a -8°C de (a noche a fa
mafiana, se filtré y se secd a 50°C en una estufa al vaclo para dar 1,053 g (91,8% de
teoria) del compuesto susodicho (Forma B). HPLC -99,8%, CHNS, H-RMN, IR son
consistentes con la estructura, PXRD - Forma B.

EJEMPLO 8. Preparacion de una sal de mono-isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-
metil-2<{5-piperazin-1-il-piridin-2-flamino)}-8H-piridof2,3-d)pirimidin-7-ona (Forma A)

Se mezcld una sal de isetionato amorfa (47 mg preparados como en el Ejemplo
4) con 4 mL de EtOH en un matraz de 15 mL equipado con un agitador magnético,
termopar y condensador. La mezcla se calent6 al reflujo, lo que causé la formacién de

p!
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una solucién casi clara. Después del reflujo durante 10-15 minutos, la mezcla se
enturbié. Se enfrié despacio a 50°C y se sembré a 89°C con la Forma A. La mezcla se
mantuvo a 50°C durante 5 h y se permitié enfriar a TA de la noche a la mafiana. La
mezcla se enfrid postedorment'e & 1°C con un bafio de hielo, se mantuvo durante 1,5
h, se filtrs, se lavé con 0,5 mL de EtOH frio, se secH al aire y luego se secod en una
estufa al vaclo a 70°C de la noche a la mafiana para dar 38,2 mg de un material
cristalino fino. Se enconiré que el material cristalino era la Forma A de la sal de mono-
isetionato por PXRD. El H-RMN fue consistente para la sal de mono-isetionato e indicd
la presencia de EtOH residual en aproximadamente 5,9% en mol 0 0,6% en peso.

EJEMPLO 9. Preparacién de una sal de mono-isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-
metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-llamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona (Forma D)

Se mezclé una sal de isetionato amorfa (9,0 g, preparada como en el Ejemplo
4) con 300 mL de MeOH, se agitd y se calenid a 83,8°C (a reflujo). A la mezcla
ligeramente turbia se le afiadieron dos partes de S0 mL de MeOH. La mexcla caliente
se flitrd en un matraz de 2 L. equipado con un agitador mecénico. La mezcla se calentd
brevemente a reflujo y luego se enfrid a 60°C. Se afadié IPA (100 mL) a la mezcla. La
mezcla se calentd de nuevo a 60°C y se afiadieron 110 mL adicionales de IPA.
Comenz6 a formarse un precipitado a 59,7°C. La mezcla se calenté de nuevo a
67.5°C, se enfrid a 50°C y se mantuvo de la noche a la mafiana. Se tomé una muestra
a la mafiana siguiente para el andlisis PXRD. La mezcla se enfridé a 25°C a una
velacidad de 3°C/h y se tomé otra muestra de PXRD cuando la mezcla alcanzd los
28°C. Se permitié a la mezcla enfriarse a TA de la noche a la mafiana. Se recoglé un
precipitado y se secd en una estufa al vaclo a 65°C y 30 Tom. El procedimiento
produjo 7,45 g (rendimiento del 82,8%) del compuesto cristalino (Forma D por el
anilisis PXRD). Las muesiras antes analizadas fueron también la Forma D. El HPLC
mostrd una pureza del 98,82% y el microanalisis de CHNS estuvo dentro de +/-0,4%.
Una mezcla de la Forma A, B y D de la sal de Isetionato en MeOH proporciond la
Forma B sustancialmente pura en menos de tres dias.

EJEMPLO 10. Preparacitin de dcido isetidnico (acido 2-hidroxi-etanosulfonico)

Se cargd un matraz de fondo redondo de 5 L con cuatro bocas equipado con
un agitador mecénico, termopar, suministrador de gas y ventilacién a la atmodsfera por

187



10

15

20

25

30

35

32

una trampa de agua con 748 g (5,05 mol) de isetionato de sodio (ALDRICH) y 4 L de
IPA. La mezcia se agitd a TA. Se usd un bafio de hielo para mantener la temperatura
Intema por debajo de 50°C al tiempo que se insufiaron 925 g (25,4 mol) de gas cloruro
de hidrégeno (ALDRICH) en el sistema a una velocidad tal que se disolvid tan rapido
como fue afiadido (como se observd por la carencia de burbujeo por la trampa de
agua). Fue afiadido gas HCI suficlente hasta que el sistema fue saturado (como se
observé por el principlo de burbujeo por 1a trampa de agua). Durante ia adicléon de HCI,
la temperatura subid a 45°C. La mezcla se enfrié a TA y se flltré sobre un flitro frito-
grueso. La torta se lavd con 100 mL de IPA y el filtrado turbio se fiitrd a través de un
filtro de 10-20 p. El filtrado resultants claro, gin color, fue concentrado bajo presién
reducida en un evaporador rotatorio, manteniendo la temperatura del bafio por debajo
de 50°C. Se diluyeron los 1,07 kg resultantes del acaite ligero amarillo daro con 50 mL
de agua del grifo y 400 mL de tolueno y se concentraron bajo presién reducida en un
evaporador rotatorio durante tres dfas, manteniendo la temperatura del bafto por
debajo de 50°C. Los resultantes 800 g de aceite ligero amarilio daro fueron diluldos
con 500 mL de tolueno y 250 mL de IPA y se concentraron bajo presién reducida en
un evaporador rotatorio durante 11 dlas, manteniendo la temperatura del bafio por
debajo de 50°C. Los resultantes 713 g del aceite ligero amarillo claro fueron titulados
en 81% en peso (580 g, rendimiento del 81,1%) contenlendo 7,9% en peso de agua y
7.5% en peso de IPA.

