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Copla del axamen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar (IPEA).
Trmaducclén del examen preliminar intemacional efectuado por Ia IPEA.

De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser al caso, documento que acredite la licencia o autorimacion de uso de conocimientos tradiclonales de las
comunidades indigenas.

De ser al caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Ane final 12x12

De ser el caso, Informacién sobre ofras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el exiranjero por el mismo titular
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De ser el caso, modificaciones efeciuadas a la solicitud intemacional.

Otros Tarjeta Propletario, Tarjeta Toemética, Extracto para la Publicaclén y Formatos PCT/NB/304,
PCTASA/210, PCTASAI237
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STATE OF NEW JERSEY w. L PETER R. WIDIN, Clerk of the County of Somerset and also Deputy
COUNTY OF SOMERSET. *  Clerk of the Superior Court in and for said County, the same being a Court

of Record, Do Hereby Certify, that ancy J TInbGetr

whose name is subscribed to the certificate of acknowledgement, proof or
affidavit of the annexed instrument, was at the time of taking such

aknowledgement, proof or affidavil, 8 wryyagy pUBLIE OF NFW JERLY

in and for said State, duly nted, qualified, commissioned and sworn
and authorized by law 10 1ake affidavits, acknowledgements or proofs of
deeds or conveyances for lands, tenements or hereditaments and other
instruments in writing in said State of New Jersey. And 1 further Centify,
that | am well acquainied with the handwriting of said official and verily
believe the signature to the said certificate of acknowledgement, proof or
affidavit is gerivine.

In Testimony Whereol, [ have hereunto set my hand and affixed theseal of
said County on

X)) Special Deputy Clerk.
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NOTARIAL CERTIFICATE (Corporation)

UNITED STATES OF AMERICA )
STATE OF NEW JERSEY ) 88.
COUNTY OF SOMERSET )

On this 1st day of March, 2002, personally appeared before me, Ross J. Oehler, Assistant
Secretary, known or identified to me to be the individual described in and who executed the foregoing
document, Power of Attormey, and acknowledged the same as a free act and deed for uses and

purposes therein expressed by authority of the sald Corporation incorporated under the laws of the State
of Delaware, United States of America.

| further certify that said authority, dated Nevember 28, 2000, is based on a Resoclution of the
Board of Directors of sald Corporation, which | have seen, appointing the sald individual Attomey-in-
fact with full power to sign the foregoing document on behalf of the sald Corporation and that the
purposes for which said document is granted are within the scope of the objects or activities of said
Corporation,

)
SEAL
N Publ
Nancy J. Ingram
Notwry Public, State of New Jersay
My Commiasion Expires August 2, 2004

Notary Signature

e

Deie, if any, Titla or

Juriadiction Area
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APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
R. PETER WIDIN

ACTING IN THE CAPACITY OF:

COUNTY CLERK

BEARS THE SEAIL/STAMP OF:
COUNTY OF SOMERSET

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 9TH DAY OF APRIL 2002

BY :‘ John B McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. Al49012

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE




TRADUCCION OFICIAL DEL INGLES de las certificaciones y la
Apostilla adjuntas al poder que la compafiia AVENTIS PHARMACEU-
TICALS INC domiciliada en Bridgewater, New Jersey, E.U.A.,

otorga a Gustavo Hollmann Restrepo y/o Luis Patifio Leyva.

CERTIFICADC NOTARIAL (Sociedad)

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
ESTADO DE NEW JERSEY
CONDADO DE SOMERSET

El dia 1° de Marzo del afio 2002 ante la suscrita Notaria com-
parecié personalmente Ross J. Oehler, Secretario Suplente,
quien yo sé o quien comprobd ante mi que es la persona mencio-
nada en el adjunto poder y quien lo ejecutd, y él1 reconociéd
haber ejecutado dicho instrumento como un acto libre y volun-
tario destinado para los usos y propésitos alli expresados en
virtud a la autoridad que le concede la menclonada sociedad,
la cual estd incorporada de conformidad con las leyes del Es-

tado de Delaware, Estados Unidos de América.

Certifico ademds que dicha autoridad, fechada el 29 de Noviem-
bre del 2000, se basa en una resolucién de la Junta de Direc-
tores de la mencionada sociedad, documento que yo he tenido a
la vista, nombrando a la mencionada persona apoderado con todo
poder para firmar el instrumento adjunto en nombre de dicha
sociedad, y que los propésitos para los cuales ;e otorga dicho
instrumento se encuentran dentro del alcance de los objetivos

o actividades de la mencionada corporacién.

Nancy J. Ingram

Notaria PGblica del Estado de New Jerse)
- Mi comislén expira Agosto 2 del 2004
(Firma y Sello Oficial)

a\



ESTADO DE NEW JERSEYW soueasamm:g@“m“

8¢
Yo, Peter S. Wigli’?l‘, Secretario del Conctaﬂcb 9'? fomerset y Se-~
cretario Suplen&! ﬂeq 1§sg¥:te Superior de di-chf ﬁﬁlﬂado, la

cual es una Cort%% certific

af 'u-.--'i' -___ !
cuyo nombre aparece suscrito al certifics'é!o“'ae reconocimiento,

Ingram,

prueba o declaracién del instrumento adjunto, era en el momen-
to de tomar tal reconocimiento, prueba o declaracién Notaria

Pdblica en y para el Estado de New Jersey, debidamente nombra-

W ' da, calificada, comisionada y juramentada y autorizada por la
’
! ley para tomar.declaraclones, reconocimientos ¢ pruebas de es-
" ‘:} crituras o traspasos de tlerras, tenencias o herencias y otros
:; d instrumentos escritos en el mencionado Estado. Y certifico
iﬂ ademds gue conozco bien la firma de dicha funcionaria y estoy
gl
15 convencido de que la firma que aparece en el mencionado certi-
' ficado de reconocimiento, prueba o declaracién es genuina.
]

En testimonio de lo cual coloco mi firma y el sello del Conda-
ar do el dia de hoy 5 de Abril del 2002,

R. Peter Widin, Secretario
\ Deborah L. Anderson, Secretaria Especial Suplente
(Filrma y Sello Oficial)
LT APOSTILLA
', . (Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
% 1. Pais: Estados Unidos de América
M
Este documento piblico

2. Ha sido flrmado por: R. Peter Widin

, 3. En su calidad de: Secretario del Condfdd
. 'Y lleva el sello: del Condado de Somer
i
Confirmado

' 5. En: Trenton, New Jersey 6. El dia: Abril
{. 7. Por: John E. McCormac, CPA, Tescorero de New Jersey

8. Bajo el No.: A149012

9. Sello: Secretaria de Estado de New Jersey

4 <
10. Firma: (ilegible) M. Meudpz =
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{57) Absiract: The present invention is directed to the sob-
stantially pure compound of formula (A), or phamonceutically
acceplablo salt, or solvale of said compound; to a pharma-
coutical composition comprizing a pharmacenticully affective
amount of the componnd of formula (A), end a pharmagcyt-
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hibitor, of TkB (TKK), particulurly IKK-2, and methots rolated
thereto.
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SUBSTANTIALLY PURE 2-{]22-METHYLAMINO-PYRIMIDIN-4-YL)-1H-
INDOLE-5-CARBONYL|-AMINO}-3(PHENYLPYRIDIN-2-YL-AMINO)-PROPIONIC ACID
AS AN IxB KINASE INHIBITOR

FIELD OF THE INVENTION
This invention is directed to an indole derivative, its preparation, a pharmaceutical composition
comprising the compound, its use, and intermediates thereof.

BACKGROUND OF THE INVENTION

NF-xB is a heterodimeric transcription factor that regulates the expression of mulitiple inflammatory
genes. The expression of more than 70 known proteins is transcriptionally regulated by the binding of
NF-xB to specific sequence elements in the promoter region of these genes (Baeuerle and Baichwal,
Advances in Immunology 65:111-137, 1997). NF-xB has been implicated in many pathophysiologic
processes including angiogenesis (Koch et al., Nature 376:517-519, 1995), atherosclerosis {(Brand et
al., J Clin Inv. 97:1715-1722, 1996), endotoxic shock and sepsis {Bohrer et al., J. Clin, Inv. 100:972-
985, 1997), inflammatory bowel disease (Panes et el., Am J Physiol. 269:H1955-H1964, 1995),
ischemia/reperfusion injury (Zwacka et al., Nature Medicine 4:698-704, 1998), and allergic lung
inflammation (Gosset et al., Int Arch Allergy Immunol. 106:69-77, 1995). Thus the inhibition of NF-
kB by targeting regulatory proteins in the NF-xB activation pathway represents an attractive strategy
for generating anti-inflammatory therapeutics due to NF-xB’s central role in inflammatory conditions.

The IxB kinases (IKKs) are key regulatory signaling molecules that coordinate the activation of NF-
kB. Two IKKs, IKK-1 (IKK-a) and IKK-2 (IKK-B), are structurally unique kinases containing an N-
terminal kinase domain with a dual serine activation loop, a leucine zipper domain, and a C-terminal
helix-loop-helix domain and serine cluster. IKK enzymes show relatively low sequence homologies
with other kinases, and early profiles with known kinase inhibitors have not identified compounds with
striking potency. Kinetic analysis shows that IKK-2 binds to and phosphorylates IxBa., and IxBe with
high and relatively equal affinities (Heilker et al. 1999). Recombinant IKK-2 phosphorylates IxBa
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peptide 26-42 with near equal affinity to full length IxBa, however the native IKK enzyme complex
phospharylates full length IxBa 25,000 fold more efficiently, suggesting important regulatory
sequences in the C-terminal region of IxBa, or additional regulatory proteins in the IKK enzyme
complex that accelerate the rate of catalysis (Burke et al., Journal of Biological Chemistry 274:.36146-
36152, 1999). Phosphorylation of IxBa occurs via a random sequential kinetic mechanism, meaning
cither ATP or IxBa may bind first to IKK-2, that both must be bound before phosphorylation of IkxBa
can take place (Peet and Li, Journal of Biological Chemistry 274:32655-32661, 1999). IKK-2 binds
ATP with uniquely high affinity (Ki=130 nM) compared to other serine-threonine kinases such as p38
and JNK perhaps indicating a unique ATP binding pocket that reflects the relatively poor activity to
many broead specificity kinase inhibitors when tested agninst IKK-2. To date, no crystal structure of
IKK-2 has been reported. However homology modeling has identified 3 structural domains including
an N-terminal kinase domain with an activation loop, a leucine zipper domain that likely mediates the
formation of IKK-1 and IKK-2 homo/heterodimers, and a C-terminal helix-loop-helix with serine rich
tail. Activation of IKK-2 is dependent upon phosphorylation of serine 177 and 181 in the activation or
T loop. Alanine mutations abolish activity, while glutamate mutations result in a constitutively active
enzyme (Mercurio et al. Science 278:860-866, 1997; Delhase et al., Science 284:30 313, 1999).

IKK-1 and IKK-2 occur both as heterodimers and JKK-2 homodimers, and are associated with a 700-
900 kDa cytoplasmic enzyme complex called the "IKK Signalsome" (Mercurio et al., Science
278:860-866, 1997). Another component, IKKAP-1 or NEMO/IKK-yhas no apparent catalytic
function but will associate directly with IKK-2 and is necessary for full activation of NF-xB (Mercurio
et al., Mol Cell Biol 19:1526-1538, 1999). Many immune and inflammatory mediators including
TNFa, lipopolysaccharide (LPS), IL-18, CD3/CD28 (antigen presentation), CD40L, FasL, viral
infection, and oxidative stress have been shown to lead to NF-xB activation. Although the receptor
complexes that transduce these diverse stimuli appear very different in their protein components, it is
understood that each of these stimulation events leads to activation of the IKKs and NF-xB.

The IKK complex appears to be the central integrator of diverse inflammatory signals leading to the
phosphorylation of IxB. IKKs are activated at dual serine residues by upstream kinases including NF-
kB inducing kinase, NIK (Malinin et al., Nature 385:540-544, 1997), and MEKK-1 (Yujiri et al.,
Science 282:1911-1914, 1998). The differential activities of NIK and MEKK-1 remain unclear
although initial data indicates these kinases may preferentinlly activate IKK-1 and 1KK-2, respectively.
Activated IKK phosphorylates a cytoplasmic inhibitor protein, IxB that binds NF-xB, thereby masking
a nuclear localization signal present in Rel proteins (Cramer et al., Structure 7: R1-R§, 1999). IKK
phosphorylation of IxB on serines 32 and 36 forms a structural motif recognized by the E3 ligase,
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BTRcP (Yaron et al., Nature 396:590-594, 1998). Docking of STRcP results in the formation of a
ligase complex which polyubiquitinates IxB thus targeting it for degradation by the 265 proteosome.
Free NF-«B is then identified by nuclear transport proteins, which translocate it to the nucleus where it
can associate with sequence specific regulatory elements on gene promoters.

Although both kinases can phosphorylate IxB in vitro, early studies using genetic mutants indicated
that IKK-2, but not [KK-1, was essential for activation of NF-xB by pro-inflammatory stimuli such as
IL-18 and TNFa. Furthermore, only catalytically inactive mutants of IKK-2 blocked the expression of
NF-xB regulated genes such as monocyte chemotactic protein (MCP-1) and intercellular adhesion
molecule (ICAM-1) (Mercurio et al, Science 278:860-866, 1997). Studies of knockout animals for
IKK-1 and IKK-2 substantiate these initial findings (Hu et al., Science 284:316-320, 1999; Liet al.,
Genes & Development 13:1322-1328, 1999; Li et al,, Science 284:321-324, 1999; Takeda et al.,
Science 84:313-316, 1999; Tanaka et al., Immunity 10:421-429, 1999), IKK-1* animals were born
alive but died within hours. Pups showed abnormalities of the skin due to defective proliferation and
differentiation, but showed no gross deficiency in cytokine induced activation of NF-xB. In contrast,
IKK-2" embryos died at day 14-16 of pregnancy from liver degeneration and apoptosis that bore a
striking resemblance to that observed in Rel A knock-out animals (Beg et al., Nature 376:167-170,
1995). Furthermore, embryonic fibroblasts from IKK-2" animals exhibited markedly reduced NF-xB
activation following cytokine stimulation, while IKK-1* did not.

Accordingly, cell and animal experiments indicate that IKK-2 is a central regulator of the pro-
inflammatory role of NF-xB, wherein the IKK-2 is activated in response to immune and inflammatory
stimuli and signaling pathways. Many of those immune and inflammatory mediators, including IL-18,
LPS, TNFa, CD3/CD28 (antigen presentation), CD40L, FasL, viral infection, and oxidative stress,
play an important role in respiratory diseases. Furthermore, the ubiquitous expression of NF-xB, along
with its response to multiple stimuli means that almost all cell types present in the lung are potential
target for anti-NF-xB/[KK-2 therapy. This includes alveolar epithelium, mast cells, fibroblasts,
vascular endothelium, and infiltrating leukocytes, including neutrophils, macrophages, lympophocytes,
eosinophils and basophils. By inhibiting the expression of genes such as cyclooxygenase-2 and 12-
lipoxygenase (synthesis of inflammatory mediators), TAP-1 peptide transporter (antigen processing),
MHC class 1 H-2K and class 1 invariant chains (antigen presentation), E-selectin and vascular cell
adhesion molecule (leukocyte recruitment), interlenkins-1, 2, 6, 8 (cytokines), RANTES, eotaxin, GM-
CSF (chemokines), and superoxide dismutase and NADPH quinone oxidoreductase (reactive oxygen
species), inhibitors of IKK-2 are believed to display broad anti-inflammatory activity.
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Patent application WO 94/12478, the content of which is incorporated herein by reference, describes,
inter alia, indole derivatives that inhibit blood platelet aggregation. Patent applications WO 01/00610
and WO 01/30774, the content of each of which is incorporated herein by reference, describe indole
derivatives and benzimidazole derivatives, which are able to modulate NF-xB. As described above,
NF-xB is a heterodimeric transcription factor that is able to activate a large number of genes that
encode, inter alia, proinflammatory cytokines such as IL-1, IL-2, TNFa or IL-6. NF-xB is present in
the cytosol of cells, where it is complexed with its naturally occurring inhibitor IxB. Stimulation of
the cells, for example by cytokines, leads to the IxB being phosphorylated and subsequently broken
down proteolytically. This proteolytic breakdown leads to the activation of NF-xB, which then
migrates into the nucleus of the cell, where it activates a large number of proinflammatory genes.

In diseases such as rheumatoid arthritis, ostecarthritis, asthma, chronic obstructive pulmonary disorder
(COPD), rhinitis, multiple sclerosis, cardiac infarction, Alzheimer’s diseases, dinbetes Type II,
inflammatory bowel disease or atherosclerosis, NFxB is activated beyond its normal extent. The
inhibition of NF-xB is algo described as being useful for treating cancer on its own or in addition to
cytostatic therapy. [nhibition of the NF-xB-activating signal chain at various points or by interfering
directly with the transcription of the gene by glucocorticoids, salicylates or gold salts, has been shown
as being usefill for treating rheumatism,

The first step in the abovementioned signal cascade is the breakdown of IxB. This phosphorylation is
regulated by the specific IxB kinase. Thus far, inhibitors of IxB kinase are known to frequently suffer
from the disadvantage of being non-specific for inhibiting only one class of kinases. For example,
most inhibitors of IxB kinase inhibit several different kinases at the same time because the structures
of the catalytic domains of these kinases are similar. Consequently, the inhibitors act, in an
undesirable manner on many enzymes, including those that possess the vital function.

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a debilitating inflammatory disease of the lungs
characterized by the progressive development of airflow limitation that is not fully reversible (Pauwels
et al., 2001). The airflow limitation is associated with an abnormal inflammatory response of the lungs
to noxious particles or gases, primarily caused by cigarette smoking. Although COPD affects the hmgs,
it also produces significant systemic consequences. The term COPD encompasses chronic obstructive
bronchitis, with obstruction of small airways, and emphysema, with enlargement of air spaces and
destruction of lung parenchyma, loss of lung elasticity, and closure of small airways. Chronic
bronchitis, by contrast, is defined by the presence of a productive cough (due to hypersecretion of
mucus) of more than three months’ duration for more than two successive years. There is some
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epidemiologic evidence that mucus hypersecretion is accompanied by airflow obstruction, perhaps as a
result of obstruction of peripheral airways. Most patients with COPD have all three pathologic
conditions (chronic obstructive bronchitis, emphysema, and mucus plugging), but the relative extent of
emphysema and obstructive bronchitis within individual patients can vary, Vestbo et al., 1996; Bames,
2004a, Bames, 2004b; Hogg, 2004.

In industrialized countries, cigarette smoking accounts for most cases of COPD, but in developing
countries other environmental pollutants (particularly with sulfur dioxide and particulates) and
certnin occupational chemicals (such a8 cadmium), are important causes. Passive smoking is also a
risk factor.

COPD patients are predisposed to exacerbations, that is, an acute worsening of their respiratory
symptoms. An exacerbation of COPD is an event in the natural course of the disease characterized by a
change in the patient's baseline dyspnea, cough and/or sputum beyond day-to-day variability sufficient
to warrant a change in management (Rodriguez-Roisin, 2000; Burge and Wedzicha, 2003).

Tracheobronchizal infections are believed to be a common cause of exacerbation in COPD, although
controversy exists regarding the nature of the infectious agent as well as its exact role {(Wedzicha,
2002; White et al., 2003). In addition, exacerbations of COPD eare clearly associated with the levels
of respirable particles and environmental air pollutants, and these have been linked to hospital
admnission rates (Rennard and Farmer, 2004).

The frequency of exacerbations is linked to disease severity in COPD. Exacerbations, may adversely
affect the natural history of these disorders, perhaps by contributing to increased rates of lung
function decline, systemic effects, and premature mortality. Unfortunately, to date, there is no widely
accepted definition of what constitutes an exacerbation of COPD (Rodriguez-Roisin, 2000). The
intensity and duration of increased symptoms required to qualify as an "exacerbation” are difficult to
define. Indeed, several definitions co-exist, and many clinical trials employ substantially different
criteria or describe poorly the definition(s) used to diagnose exacerbation. The most widely quoted
clinical criteria used in the characterization of acute exacerbation of COPD are those described by
Anthonisen et al., (1987). In that study exacerbations were divided into three groups: type 1
exacerbations were characterized by increased breathlessness, increased sputum volume, and new or
increased sputum purulence; type 2 included any two of these symptoms; and type 3 consisted of any
one of the symptoms together with at least one additional feature, including sore throat or nasal
discharge within the last five days; unexplained fever; increased wheeze; increased cough; or a 20%
increase in respiratory or heart rate compared with baseline. These criteria have been used as a
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benchmark ever since, and all proposed etiologies of exacerbation need to establish their relationship
to these key features.

The inhibition of NF-xB is also described as being useful for treating hypoproliferative diseases, c.g.,
solid tumor and leukemias, on its own or in addition to cytostatic therapy. Inhibition of the NF-xB-
activating signal chain at various points or by interfering directly with the transcription of the gene by
glucocorticoids, salicylates or gokd salts, has been shown as being useful for treating rheumatism.

Patent application WO 01/30774 discloses indole derivatives and US Application Serial No.
10/642 970, discloses indole and benzimidazole derivatives which are able to modulate NF-xB and
which exhibit a strong inhibitory effect on IxB kinase. Particularly, US Application Serial No.
10/642,970 discloses indole and benzimidazole derivatives of formula (), their preparation,

R1

,\NJ\@W

R3

(D
pharmaceutical compositions containing these compounds, and methods for the prophylaxis and
therapy of a disease associated with an increased activity of IxB kinase comprising administering such
compounds. Furthermore, US Application Serial No. 10/642,970 discloses the following compounds
of formulae (B}, (C), and (D):
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Meo/ H N—<NH
H,C
3 (B) (compound 43),
L)
|
NN
(o} H
N \_ /"
H \ N
OMe /)
N NX
A NH
H,C

(C) (compound 32); and

H,C (D) (compound 48).

5 However, US Application Serial No. 10/642,970 does not specifically disclose the compound of
Formmula (I} wherein M is N; R1 is hydrogen, R2 is carboxyl (~<COOH), R3 is methyl, R4 is pyridin-2-
yl, R11 is hydrogen, and X is CH.

In view of the aforesaid, there is a need for an inhibitor of IxB kinase that operates through the

10  selective inhibition of IKK, particularly an IKK-2 inhibitor. Also desired would be to have such an
inhibitor that exhibits a localized activity as opposed to a systemic activity. Such an inhibitor should
have a utility in treating a patient suffering from or subject to IKK-2 mediated pathological {(diseases)
conditions, e.g., asthma, or chronic obstructive pulmonary disorder (COPD), that could be ameliorated
by the targeted administering of then inhibitor.

15



10

15

20

25

30

USAV2004/0087 WO

SUMMARY OF THE INVENTION
The present invention is directed to a compound having activity as an inhibitor, preferably a selective
inhibitor, of IxB (IKK), particularly IKK-2, and to a composition and methods related thereto.

In particular, the present invention is directed to the substantially pure compound of formula (A):

'
O A —
N N
H 3% N
OH N NX
NH
H,C
(A)

or a pharmaceutically acceptable salt, or solvate of said compound.

Furthermore, the present invention is directed to a pharmaceutical composition comprising a
pharmaceutically effective amount of the compound of formula (A), and a pharmaceutically acceptable
carrier.

Furthermore, the present invention is directed to the use of a compound of formmula (A) as an inhibitor

of IxB kinase.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

FIGURE 1 shows a picture of mouse imaging studies in the NF-xB-Luciferase Reporter Mouse Model
wherein animals are treated with the Vehicle/PBS solution (negative control animals) and wherein
animals have IL-18-induced NF-xB activation without any compound present [Vehicle/IL-18] or with
increasing doses (0.3 mpk, 1 mpk, 3 mpk, and 10 mpk) of Compound (A) or Compound (B).

FIGURE 2 showsz a graph of mouse imaging studies in the NF-xB-Luciferase Reporter Mouse Model
showing bioluminescence levels for animals treated with the Vehicle/PBS solution (negative control
animals) and wherein animals have IL-18-induced NF-xB activation without any compound present
[Vehicle/IL-18] or with increasing doses (0.3 mpk, 1 mpk, 3 mpk, and 10 mpk) of Compound (A) or
Compound (B).

/8
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FIGURE 3, on the left, shows a graph of Compound (A) levels after i.t. instillation of 0.3 mg/kg of
Compound (A) in lung and plasma tissue; and on the right, shows a graph of Compound (A) and
Compound (B) levels afler i.t. instillation of 0.3 mg/kg of Compound (B) in lung and plasma tissue.

FIGURE 4, on the left, shows a graph of the lung exposure of Compound (A) after administering
increasing doses (0.01 mpk, 0.03 mpk, 0.10 mpk, and 0.30 mpk) of Compound (A); and on the right,
shows a graph of the plasma exposure of Compound (A) after administering increasing doses (0.01
mpk, 0.03 mpk, 0.10 mpk, and 0.30 mpk) of Compound (A).

FIGURE 5, on the left, shows a graph of the lung exposure of Compounds (A) and (B) after
administering increasing doses (0.01 mpk, 0.03 mpk, 0.10 mpk, and 0.30 mpk) of Compound (B); and
on the right, shows a graph of the plasma exposure of Compounds (A) and (B) after administering
increasing doses (0.01 mpk, 0.03 mpk, 0.10 mpk, and 0.30 mpk) of Compound (B).

DETAILED DESCRIPTION

List of Abhreviations

As used above, and throughout the description of the invention, the following abbreviations, unless
otherwise indicated, shall be understood to have the following meanings:

Boc,O di-tert-butyl dicarbonate

DIEA N, N-diisopropylethylamine

DMAP 4-dimethylaminopyridine

DMF dimethylformamide

DMSO dimethylsulfoxide

ESI-MS electrospray ionization mass spectrometry

FAB-MS fast-atom bombardment mass spectrometry

HATU O-7-azabenzotriazol-1-y1)-N, NN N -tetramethyluronium
hexaflurophosphate

HPLC high performance liquid chromatography

PBS phosphate-buffered saline

in. intranasally

PO oral

i.p. intraperitoneal

it. intra-tracheally

Microcystin-LR liver toxin produced by certain cyanobacteria of the genera Anabaena
and Oscillatoria

mbr millibar

4
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mpk mg/kg
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
DTT dithiothreitol
ATP adenosine triphosphate
streptavidin-HRP Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate
TMB tetramethylbenzidine
pfu plaque-forming units
MDI metered-dose inhaler
DPI dry powder inhaler
DeflInitions

As used above, and throughout the description of the invention, the following terms, unless otherwise
indicated, shall be understood to have the following meanings.

"Compound of the invention", and equivalent expressions, means the compound of formula (A), as
hereinbefore described, which expression includes the pharmaceutically acceptable salt and the
solvate, e.g., hydrate. Similarly, reference to intermediates, whether or not they themselves are
claimed, is meant to embrace the salts, and solvates, where the context so permits. For the sake of
clarity, particular instances when the context 50 permits are sometimes indicated in the text, but these
instances are purely illusirative and they are not intended to exclude other instances when the context
SO permits.

“Treating” or "treatment” means prevention, partial alleviation, or cure of the disease. The compound
and compositions of this invention are useful in treating conditions that are characterized by the
activation of NF-xB and/or enhanced levels of cytokines and mediators that are regulated by NF-xB
including, but not limited to TNFerand IL-1P. Inhibition or suppression of NF-xB and/or NF-xB-
regulated genes such as TNFa may occur locally, for example, within certain tissues of the subject, or
meore extensively throughout the subject being treated for such a disease. Inhibition or suppression of
NF-xB and/or NF-xB-regulated genes such as TNFa may occur by one or more mechenisms, e.g., by
inhibiting or suppressing any step of the pathway(s) such as inhibition of IKK. The term "NF-xB-
associated condition” refers to diseases that are characterized by activation of NF-xB in the cytoplasm
(e.g., upon phosphorylation of IxkB). The term "TNFa-associated condition” is a condition
characterized by enhanced levels of TNFo In the instant specification, the term NF-xB-associated
condition will include a TNFa-associated condition but is not limited thereto as NF-xB is involved in
the activity and upregulation of other pro-infiammatory proteins and genes. The term "inflammatory
or immune diseases or disorders" is used herein to encompass both NF-xB-associated conditions and
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TNFa-associated conditions, e_g., any condition, disease, or disorder that is associated with release of
NF-xB and/or enhanced levels of TNFg, including conditions as described herein.

“Patient” includes both human and other mammals.

“Pharmaceutically effective amount” is meant to describe an amount of a compound, composition,
medicament or other active ingredient effective in producing the desired therapeutic effect.

“Substantially pure” is meant to refer to the compound where it is substantially free of biological or
chemical constituents, e.g., isolated from a biological or chemical composition where biological or
chemical components are co-isolated therewith, and wherein the analytical purity for the compound is
preferably at least 70%. More preferred is where the analytical purity is at least 90%,; even further
preferred is where the analytical purity is at least 95%; also “substantially pure™ is meant to refer to the
compound where it is substantially free of prodrugs, e.g., Compound (B).

The invention also relates to a process for preparing the compound of the formula (A), as shown

in the following Scheme.
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Starting compounds for the chemical reactions are known or they can be readily prepared using
methods known from the literature. US Application Serial No. 10/642,970 describes the preparation of
the indole carboxylic acid intermediate (compound 8) used in the coupling step (vi) above. The
5 compounds of the formulae (B), (C) and (D) are prepared as described in US Application Serial No.

10/642,970, which is incorporated herein by reference.

Coupling methods of peptide chemistry that are well known to one skilled in the art (see, e.g., Houben-
Weyl, Methoden der Organischen Chemie [Methods of Organic Chemistry], volumes 15/1 and 15/2,
10  Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 1974, the content of which is incorporated herein by reference), are
advantageously used for condensing the compounds. Compounds such as carbonyldiimidazole,
carbodiimides such as dicyclohexylcarbodiimide or diisopropylcarbodiimide (DIC), O- ((cyano
(ethoxycarbonyl)methylene)-amino)-N, N, N’, N'-tetramethyluronium tetraflucroborate {TOTU) or
polyphosphoric acid (PPA) are suitable for use as condensing agents or coupling reagents.



10

15

20

25

30

35

USAV2004/0087 WO

-13-

The condensations can be carried out under standard conditions. In the condensation, it is necessary
for the non-reacting amino groups that are present to be protected with reversible protecting groups.
The same applies to carboxyl groups that are not involved in the reaction, with these groups preferably
being present, during the condensation, as (C,-C,)-alkyl esters, benzyl esters or tert-butyl esters. An
amino group protection is not necessary if the amino groups are still present in the form of precursors
such as nitro groups or cyano groups and are only formed by hydrogenation after the condensation.
After the condensation, the protecting proups that are present are eliminated in a suitable manner. For
example, NO; groups (guanidino protection in amino acids), benzyloxycarbony! groups and benzyl
groups in benzyl esters can be eliminated by hydrogenation. The protecting groups of the tert-butyl
type ere eliminated under acidic conditions while the 9-fluorenylmethyloxy-carbonyl radical is

removed using secondary amines.

The invention also relates to a pharmaceutical composition comprising a pharmaceutically effective
amount of the compound of the formula (A) and a pharmaceutically acceptable carrier.

Embodiments

Because of the pharmacological properties of the compound according to the invention, it is suitable
for the treatment of all those patients suffering from or subject to conditions that can be ameliorated by
the targeted administration of en inhibitor of IxB kinase to a site where the treatment is better effected
by localized versus systemic activity, e.g., asthma, or chronic obstructive pulmonary disorder (COPD).

In practice, the compound of the present invention may be administered in pharmaceutically
acceptable dosage form to humans and other animals by topical or systemic administration, including
oral, inhalational, rectal, nasal, buccal, sublingual, vaginal, colonic, parenteral (including
subcutaneous, intramuscular, intravenous, intradermal, intrathecal and epidural), intracisternal and
intraperitoneal. It will be appreciated that the preferred route may vary with for example the condition
of the recipient.

Intranasal, intratracheal, or inhalational administration, as well as aerosolization, are particular
methods of administering the compound according to the invention.

Combination therapies may improve efficacy and decrease the risk of side effects compared with
increasing the dose of a single agent. IKK inhibitors can be combined with bronchodilators including
but not limited to short-acting 82-agonists; long-acting B2-agonists such as salmeierol and formoterol;
anticholinergic agents such as ipratropium bromide and tiotropium bromide. IKK inhibitors can also
be combined with methylxanthines such as theophylline.

23
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Inhibitors of IKK2 can be combined with several anti-inflammatory therapies including but not limited
to immunomodulators directed at various stages of the inflammatory cascade and directed to
ameliorating inflammatory processes. Such therapies include, but are not limited to:

(A) Inhibitors of cellular recruitment and toxic inflammatory mediators including but not limited to
phosphodiesterase-4 inhibitors; inhibitors of p38 mitogen-activated protein kinase; biopharmaceuticals
such as anti-tumor necrosis factor-alpha, anti-interleukin-8, and anti-monocyte chemoattractant
protein-1; inhibitors of adhesion molecules and chemotactic factors; and molecules that interfere with
cell survival and clearance/apoptosis;

(B) Inhibitors of proteolytic enzymes including but not limited to inhibitors of neutrophil-derived
serine proteases such as neutrophil elastase; and inhibitors of matrix metalloproteinases (MMPs) such
as MMP-2, MMP-9 and MMP-12;

(C) Antioxidants including but not limited to N-acetylcysteine and inhibitors or scavengers of reactive
oxygen species; and toxic peptides such as defensins that can directly cause cell injury;

(D) Inhibitors of mucus production including but not limited to inhibitors of mucous genes; and also
mucus clearing agents such as expectorants, mucolytics, and mucokinetics; and

(E) Antibiotic therapy such as with a ketolide, for example Ketek®.

The drug combinations of the present invention can be provided to a cell or cells, or to @ human
patient, cither in separate pharmaceutically acceptable formulations administered simultaneously or
sequentially, formulations containing more than one therapeutic agent, or by an assortment of single
agent and multiple agent formulations. However administered, these drug combinations form a
pharmaceutically effective amount of components.

The treatment regimen/dosing schedule can be rationally modified over the course of therapy so that
the lowest amounts of each of the pharmaceutically effective amount of compounds used in
combination which together exhibit satisfactory pharmaceutical effectiveness are administered, and so
that administration of such pharmaceutically effective amount of compounds in combination is
continued only so long as is necessary to successfully treat the patient

A pharmaceutical composition according to the invention is preferably produced and administered in
dosage units, with each unit containing, as the active constituent, a particular dose of the compound.
Pharmaceutically acceptable salts of the compound of formmula (A) are within the scope of this
invention. The term "salt(s)" means acid or base addition salts forrned with acids and bases. In
addition, the term "salt(s)” include zwitterion salts (inner salts), i.e., as the compound of formula (A)
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contains both a basic moiety, such as an amine or a pyridine or imidezole ring, and an acidic moiety,
such as a carboxylic acid. Pharmaceutically acceptable (i.e., non-toxic, physiologically acceptable)
salts are preferred, such as, for example, acceptable metal and amine salts in which the cation does not
contribute significantly to the toxicity or biological activity of the salt. However, other salts may be
useful, e.g., in isolation or purification steps that may be employed during preparation, and thus, are
contemplated within the scope of the invention. Salts of the compounds of the formula (A) may be
formed, for example, by reacting a compound of the formula (A) with an amount of acid or base, such
as an equivalent amount, in 28 medium such as one in which the salt precipitates or in an aqueous
medium followed by lyophilization.