EJEMPLO 11. Pre;‘:aradén del éster terc-butilico del acido 4-{6-{8-(1-butoxi-vinil)-8-
ciclopentil-5-metil-7-oxo-7,8-dihidro-pirido[2,3-d]piimidin-2-amino]-piridin-3-if}-
piperazin-1-carboxflico

Un matraz de fondo redondo de 5 L y tres bocas equipado con un agitador
mecanico, un termopar y una entrada/sallda de nitrégeno conectada a través de un
burbujeador de aceite de silicona fue colocado bajo una atmosfera de nitrégeno y
cargado con éster terc-butilico del acido 4-[6-(6-bromo-8-ciclopentil-5-metil-7-oxo-7,8-
dihidro-pirido{2, 3-d]pirimidin-2-ilamino)-plridin-3-il}-plpierazin-1-carboxilico (300 g, 0,51
mol, preparado como en el Ejemplo 2), vinil-butil-&ter (154 g, 1,54 mol, ALDRICH), n-
butanol (1,5 L, ALDRICH) y diisopropil etilamina (107 mL, 0,62 mol, ALDRICH). La
mezcla fue colocada bajo un vaclo de aproxXimadamente 50 Torr y luego fue rellenada
con nitrégeno 3 veces. A esto fueron afadidos 8,3 g (0,01 mol) de dicloruro
diclorometano de bis-(difenilfosfinoferroceno)-paladio (JOHNSON MATTHEY, Lote
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077598001) y la mezcla resultante fue purgada tres veces adicionales como se
describe anteriormente. La mezcla entonces se calentd a 95°C y se agitd durante 20 h.
La mezcla resultanie fina y roja fue diluida con 2 L de heptano y enfrlada a
aproximadamente 5°C. A esta temperatura, se afiadleron 400 mL de carbonalo de
potasio acuoso saturado y la mezcla se filtrd y se aclard con 250 mL de heptano.
Después de secar en una estufa durante 16 h a 45°C, se obtuvieron 231,7 g
(rendimiento del 75%) del compuesto del titulo como un sélido amarillo,

EJEMPLO 12. Preparacién de una sal de mono-isetionato de 6-acetii-8-ciclopentil-5-
metil-2-(5-piperazin-1-l-piridin-2-llamino)-8+piridof2, 3-d]pirimidin-7-ona (Forma B)

Un matraz de fondo redondo de 22 L y tres bocas eguipado con un agitador
mecénico, un termopar y una entrada/salida de nitrdgeno conectada a fravés de un
burbujeador de aceite de silicona se coloco bajo una atmdsfera de nitrégeno y se
cargo con éstar terc-butilico del acido 4-{6-{6-(1-butoxl-vinll}-B-ciclopentil-5-metil-7-oxo-
7.8-dIhidro-pirido{2,3-d]plrimidin-2-ilamino]-piridin-3-if}-plperazin-1-carboxflico (725 g,
1,20 mol, preparado como en el Ejemplo 11) y MeOH (14 L). La mezcla se agitb a TA
segln fue ‘cargada con una solucién de &cido isetidnico (530 g, 4,20 mol, preparado
como en el Ejemplo 10), MeOH (1,5 L) y agua (70 ml., 3,88 mol). La mezcla resultante
se calenté a 55°C en 30 minutos y luego se agitd a 55°C durante 30 minutos. Una
solucién de 175 g (1,73 mol) de Et;N (ALDRICH) en 200 mL de MeOH fue cargada a la
mezcla segin fue enfriada a 30°C. La mezcla se mantuvo a 30°C al tiempo en el que
se afiadié una solucion de 128 g (1,26 mol) de EtsN en 2 L de MeOH gota a gota
durante 6 horas. La mezcla resultante fue analizada para determinar la forma del
cristal (Forma B). La mezcla se enfrié y se mantuvo a 5°C durante 15 minutos y
posteriormente se fittré por un filtro frito grueso. La torta de filiro resultante fue lavada
con multiples lavados de 200 mL de MeOH frio. El producto sélldo se sect a §5°C bajo
el vaclo para proporcionar 710 g (rendimlento del 91%) del compuesto del titulo como
cristales amarillos.