Acid addition salts are formed with the compound of the invention bearing basic moiety(ies) such as
an imino nitrogen, amino or mono or disubstituted group is present. Particular acid addition salts are
the pharmaceutically acceptable acid addition salts, i.e., salts whose anion is non-toxic to a patientat a
pharmaceutical dose of the salt, and so that the beneficial cffects inherent in the free form of the
compound are not vitiated by side effects ascribable to the anion, The salts chosen are chosen
optimally to be compatible with the customary pharmaceutical vehicles and adepted for the form of
applicable administration. Acid addition salts of the compound of this invention can be prepared by
reaction of the free form of the molecule bearing the basic moiety with the appropriate acid, by the
application or adaptation of known methods. For example, the acid addition salts of the compound of
this invention can be prepared cither by dissolving the free form of the molecule bearing the base
moiety in water or aqueous alcohol solution or other suitable solvents containing the appropriate acid
and isolating the salt by evaporating the solution, or by reacting the free form of the molecule bearing
the base moiety and acid in an organic solvent, in which case the salt separates directly or can be
obtained by concentration of the solution. Some suitable acids for use in the prepamtion of such salts
are hydrochloric acid, hydrobromic acid, phosphoric acid, sulfuric acid, various organic carboxylic and
sulfonic acids, such as acetic acid, citric acid, propionic acid, succinic acid, benzoic acid, tartaric acid,
fumaric acid, mandelic acid, ascorbic acid, malic acid, methanesulfonic acid, toluenesulfonic acid,
mandelic acid, ascorbic acid, malic acid, fatty acids, adipate alginate, ascorbate, aspartate,
benzenesulfonate, benzoate, cyclopentanepropionate, digluconate, dodecylsulfate, bisulfate, butyrate,
lactate, laurate, lauryl sulfate, maleate, hydroiodide, 2-hydroxy-ethanesulfonate, glycerophosphate,
picrate, pivalate, palmoate, pectinate, persulfate, 3-phenylpropionate, thiocyanate, 2-
naphthalenesulfonate, undecanoate, nicotinate, hemisulfate, heptanoate, hexanoate, camphorate,
camphorsulfonate, and others.

The acid addition salts of the compound of this invention can also be used to regenerate the parent
compound of the invention from the salts by the application or adaptation of known methods. For
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example, the parent compound of the invention can be regenerated from their acid addition salts by
treatment with an alkali, e.g., aqueous sodium bicarbonate solution or aqueous ammonia solution.

Base addition salts are formed with the compound of the invention bearing the carboxy moiety.
Particular base addition salts are the pharmaceutically acceptable base addition salts, i.e., salts whose
cation is non-toxic to a patient at a pharmaceutical dose of the salt, so that the beneficial effects
inherent in the free form of the compound are not vitiated by side effects ascribeble to the anion. The
salts chosen are chosen optimally to be compatible with the customary pharmaceutical vehicles and
adapted for the form of applicable administration. Base addition salts of the compound of this
invention can be prepared by reaction of the free form of the molecule bearing the acid moiety with the
appropriate base, by the application or adaptation of known methods. For example, the base addition
salts of the compound of this invention can be prepared either by dissolving the free form of the
molecule bearing the acid moiety in water or aqueous alcohol solution or other suitable solvents
containing the appropriate base and isolating the salt by evaporating the solution, or by reacting the
free form of the molecule bearing the acid moiety and base in an organic solvent, in which case the salt
separates directly or can be obtained by concentration of the solution. Some suitable bases for use in
the preparation of such salts are those derived from alkali and alkaline earth metal salts or amines such
as: sodium hydride, sodium hydroxide, potassium hydroxide, caleium hydroxide, aluminum hydroxide,
lithium hydroxide, magnesium hydroxide, zinc hydroxide, ammonia, ethylenediamine, N-methyl-
glucamine, lysine, arginine, omithine, choline. N,N'-dibenzylethylenediamine, chloroprocaine,
diethanolamine, procaine, N-benzylphenethylamine, diethylamine, piperazine, tris(hydroxymethyl)-
aminomethane, tetramethylammonium hydroxide, and the like.

The base addition salts of the compound of this invention can also be used to regenerate the parent
compound of the invention from the salts by the application or adaptation of known methods. For
example, the parent compound of the invention can be regenerated from their base addition salts by
treatment with an acid, e.g., hydrochloric acid,

In practice, the compound of the present invention is administered in a suitable formulation to patients
such that its activity is particularly localized. It will be appreciated that the preferred route can be
varied depending on the site of the condition for which administration is directed.

Pharmaceutically acceptable dosage forms refers to dosage forms of the compound of the invention,
and includes, for example, powders, suspensions, sprays, inhalants, tablets, emulsions, and solutions,
particularly suitable for inhalation. Techniques and formulations generally may be found in
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, latest edition.
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If desired, and for more effective distribution, the compound can be microencapsulated in, or attached
to, a slow release or targeted delivery systems such as biocompatible, biodegradable polymer matrices
(e.g., poly(d,l-lactide co-glycolide)), liposomes, and microspheres and subcutaneously or
intramuscularly injected by a technique called subcutaneous or intramuscular depot to provide
continuous slow release of the compound(s) for a period of 2 weeks or longer.

The compound may also be sterilized, for example, by filtration through a bacteria retaining filter, or
by incorporating sterilizing agents in the form of sterile solid compositions which can be dissolved in
sterile water, or some other sterile medium immediately before use.

Formulations suitable for nasal or tracheal administration means formulations that are in a form
suitable to be administered nasally or by inhalation to a patient. The formulation may contain a carrier,
in a powder form, having a perticle size for example in the range 1 to 500 microns (including particle
sizes in a range between 20 and 500 microns in increments of 5 microns such as 30 microns, 35
microns, etc.). Suitable formulations wherein the carrier is a liquid, for administration as for example a
nasal spray or as nasal drops, include aqueous or oily solutions of the active ingredient. Formulations
suitable for aerosol administration may be prepared according to conventional methods and may be
delivered with other therapeutic agents. MDI and DPI are feasible means for effecting inhalation
therapy by administering a dosage form of the compound of the present invention.

Actual dosage levels of active ingredient(s) in the compositions of the invention may be varied so as to
obtain an amount of active ingredient(s) that is (are) effective to obtain a desired therapeutic response
for a particular composition and method of administration for a patient. A selected dosage level for any
particular patient therefore depends upon a variety of factors including the desired therapeutic effect,
on the route of administration, on the desired duration of treatment, the etiology and severity of the
disease, the patient's condition, weight, sex, diet and age, the type and potency of each active
ingredient, rates of absorption, metabolism and/or excretion and other factors.

Total daily dose of the compounds of this invention administered to a patient in single or divided doses
to about 1000 my, more particularly from about 50 mg to 300 mg, and, further particularly from about
10 mg to 100 mg. However, higher or lower daily doses can also be appropriate. The daily dose can be
administered either by meens of a once-only administration in the form of a single dosage unit, or of
several smaller dosage units, or by means of the multiple administration of subdivided doses at
predetermined intervals. The percentage of active ingredient in a composition may be varied, though it
should constitute a proportion such that a suitable dosage shall be obtained, Obviously, several unit
dosage forms can be administered at about the game time. A dosage may be administered as frequently
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as necessary in order to cbtain the desired therapeutic effect. Some patients may respond rapidly to e
higher or lower dose and may find much weaker maintenance doses adequate. For other patients, it
may be necessary to have long-term treatments at the rate of 1 to 4 doses per day, in accordance with
the physiological requirements of each particular patient. It goes without saying that, for other patients,
it will be necessary to prescribe not more than one or two doses per day.

The formulations can be prepared in unit dosage form by any of the methods well known in the art of
pharmacy. Such methods include the step of bringing into association the active ingredient with the
carrier that constitutes one or more accessory ingredients. In general the formulations are prepared by
uniformly and intimately bringing into association the active ingredient with liquid carriers or finely
divided solid carriers or both, and then, if necessary, shaping the product.

Experimental

Mass-spectroscopic methods (FAB-MS, ESI-MS) are used for analyzing. Temperatures are given in
degrees Celsius; RT denotes room temperature (from 22°C to 26°C). Abbreviations used are either
explained or correspond to customary conventions to one skilled in the art.

The invention is exemplified through the following Examples.

EXAMPLES

PREPARATION 1
Synthesis of Methyl (3(N-phenyl-N-2-pyridyl)amino)-2-(di-fert-butoxycarbonylamino)propionate
{Scheme 1, Compound 3)
Scheme 1
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Methyl 2-(di-fer-butoxycarbonylamino)acrylate (Scheme 1, Compound 2)
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50 g (0.228 mol) of (tert-butoxycarbonyl)serine (1) were dissolved in 300 mL of acetonitrile. 107 g
(0.493 mol) of di-ters-butyl dicarbonate and 2.64 g (22 mmol) of 4-(dimethylamino)pyridine (DMAFP)
were added. The mixture was stirred at room temperature overnight, afler which the solvent was
removed under reduced pressure and the residue was taken up in 500 mL of ethyl acetate. The organic
phase was washed with 500 mL of 1 N'HCI, dried using magnesium sulfate and the organic solvents
were removed under reduced pressure. 23 g of acrylate 2 were obtained by crystallizing the residue
from 200 mL of heptane at -30°C and then filtering with suction. The mother liquor was concentrated
and the residue was dissolved in 140 mL of acetonitrile. 31 g (0.142 mol) of di-ferz-butyl dicarbonate
and 1.26 g (10 mmol) of DMAP were added. After the mixture had been heated at 50°C for 8 h, the
solvent was removed in vacuo and the residue was taken up in 500 mL of ethyl acetate. The organic
phase was washed with 400 mL of 1 N HC] and dried over magnesium sulfate. After the solvent had
been removed in vacuo, a further 31.5 g of the acrylate 2 were obtained by crystallizing from heptane.
Yield: 54.5 ¢ (0.181 mol) 79%. Empirical formula C,;H»NQg; M.W. = 301.34; MS ((2M*)+Nat)
625.7. 'H NMR (DMSO-dg) 1.40 (s, 18 H), 3.74 (s, 3 H), 5.85 (s, 1 H), 6.28 (s, 1 H).

Methyl (3(/N-phenyl-N-2-pyridyl)amino)-2-(di-ferr-butoxycarbonylamine)-proplonate (Scheme 1,
Compound 3)

4.96 g (16.5 mmol} of acrylate 2 were mixed with 5.6 g (33 mmol) of 2-anilinopyridine and 32.16 g
(98.7 mmol) of cesium carbomate. 50 mL of acetonitrile were added and the mixture was stirred at
45°C for 2 days. The solid was filtered off with suction through kieselguhr and washed 3 times with
100 mL portions of acetonitrile. The combined organic phases were evaporated and the residue was
chromatographed on silica gel using 1:1 heptane/diethyl ether. 5.66 g (73%) of the ester 3 were
obtained. Empirical formula CysH,;N;04; M.W. = 471.56; MS (M+H) 472.2.

Separation of the enantiomers (Scheme 1, Compound 3(S) and Compound 3(R))

Racemic amino ester 3 was prepared from the corresponding acrylic ester 2 and then resolved into
enantiomers }(S) and 3(R) by means of preparative HPLC using chiral stationary phases such as
Chiralpak AD (Daicel) 100 x 380, RT, flow rate 300 mL/min. The purity of the enantiomers were
determined by analytical HPLC such as Chiralpak-AD-H (Daicel) 4.6 x 250, 30°C, flow rate 1 ml/min,
room temperature.

PREPARATION 2
Synthesis of 2-(2-Methylaminopyrimidin-4-y1)-1H-indole-5-carboxylic acid (8)
(Scheme 2, Compound 8)
Scheme 2
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1-Dimethylamino-4.4-dimethoxypent-1-en-3-one (Scheme 2, Compound 6)

100 g (0.76 mol) of 3,3-dimethoxy-2-butanone (4) were stirred together with 90.2 g (0.76 mol) of N,N-
dimethylformamide dimethyl acetal (§) at 120°C for 48 h. The methanol formed in the reaction was
removed continuously from the reaction solution by means of distillation. Crystallization occurred
spontaneously when the solution was cooled, with the crystallization being brought to completion by
addition of a small amount of heptane. This resulted in 128.24 g of crude product § (yield 90%), which
was reacted without any further purification. Empirical formula CH;NO,;; M.W, = 187.24; MS
(M+H) 188.2. "H NMR (DMSO-d;) 1.22 (s, 3 H), 2.80 (s, 3 H), 3.10 (5, 9 H), 5.39 (d, /= 15 Hz, 1 H),
7.59 (d, /=15 Hz, 1 H).

|[4-(1,1-Dimethoxyethyl)pyrimidin-2-yljmethylamine (Scheme 2, Compound 7)

1.22 g (53 mmol) of sodium was dissolved in 100 mL of absolute ethanol. 5.8 g (53 mmol) of
methylyuanidine hydrochloride and 10 g (53 mmol) of 1-dimethylamino-4,4-dimethoxypent-1-en-3-
one () were added to this solution, while stirring, and the whole was heated at reflux for 4 h. To
terminate the reaction, the ethanol was evaporated. The resulting product 7 was used for the
subsequent reaction without any further purification. Yield: 11.5 g (58 mmol, quantitative); Empirical
formula CoH;N;Oq; MW, = 197.24; MS (M+H) 198.2. "H NMR (DMSO-dg) 1.45 (s, 3 H), 2.78 (5, 3
H), 3.10 (s, 6 H), 6.75 (d, /= 3 Hz, 1 H), 7.0-7.1 (s(b), 1 H), 8.30 (d, /=3 Hz, 1 H).

2-{2-Methylaminopyrimidin-4-yI)-1 H-indole-5-carboxylic acld (Scheme 2, Compound 8)

5 g (25 mmol) of [4-(1,1-dimethoxyethyl)pyrimidin-2-yljmethylamine (7) and 3.85 g of
4-hydrazinobenzoic acid were added, at room temperature and while stirring, to 150 mL of 50%
sulfuric acid, and the mixture was heated at 130°C for 4 h. The methanol that was formed in the
reaction was removed continuously from the reaction solution by means of distillation. After it had
been cooled down to 10°C, the reaction mixture was poured onto 200 mL of ice and adjusted to a pH
of about 5.5 with concentrated sodium hydroxide solution. The precipitate of sodium sulfate and
product mixture formed was filtered off and the filter residue was extracted several times with
methanol. The combined methanol extracts were concentrated and the product 8 was purified by
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means of flash chromatography (CH,Cly/methanol 9:1). Yield: 0.76 g (11%); Empirical formula
CuH12N,Oz; M.W. = 268.28; MS (M+H) 269.1. 'H NMR (DMSO-de) 2.95 (s, 3 H), 6.90-7.10 (s(b), 1
H), 7.18 (d,J =3 Hz, 1 H), 7.4 (s, 1 H), 7.58 (d,J = 4.5 Hz, 1 H), 7.80 (d, /= 4.5 Hz, | H), 8.30 (s, 1
H), 8.38 (d, /=13 Hz, | H), 11.85 (s, 1 H), 12.40-12.60 (s(b), 1 H).

EXAMPLE 1
Synthesis of 2- [[2+(2-Methylamino-pyrimidin-4-yl)-1 H-indole-5-carbonyl]-amino } -3-(phenyl-pyridin-
2-yl-amino)-propionic acid (A)
Scheme 3

x%"ﬁ\ - O:J?o\ I
x .
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2-{|2-(2-Methylamino-pyrimidin-4-yl)-1 H-indole-5-carbonyl]-amino}-3-(phenyl-pyridin-2-y}-
amino)-propionic acid, methyl ester (Scheme 3, Compound 10)

2.9 g of the S enantiomer of 3 (3 (S})) were dissolved in 30 mL of dioxane and the solution was cooled
down to 0°C. 30 mL of 4 N HCl in dioxane were added, after which the mixture was allowed to come
to room temperature and was then stirred for 12 h. The solvent was removed in vacuo. The residue was
taken up in 30 mL of DMF (solution A). 2.47 g (9.2 mmol) of the acid 8 were dissolved in 50 mL of
DMTF and cooled down to 0°C. 4.21 g of HATU and 6.4 mL of DIEA were added. After the mixture
had been stirred at 0°C for 45 minutes, it was allowed to come to RT and solution A was added. The
mixture was stirred at RT for 12 h. The solvent was removed in vacuo and the residue was partitioned
between 300 mL of a saturated solution of NaHCO, and 300 mL of ethyl acetate. The aqueous phase
was extracted 3 times with 100 mL portions of ethyl acetate and the combined organic phases were
washed with 400 mL of a saturated solution of NaCl. The organic phase was dried with magnesium
sulfate. The solvents were removed under reduced pressure and the residue was chromatographed on
gilica gel using 1:3 heptane/ethy] acetate. 1.78 g (55%) of the ester 10 was obtained. Empirical
formula CxHy;N;0;; MW, = 521.58; MS (M+H) 522.2.
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2-{|2«(2-Methylamino-pyrimidin-4-yl)-1 H-indole-5-carbonyl]-amino}-3-(phenyl-pyridin-2-y}-
amino)-propionic acld (Scheme 3, Compound A)

2.0 g (3.8 mmol) of the methyl ester 10 were dissolved in 200 mL of methanol. 1 mL of 2 N aqueous
N2OH was added and the mixture was stirred at room temperature for 12 h. After the solvents had
been evaporated, the residue was dissolved in water and the pH was adjusted to ~5 using a saturated
solution of NaH,;PQ;. The resulting precipitate was filtered off and washed with water. After drying
under reduced pressure of about 1 mbar at 40°C, 1.95 g (quantitative yield) of the acid A was isolated.
Empirical formula CyyHasN,Oy; M.W. = 507.56; MS (M+H) 508.3. "H NMR (DMSO0-ds) 2.95 (s, 3 H),
4.22-4.50 (m, 2 H), 4.65-4.72 (m, 1 H), 6.29—6.36 (d, 1 H), 6.70 - 6.79 (m, 1 H), 6.90 - 7.10 (sb, 1
H), 7.13-7.19 (m, 1 H), 7.22-7.38 (m, 5 H), 7.40-7.48 (m, 3 H), 7.50-7.55 (m, 1 H), 7.57-7.60 (m, 1 H),
7.96 (bs, 1 H), 8.34 — 8.40(m, 2 H), 8.80-8.90 (d, 1 H), 11.80 (s, 1 H).

IN VITRO TEST PROCEDURE
IKK-Enzyme ELISA

The assay buffer has the following composition (50 mM HEPES, 10 mM MgCl2, 10 mM B-
Glycerophosphate, 2 pM Microcystin-LR, 0,01% NP-40, 5 mM DTT).

The IKK enzyme preparation was diluted 1:50 (in-house-made preparation) plus test compound in
DMSO (final concentration in well: 2 %).
The assay procedures were as follows:
Incubation of enzyme and compound for 30 min;
Addition of ImM ATP or 50 pM ATP;
pSer36-1kB Peptide (Substrate): 40 pM;
Incubation for 45 min and Addition of anti- pSer32-pSer36-1kB Peptid —antibody;
Incubation for 45 min and transfer to protein-G-coated plate;
Incubation for 90 min followed by 3x washing;
Addition of streptavidin-HRP, then incubation 45 min followed by 6x washing;
Addition of TMB and Incubation for 15 min; and
Stop solution and read using photometer.
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The results from the in vitro profiling are shown in Table I below.

Table I
Compound ICs (nM) ICs (nM) |
1mM ATP | S0uM ATP
| A | 0.08 | 04
| B I 64 | ___. 08
I C | 378 Ll 16.8
[ D | 38 a -

In the IKK-enzyme ELISA described above, at a 1 mM ATP, the compound of formula (A) exhibits a
705, 4,725 and 47.5 times greater IxB kinase 1Csp than Compounds (B), (C) and (D), respectively. This
data demonstrates an unexpectedly significantly superior activity for Compound (A) relative to
Compounds (B), (C) and (D).

IN YIVO TEST PROCEDURES COMPARISON BETWEEN COMPOUNDS A AND B
NF-xB-induced gene expression contributes significantly to the pathogenesis of inflammatory diseases
such as asthma and arthritis. IxB kinase (IKK) is the converging point for the activation of NF-xB by &
broad spectrum of inflammatory agonists.

IKK is a multisubunit complex that contains two catalytic subunits, IKK-1 (also known as IKK-a) and
IKK-2 (also known as TKK-B), and the regulatory subunit IKK-y. Gene knock out studies have clearly
demonstrated that IKK-2 or IKK-P subunits of the IKK complex are required for NF-xB activation by
all known pro-inflammatory stimuli including lipopolysaccharide (LPS), and IL-18. Accordingly, IKK-
p-deficient cells are defective in activation of IKK and NF-xB in response to either tumor necrosis
factor alpha (TNFoj) or interleukin-1p (IL-1pB).

In house bio-imaging data have also shown that IL-1pB-induced NF-xB activity in the lung is inhibited
by the administration of a dominant negative form of IKKp (Adv-IKK-2 DN). Thus a selective
inhibitor of IKK- would not only be of great interest as a potential anti-inflammatory agent butalso as
a valuable tool to understand the mechanisms regulating NF-xB activation by these inflammatory
agonists.
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A. NF-xB-Luciferase Reporter Mouse Model
Methods employed for mouse imaging studies with Compound (A) and Compound (B).

General Description
Compounds were used as nanomilled suspensions in 0.2% Tween-80 in PBS and were dosed through
the intranasal route.

Intranasal drug and inflammatory stimulus administration: Mice are anesthetized in 4% isoflurane gas
in oxygen. A volume of 25 pl is applied to each nostril and the mice are allowed to breathe in the
suspension.

Balb/c female mice at 6-8 weeks of age were used for studies in which AdV-NFxB-luciferase reporter
was instilled in the lung. To image mice, they are anesthetized with 4% isoflurane in oxygen. Luciferin
is delivered i.p. at a dose of 150 mg/kg. 10 minutes after luciferin injection, the animals are imaged in
an IVIS200 system (Xenogen) with a one-minute bioluminescent exposure. Alternatively, 10-15
minutes post luciferin administration, mice are rapidly euthanized and internal tissues are dissected and

imaged ex vivo.

B. Dose Response Determination

1-2 x 10" pfu adenovirus-NFxB-luciferase is delivered intranasally 3-5 days prior to stimulation (i.n.)
with an inflammatory stimulus (IL-1p or LPS). Animals are dosed i.n. with 0.3-10 mg/kg of compound
30 min- 1 h prior to challenge with 0.5 ug LPS or 50 ng IL-1B. Animals are then imaged once or
several times from 1h to 24 h after the inflammatory stimulus is administered.

The results from the in vivo procedures are as follows.

The effects of Compound (A) and Compound (B) on IL-1p-induced NF-xB activation are shown in
Figures 1 and 2. While both compound inhibited in a dose-dependent manner NF-xB activity,
Compound (A) showed superior efficacy with an estimated EDsp around Img/kg.

C. Pharmacokinetic Procedures

Male Hartley guinea pigs (450-550 g) previously sensitized with ovalbumin were used for the
determination of compound levels in lung and plasma. Nanomilled suspensions of Compound (A) and
Compound (B) were dosed via intra-tracheal instillation at (.01, 0.03, 0.1 and 0.3mg/kg. One hour
after dosing, animals were euthanized (Euthasol), and 1 mL blood samples were obtained by cardiac
puncture and collected into heparin-coated syringes. Plasma wag separated from the cellular
compoenent of the blood by centrifugation, and stored at -80°C until assayed. Lungs were dissected out,
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blotted dry, weighted and stored in 20-25 mL glass vials individually at -80°C until assayed for
compound levels.

Key differences between Compound (A) and Compound (B) pharmacokinetic profiles are illustrated in
Figure 3 using the finding from the highest dose group (0.3 mg/kg).

Figure 3 shows that lung exposure to either Compound (A) or Compound (B) after i.t. instillation of
Compound (B) is low relative to Compound (A) after i.t. administration, suggesting that Compound
(B) is rapidly absorbed from the lung.

Figures 3 to 5 also show that Compound (B) would be a weaker candidate for inhalation because 1) It
is highly systemically distributed upon exposure, when administered intratracheally; 2) Compound (B)
is a prodrug of Compound (A) having a different exposure profile; and 3) Compound (B) produces
reduced exposure t0 Compound (A) in the lung than is obtained by dosing directly with Compound
(A).

Compound (A) is a stronger inhalation candidate than Compound (B) because 1) Compound (A) has
low systemic exposure after i.t. and PO administration; and 2) Compound (A) should have longer lung
residency time.

In addition, support is found that Compound (B) is highly systemically available when administered
orally.

The lung to plasma ratio for Compound (A) ranges from 143 to 284 (depending on the dosc) whereas
the lung to plasma ratio for Compound (B) ranges from 13 to 44 (depending on the dose). These ratios
were obtained by dividing the lung compound levels to that of the corresponding plasma levels at the
same dose.
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We Claim:

1. A substantially pure compound of formula (A)

Q0

O A N \ =
H A /N
OH N N4
NH
H,C
(A)

or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof.

2. A pharmaceutical composition comprising a pharmaceutically effective amount of a
compound of formula (A) and a pharmaceutically acceptable carrier.

3. A method for treating a patient suffering from, or subject to, a pathological condition that can
be amelicrated by inhibiting IKK-2 comprising administering to said patient a pharmaceutically
effective amount of the compound according to Claim 1

4, The method according to Claim 3 wherein the administering is carried out to result in localized
activity.

5. The method according to Claim 3 wherein the pathological condition is asthma, rhinitis,
chronic obstructive pulmonary disorder or chronic obstructive pulmonary disorder exacerbations.

6. The method according to Claim 3 wherein the administering is intratracheal, intranasal,
inhalational, or by aerosolization administration.

7. A method for treating a patient suffering from asthma, comprising administering to the patient
a pharmaceutically effective amount of a compound of Claim 1.

8. A method for treating a patient suffering from rhinitis, comprising administering to the patient
a pharmaceutically effective amount of a compound of Claim 1.
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9. A method for treating a patient suffering from chronic obstructive pulmonary disorder,
comprising administering to the patient a pharmaceutically effective amount of a compound of Claim
1.

10. A method for treating a patient suffering from chronic obstructive pulmonary exacerbations
disorder, comprising administering to the patient a pharmaceutically effective amount of a compound
of Claim 1.

11. The pharmaceutical composition according to claim 2 further comprising a pharmaceutically
effective amount of a compound selected from the group consisting of a bronchodilator, a long-acting
beta-2 agonist, an anticholinergic agents, a methylxanthine and an anti-inflammatory therapy, in
admixture with a pharmaceutically acceptable carrier.

12. The pharmaceutical composition according to claim 11, wherein the bronchodilator is a short-
acting beta 2-agonist; the long-acting beta 2-agonist is selected from salmeterol and formoterol; the
anticholinergic agent is selected from ipratropium bromide and tiotropium bromide; the
methylxanthine is theophylline; and the anti-inflammatory therapy is selected from inhibitors of
cellular recutiment and toxic inflammatory mediators, inhibitors of proteolytic enzymes, antioxidants,
inhibitors of mucus production and antibiotic therapy.

13. A method for treating according to claim 3 further comprising administering a pharmaceutically
effective amount of a compound selected from the group consisting of a bronchodilator, a long-acting
beta-2 agonist, an anticholinergic agents, a methylxanthine and an anti-inflammatory therapy, in
admixture with a pharmaceutically acceptable carrier.

14. A method for treating according to claim 13 wherein the bronchodilator is a short-acting beta 2-
agonist; the long-acting beta 2-agonist is selected from salmeterol and formoterol; the anticholinergic
agent is selected from ipratropium bromide and tiotropium bromide; the methylxanthine is
theophylline; and the anti-inflammatory therapy is selected from inhibitors of cellular recutiment and
toxic inflammatory mediators, inhibitors of proteolytic enzymes, antioxidants, inhibitors of nmcus
production and antibiotic therapy.



10

USAV2004/0087 WO
-28-
ABSTRACT OF THE DISCLOSURE

The present invention is directed to the substantially pure compound of formula (A),

¥

0

N N
H v /N
OH N N4
NH
HyC

V)
or pharmaceutically acceptable salt, or solvate of said compound; to a pharmaceutical composition
comprising a pharmaceutically effective amount of the compound of formula (A), and a
pharmaceutically acceptable carrier; and the use of a compound of formula (A) having activity as an
inhibitor, prefernbly a selective inhibitor, of IxB (IKK), particularly IKK-2, and methods related
thereto.

3%
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FIGURE 1

Inhibition of IL-1p-induced NF-xB activity in the lung
by Compound A and Compound B
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ACIDO 2-{[22-METILAMINOPIRIMIDIN-4-IL)-1H-
INDOL-5-CARBONIL]AMINO}-3FENILPIRIDIN-2-ILAMINO)PROPIONICO
SUSTANCIALMENTE PURO COMO INHIBIDOR DE LA CINASA IxB

CAMPO DE LA INVENCION
Esta invencion estéd dirigida a un derivado de indol, e su preparacién, a una composicién farmacéutica
que comprende el compuesto, a su uso y a sus intermedios.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El NF-xB es un factor de transcripcion heterodimérico que regula la expresién de miiltiples genes
inflamatorios. La expresién de mis de 70 proteinas conocidas estd transcripcionalmente regulada por
la unién de NF-xB a unos elementos de secuencia especificos en la regién promotora de estos genes
(Bacuerle y Baichwal, Advances in Immunology, 65:111-137, 1997). El NF«xB se ha implicado en
muchos procesos patofisioldgicos, incluyendo la angiopgénesis (Koch et al., Nature, 376:517-519,
1995), aterosclerosis (Brand et al., J Clin Inv., 97:1715-1722, 1996), choque endotdxico y sepsis
(Bohrer et al., J. Clin. Inv., 100:972-985, 1997), enfermedad del intestino inflamatoria (Panes et al.,
Am, J. Physiol., 269:H1955-H1964, 1995), dafios por isquemia/reperfusién (Zwacka et al., Nature
Medicine, 4:698-704, 1998), e inflamacién pulmonar alérgica (Gosset et al., Int. Arch. Allergy
Immunel., 106:69-77, 1995). Por tanto, la inhibicién de NF-xB mediante la actuacién sobre las
proteinas reguladoras en la via de activacién de NF-xB representa una estrategia atractiva para generar
compuesios terapéulicos antiinflamatorios debido al papel central de NF-xB en trastornos
inflamatorios.

Las cinasas IxB (IKK) son moléculas sefializadoras reguladoras clave que coordinan la activacién de
NF-xB. Dos IKK, IKK-1 (IKK-a) e IKK-2 (IKK-B), cinasas estructuralmente exclusivas que
contienen un dominio cinasa N-terminal con un bucle de activacién de serina dual, un dominio de
cremallera de leucina, y un dominio de hélice-bucle-hélice y un ctimulo de serina C-terminales. Las
enzimas [KK muestran relativamente poca homologia de secuencia con otras cinasas, y los perfiles
tempranos con inhibidores de cinasa conocidos no han identificado compuestos con una potencia
sorprendente. Los andlisis cinéticos demuestran que la IKK-2 se une y fosforila a IxBa y IxBe con
afinidides elevadas y relativamente iguales (Heilker et al., 1999). La IKK-2 recombinante fosforila el
péptido 26-42 de IxBa con casi la misma afinidad que la IxBa de longitud completa, sin embargo, el
complejo de la enzima JKK nativa fosforila la IxBa de longitud completa de una manera 25.000 veces
mas eficaz, lo cual sugiere que existen importantes secuencias reguladoras en la region C-terminal de
IxBa, u otras proteinas reguladoras en el complejo de la enzima IKK que aceleran la velocidad de la
catilisis (Burke et al., Journal of Biological Chemistry, 274:36146-36152, 1999). La fosforilacién de
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IxBa se produce a través de un mecanismo cinético secuencizl aleatorio, lo cual significa que ATP o
IxBa puede unirse primero a IKK-2, y que ambos deben estar unidos antes de que pueda producirse la
fosforilacién de IxBa (Peet y Li, Journal of Biological Chemistry, 274:32655-32661, 1999). La IKK-
2 se une al ATP con una afinidad exclusivamente alta (Ki=130 nM), comparada con otras serina-
treonina-cinasas, como p38 y JNK, lo cual indica quizés un bolsillo de unién al ATP exclusivo que
refleja la relativamente poca actividad frente a muhcos inhibidores de cinasas de amplia especificidad,
cuando se ensayan frente a la IKK-2. Hasta la fecha no se ba indicado ninguna estructura cristalina de
la IKK-2. Sin embargo, la formacién de modeclos por homologia ha identificado 3 dominios
estructurales, que incluyen un dominio cinasa N-terminal con un bucle de activacién, un dominio de
cremallera de leucina que probablemente media en la formacién de homo/heterodimeros de IKK-1 e
IKK-2, y una hélice-bucle-hélice C-terminal con una cola rica en serina. La activacién de IKK-2
depende de la fosforilacién de 1a serina 177 y 181 en el bucle de activacidn o T. Las mutaciones de la
alanina suprimen la actividad, mientras que las mutaciones del glutamato producen una enzima
constitutivamente activa (Mercurio et al., Science, 278:860-866, 1997; Delhase et al., Science, 284:30
313, 1999).

La IKK-1 y la IKK-2 aparecen, ambas, como heterodimeros y como homodimeros de IKK-2, y estin
asociades con un complejo enzimdtico citoplésmico de 700-900 kDg denominedo el "sefialsoma de
IKK" (Mercurio et al., Science, 278:860-866, 1997). Otro componente, IKKAP-1 0 NEMO/IKK«, no
tiene funcién camlitica aparente, pero se asocia directamente con la IKK-2 y resulta necesario para la
activacién completa de NF-xB (Mercurio et al., Mol Cell Biol, 19:1526-1538, 1999). Se ha
demostrado que muchos mediadores inmunolégicos € inflamatorios, incluyendo TNFa,
lipopolisacdrido (LPS), IL-18, CD3/CD28 (presentacion al antigeno), CD40L, FasL, infeccién virica, y
estrés oxidante, conducen a la activacidn de NF-xB. Aunque los complejos de receptores que
transducen estos estimulos diversos son muy diferente en sus componentes proteicos, se¢ entiende que
cada uno de estos econtecimientos de estimulacién conduce a la activacién de las IKK y NFxB.

El complejo de IKK parece ser el integrador central de diversas sefiales inflamatorias que conducen a
la fosforilacién de IxB. Las IKK se activan en restos serina duales mediante cinssas cadena amiba,
incluyendo la cinasa que induce NF-xB, NIK (Malinin et al., Nature, 385:540-544, 1997), y MEKK-1
(Yujiri et al., Science, 282:1911-1914, 1998). Las actividades diferenciales de NIK y MEKK-1 siguen
sin estar claras, aunque los datos iniciales indican que estas cinasas pueden activar preferentemente la
IKK-1 y la IKK-2, respectivamente. La IKK activada fosforila uns proteina inhibidora citopldsmica,
IxB, que se une a NF-xB, enmascarando, con ello, una sefial de localizacién nuclear presente en las
proteinas Rel (Cramer et al.,, Structure, 7: R1-R6, 1999). La fosforilacién por IKK de IxB en las
gerinas 32 y 36 forma un motivo estructural reconocido por la ligasa E3, STRcP (Yaron et al., Nature,
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396:590-594, 1998). El anclaje de STRcP produce la formacién de un complejo de ligasa que
poliubiquitina [xB, marcdndolo con ello para su degradacidn por el proteosoma 26S. Entonces el NF-
xB libre es identificado por proteinas de transporte nucleares, que 1o transloca al niicleo en donde s
puede asociar con elementos reguladores especificos de secuencia sobre promotores de genes.