Debe ser entendido que la descripcion anterior pretende ser ilustrativa y no
restrictiva. Muchas realizaciones seran evidentes para los expertos en la técnica en la
lectura de la descripcldn anterior. El alcance de la Invenclén, por lo tanto, debe ser
daterminado no con referencia a la descripcién anterior, pero i, en cambio, debe ser
daterminade con referencla a las reivindicaclones afadidas, junto con el alcance

go” %
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completo de equivalentes a los que tales reivindicaciones dan derecho. Las
descripciones de todos los articulos y las referencias, incluyendo las patentes, las
solicitudes de patente y las publicaclones de patente, son Incorporados en este
documento como referencia en su totalidad y para todos los objetivas.
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REIVINDICACIONES

1. Una sal de Isetionato de G6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-
piridin-2-itamino)-8H-pirido{2,3-dlpirimidin-7-ona.

2. La sal de isetionato de la reivindicacion 1 que comprende una sal de mono-
isetionato de la Forma A.

3. La sal de isetionato de la relvindicacién 1 que comprende una sal de mono-
isetionato de ia Forma B.

4, La sal de issfionato de la reivind'icacibn 1 que comprends una sal de mono-
isetionato de ila Forma D.

5. Una forma de dosificaclén farmacéutica que comprende una sal de isetionato
de 6-acetil-8-ciclopentll-5-metil-2-(§-plperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8 H-pirido{2,3-
dlpirimidin-7-ona y uno o varios excipientes farmacéuticamente aceptables.

8. Un método para preparar una sal de isetionato cristalina de 6-acetil-8-
clclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-i-pifdin-2-itlamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona,
comprendiendo el método: ’

combinar una soluclén de acido isetibnico y un primer disolvente con una
dispersion de G-acetll-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-l-piridin-2-ilamino)-8H-
plrido[2,3-d]pirimidin-7-ona y agua para producir una primera mazcla;

liofilizar la primera mezcla para dar una sal amorfa;

mezclar la sal amorfa con un segundo disoivente para produclr una segunda
mezcla que Incluye una sal de isetionato cristalina de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-
piperazin-1-{l-piridin-2-ilamino)-84-pirido[2,3-d]plAmidin-7-ona, siendo el segundo
disolventa el mismo o diferente que el primer disolvente; y

opcionalmente calentar !|a segunda mezcla, refrigerar la segunda mezcla, o
calentar y refrigerar la segunda mezcla.

7. Un método para preparar una sal de Isetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5
metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-plrido[2,3-d]pirimidin-7-ona que
comprende:
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proporcionar un cristal de semilla de una forma de sal de isetionato de 8-acetil-
8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-i-piridin-2-lamino)-8 H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona;

afadir ¢l cristal de semilla a una dispersitn de 8-acetil-8-ciclopentil-5-metll-2-(5-
piperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona ¥y un primer disolvente
para producir una primera mezcia;

combinar la primera mezcla con una solucién de acldo Isetidnico y un segundo
disolvente para producir una segunda mezcia que incluye la sal de Isetionato de 6-
acetll-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-i-piridin-2-llamino)-8 H-plrido[2,3-d]plrimidin-
7-ona; y

opcionalmente_ calentar la segunda mezcla, enfriar la segunda mezcla, o
calentar y enfriar la segunda mezcla.

8. El método de las reivindicaciones 8 6 7, en el que los primeros y segundos
disolventes son miscibles en agua.

9, El método de las relvindicacionas 6 6 7, en el que los primeros y ségundos
disolventes son alcoholes. '

10. El método de las relvindicaciones 6 & 7, en el que los primeros y segundos
disolventes son MeOH.

11. El método de las relvindicaclones 6 4 7, en el que la primera meicla ola
segunda mezcla, respectivamente, se producen por combinacién da cantidades
aproximadamente equimolares de Acido isetidnico y 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-
piperazin-1-il-piridin-2-itamino}-8H-piridof2,3-dlpirimidin-7-ona.

12. El método de la reivindicacion 8 & 7 que comprende ademas agitar la

segunda mezcla a una temperatura en el intervalo de aproximadaments 30°C a -

aproximadamente 60°C.

13. El método de la relvindicaciéon 6 & 7 que comprende ademas refrigerar la
segunda mezcla a una temperatura de o por debajo de aproximadamente 0°C.

83
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14. Un método para preparar una sal de isetionato de 6-acetil-8-clclopentil-5-
metil-2-(5-plperazin-1-il-piridin-2-ilamino)-8 H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona,
comprendiendo el método:

hacer reaccionar el éster lerc-butilico del addo 4-{6-[6-(1-butoxi-vinii)-6-
ciclopentik-5-metil-7-oxo-7,8-dihidro-pyrido-{2,3-d]pirimidin-2-ilamino}-piridin-3-l)-
piperazin-1-carboxilico con el 4cido Isetiénico en un primer disolvente y agua bara dar
una mezcla que incluye una sal de diHsetionato de 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-{5-
plperazin-1-ll-piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3~d]pirimidin-7-ona.