Aunque ambas cinasas pueden fosforilar IxB in vitro, los primeros estudios que utlizaron mutantes
genéticos indican que la IKK-2, pero no la IKK-1, es esencial para la activacién de NF-xB por
estimulos proinflamatorios, como IL-18 y TNFa Ademas, s6lo los mutantes cataliticamente inactivos
de IKK-2 bloquean la expresién de genes regulados por NF-xB, como la proieina quimiotictica de
monocitos (MCP-1) y la molécula de adhesién intercelular (ICAM-1) (Mercurio et al, Science,
278:860-866, 1997). Los estudios de animales knockout (desactivados) para detectar IKK-1 ¢ IKK-2
demuestran estos descubrimientos iniciales (Hu et al., Science, 284:316-320, 1999; Li et al., Genes &
Development, 13:1322-1328, 1999; Li et al., Science, 284:321-324, 1999; Takeda et al., Science,
84:313-316, 1999; Tanaka et al., Immunity, 10:421-429, 1999). Los animales IKK-1* nacian vivos
pero morian al cabo de horas. Los cachorros mostraban anomalias cutineas debidas a una
proliferacién y diferenciacién defectuosa, pero no mostraban una deficiencia grande en la activacién
inducida por citoquinas de NF-xB. Por contraste, los embriones IKK-2" morfan en el dia 14-16 de
embarazo por degeneracién hepdtica y apoptosis, que mostraba un sorprendente parecido con la
observada en animales Rel A knockout (desactivado) (Beg et al, Nature, 376:167-170, 1995).
Ademés, los fibroblastos embrionicos de animales IKK-2" mostraban una activacién de NF-xB muy
reducida después de la estimulacién con citoquinas, mientras que los IKK-1" no.

Por consiguiente, los experimentos en células y animales indican que la IKK-2 es un regulador central
del papel proinflamatorio de NF-xB, mientras que la IKK-2 se activa en respuesta a estimulos
inmunoldgicos e inflamatorios y las vies de sefializacién. Muchos de estos mediadores inmunolégicos
¢ inflamatorios, incluyendo IL-18, LPS, TNFe, CD3/CD28 (presentacién al antigeno), CD40L, FasL,
infeccién virica, y estrés oxidante, desempedfian un papel imporiante en enfermedades respiratorins,
Ademis, la expresion ubicua de NF-xB, junto con su respuesta a muiltiples estimulos, significa que
casi todos los tipos celulares presentes en el pulmén son una diana potencial para acceder a una terapia
anti-NF-xB/IKK-2. Esto incluye el epitelio alveolsr, las células cebadas, los fibroblastos, el endotelio
vascular, y los leucocitos de infiltracién, incluyendo neutréfilos, macréfagos, linfocitos, eosindfilos y
basdfilos. Mediante la inhibicién de la expresion de genes, como la ciclooxigenasa-2 y 12-
lipoxigenasa (sintesis de mediadores inflamatorios), transportador del péptido TAP-1 (procesamiento
de antigenos), cadenas invariables MHC de clase I H-2K y clase 1I (presentacién al antigeno), E-
sclectina y molécula de adhesion de células vasculares (reclutamiento de leucocitos), interleuquinas-1,
2, 6, 8 (citoquinas), RANTES, eotaxina, GM-CSF (quimioquinas), y superéxido dismutasa y NADPH-
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quinona-oxidorreductasa {especies de oxigeno reactivo), se cree que los inhibidores de IKK-2
muestran una amplia actividad antiinflamatoria.

La solicitud de patente WO 94/12478, cuyo contenido se incorpora en la presente memoria por
referencia, describe, entre otros, derivados de indol que inhiben la agregacién de plaquetas sanguineas.
Las solicitudes de patente WO 01/00610 y WQ 01/30774, cuyo contenido se incorpora en la presente
memoria por referencia, describen derivados de indol y derivados de benzimidazol, que son capaces de
modular el NF-xB. Como se describi6 antes, el NF-xB es un factor de transcripcién heterodimérico
que es capaz de activar un gran nimero de genes que codifican, entre otras, citoquinas
proinflamatorias, como IL-1, IL-2, TNFa o IL-6. El NF-xB estd presente en el citosol de células, en
donde forma un complejo con su inhibor que aparece en la naturaleza, IkB. Las estimulacién de las
células, por ejemplo mediante citoquinas, conduce a que el IxB se fosforile y, posteriormente, se
deprade de forma proteolitica. Esta degradacién proteoltica conduce a Ia activacion del NF-xB, que
entonces migra hacia el nicleo de la célula, en donde activa un gran mimero de genes

proinflamatorios.

En enfermedades como la artritis reumatoide, osteoartritis, asma, trastorno pulmonar obstructivo
crénico (COPD), rinitis, esclerosis muiltiple, infarto cardiaco, enfermedades de Alzheimer, diabetes de
tipo 11, enfermedad del intestino inflamatoria o aterosclerosis, el NF-xB se activa més alli de su grado
normal. También se indica que la inhibicién del NF-xB es iitil para tratar el céncer, por sf solo, 0 junto
con terapia citostitica. La inhibicién de la cadena de seiflales que activan el NF-xB en diversos puntos,
o interfiriendo directamente en la transcripcién del gen mediante glucocorticoides, salicilatos o sales
de oro, ha demostrado ser (til para tratar el reurnatismo.

La primera etapa en la cascada de sefiales mencionada antes es la degradacion de IxB. Esta
fosforilacién esti regulada por la cinasa IxB especifica. Hasta la fecha, se sabe que los inhibidores de
la cinasa IkB, con frecuencia, presentan la desventaja de no ser especificos para inhibir s6lo una clase
de cinasas. Por ejemplo, la mayoria de los inhibidores de la cinasa IxB inhiben varias cinasas
diferentes al mismo tiempo, porque las estructuras de los dominios cataliticos de estas cinasas son
similares. Por consiguiente, los inhibidores actian de una manera no deseable sobre muchas enzimas,
incluyendo las que poseen Ia funcion vital.

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD) es una enfermedad inflamatoria debilitante de
los pulmones, que se caracteriza por un desarrollo progresivo de una limitacion del flujo de aire que no
es totalmente reversible (Pauwels et el., 2001). La limitacién del flujo de aire estd asocisda con una
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respuesta inflamatoria andémala de los pulmones a particulas nocivas o gases, provocada
principalmente por fumar cigarrillos. Annque la COPD afecta a los pulmones, también produce
consecuencias sistémicas significativas. El término "COPD" incluye la bronquitis obstructiva crénica,
con la obstruccién de las vias respiratorias pequeilas, y enfisema, con un agrandamiento de los
espacios vacios y la destruccién del parénquima pulmonar, la pérdida de elasticidad pulmonar, y el
cierre de las vias respimtorias pequefias. La bronquitis erdnica, por contraste, se define por la presencia
de una tos productiva (debida a la hipersecrecién de moco) con una duracién de mis de tres meses
durante mis de dos allos consecutivos. Existen algunas prucbas epidemiolégicas de que Ia
hipersecrecién de moco estd acompaiada por una obstruccién de flujo de aire, quizis como resultado
de la obstruccién de las vias respimatorias periféricas. La mayoria de los pacientes con COPD tienen los
tres trastornos patdlogicos (bronquitis obstructiva crénica, enfisema, y formacidén de tapones de moco),
pero la extensién relativa del enfisema y la bronquitis obstructiva dentro de pacientes individuales
puede variar, Vestbo et al., 1996; Bamnes, 2004a, Barnes, 2004b; Hogg, 2004.

En paises industrializados, la costumbre de fumnar cigarrilos es responsable de la mayoria de los casos
de COPD, pero en los paises en desarrollo otros coniaminantes medioambientales (en particular, con
diéxido de azufre y particulas) y ciertos productos quimicos del entorno laboral (como el cadmio),
son causas importantes. El ser fumador pasivo también es un factor de riesgo.

Los pacientes con COPD estin predispucstos a cxacerbaciones, es decir, un empeoramiento agudo de
sus sintomas respiratorios. Una exacerbacién de la COPD es un acontecimiento en el desarrollo natural
de la enfermedad, caracterizado por un cambio en la la linea de base de 1a dispnea del paciente, tos y/o
esputo mds alld de una veriabilidad diaria, suficiente para garantizar un cambio en el tratamiento
(Rodriguez-Roisin, 2000; Burge y Wedzicha, 2003).

Se cree que las infecciones traqueobronquiales son una causa comin de la exacerbacidn de la COPD,
aunque existe controversia acerca de la naturaleza del agente infecciozo, as{ como su papel exacto
(Wedzicha, 2002; White et al,, 2003). Ademds, las exacerbaciones de la COPD estén asociadas,
evidentemente, con los niveles de particulas respirables y contaminantes medioambientales del aire, y
éstos se han asociado a la proporcién de admisiones hospitalarias (Rennard y Farmer, 2004),

La frecuencia de exacerbaciones esti asociada con la gravedad de la enfermedad en la COPD. Lasg
exacerbaciones pueden afectar, de forma adversa, a la historia natural de estos trastomnos, quizis
contribuyendo a una mayor proporcién de disminucién de la funcién pulmonar, efectos sistémicos y
mortalidad prematura. Por desgracia, hasta la fecha, no existe una definicién ampliamente aceptada
de lo que constituye una exacerbacién de la COPD (Rodriguez-Roisin, 2000). La intensidad y
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duracién de los sintomas aumentados requerida para calificarlos como una "exacerbacién” son
dificiles de definir. En efecto, existen varias definiciones coexistentes, y muchos ensayos clinicos
emplean criterios sustancialmente diferentes, o describen mal la(s) definicién{es) utilizada(s) para
diagnosticar la exacerbacién. El criterio clinico mis ampliamente citado utilizado en la
caracterizacion de la exacerbacion aguda de la COPD es ¢l descrito por Anthonisen et al. (1987). En
ese estudio, las exacerbaciones se dividieron en tres grupos: las exacerbaciones de tipo 1 se
caracterizan por una mayor fialta de aliento, un mayor volumen del esputo, y una purulencia del
esputo nueva o mayor; el tipo 2 incluye dos de estos sintomas; y el tipo 3 consiste en uno cualquiera
de estos sintomas junto con al menos ofra caracteristica, incluyendo dolor de garganta o descarga
nasal en los 1iltimos cinco dias; fiebre sin explicacién; mayor silbido de la respiracién; mds tos; o un
aumento de 20% en la frecuencia respiratoria o cardiaca comparado con [a linea de base. Estos
criterios se han utilizado como referencia desde entonces, y todas las etiologias propuestes de la
exacerbacién necesitan establecer su relacién con estas caracteristicas clave.

También se indica que la inhibicién del NF-xB es itil para tratar enfermedades hipoproliferativas,
p.¢j., tumores 56lidos y leucemias, por si sola o junto con terapia citostitica. La inhibicién de la
cadena de sefiales que activan ¢l NF-xB en diversos puntos, o interfiriendo directamente en la
transcripcién del gen mediante glucocorticoides, salicilatos o sales de oro, ha demostrado ser 1itil para
tratar el reunatismo.

La solicitud de patente WO 01/30774 describe derivados de indol, y la solicitud de EEUU n” de serie
10/642.970 describe derivados de indol y benzimidazol que son capaces de modular el NF-xB y que
muestran un fuerte efecto inhibidor sobre la cinasa IxB. En concreto, la solicitud de EEUU n° de serie
10/642.970 describe derivedos de indol y benzimidazol de férmula (I), su preparacién,

R1
_Ra
«
P — _RI11
ey
N w4
H _N—H
R3

D
composiciones farmacéuticas que contienen estos compuestos, y métodos para la profilaxis y terapia
de una enfermedad asocinda con una mayor actividad de la cinasa IxB kinase, que comprende
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administrar estos compuestos. Ademis, la solicitud de EEUU n° de serie 10/642.970 describe los
siguientes compuestos de férmulas (B), (C) y (D):

Vs

M O/NH N N 4
e NH
H,C (B) (compuesto 43),
~ ]
)
(N N
\N
OMe N N /d
NH
H,C
3 (C) (compuesto 32); y
5
N/
A
(N N
o] H \ —
OH N -4
NH
H,C (D) (compuesto 48).
Sin embargo, la solicitud de EEUU n® de serie 10/642.970 no describe, especificamente, el compuesto
de férmula (I} en donde M es N, R1 e5 hidrogeno, R2 es carboxilo (-COOH), R3 es metilo, R4 s
piridin-2-ilo, R11 es hidrégeno, y X es CH.
10

En vista de lo mencionado antes, existe la necesidad de un inhibidor de la cinasa IxB que achie a través
de la inhibicién selectiva de la IKK, en particular un inhibidor de IKK-2. También seria deseable
obtener este inhibidor que muestre una actividad localizada, en oposicién a una actividad sistémica.
Este inhibidor deberia tener utilidad para tratar un paciente que sufra o esté sometido a trastornos

15  (enfermedades) patolégicos mediados por IKK-2, p.¢j., asma o trastorno pulmonar obstructive crénico
(COPD), que puede mejorarse mediante la administracién dirigida del inhibidor.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién estd dirigida a un compuesto que tiene actividlad como inhibidor,
preferiblemente como inhibidor selectivo, de IxB (IKK), en particular [KK-2, y a una composicién y a
métodos relacionados con ello.

En particular, la presente invencién estd dirigida al compuesto sustancialmente puro de férmula (A):

(A)
o una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de dicho compuesto.

Ademés, la presente invencidn esta dirigida a una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad farmaceiiticamente eficaz del compuesto de férmula (A), y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Ademds, la presente invencién esti dirigida al uso de un compuesto de férmula (A) como inhibidor de

la cinasa IxB.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 muestra un dibujo de estudios de formacién de imfdgenes en ratones en el modelo de
raton indicador de NF-xB-luciferasa, en donde se tratan animales con la disolucién de vehiculo/PBS
(animales de control negativo), y en donde unos animales presentan activacién de NF-xB inducida por
IL-18 sin ninglin compuesto presente [vehiculo/IL-18] o con dosis crecientes (0,3 mpk, 1 mpk, 3 mpk
y 10 mpk) del compuesto (A) o compuesto (B).

La FIGURA 2 muestra un dibujo de estudios de formacién de imdgenes en ratones en el modelo de
ratén indicador de NF-xB-luciferasa, que muestra los niveles de bioluminiscencia para animales
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tratados con la disolucién de vehiculo/PBS (animales de control negativo), y en donde unos animales
presentan activacién de NF-xB inducida por IL-18 sin ningiin compuesto presente [vehiculo/IL-18] o
con dosis crecientes (0,3 mpk, 1 mpk, 3 mpk y 10 mpk) del compuesto {A) o compuesto (B).

La FIGURA 3, a la izquierda, muestra una gréifica de los niveles de! compuesto Compound (A)
después de una instilacién i.t. de 0,3 mg/kg del compuesto (A) en tejido pulmonar y plasmitico; ya la
derecha muestra una grifica de los niveles del compuesto Compound (A) y €l compuesto (B) después
de une instilacién i.t de 0,3 mg/kg del compuesto (B) en tejido pulmonar y plasmitico.

La FIGURA 4, a la izquierda, muestra una grifica de la exposicién pulmonar del compuesto (A)
después de la administracién de dosis crecientes (0,01 mpk, 0,03 mpk, 0,10 mpk y 0,30 mpk) del
compuesto (A); y a la derecha muestra una grifica de la exposicion plasmitica del compuesto (A)
después de la administracién de dosis crecientes (0,01 mpk, 0,03 mpk, 0,10 mpk y 0,30 mpk) del
compuesto (A).

La FIGURA 5, 2 la izquierda, muestra una grifica de la exposicién pulmonar de los compuestos (A) y
(B) después de la administracién de dosis crecientes (0,01 mpk, 0,03 mpk, 0,10 mpk y 0,30 mpk) del
compuesto (B); y a la derecha muestra una grifica de la exposicién plasmitica de los compuestos (A) y
(B) después de la administracién de dosis crecientes (0,01 mpk, 0,03 mpk, 0,10 mpk y 0,30 mpk) del
compuesto (B).

DESCRIPCION DETALLADA

Lista de abreviaturas

Como se utilizaron antes y a lo largo de la descripcién de la invencidn, se entenderd que las siguientes
abreviaturas, a menos que se indique lo contrario, tienen los siguientes significados:

Boc;0 carbonato de di-rerc-butilo

DIEA N,N-diisopropiletilamina

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido

ESI-MS espectrometria de masas de ionizacién por electropulverizacidn

FAB-MS espectrometria de masas de bombardeo de dtomos nipidos

HATU hexafluorofosfiato de O«(7-azabenzotriazol-1-il)-N NN N'-
tetrametiluronio

HPLC cromatografia liquida de alta resolucién

PBS disolucién salina tamponada con fosfato



10

15

20

25

30

35

USAV2004/0087 WO
-10-
in por via intranasal
PO oral
ip. intraperitoneal
it. intratraqueal
microcistina-LR toxina hepética producida por ciertas cianobacterias del género
Anabaena y Oscillatoria
mbr milibares
mpk mg/kg
HEPES écido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico
DTT ditiotreitol
ATP adenosina trifosfato
estreptavidina-HRP  conjugado de estreptavidina-peroxidasa de ribano
TMB tetrametilbenzidina
pfu unidades formadoras de placa
MDI inhalador de dosis dosificada
DPI inhalador de polvo seco
Deflniclones

Como se utilizaron antes y a lo largo de la descripcién de la invencidn, se entendeni que los siguientes

términos y expresiones, a menos que se indique lo contrario, tienen los siguientes significados.

Un "compuesto de la invencion”, y la expresiones equivalentes, significan el compuesto de férmula
(A), como se describié en la presente antes, cuya expresién incluye la sal farmacéuticamente aceptable
y el solvato, p.ej., hidrato. De forma similar, la referencia a intermedios, tanto como si ellos mismos se
reivindican como si no, pretende incluir las sales y solvatos, cuando el contexto lo permita. Para
aumentar la claridad, los casos concretos en los que el contexto lo permita se indican, a veces, en el
texto, pero estos casos son puramente jlustrativos y no pretenden excluir otros casos en los que el
contexto lo permita.