15. El método de la relvindicacdién 14, que comprende ademas afiadir una base
impedida a la mezda de reaccidn para dar una sal de mono-isetionato de 6-acetil-8-
ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-plridin-2-llamino)-8 H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona.

16. Un método para fratar un trastomo o una condiclén en un mamifero,
Incluyendo a un ser humano, causado por la proliferacién de células anormales,
comprendiendo ei método administrar al mamifero una cantidad de una sal de
isetlonato de  G-acetil-8-ciclopentll-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-llamino}-8H-
pirido[2,3-dlpirimidin-7-ona, que es eficaz en el tratamiento de un trastomo o una
condicién. f

17. El método de Ia reivindicacién 16 en el que el trastorno o la condicidn es la
profiferacién de mdsculo vascular iIso asoclada con aterosclerosis, eslenosis
postquirGrgica vascular y reestenosis o0 endometriosls.

18. El método de la reivindicacién 16 en el que la proliferacion de células
anormales es cancer.

19. Un método para frafar un frastomo o una condicidn en un mamifero,
Incluyendo a un ser humano, causado por Infecciones vitales o micoticas,
comoprendlendo el método administrar al mamifero una cantidad de una sal de
Isetionato de  6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-piridin-2-llamino)-8H-
pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona, que es eficaz en el tratamiento de un trastomo o una
condicion. '

€
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20. Un método para tratar una enfermedad autoinmune en un mamifero,
incluyendo a un ser humano comprendiendo el método administrar al mamifero una
cantidad de una sal de isetionato de G-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-il-
piridin-2-ilamino)-8H-pirido[2,3-d]plrimidin-7-ona, que es eficaz en el tratamiento de la
enfermedad autoinmune,

21. El método de la reivindicacién 20, en el que la enfermedad autoinmune es
psorlasis, artritis reumatolde de tipo Inflamatoria, lupus, diabetes tipo |, nefropatia
diabética, esclerosis miitiple, glomerulonefritis, rechazo de transplante, incluyendo la
enfermedad injerto-contra-huésped.

2"
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EXTRACTO

Descritos son polimorfos de la sal de isetionato de 6-acetll-8-ciclopentil-S-metll-
2-(5-plperazin-1-il-plridin-2-ilamina)-8H-pirido[2,3-d)pirimidin-7-ona, que es un inhibidor
de quinasa selectiva dependiente de ciclina 4 (CDK4) (itil para tratar enfermedades
inflamatorias y proliferativas de célula tales como el cidncer y la reestenosis.



179

:

AR L UL RS (O TEL LRI R

«BAFITIE AL FD TN | EOREER Forme C
A,

Intensidad (cue

A UL L L R IR T

2-Theta (grades)
FIGURA 1

3

FIGURA 2

T P S T e TP T e P PO OO T TP RRT IRy CULTEOOY B

3

¥



29
PN PDCYISSTANTY | T Forma A; calculada s partir de SXRD
=== Eoma B: AcN/H20 una nocha
. === Forma C; Post VI, mezcia en AcN/MHzO durants 5 diea
- FOmma D, 80055 x 28a(VB)
0 —
-
:'g w0 —~—f
& .
g w
.
0D
J FomaC
»
oma
0 Forma A
8 " 2 Z-Thetugy » | Forma D uq
FIGURA3

Intenaldad Relativa

O

;
—_— e ===  PD3EX0100736 800553 e

02-Theta gg

-

FIGURA4



Tl

B ¥ B Mpu® ™ M @ 8 -*

FIGURA S

Intenaidad Relativa

o § N8 38838 p

T—Fo mewiun e — — — -}

» s 9.2e 3B » ] ® -1

FIGURA 6




B R N

o

itk il

4/9

BT

G e ¥ T~ m—m—
Lorma
forma D
{iorina 8




T W e R oyt

Eauda

-

-

FIGURA

rEs

M
%
T
Bad
v
.

0



4
ﬁ -
4 6/9
1
t
3

i
E
§

f

FIGURA 11
Muastra PD 332891-0054
' Tamatio 0 9500 mg DSC

Método Rampa
Comentario 30055x18 Forma 1

Archive © 1332901-0054_BOOSSx1E_DSC 001
Gperador K Quan

Fecha de expenmento 18 da abnl de 20402 (08 29
Instrumenio 2920 MDSC V2 6A

i 0.0
27T 45°C
1 Muesira PD 332981-0054
0.5+ Tamafo 04,9500 mg
Hetodn Rampa
Comantanoe 80055x13 Forma 1
. 104
2 Métada Log
£ Equifibrade & 30,00°C
_2 Rampa 5,00°C/mmn & 300 00°C
Q54
F
§ \_
2 -y
@
273,00°C

-2.0¢ 1123 4/g

2 5.

-ac < ¥

1% [ 1ha =) 0 o .

Gt O Tempefatura (nc) Usiewranl VR W TA inshoamaris

FIGURA 12




———

P gl

X

i

719

4
Y T T L) DI
- RO 332905004 bt SO 1 cra
273,40°C
2-
& .
3
@ 9
L;_,) - 2M,30G
° 59,18 Jg
] L}
k) 279,16°C
[
,’_
277.38°C .
) 80,80 g / U
“.-——.____,____—__-._--__-_-___-—..--——-- ——
0 = e the e 20 - .0
e Do Temperatura (°C) Usiuapat V780 TA loutomrageuns.
FIGURA 13 . .

x
.

“Fh,

Fluio de Calar (Wig) -, .

da.
P,
L

L
T

i

3 .-J.“.. N

4

i
Sy e

wn_m&w
P nmwosmr;mc %ﬁq
5 mﬁﬁﬁ“ .Fotman L X
lo1mmdu1m wom arma &001
. L

FIGURA 14



Bt A o

Mt L i

Ll

£

o f

8/9

Muasim PD 332991 Dv-Mesitio

Tamato 22500 mg

M&odo Rampa DSC
Comentanc Danmus

Archewa (0 A¥p798T_ D Megilalo Dae us 3. Fu-
Cperacgdr £ Qian

Feira de exparivento 5 do babrer du 2007
Ingtiamerin 2970 055 V2 LA

2.0 - -
288,85°C
15
hhubstra PD 332991 Di-Mestato
Tamano 22500 mg

104 Méloso Log
i Eguiibrado a 40,80
g Rampa § 00°*C/min a 400 00°C .
S
ERRER 288,08%C )
8] 89 73 Jigy
o |
°
=N
3
T eo-

0,5
10, =y - - g = 1
’ ] 00 e 200 . 0 ") w0
Ewbun . Temperaturs {"C) Ul YL 12 YA trumty
Co FIGURA 15 . . .
Curva 1
-k

%

FIGURA 16

oo 1” - -
© .7 Temperatura (CGF 0 2% -




8/9
|soterrna de Adsorcidn/Desoredn N
opon
. L ..... [T 'T1T]’
o JL-q : 44
om
! e L =
§ o -~
020 w”
000
mA, —
] w 20 ] 0 [ -] [ ] n -] [ ] 00
% HR
FIGURA 17

Higrocospicidad de sales PD332991

FIGURA 18

Certificacidn
Esther Gonzilez Garcla, Intérprete Jurada de Inglés,

certlfica que la que antecede es traduccién flel y completa
al espafiol de un documento redactado en inglés.

En Madrid, a 20 de junio de 2004,

Esther Gonzalez Garclo

a/¢ Elzaburu 5 A

Miguel Angsl, 21 28010 Moadrd
Tel. 91 700 9400 Fox 91319 3810
Intérprete Jurado del idiano inglés



Jan-08-06  09:0%m  From-PATENT FOREIGN FILING

-

+§739085528 T-834 P 010/058 F-800 %v

PATENT COOPERATION TREATY ?6

From the

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

To:

FULLER, Qrover, F., Jr.

_| Pizer Inc.

**| 201 Tabor Road

Morris Plalns, NJ 07950
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

RECEWVED
PCT un 13 2008

NOTIFICATION OM%JIR ﬁ_@ SRVS

THE INTERNATIONAL PRELININARY
REPORT ON PATENTABILITY

{PCT Rule 71.1)

WARNER-LAMBERT COMPANY LLC et al.

Date af mailing

(daysnontnyear) 07.08.2005
Applicant's or agents file reference
PC25317A IMPORTANT NOTIFICATION
Internanonal epplicaton Mo Imemationnal ing dete (deydr.ontizar) Prionty Jate iinwronthy ear,
PCTAB2004002152 28.05.2004 11.07.2003
Applicant ——

application,

commtunication to all the elected Offices.

4. REMINDER

PCT Applicant's Guide.

1. The applicant is heraby notified that this Imtemational Prellminary Examining Authority transmiss harewith tha
intamational preliminary report on patentablity and lts annexes, i any, astablished on the ntematonal

2. A copy of the report and its annaxas, if any, is being transmiited to the Intemational Eureaw fo-

3. Whera required by any of the elected Offices, the intemational Bureau will prepare an English translation of
the report (but not of any annexas} and will transmit such translation to those Offices.

The applicant must enter the natonal phase before each elected Office by performing certain acts (filing
franslations and paylng national fees} within 30 months from the priority date (or later in some Offices)
(Article 39(1)) (see also the reminder gent by the International Bureau with Form PCTABB(1).