“Tratar” o "tratamiento” significa prevencién, alivio parcial 0 curacidn de la enfermedad. El
compuesto y las composiciones de esta invencién son itiles para tratar trastornos que se caracterizan
por la activacién de NF-xB y/o unos niveles mayores de citoquinas y mediadores que son regulados
por NFxB que incluyen, pero no se limitan a TNFa e IL-1B. La inhibicién o supresidn de NF«B y/o
genes regulados por NF-xB, como TNFa puede producirse de forma local, por ejemplo, dentro de
ciertos tejidos del sujeto, o de modo mis extenso en todo el sujeto que se esté tratando para dicha
enfermedad. La inhibicién o supresién de NF-xB y/o genes regulados por NF-xB, como TNFq, puede

43
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_ producirsc mediante uno o més mecanismos, p.¢j., mediante la inhibicién o supresién de cualquier

etapa de la(s) via(s), como la inhibicidn de IKK. La expresién "trastorno asociado a NF-xB" se refiere
a enfermedades que se caracterizan por le activacién de NF-xB en el citoplasma (p.ej., tras la
fosforilacién de IxB). La expresién "trastomo asociado a TNFo" es un trastorno caracterizado por
unos niveles mayores de TNFa. En la presente memoria descriptiva, la expresién "trastorno asociado a
NF-xB" incluye un trastorno asociado a TNFa, pero no esté limitada a éste, puesto que el NF-xB estd
implicado en la actividad y sobrerregulacidn de otras proteinas y genes proinflamatorios. La expresién
"enfermedades o trastornos inflamatorios o inmunoldgicos” se utiliza en la presente para incluir los
trastornos asociados con NF-xB y los trastornos asociados con TNFa, p.ej., cualquier trastorno,
enfermedad o afeccidn que estd asociada con la liberacién de NF-xB y/o unos niveles mayores de
TNFaq, incluyendo trastornos segin se describen en la presente.

Un “paciente” incluye a seres humanos y a otros mamiferos.

Se pretende que una “cantidad farmacéuticamente eficaz” deseriba una cantidad de un compuesto,
composicién, medicamento u otro ingrediente activo eficaz pam producir el efecto terapéutico
deseado.

Se pretende que “sustancialmente puro” se refiera al compuesto que estd sustancialmente libre de
constituyentes biologicos o quimicos, p.ej., aislado de una composicién bioldgica o quimica en donde
los componentes biolégicos o quimicos estén coaislados, y en donde la pureza analitica del compuesto
es preferiblemente al menos 70%. Resulta més preferido cuando la pureza analitica es al menos 90%;
resulta ain més preferido cuando la pureza analitica es al menos 95%; también se pretende que
“gustancialmente puro™ se refiera al compuesto cuando estd sustancialmente exento de profirmacos,
p-¢j., el compuesto (B).

La invencién también se refiere a un proceso para prepara el compuesto de férmula (A), como se
muestra en el siguiente esquema.

59
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Los compuestos de partida para las reacciones quimicas son conocidos, o pueden prepararse con
facilidad utilizando métodos conocidos en la bibliografia. La solicitud de patente de EEUU n® de serie
10/642.970 describe la preparacion del intermedio de écido indolcarboxilico (compuesto 8) utilizado
en la etapa de acoplamiento (vi) anterior. Los compuestos de férmulas (B), (C) y (D) se preparan
como s¢ describe en la solicitud de patente de EEUU n° de serie 10/642.970, que se incorpora en Ia
presente memoria por referencia.

Los métodos de acoplamiento de la quimica de péptidos que son muy conocidos por los expertos en la
técnica (véase, p.ej., Houben-Weyl, Methoden der Organischen Chemie [Métodos de Quimica
Orgédnica], volimenes 15/1 y 15/2, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 1974, cuyo contenido se incorpora
en la presente memoria por referencia), se utilizan de forma ventajosa para condensar los compuestos.
Los compuestos como carbonildiimidazol, carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida o
diisopropilcarbodiimida (DIC), tetrafluoroborato de O-((cieno(etoxicarbonil)metilen)amino)-N, N, N°,
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N'-tetrametiluronio (TOTU) o poli{dcido fosférico) (PPA) son adecuados para utilizar como agentes
condensantes o reactivos de acoplamiento.

Las condensaciones pueden realizarse bajo condiciones convenciomales. En la condensacién es
necesario que los grupos amino presentes que no reaccionan se protejan con grupos proiectores
reversibles. Lo mismo se aplica a los grupos carboxilo que no estédn implicados en la reaccién, estando
estos grupos presentes preferiblemente, durante la condensacidn, como ésteres de alquilo (C,-C),
ésteres bencilicos o ésteres terc-butllicos. No es necesaria una proteccién del grupo amino si los
grupos amino ain estin presentes en forma de precursores, como grupos nitro o grupos ciano, y sélo se
forman mediante hidrogenacién después de la condensacién. Después de la condensacion, los grupos
protectores que estin presentes se eliminan de una forma adecuada. Por gjemplo, los grupos NO,
(proteccion del guanidino en aminoédcidos), grupos benciloxicarbonilo y grupos bencilo en ésteres
bencilicos pueden eliminarse mediante hidrogenacién. Los grupos protectores de tipo terc-butilo se
eliminan bajo condiciones écidas, mientras que el radical 9-fluorenilmetiloxicarbonilo se elimina
utilizando aminas secundarias.

La presente invencién también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
farmacedticamente eficaz del compuesto de férmula (A), y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Realizaciones

Debido a las propiedades farmacolégicas del compuesto segin la invencién, éste resulta adecuado para
el tratamiento de todos los pacientes que sufren o estén sujetos a trastornos que pueden mejorarse
mediante la administracién dirigida de un inhibidor de la cinasa IxB a un sitio en el que el tratamiento
sc realiza mejor por activided localizada frente a sistémica, p.ej., asma o trastomo pulmonar
obstructivo crénico (COPD).

En la pnictica, ¢! compuesto dec la presente invencidn pucde administrarse en una forma de
dosificacién farmacéuticamente aceptable a seres humanos y otros animales mediante administracién
tépica o sistémica, incluyendo la administracién omal, mediante inhalacién, rectal, nasal, bucal,
sublingual, vaginal, colénica, perenteral (incluyendo subcuténea, intramuscular, intravenosa,
intradérmica, intratecal y epidural), intracisternal e intraperitoneal. Se apreciard que la via preferida
puede variar, por ejemplo, segiin el trastorno del receptor.

La administracién intranasal, intratraqueal o mediante inhalacién, as{ como la formacién de aerosoles,
son métodos concretos de administrar el compuesto segin la invencién.
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Las terapias de combinacién pueden mejorar la eficacia y disminuir el riesgo de efectos secundarios,
comparadas con €l aumento de la dosis de un agente tinico. Los inhibidores de IKK pueden
combinarse con broncodilatadores que incluyen, pero no se limitan a B2-agonistas de accién corta; B2-
agonistas de accién prolongada, como salmeterol y formoterol; agents anticolinérgicos, como bromuro
de ipratropio y bromuro de tiotropio. Los inhibidores de IKK tamnbién pueden combinarse con
metilxantinas, como teofilina

Los inhibidores de IKK2 pueden combinarse con varias terapias antiinflamatorias que incluyen, pero
no se limitan a inmunomoduladores dirigidos a diversas etapas de la cascada inflamatoria, y dirigidos a
aliviar los procesos inflamatorios. Estas terapias incluyen, pero no se limitan a:

(A) inhibidores del reclutamiento celular y mediadores inflamatorios tdxicos que incluyen, pero no se
limitan a inhibidores de fosfodiestereasa-4; inhibidores de la proteina-cinasa activada por mitdgenos
p38; compuestos biofarmacéuticos, como el antifactor alfa de necrosis tumoral, la antiinterleuquina-8,
y la antiproteina 1 quimioatrayente de momocitos; inhibidores de moléculas de adhesién y factores
quimiotdcticos; y moléculas que interfieren con la supervivencia celular y la eliminacién/apoptosis.;

{B) inhibidores de enzimas proteoliticas que incluyen, pero no se limitan a inhibidores de serina-
proteasas derivadas de neutr6filos, como elastasa de neutréfilos; e inhibidores de metaloproteinasas de
matriz (MMP) como MMP-2, MMP-9 y MMP-12;

{C) antioxidantes que incluyen, pero no se limitan a N-acetilcisteina, e inhibidores o captadores de
especies de oxigeno reactivo; y péptidos toxicos como defensinas que pueden provocar directamente
dadlos celulares;

(D) inhibidores de la produccidén de moco que incluyen, pero no se limitan a inhibidores de genes
mucosos; y también agentes de eliminacidn de moco como expectorantes, mwucoliticos y
mucocinéticos; y

(E) terapia de antibi6ticos como con un cetdlido, por ejemplo Ketek®.

Las combinaciones de firmacos de la presente invencién pueden administrarse a una célula o células, o
a un paciente humano, en formulaciones farmacéuticamente aceptables por separado administradas de
modo simultdneo o secuencial, formulaciones que conticnen mis de un agente terapéutico, o mediante
una mezcla de formulaciones de un (nico agente y miiltiples agentes. Sea cual sea la forma de
administracidn, estas combinaciones de firmacos forman una cantidad farmacéuticamente eficaz de
componentes.

El régimen de tratamiento/programa de dosificacién puede modificarse, de forma razonable, a lo largo
del desarrollo de la terapia de modo que las cantidades menores de cada una de las cantidades
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farmacéuticamente eficaces de los compuestos utilizados en la combinacién, que juntos muestran una
eficacia farmacéutica satisfactoria, se administran, y de modo que la administracién de esta cantidad
farmacéuticamente eficaz de los compuestos en la combinacién continiia sélo el tiempo necesario para
tratar al paciente con éxito.

Una composicién farmacéutica sepnin la invencién se produce y administra preferiblemente
unidades de dosificacién, conteniendo cada unidad, como constituyente activo, una dosis concreta del
compuesto. Las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto de férmule (A) se encuentran
dentro del alcance de esta invencién. El término "sal(es)" significa sales de adicién de dcidos o bases
formadas con dcidos y bases. Ademis, el término "sal(es)” incluye sales de iones bipolares (sales
internas), es decir, el compuesto de férmula (A) contiene un resto bisico, como una amina o un anillo
de piridina o imidazol, y un resto dcido, como 4cido carboxilico. Se prefieren las sales
farmacéuticamente aceptables (es decir, fisioldgicamente aceptables no téxicas) como, por cjemplo,
sales metilicas y de amina aceptables en las que €l catién no contribuye de forma significativa a Ia
toxicidad o actividad biolégica de la sal. Sin embargo otras sales pueden ser itiles, p.ej., en las etapas
de aislamiento o purificacién que pueden emplearse durente la preparacién y, por tanto, se contempla
que se encuentran dentro del alcance de la invencidn. Las sales de los compuestos de frmula (A)
pueden formarse, por ejemplo, haciendo reaccionsr un compuesto de férmula (A) con una cantidad de
dcido o base, como una cantidad equivalente, en un medio como uno en ¢l que la sal precipita o en un
medio acuoso seguido de liofilizacién.

Las sales de adicion de dcidos se forman con el compuesto de la invencién que porta un resto(s)
bisico(s), como nitrégeno de imino, amino o un grupo mono- o disustituido. Las sales de adicién de
dcidos concretas son las sales de adicidn de dcidos farmacéuticamente aceptables, es decir, las sales
cuyo anién no es téxico para el paciente a la dosis farmacéutica de la sal, y de forma que los efectos
beneficiosos inherentes a la forma libre del compuesto no se ven viciados por los efectos secundarios
atribuibles al anién. Las sales se eligen de forma éptima para que sean compatibles con los vehiculos
farmacéuticos acostumbrados y se adaptan a una forma de administracién aplicable. Las ssles de
adicién de 4cidos del compuesto de esta invencion pueden prepararse haciendo reaccionar la forma
libre de la molécula que porta el resto bdsico con el dcido apropiado, mediante la aplicacién o
adaptacién de métodos conocidos. Por gjemplo, las sales de adicién de dcidos del compuesto de esta
invencién pueden prepararse disolviendo la forma libre de 12 molécula que porta el resto bdsico
agua o una disolucin acuosa alcohdlica u otros disolventes adecuados que contienen el dcido
apropiado, y sislando 1a sal mediante evaporacién de la disolucién, o haciendo reaccionar la forma
libre de la molécula que porta el resto bisico y el dcido en un disolvente orgénico, en cuyo caso la sal
se separa directamente, o pueden obtenerse mediante concentracién de la disolucién. Algunos écidos
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adecuados para utilizar en la preparacién de estas sales son el dcido clorhidrico, dcido bromhidrico,
dcido fosférico, deido sulfirico, diversos dcidos carboxilicos y sulfnicos orgénicos, como el 4cido
acético, dcido citrico, dcido propidnico, écido succinico, écido benzoico, écido tartdrico, dcido
fumdrico, acido mandélico, dcido ascérbico, dcido milico, écido metansulfénico, #cido
toluensulfénico, dcido mandélico, dcido ascérbico, dcido milico, dcidos grasos, alginato de adipato,
ascorbato, aspartato, bencensulfonato, benzoato, ciclopentanpropionato, digluconato, dodecilsulfato,
bisulfato, butirato, lactato, laurato, laurilsulfato, maleato, hidroyoduro, 2-hidroxietansulfonato,
glicerofosfato, picrato, pivalato, pslmoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, tiocianato, 2-
naftalensulfonato, undecancato, nicotinato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, canforrato,
camforsulfonato y otros.

Las sales de adicidn de écidos del compuesto de esta invencin también pueden utilizarse para
regenerar el compuesto de origen de la invencién a partir de las sales mediante la aplicacién o
adaptacion de métodos conocidos. Por ejemplo, el compuesto de origen de la invencién puede
regenerarse a partir de sus sales de adicién de dcidos mediante un tratamiento con un alcali, p.ej., una
disolucién acuosa de bicarhonato de sodio o una disolucién acuosa de amoniaco.

Las sales de adicién de bases se forman con los compuestos de 1a invencién que portan ¢l resto
carboxi. Las sales de adicién de bases concretas son las sales de adicién de bases farmacéuticamente
eceptables, es decir, las sales cuyo catién no es toxico para el paciente a la dosis farmacéutica de la sal,
de forma que los efectos beneficiosos inherentes a la forma libre del compuesto no se ven viciados por
los efectos secundarios atribuibles al anién. Las sales se eligen de forma Optima pama que sean
compatibles con los vehiculos farmacéuticos acostumbrados y se adaptan a una forma de
administracién aplicable. Las sales de adicién de bases del compuesto de esta invencién pueden
prepararse haciendo reaccionar la forma libre de la molécula que porta ¢l resto dcido con la base
apropiada, mediante la aplicacién o adaptacién de métodos conocidos. Por ejemplo, las sales de
adicién de buses del compuesto de esta invencién pueden prepararse disolviendo la forma libre de 1a
molécula que porta el resto dcido en agua o una disolucién acuosa alcohdlica u otros disolventes
adecuados que contienen la base apropiada, y aislando la sal mediante evaporacién de la disolucién, o
haciendo reaccionar la forma libre de la molécula que porta el resto dcido y la base en un disolvente
orginico, en cuyo caso la sal se separa directamente o pueden obtenerse mediante concentracién de la
disolucién. Algunas bases adecuadas para utilizar en la preparacién de estas sales son las derivadas de
sales de metal alcalino-térreo o amines, como hidruro de sodio, hidréxido de sedio, hidréxido de
potasio, hidréxido de calcio, hidréxido de aluminio, hidréxido de litio, hidréxido de magnesio,
hidréxido de cinc, amoniaco, etilendiamina, N-metilglucamina, ligina, arginina, omitina, colina, N,N'-
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dibenciletilendiamina, cloroprocaina, dietanolamina, procaina, N-bencilfenctilamina, dictilamina,
piperazina, tristhidroximetil)aminometano, hidréxido de tetrametilamono y similares.

Las sales de adicién de bases del compuesto de esta invencién también pueden utilizarse para
regenerar el compuesio de origen de la invencidn a partir de las sales mediante la aplicacién o
adaptacién de métodos conocidos. Por ejemplo, el compuesto de origen de la invencién puede
regenerarse a partir de sus sales de adicién de bases mediante un tratarniento con un écido, p.€j., deido
clorhidrico.

En la prictica, el compuesto de la presente invencidn se administra en una formulacién adecuada a
pacientes, de forma que su actividad se localiza de forma concreta. Se apreciard que la via preferida
dependerd del sitio del trastomo al cual se dirige la administracién,

Las formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables se refieren a las formas de dosificacién del
compuesto de la invencién e incluyen, por ejemplo, polvos, suspensiones, pulverizados, inhalantes,
comprimidos, emulsiones y disoluciones particularmente adecuadas para Ia inhalacién. Las técnicas y
formulaciones pueden encontrarse, en general, en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, PA, Gltima edicién.

Si se desea, y para una distribucion mis eficaz, el compuesto puede microencapsularse dentro, o unirse
a sistemas de administracién de liberacidn lenta o dirigida, como matrices de polimeros biodegradables
y biocompatiblas (p.ej., poli(co-glicdlido de d,l-lactida)), liposomas y microesferas, e inyectarse por
via subcutdnea o intramuscular mediante una técnica denominada depot subcutineo o intramusculsr,
para proporcionar una liberacién lenta continua del(los) compuesto(s) durante un periodo de 2 semanas

0 mayor.

El compuesto también puede esterilizarse, por ¢jemplo, mediante filtracion a través de un filtro que
retiene a Ins bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas
estériles que pueden disolverse en agua estéril, o algin otro medio estéril inmediatamente antes del
uso.

Las formulaciones adecuadas pra la administracién nasal o traqueal significan unas formulaciones que
estén en una forma adecuada para ser administrada por via nasal 0 mediante inhalacién al paciente. La
formulacién puede contener un vehiculo, en forma de polvo, que tiene un tamailo de particula, por
ejemplo, en el intervalo de 1 a 500 micras (incluyendo los tamaflos de particula en un intervalo entre
20 y 500 micras en incrementos de 5 micras, como 30 micras, 35 micras, eic.). Las formulaciones
adecuadas en las que el vehfculo es un liquido, para su administracién, por ejemplo, como un
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pulverizado nasal o gotas nasales, incluyen disoluciones acuosas u oleosas del ingrendiente activo. Las
formulaciones adecuadas para la administracién en aerosol pueden prepararse segiin métodos
convencionales, y pueden administrarse con otros agentes terapéuticos. MDI y DPI son medios
factibles para realizar una terapia de inhalacién mediante la administracidn de una forma de
dosificacion del compuesto de la presente invencién.