Where a translation of the international application must be furmishad 1o an elected Office, thar trenslation
must contain a translation of any annexes to the intermauonal preliminary report on patentabiliy. It 15 the i
appiicant’s responsibility lo prepare and furnish such tranelation directly to sach slected Office concemed. |

For further detalls on the applicable time Imits and requirsments of the slected Offices, see Volurne I} of the

The applicant's attertion is drawn to Arucle 33(5), winch provides that the critena of rovelty, mventive stap
and Industrial applicablliity described in Article 33(2) 1o (4) merely serve the purposes of internatcnal
preliminary examinaton and that "any Contracting State may apply addtional or different cnteria -or the
purposses of deciding whether, in that State, the claimed inventions is palentable or nat” (see also Articla
27(5)). Such additional ¢nterle may relate, for example, fo axemptions from patentah Ry, req rements for
enabling disclosura, clanty and support for the claims.

e s e s e————— s

| Name and mahing address of the Intamatonal -
prelimmary examining awtharity”

Eurmpean Patent Office

D-80268 Munich

Tel. +49 89 2393 - 0 Tx, 523658 epmu d
—=— Fax 40 a9 2399 - 4465

Authcnzad Officar

Phitzner, G ;’P h)“g
Tol +45 89 2999-8022 5 Q i

Form PCTAPEMN 416 (uanuary 2004)



Jan-06-056 ﬂi‘:ﬂinll From=PATENT FOREIGN FILING +J79386663] T-834 P 011/058 F-g60

PATENT COOPERATION TREATY q

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABIILITY
(Chapter I of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)

;pgz':;:'-,: SgeTS fle refsrenca FOR FURTHER ACTION St Form PCTAPEAMIE
Intemabonal apphceton Inlamanonal fling date (deynonthiear) Pnorty datr (Cayinonthirear)
PCTAB20044002152 28.05.2004 11.07.2003

Interathonal Patent Classificaton {IFC) ar nationsl clasadication and IPC
C07C30300, CO7D47104

Applicant
WARNER-LAMBERT COMPANY LLC etal.

pr—.

1.  Thia report s the intemational preliminary examinaton raport, @stabfished by this International Prefiminary Examining
Authortty undar Article 35 and d 10 the apphcant according to Atticle 6.

This REPORT consists of a total of 5. . including this covar sheat
3. This raport is also accompaniad by ANNEXES, compriming
a. 0 santto the applicant end to the Intemational Bureay) a totat of shaets, as follows:

0o . sheets of the descnpilon, clams andbr drawings which have bean amended and am the basis of this repert
andbr sheets comMainung rectfications authorized by this Authority (ses Rule 70.13 and Section 607 of the
Administrative Instructions).

] shests which supersade sarfter sheats, but which this Authormty considers contalr an amer dment that goas
beyond the disclosura in the internaronal apphcation as filed, as indicated n itemn 4 of Box No. ] and the
Supplemental Box.

b. (1 (sent to the International Bureau only) a total of (inchcate typs and number of alectronic carrier(s)) . contamning a

sequance listing andor tables related thereto, in computer readable fotm only, as indicated in 1@ Supplemantal
Box Ralating 1o Sequence Listng {see Sechion 802 of tha Administrative Instructionns)

L]

4, This report comains indlcatons relabing 1o the following iteme:

& Box No.! Bams of tha opinion
O BoxNo.H Pnority
B Box No Il Non-establishment of opinion with regard to novelty. inventive stap and mciustrial applcability
0 BoxNo.1V  Lack of unity of invention
B BoxNo.V  FReasonad statement under Arcle 35(2) with regard to novatlty, inventive step or industral
epplicablity; cltations and explanatona supportmg such statement
B Box No.Vl Certnin documents cned
I Box No. VIl Cartain defects in the international apphcahon
& Box No Vil Gertam obsarvations an the intemational application
Date of submessuon of tha Gemand Data of eampiation of ths rapon 7]
19.07.2004 07.06.2006
Name and mlnllngmaddre. el the intemational Autharizad Officer -~
pralimy examining authority. 3
miny Eumfm Pm,?t Offico Telsphone No +46 802008 220D 2 f’ kY
Tlma':“gs © Tx: 523656 epmu d C-' > i ;'z'
ol - : ep - 3
Fax: +40 89 2309 - 4465 PG r &/

Fomrn PCTAPEA/408 (Cover Sheet) {(Januarty 2004)

5

J



dan-05~08 ) Illl:ll.'mll From=PATENT FOREIGN FLLING W LEELLELEE] T-834 7 012/066 F-BBS 7? &
L}

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International apphcation No.
ON PATENTABILITY PCTAB2004002152

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on the intarnabional application 1n the languag: in which it was
filed, uniess otherwlse indicated under thus item.

B This report is based on translations from the onginal language into the following language ,
which is the language of a transiation tumished for the purposes of:
O international search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the international appiication {under Rule 12.4)
O Intemational prehminary axamination (under Rules 552 andbr 55.3)

2. With regand to the elements” of the international application, this report Is based on (replacement sheets which
have baen fumished io the receiving Office In response to an invitation under Article 14 ara reférred o In this
report as “originally filed” and are not annexed to this raport),

Desoription, Pages
1-26 as onigmally filed

Claims, Numbers

1-21 as onginally filed
Prawings, Sheets
1H0-10/0 s originady filad
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O does not comply with the standard
the tables reiated to the nuciectide andbr amino acld saquence listing, if In computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Admrinistrative Ingtructions.