Los niveles de dosificacidn reales del(los) ingrediente(s) activo(s) las composiciones de la
invencién pueden variarse para obtener una cantidad del(los) ingrediente(s) activo(s) que es(son)
eficaz(eficaces) para obtener una respuesta terapéutica deseada para una composicién concreta y un
método de administracién al paciente. Un nivel de dosificacion seleccionada pam cualquier paciente
concreto, por tanto, depende de una diversidad de factores, incluyendo el efecto terapéutico deseado, la
via de administracién, la duracién deseada del tratamiento, la etiologia y gravedad de la enfermedad, la
condicién del paciente, el peso, el sexo, In dieta y edad, el tipo y potencia de cada ingrediente activo,
las velocidades de absorcién, metabolismo y/o excrecién, y otros factores.

Una dosis diaria total de los compuestos de esta invencién administrada a un paciente en dosis
unitarias o divididas es aproximadamente 1000 mg, mds particularmente de aproximadamente 50 mg a
300 mg, y ain mis particularmente de aproximadamente 10 mg a 100 mg. Sin embargo también
pueden resultar apropiadas unas dosis diarias mayores o menores. La dosis diaria puede administrarse
mediante una administracién Unica en forma de una unidad de dosificacién unitaria, o de varias
unidades de dosificacién menores, o mediante la administracién miltiple de dosis subdivididas en
intervalos predeterminados. El porcentaje de ingrediente activo en una composicion puede variarse,
aunque deberia constituir una proporcidn de modo que se obtenga una dosificacién adecuada.
Obviamente pueden administrarse varias formas de dosificacién unitarias aproximadamente al mismo
tiempo. Una dosificacién puede administrarse con tanta frecuencia como sea necesaria para obtener el
efecto terapéutico deseado. Algunos pacientes pueden responder con rapidez & una dosis mayor o
menor, y pueden encontrar adecuada una dosis de mantenimiento mucho més débil. Para otros
pacientes puede resultar necesario realizar tratamientos a largo plazo con una proporcién de 1 2 4 dosis
diarias, segin los requerimientos fisioldgicos de cada paciente concreto. Se entiende que, para otros
pacientes, serd necesario prescribir no mas de una o dos dosis diarias.

Las formulaciones pueden prepararse en una forma de dosificacién unitaria mediante cualquier método
conocido en la técnica de la farmacia. Estos métodos incluyen la etapa de poner en asociacién el
ingredicnte activo con el vehiculo que constituye uno o més ingredientes accesorios. En general, las
formulaciones se preparan poniendo en asociacién, de manera uniforme ¢ intima, el ingrediente activo

6/
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con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos, o ambos, y después, si resulta
necesario, moldear el producto.

Parte experimental

Para anslizar se utilizaron métodos espectroscépicos de masas (FAB-MS, ESI-MS). Las temperaturas
se indican en grados Celsius; TA indica temperatura ambiente (de 22°C a 26°C). Las abreviaturas
utilizadas se explican o se comresponden con convenciones acostumbradas para los expertos en la
técnica,

La invencidn se ejemplifica mediante los siguientes ejempios.

EJEMPLOS
PREPARACION 1
Sintesis de (3-(N-fenil-N-2-piridil)amino)-2-(di-terc-butoxicarbonilamino)propionato de metilo
(esquemna 1, compuesto 3)
Esquema 1

R AAh

o0 ,f ——— Q
e A T (Y
/T\ : /T\ "

2-(di-ferc-butoxicarbonilamino)acrilato de metilo (esquema 1, compuesto 2)

Se disolvieron 50 g (0,228 mol) de (ferc-butoxicarbonil)serina (1) en 300 m! de acetonitrilo. Se
afiadieron 107 g (0,493 mol) de dicarbonato de di-ferc-butilo y 2,64 g (22 mmol) de
4-(dimetilamino)piridina (DMAP). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante Ia noche,
después de lo cual el disolvente se eliminé bajo presién reducida, y el residuo se suspendié en 500 ml
de acetato de etilo. La fase orginica se lavd con 500 ml de HCI 1 N, se secd utilizando sulfato de
magnesio y los disolventes orginicos se eliminaron bajo presién reducida. Se obtuvieron 23 g del
acrilato 2 mediante cristalizacién del residuo en 200 ml de heptano a -30°C y después filtrando con
succidn. El licor madre se concentrd y el residuo se disolvié en 140 ml de acetonitrilo. Se adadieron

b2
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31 g (0,142 mol) de dicarbonato de di-ferc-butilo y 1,26 g (10 mmol) de DMAP. Después de calentar
la mezcla a 50°C durante 8 h, el disolvente se elimind al vacio y el.residuo se suspendid en 500 ml de
acetato de etilo. La fase orgénica se lavé con 400 ml de HCI 1 N y se secd sobre sulfato de magnesio.
Después de que el disolvente se hays eliminado al vacio se obtuvieron 31,5 g més del acrilato 2
mediante cristalizacion en heptano. Rendimiento: 54,5 g (0,181 mol), 79%. Formula empfrica
C1:HuNO,; PM. = 301,34; MS ((ZM*)+Na+) 625,7. RMN de 'H (DMSO-d), 1,40 (s, 18 H), 3,74 (5, 3
H), 5,85 (s, 1 H), 6,28 (s, 1 H).

(3-(N-fenll-N-2-piridil)amino)-2-(d}-ferc-butoxicarbonllamino)proplonato de metllo (esquema 1,
compuesto 3)

Se mezclaron 4,96 g (16,5 mmol) del acrilato 2 con 5,6 g (33 mmol) de 2-anilinopiridina y 32,16 g
(98,7 mmol) de carbonato de cesio. Se afladieron 50 ml de acetonitrilo y la mezcla se agith a 45°C
durante 2 dias. El s6lido se elimind mediante filtracidn con succién a través de diatomita y se lavd 3
veces con perciones de 100 ml de acetonitrilo. Las fases orginicas reunidas se evaporuron y el residuo
se cromatografié en gel de silice, utilizando heptano/éter dietlico 1:1. Se obtuvieron 5,66 g (73%) del
éster 3. Férmula empirica C;3Hy3NyOp; P.M. = 471,56; MS (M+H) 4722

Separacién de los enantiémeros (esquema 1, compuesto 3(S) y compuesto 3(R))

Se prepard el aminoéster racémico 3 a partir del correspondiente éster acrilico 2 y después sc separd en
los enantiémeros 3(S) y 3(R) mediante HPLC preparativa utilizando fases estacionarias quirales, como
Chiralpek AD (Deuicel) 100 x 380, a temperatura ambiente, caudal 300 ml/min. La purera de los
enantiémeros se determiné mediante HPLC analitica, como Chiralpak-AD-H (Daicel) 4,6 x 250, 30°C,
caudal 1 ml/min, temperatura ambiente.

PREPARACION 2
Sintesis de dcido 2-(2-metilaminopirimidin-4-il)-1H-indol-5-carboxilico (8)
(Esquema 2, compuesto 8)
Esquema 2
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1-dimetllamino-4,4-dimetoxipent-1-en-3-ona (esquema 2, compuesto 6)

Se agitaron 100 g (0,76 mol) de 3,3-dimetoxi-2-butanona (4) junto con 90,2 g (0,76 mol) de NN-
dimetilformamida dimetil acetal (5) a 120°C durante 48 h. El metanol formado en la reaccidn se
eliminé de modo continuo de la disolucién de reaccién mediante destilacién. La cristalizacién se
produjo de forma espontimea cuando la disolucién se enfrid, y se completd la cristalizacién mediante
la adicién de una pequefia cantidad de heptano. Esto produjo 128,24 g del producto bruto 6
(rendimiento 90%), que se hizo reaccionar sin mayor purificacién. Férmula empirica CoH;/NO,; P.M.
= 187,24; MS (M+H) 188,2. RMN de ‘H (DMSO-ds), 1,22 (s, 3 H), 2,80 (s, 3 H), 3,10 (s, 9 H), 5,39
(d,/=15Hz, 1 H), 7,59 (d,/ =15 Hz, 1 H).

[4-(1,1-dimetoxietil)pirimidin-2-il| metilamina (esquema 2, compuesto 7)

Se disolvieron 1,22 g (53 mmol) de sodio en 100 ml de etanol absoluto. Se afiadieron 5.8 g (53 mmol)
hidrocloruro de metilguanidina y 10 g (53 mmol) de 1-dimetilamino-4,4-dimetoxipent-1-en-3-ona (6) a
esta disolucion mientras se agita, y todo se calentd a reflujo durante 4 h. Para terminar la reaccién se
evapord el etanol. El producto resultante 7 se utilizé pams la posterior reaccién sin mayor purificacion.
Rendimiento: 11,5 g (58 mmol, cuantitativo); Férmula empirica CHsN;O,; P.M. = 197.24; MS
(M+H) 198,2. RMN de 'H (DMSO0-dy), 1,45 (s, 3 H), 2,78 (s, 3 H), 3,10 (5, 6 H), 6,75 (d, /=3 Hz, 1
H), 7,0-7,1 (s(a), 1 H), 8,30 (d, /=3 Hz, 1 H).

Acldo 2-(2-metilaminopirimidin-4-i1)-1H-Indo}-5-carboxilico (esquema 2, compuesto §)

Se afiadieron 5 g (25 mmol) de [4-(1,]1-dimetoxietil)pirimidin-2-iljmetilamina (7) y 3,85 g de écido
4-hidrazinobenzoico, a temperatura ambiente y mientras se agita, a 150 ml de dcido sulfiirico al 50%, y
la mezcla se calentd a 130°C durante 4 h. El metanol que se formd en 1a reaccion se retird de forma
continua de la disolucién de reaccién mediante destilacién. Después de enfriar hasta 10°C, la mezcla
de reaccién se vertid en 200 ml de hielo y se ajusté a un pH de sproximadamente 5,5 con una
disolucién de hidréxido de sodio concentrada. El precipitado formado de sulfato de sodio y mezcla de
producto se retird mediante filtracidn, y el residuo del filtro se extrajo varias veces con metanol. Los
extractos de metanol reunidos se concentraron, y el producto 8 se purificé mediante cromatografia de
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resolucién répida (CH;Cly/metanol 9:1). Rendimiento: 0,76 g (11%); Férmula empirica C,.H,2N.O5;
P.M. = 268,28; MS (M+H) 269,1. RMN de 'H (DMSO-d;), 2,95 (s, 3 H), 6,90-7,10 (s(a), 1 H), 7,18
(d,/=3 Hz 1 H),74 (s, 1 H), 7,58 (d,/=4,5 Hz, 1 H), 7,80 (d, /=45 Hz, 1 H), 8,30 (5, 1 H), 8,38
(d,/=13 Hz, 1 H), 11,85 (s, 1 H), 12,40-12,60 (s(a), 1 H).

EJEMPLO 1
Sintesis de dcido 2- {[2-(2-metilaminopirimidin-4-il)-1H-indol-S-carbonil]amino } -3 fenilpiridin-2-
ilamino)propiénico (A)
Esquema 3

L D

Ester metilico del icido 2-{[2-(2-metilaminopirimidin-4-1I)-1H-indo}-S-carbonll]amino}-3-
(fenllpiridin-2-ilamino)proplénico (esquema 3, compuesto 10)

Se disolvieron 2,9 g del enantiémero S de 3 (3 (§)) en 30 ml de dioxano, y la disolucién se enfrié hasta
0°C. Se afiadieron 30 mi de HCI 4 N en dioxano, después de lo cual se dejé que la mezcla alcanzase |a
temperatura ambiente y después se agitd durante 12 h. El disolvente se eliminé al vacio. El residuo se
suspendié en 30 ml de DMF (disolucién A). Se disolvieron 2,47 g (9,2 mmol) del dcido 8 en 50 ml de
DMF y se enfrié hasta 0°C. Se afladieron 4,21 g de HATU y 6,4 ml de DIEA. Después de que la
mezcla se agitase a 0°C durante 45 minutos, se dejé que alcanzase 1a temperatura ambiente y se afladié
la disolucién A. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 12 h. El disolvente se eliminé al
vacio y el residuo se repartié entre 300 mi de una disolucion saturada de NaHCO, y 300 ml de acetato
de etilo. La fase acuosa se extrajo tres veces con porciones de 100 ml de acetato de etilo y las fases
orgénicas reunidas se lavaron con 400 ml de una disolucién saturada de NaCl. La fase orgéinica se secd
con sulfato de magnesio. Los disolventes se eliminaron bajo presidn reducida y el residuo se
cromatografié sobre gel de silice utilizando heptano/acetato de etilo 1:3. Se obtuvieron 1,78 g (55%)
del éster 10. Férmula empirica C3H;;N;O,; P.M. =521,58; MS (M+H) 522.2.
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Acldo 2-{[2-(2-metllaminopirimidin-4-i)-1 H-Indo}-S-carboniljamino}-3-(fenllpiridin-2-
ilamino)propidnico (esquema 3, compuesto A)

Se disolvieron 2,0 g (3,8 mmol) del éster metilico 10 en 200 ml de metanol. Se afadio 1 ml de NaOH
acuoso 2 N y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 12 bh. Después de evaporar los
disolventes, el residuo se disolvié en agua y el pH se sjusté a aproximadamente 5 utilizando una
disolucién saturada de NaH,PO,. El precipitado resultante se retiré mediante filtracién y se lavé con
agua. Después de secar bajo presién reducida de aproximadamente 1 mbar a 40°C, se aislaron 1,95 g
(rendimiento cuantitativo) del dcido A. Férmula empirica CysH:N;0;; P.M. = 507,56; MS (M+H)
508,3. RMN de 'H (DMSO-dy), 2,95 (s, 3 H), 4,22-4,50 (m, 2 H), 4,65-4,72 (m, 1 H), 6,29 - 6,36 (d, 1
H), 6,70 — 6,79 (m, 1 H), 6,90 — 7,10 (sa, 1 H), 7,13-7,19 (m, 1 H), 7,22-7,38 (m, 5 H), 7,40-7 48 (m, 3
H), 7,50-7,55 (m, 1 H), 7,57-7,60 (m, 1 H), 7,96 (sa, 1 H), 8,34 — 8,40 (m, 2 H), 8,80 — 8,90 (d, 1 H),
11,80 (s, 1 H).

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO IN VITRO
ELISA de Ia enzima IKK

E!l tampdn de ensayo tenia la siguiente composicién (HEPES 50 mM, MgCI2 10 mM, B-glicerofosfato
10 mM, microcistina-LR 2 yM, NP-40 al 0,01%, DTT 5 mM).

La preparacion de enzima IKK se diluyé 1:50 (prepamacidén preparada in situ) més compuesto de
ensayo en DMSO (concentracién final en el pocillo: 2 %).
El procedimiento de ensayo es como sigue:
incubacién de enzima y el compuesto durante 30 min;
adicién de ATP | mM o ATP 50 uM;
péptido pSer36-TkB (sustrato): 40 uM;
incubacién durante 45 min y adicién de anticuerpo anti-péptido pSer32-pSer36-IkB;
incubacién durante 45 min y traslado a una placa revestida con proteina G;
incubacién durante 90 min, seguida de 3x lavados;
adicién de estreptavidina-HRP, después incubacién durante 45 min, seguida de 6x lavados;
adicidn de TMB e incubacién durante 15 min; y
disolucién de detencién y lectura utilizando un fotdmetro.
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Los resultados del anilisis in vitro aparecen en |a tabla I a continuacién.

Tabla1
Compuesto ICs (nM) : ICs (nM)
ATP 1mM | ATP 50pM
] A | 008 | 04
! B I 564 | 0,8
| C | 378 i 16,8
I D | 3'8 . 'I -

En el ELISA de la enzima IKK descrito antes, 8 ATP.1 mM, el compuesto de férmula (A) muestra una
ICsp de Ila cinasa IxB 705, 4,725 y 47,5 veces mayor que los compuestos (B), (C) v (D),
respectivamente. Estos datos demuestran una actividad inesperada y significativamente superior del
compuesto (A) con relacién a los compuestos (B), (C) y (D).

COMPARACION MEDIANTE PROCEDIMIENTOS DE ENSAYO IN VIVO ENTRE LOS
COMPUESTOSAYB

La expresién génica inducida por NF-xB contribuye significativamente a ln patogénesis de
enfermedades inflamatorias, como asma y artritis. La cinasa IxB (IKK) es el punto convergente para la
activacién de NF-xB por un amplio espectro de agonistas inflamatorios.

La IKK es un complejo de miltiples subunidades que contiene dos subunidades cataliticas, IKK-1
(mmbién denominada IKK-a) e IKK-2 (también denominada IKK-f8), y la subunidad reguladora IKK-
¥. Estudios de desactivacion de genes (knockout) han demostrado claramente que las subunidades
[KK-2 o IKK-B del complejo IKK son necesarias para la activacién de NF-xB por todos los estimulos
proinflamatorios conocidos, incluyendo el lipopolisacérido (LPS), e IL-18. Por consiguiente, las
células deficientes en IKK-B son deficientes en la activacién de IKK y NF-xB en respuesta al factor
alfa de necrosis tumoral (TNFa) o Ia interleuquina-1p (IL-1B).

Los datos de formacién de bioimégenes in situ también han demostrado que la actividad NF-xB
inducida por IL-1P en ¢l pulmén es inhibida por la adminigtracién de una forma negativa dominante de
IKKB (Adv-TIKK-2 DN). Por tanto, un inhibidor selectivo de IKK-$ no sélo serfa de gran interés como
agente antiinflamatorio potencial, sino también serla una herramienta valiosa para comprender los
mecanismos que regulan la activacién de NF-xB por estos agonistas inflamatorios.
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A. Modelo de ratén indicador de luclferasa-NF-xB
Métodos empleados para los estudios de formacién de imdgenes en mtones con el compuesto (A) y el
compuesto (B).