See sopanata sheet for further details

Form PCTAPEA/409 (January 2004}
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Internatonal apylication No.
ON PATENTABILITY PCTAB20044032152

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicabliity; citations and sxplanations supporting such siatemant

1 Statemasnt
Novelty (N) Yes: Clalms 121
No: Claims
Invantive step (IS) Yes: Claims 121
No: Claims
Industrial applicability (IA) Yes: Claims 115
No: Claims

2. Chatcns znd explanations (Rule 70 7):
se¢e separate sheat

Box No. V1 Certaln documants cited

1. Cerntain published documents (Rule 70.10)
and /or
2. Non-writen disclosures (Rule 70.8)

sea separate sheet

Hox No. Vil Certaln obsarvations on the International application

The following cbservations on the clanty of the claims, description, and drawings or on the quasho 1 whethar the
claims are tully supported by the description, are made,

see geparate sheet

Form PCTAPEAJ 408 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY internatonal epplication No,

REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) PCT/AB2004/00)21562
Section JL.

1.

2).

1).

2).

For the assassment of the present claims 16-21 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criterla exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO,
for example, does not recognize as Industrially applicable the subject-matter of
claims to the use of a compound In medicai traatment, but may allow. however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the uss of such
a compound for the manufacture of a medicamernit for & new medical treatmant,
Claims 15-21 relate to subject-matter considered by this Authority to be covared
by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respact to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

Section V.

No compounds having the structure of that according to claim 1 could be found.

All claims are novel.

The claimed compounds are Inhibitors of CDK4 and as such of interest in treating
inflammation and cell proliferative diseases. The present compounds, whicn are
isethionate salts of a specified free base, have furthermore been shawn to be
more soluble in water than the free base, be less hygroscopic than the
dihydrochioride ot the same free bass and to have more favourable crystalline
properties than the monohydrochloride of the same free base. This informaticn
could not be deduced from the located prior art including the document cited in the
search report.

Section Viil.

The forms A,B and D of claims 2 to 4 should be clearly identified by adding the
information from the first three full paragraphs on p.4 of the description to the
corresponding claims.

Form PCY/Separmie Sheetldns (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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oz

F-689 l )@

intarnebons] Applieation Mo

WeT/1B2004/002152

B. FIELDS SEARCHED
IPC 7 C€O7D

A A O TDaT1/08 | AGIK31/810 AGIP3L/1Z  A61P35/0D

Accarcng i Intemetionsl Pxtend Clemdficailon (IPC) or to bath nations cias=Tcanon s 1PG

D ——— et e et e et
Mimmum docoen leton seacched (classlicatinn syten faloned by cassiicaton symbols)

Doammontsiion s=arched oller thah MNMUS OCUMERAton i e eodn Mt such GOCUMENTs 860 Moluded n the Eskis searchexd

| Elacronia dals bate CorsUR0 G Ma inGmEinnal srweh (newng of s base and, Whate QRACEL] ST M Umst)
EPO-Internal, CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ

€. DOCUMENTE CONSIDFRND TO BE RE{ EVANT

Cutegeyy * | Cilafion of document, with mdicaton, whars approprate, of th rglgvant passenes Ralpvon 1o dairn NO,

P.A W0 03/062236 A (BOOTH RICHARD JOHN ; 1-21
BARVIAN MARK ROBERT (US); SHEEHAN DEREK
JAMES (US) 31 July 2003 (2003-07-31)
: claims 1,10-1E; example 36; table 1

D Fustir documens avy Dstect In the: confinuaton of b G

E-lemlymuhumﬁdinm:-.

= Spacial calegones of siad qocamenis :

A" gooum gesioing e genecal stme of he et yhich [3 nal
w considersd tn be of perscular relevants
= ﬂwml published on or siterina imemationa)

1" document which may ey doubE> on priofty Gaim(s) or
Whish Iy cliad 6 establich e pel dste of SNOmet
citation or cther specsd

O doaprnl retoTIRG % 0 ordl tiscinoe, =B, exhibion ot
otfwr mamhe
MWM L wiematliona! Tillng dale bt

v iarthan mmbd'ﬁru

i
:
i
|

rogmis, @t dtobinahon being obvius e 2 pa S0 $ed

&' doowvenl Member of the samD patan? femely

Dala of tha actusl compiaken of ihe INemallonal scarch Omle of mraiing of M Inemalional search report
16 August 2004 15/09/2004
Nams and malling arkdress of the [BA Authertzed officar
European Paiant Offios, P.B 5818 Paleniiaan 2
NL - 2360 HV FYswix
Py sty o 651 apont Cooper, 3

Fomn PGTEAZND feoore shael) (emiary 20G4)
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F-gee

) temnational applioation NO.
INTERNATIONAL SEARCH REFORT FCT/162004/002252

Box B Obsarvations wnese certain clalmes were found mﬂahblmmwmzafﬁrstm

This International Baarch Repon has not been estabishad i reapect of cartain clajms unitr Article 17{2)(a) for the inllowwng reaszons:

1. m Ciaime Nos.-
bocouse they meiate to cublect matter nol requirad tf be saarched by this Authornity, namely:

Atthough claims 16~-21 are directed to a method of treatment of
the human/animal body, the search has been carriad out and based on the
alieged effects of the compound/composition.

2, D Clamns Nos.-
because they reléae to paris of the intemsiional Appicaticn St do not comply wilh the presanbed nequineens to &ich
an axisct thar no mesninghd inlemaional Saarmh can be carlad out, specitcally:

a Cilaime Noa_=
because ithey ane dapendent claims and ars not draftad ih asecrdance with the gaoond and third sentences of Rua G.4(e).

Box W Observations where unity of invention ie lagidng (Continuatioh of Rem 3 of first shest)

This Intamabona! Searening Autnority found muitipis invenGons w this nismediine appication, s follown:

a D AS aN recired adkiiional search foes wero Smaty paks by the appiloant, thds (memational Gearch Report covere alf
gearchable oleine,

s [] :f::amm:mmunmmmmnmmmm-nnallea.mmmmuau nol irwits payment

8. D mmmumwimmmu-mmﬁumnﬂ'ungwmsmmmm

oovers only those Slaims for which 1608 wind pond,

4, No requirad addtional egarch fees wers Umel tho appcent. Consequently, this imemational Search Report s
D mwﬂdmumwmmm#mmwmm: P

Remark on Protest DmmmummmwwmamﬁmamL

D No protest scoampsniod fe payrment of addiional sewrch fepe.

Form RCT/IBA/Z10 (continuaticn of fret shest {2)) (January 2004)
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F-g88 ! Og

todevnational Appiscation Na
Information on PSR (anY intbers e T/182004/002152
Patani document Pubbcalion Pawnt family Publpaton
ciled In seurch repont prer= membars) prev=y
W0 03062236 A 31-07-2003 WO 03062236 Al 31-07-2003
US 2003149001 Al 07-08-2003

Paoy, PCT/ASAGHO jpian irily annan) (etiiscy 2004
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L ‘ Fecha (D) 26B6-B1-86 15:88:43
D Tramte ;011 PCT-ATNT 379 FAGE ICT 411 PRESENTAC

Lnepmm:n 2028 DIVISHN B MEws DELIES
\ .
REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION'Y AGILIZACION DEL
| , TRAMITE
i -
i USUARIO  RADICADOR
i
: PATENTE DE INVENCION . MODELO DE UTILIDAD () ()
& . i Ciee .o -
Ry - lndlﬁclon de que se solicita la concesion de una patenle } { )
! ' . Datos de identificacién del solicjtante o de {a persona que se presenta fa solu:ttud ( ) { )
o o Descripclon de Ia Invencién {1 { )
*.z-, Dibujos ds serestos purtmuntas( {) ()
. = Comprobante de Pago de las tasas establecidas.
-F ¢ ‘ .
. -'; COMPLETA () INCOMPLETA ( ) ()
""""“"—““"DISENO INDUSTRIAL™(" )__ - T T =
-+« Indicaclén de que se solicita ei registro de Disefio Industrial () ()
* =" Datos de identificacion del solicitante o de la personaque presenta () ()
- la solicitud. ,
- Repraaentuclbn gréfica o foiograflca del Disefio Industrial o muestra del
Material que incorpora el disefio. () { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas { ) ()
I ) COMPLETA .. ( ) INCOMPLETA () { )
ESQUEMA DE TRAZADO (')
- Indicacion de que solicita el registrd de un Esquema de trazado. {) { )
o - Datos de ldentificaclon del solcltante o de la persona que presenta
; La solicitud. () ()
v . Representacion grafica del esquema de trazado . () (- ).
i o Comprobante de pago de las tasa& establecidas. = e Y )T i

COMPLETA () INCOMPLETA () {)

-
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bagot&, .
2020

Doctor(a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado(a)} y/o Representante de”
WARNER LAMBERT COMPANY LLC

REFERENCIA Radicacién No. 6 1246
Solicitud internacional IB2004/002152
Fecha inicio fase nacional 11/01/2006

Tramite 11
Evento 379
Actuacién 430
oficio No. - 21 25

Come resultado del examen de forma, realizade con fundamento en el articule 38 de
la Decisifn 486 de la Comisifn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Regqglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en gue consta la cesidn del
derecho a 1la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decislidn 486, se le
requiere para gque dentro del té&rmino de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casoc de ne dar cumplimientc al presente requerimiento, la solicitud se
conslderard abandonada y perder& su prelaciém.

Notifiquese el presente oficép confo a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo qui ulo prymerc de la Circular Unica Ne.10 de 2001.

ALTX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la dividiétn de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue  notificado por fijacién en lista de

fecha '2‘ FEB Zﬂﬂﬁ

jramos