Descripelén general
Los compuestos se utilizaron como suspensiones nanotrituradas en Tween 80 al 0,2% en PBS, y se
dosificaron a través de la via intranasal.

Administracién del firmaco por via Intranasal y estimulos inflamatorios: Los ratones se anestesiaron
con gas isoflurano al 4% en oxigeno. Se aplicd un volumen de 25 pl a cada orificio nasal y se dejé que
los ratones aspiraran la suspensidn.

Se utilizaron ratones Balb/c hembra de 6-8 semanas para los estudios, en los que se instild en el
pulmon un indicador de AdV-NFxB-luciferasa. Pama obtener las imégenes de los ratones se
anestesiaron con isoflurano al 4% en oxigeno. La luciferina se administrd i.p. a una dosis de 150
mg/kg. Diez minutos después de [a inyeccion de luciferina, se formaron las imégenes de los animales
en un sistema IVIS200 (Xenogen) con una exposicién bioluminiscente de un minuto. Como
alternativa, a los 10-15 minutos después de la administracién de luciferina, se les practicé una
eutanasia riipida o los ratones y los tejidos intermos se diseccionan y se formaron las imdgenes ex vivo.

B. Determinaclén de dosis-respuesta

Se administraron 1-2 x 10°* pfu de adenovirus-NFxB-luciferasa por via intranasal 3-5 dias antes de la
estimulacion (i.n.) con un estimulo inflamatorio (IL-1B o LPS). Los animales se dosificaron i.n. con
0,3-10 mg/kg del compuesto de 30 min-1 h antes de 1a exposicion a 0,5 pg de LPS o 50 ng de IL-1P.
Entonces se formé una imigen del animal una o varias veces de 1 h a 24 h después de administrar el
estimulo inflamatorio.

Los resultados de los procedimientos in vivo son los siguientes.

Los efectos del compuesto (A) y el compuesto (B) sobre la activacién de NF-xB inducida por IL-1P se
muestran en las figuras 1 y 2, Aunque ambos compuestos inhibfan la actividad NF-xB de una manera
dependiente de Ia dosis, el compuesto (A) mostré una eficacia superior con una EDy, estimada de
aproximadamente 1 mg/kp.

£B
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C. Procedimientos farmacocinéticos

Se utilizaron cobayas Hartley macho (450-550 g), previamente sensibilizados con ovoalbimina, para
la determinacién de los niveles de compuesto en pulmén y plasma. Se dosificaron suspensiones
nanotrituradas del compuesto (A) y el compuesto (B) mediante instilacién intratraqueal a 0,01, 0,03,
0,1 y 0,3 mp/kg. Una hora después de la dosificacion, se practicd la eutanasia a los animales (Euthasol),
y se obtuvieron muestras sanguineas de 1 ml mediante puncién cardiaca y se recogieron en jeringas
revestidas con heparina. El plasma sc¢ separd del componente celular de la sangre mediante
centrifugacién, y se conservé a -80°C hasta que se ensay6. Los pulmones se retiraron mediante
diseccion, se secaron con papel secante, se pesaron y se conservaron en viales de vidrio de 20-25 ml de
modo individual a -80°C hasta que se ensayaron para determinar los niveles del compuesto.

Las diferencias clave entre los perfiles farmacocinéticos del compuesto (A) y compuesto (B) se
ilustran en la figura 3 utilizando los descubrimientos del grupo de dosis mayor (0,3 mg/kg).

La figura 3 demuestra que 1a exposicién pulmonar al compuesto (A) o el compuesto (B) después de 1a
instilacion i.t. del compuesto (B) es baja con relacién al compuesto (A) después de la administraciém
i.t., lo cual sugiere que el compuesto (B) s¢ absorbe con rapidez desde el pulmén.

Las fipuras 3 a 5 también demuestran que ¢l compuesto (B) seria un candidato mds débil para Ia
inhalacién, porque 1) se distribuye muy sistémicamente después de la exposicién, cuando se
administra por via intratraqueal; 2) el compuesto (B) es un profirmaco del compuesto (A) que tiene un
perfil de exposicién diferente; y 3) el compuesto (B) produce una exposicién reducida al compuesto
(A) en el pulmdn que la que se obtiene dosificando directamente el compuesto (A).

El compuesto (A) es un candidato mds fuerte para la inhalacién que el compuesto (B), porque 1) el
compuesto (A) tiene una exposicion sistémica baja después de la administracién it. y oral; y 2) el
compuesto (A) deberia tener un mayor tiempo de residencia pulmonar.

Ademis, existen apoyos para afirmar que el compuesto (B) esta muy sistemiticamente disponible
cuando se administra por via oral.

La razon entre pulmén a plasma para el compuesto (A) varia entre 143 y 284 (dependiendo de la
dosis), mientras que la razén entre pulmdn a plasma para el compuesto (B) varia entre 13 y 44
(dependiendo de la dosis). Estas razones se obtuvieron dividiendo los niveles pulmonares del
compuesto entre los comrespondientes niveles plasméticos a la misma dosis.

€7
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REIVINDICACIONES:

1. Un compuesto sustancialmente puro de férmula (A)

o¥e

O A —
Y\H \ [ \
OH /
ﬁ N
NH
H,C
(A)

o su sal farmacéuticamente aceptable o solvato.

2, Una composicién farmacéutica que comprene una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
compuesto de férmula (A) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

3 Un método para tratar un paciente que sufre o esti sometido a un trastomo patoldgico que
pucde mejorarse mediante la inhibicién de IKK-2, que comprende administrar a dicho paciente una
cantidad farmacéuticamente eficaz del compuesto segin la reivindicacién 1.

4. El método segiin la reivindicacién 3, en el que la administracién se realiza para producir una
actividad localizada.

5. El método segin la reivindicacidon 3, en el que el trastorno patolégico es asma, rinitis,
trastorno pulmonar obstructivo cronico, o exacerbaciones del trastorno pulmonar obstructivo crénico.

6. El método segun la reivindicacién 3, en el que la administracién es por via intratraqueal,
intranasal, mediante inhalacién, o mediante administracién de un aerosol.

7. Un metodo para tratar a un paciente que padece asma, que comprende administrar al paciente
una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1.

8. Un metodo para tratar a un paciente que padece rinitis, que comprende administrar al paciente
una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1.
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9. Un metodo para tratar a un paciente que padece el trastorno pulmonar obstructivo crénico, que
comprende administrar al paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto de la
reivindicacién 1.

10. Un metodo para tratar a un paciente que padece el trastomo de exacerbaciones pulmonares
obstructivas cronicas, que comprende administrar al paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz
de un compuesto de la reivindicacidn 1.

11. La composicion farmacéutica segiin la reivindicacidn 2, que comprende ademis una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un broncodilatador,
un beta-2-agonista de accién prolongada, un agente anticolinérgico, una metilxantina, y una terapia
antiinflamatoria, mezclados con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. La composicién farmacéutica segin la reivindicacién 11, en la que el broncodilatador es un beta-
2-agonista de accion corta; el beta-2-agonista de accién larga se selecciona de salmeterol y formoterol;
el agente anticolinérgico se selecciona de bromuro de ipratropio y bromuro de tiotropio; la
metilxantina es teofilina; y la terapia antiinflamatoria se selecciona de inhibidores del reclutamiento
celular y mediadores inflamatorios tdxicos, inhibidores de enzimas proteoliticas, antioxidantes,
inhibidores de la produccién de moco, y terapia de antibidticos.

13. Un método para tratamiento segiin la reivindicacién 3, que comprende ademds administrar una
cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un
broncodilatador, un beta-2-agonista de accién prolongada, un agente anticolinérgico, una metilxantina,
y una terapia antiinflamatoria, mezclados con un vehiculo farmacéuticamente acepiable.

14, Un método para tratamicnto segin la reivindicacién 13, en el que ¢l broncodilatador es un beta-2-
agonista de accidén corta; el beta-2-agonista de accidn larga se selecciona de salmeterol y formoterol; el
agente anticolinérgico se selecciona de bromuro de ipratropio y bromuro de tiotropio; la metilxantina
es teofilina; y la terapia entiinflamatoria se selecciona de inhibidores del reclutamiento celular y
mediadores inflamatorios tdxicos, inhibidores de enzimas proteoliticas, antioxidantes, inhibidores de 1a

produccién de moco, y terapia de antibiéticos. '
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION

La presente invencidn estd dirigida al compuesto sustancialmente puro de férmula {A),

2,0

'd
O A —
N N\
H A\ N
OH N N4
NH
H,C

(A)
o una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de dicho compuesto; a una composicién farmacéutica
que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz del compuesto de formula (A), y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable; y al uso de un compuesto de formula (A) que tiene actividad como
inhibidor, preferiblemente un inhibidor selectivo, de IxB (IKK), en particular IKK-2, y a métodos
relacionados con ello.

32



FIGURA 1

Inhibicién de la actividad NF-xB inducida por IL-1P en
el pulmén por el compuesto A y el compussto B
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O the sequence listing (specity):

1 any table(s) related to sequence listing (specify):

4 TIf item 4 applies, soma or all of these gheats may be marked "superseded."®

Form PCTAPEA/400 {(January 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT intemational application No.
N PATENTABILITY PCTAIS2005018381

B8ox No. [ll Non-sstablishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and induetrial
applicablilty

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step {to ba non-
- obvious), o to be industrially appliceble have not been examined In respect of;

D
&

0

the entira intemational application,
claims Nos. 3-10,13,14
because:

the said intermational application, or the said claims Nos. 3-10,13,14 relate 1o the following subject matier
which does not require an intemational prefiminary examination (specify):

aee separate sheet

the deacription, claims or drawings {indicate particular elemaents below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaninglul opinion could be formed (speciiy):

the claims, or sakd claims Nos. are so inadequately eupporied by the description that no meaningful opinion
could be formed,

no International search report has been astablished for the said claime Nos.

tha nucleotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrativa instructions in that:

the writtan lorm O has not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readableform [0  has not baen fumished
O does not comply with the atandard
the tables refated to the nuclectide andbr amino acid sequence Hlsting, if in computer readabile form only, do
not comply with'the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details

Form PCTIPEA/400 (Jemusey 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No. o
N PATENTABILITY PCTAJS2005018381 s

Box No.V  Reasoned stetemeant under Article 35(2) with regard to novelty, inventive atep or industrial
applicabllity; citations and explanations supporting such statement

1. Statament '
Novelty (N} Yes: Claims 1-14
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims 1-14
No: Claims
Industrial applicability (1A} Yes: Claims 12,11,12
No; Claims

2. Citations and explanations (Rula 70.7):
see scparate sheet

Form PCTAPEA/ 400 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.

REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) PCT/US2005/016381 .
Re ltem i

Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial

applicabllity

Claims 3-10,13,14 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of thesa claims (Article
34(4)(a)(l) PCT).

ReltemV

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;

citations and explanations supporting such statement

V-1, State of the art:
The following documents is considered relevant: v
D1: WO 2004/022553 A (AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH) 18 March

2004 (2004-03-18)

V-2. Novelty (Art. 33(2) PCT)
Compound (A) according to claim 1 i8 not specifically disclosed in D1. Synthesis
intermediate 32 (pages 23,28 of D1) which is the corresponding methyl ester, is not
hydrolysed to the acid form in D1.

V-3. Inventive Step (Art. 33(3) PCT)

The problem to be solved by the present application, starting from D1) can be seen
as the provision of IKK-2 inhibitors with improved properties. The general formula of

Form PCT/Separate Shesta0R {Sheel 1) (EPO-Janmry 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY interatianal application Na.
REPQRT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/US2005/016381

D1 (see claims) ancompasses the claimed compound (A). Compound 43 of D1
(named comparative compound (B) in the prasent description) is considered the
structurally closest example compound (the comparative compounds C and D
mentioned in the present description are disclosed as synthesis intermediates in D1).
Compound 43 (B) is also the most active of D1 (cf. table on page 44). It is not
considered obvious from D1 that compound (A) as claimed in claimed 1 exhibits
advantageous properties compared to compound 43 of D1. These properties have
been substantiated in the description (cf. tests on page23 and figures).

Form PCT/Sepamts Shoel/a09 (Sheot 2) (EPO-January 2004)



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT

INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(Capitulo Il del Tratedo de Cooperacién de Patentes)
(Articulo 38 y Regla 70 del PCT)

/Archivo de referencia del solicitante o
del agente

PARA ACCION
POSTERIOR Ver Formato PCTAPEA/416
US20040087WO0

Solicitud Internacional No.

Fecha de presentacién Intemacional Fecha de prioridad (dia/mes/afio)
(dla/maa/afio)

PCTUS2003/0168381 11.05.2005 12.05.2004

Clasificacién Intemacional de Patente (CIP) o Clasificacién Nacional y CIP

INV. COTD401/14 AB1KI1/508 AG1P11/08

FSolldtanh:

AVENTIS PHARMACEUTICALS, INC.

1 Este Informe de examen preliminar Intemacional ha sido preparado por esta Autoridad Examinadora
Preliminar Intemnaclonal y se tranamite al aolicilante de acuerdo con e! Articulo 38.

2 Este INFORME consiste en un total de _8 hojas, incluyendo esia canétula.
3 Este reporte también estd acompafiado por ANEXOS que comprenden;
a |:] Se envia al solicitante y a la Oficina Internacional) un total de hojas, como sigue;
[Inojas de descripcién, reivindicacionss y/o dibujos que han sido modificaciéndos y son la base de este

Informe y/o hojas que contienen reclificaciones hechas ante esta Autoridad (ver Regla 70.18 y Seccidn
607 de |as Instrucclones Administrativas)

[ Jhojas que reemplazanin hojas anteriores, pero que esta Autoridad conaidera que contiene modificacio-
nes que van mds alld de lo revelado en la solicitud intsmacional tal como fue presentada, como se indi-
ca sn ol numeral 4 del cuadro No. | y del cuadro suplementario.

b [C] (enviados eclamente a la Oficina Intemacional) un total de (ndique el tipo y el namero del portador(es)
electronico(s)) , contiene la lista de secusnclas y/o tablas relaclonadas, solamente
en formato de lectura en computador, como se indica en el cuadro suplementario relacionado con la lle-
ta de secuencias (ver saccidn 802 de las Instrucciones administrativas)

4 Este informe contiene Indicaciones relacionadas con los aigulentes tems:

| [X]Base del Informe

Il []Prioridad

[[[] ENO eslablecimiento de opinién con respecto a la novedad, altura inventiva y aplicacién Industrial
Iv [_]Carencia de unidad de Ia invencién

v [X]Declaracién razonada segiin erticulo 35(2) con relacién a la novedad, altura inventiva o aplicacion
Industrial; citas y explicaciones que apoyan tal declaracion

VI [_]Ciertos documentos citados
VIl [_]Clertos defectos en la solicitud Intemacional
VIII[_]Clertas observaciones sobre la solictud Intemacional

Fecha de presentecion de la demanda Fecha de completamiento de este informe
10.02.2008 15.05.2008
Nombre y direccidn de comeo del IPEA/ Funcionario autorizado
Oficina Europea ds Patentes
D-80208 Munich Kolimannsberger, M
Tel.: +40892300-0 Tx: 5236858 apmu d
Feax.: +49 80 2300 - 4485 Teléfono No. 49 80 2380 -

Forma PCTAPEA/A408 (Abrl 2005)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/US2005/018381

|i. Base del informe

1 Con relacion al Idioma, todos los elementos antes marcados se pusleron a disposicién y e suministraron a esta
autoridad en ¢l kdioma en el que se presents la solicitud intemacional, a menos que sa indique de otra forma en ests
punto.

[ ]Estos eiementos se pusiercn a disposicion o se suministraron a esta autoridad en el sigulents Idioma
ol cual es @l idioma de |a traduccidn am paraho propéatto de:

[] busqueda internacional (bajo las Reglas 12.3 y 23.1(b)).
[] publicacion de la solicitud intemacional (bajo la Regla 12.4).
[[] emmen preliminar intemacionsl (bajo las Reglas 55.2 y/o 55.3)

2 Con relacién a los slementos de [a solicitud intermacional dicho reporte se basa en {(Las hojas de reemplazo que se han
suministrado a la Oficina de Recapcion en respuesta a una Invitacidn segin el articulo 14, se denominan en este informe
como "presentadas originaiments” y no e anexan a este informa)

Descripcién, piginas
1-25 como 88 presentaron originaimente

Relvindicaciones, niimercos

1-14 COmo 88 presentaron originaimente
Dibujoe, hojas
15-5/5 . como se presentaron originaimante

3] Las modificaciones han dado como resultado la cancelacion de:

[] 1adescripcién, paginas

[C] ias reivindicaciones, Nos.
[] losdibujos, hojasmg.
[] iaiste de secuencias
[[] ualquieriabla(s) relacionada con la lista de secuencias

4[] Esteinforme he sido establecido como sl (perte de) lss modificaciones no han sido hechas,ya que se consideran
que han ido mds alla de lo revelado que fue presentado, como se Indica on la casllla suplementaria
(Regla 702 (c)).

[C]  1adescipcion, pagines

[C]  ies retvindicaciones, Nos.
[C]  osdibujos, holasig.
[C] 1atsta de secuencias
(]  cusiquier tabla(e) relacionada con la lista de secusnclas

o Sl el numenal 4 aplica, algunas o todas las piginas pueden marcarse como “reemplazadas”.

Forma PCTAPEAMOD (Enaro 2004)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud intamacional No.

PCT/US2008/016381

[H1. No establecimients de opinién con respecto a ia novedad, altura Inventiva y aplicacién Industrial

[XJRetvindicaciones Nos. 3-10, 13, 14

porque:

ver hola ssparada

1 El cuestionamiento de i la invencion reclamada parece ser novedosa, tiene nivel [nventivo (no es obvia), o tiene
aplicacién industrial, no se ha examinado para:

[X]Dicha solicitud Internacional o dichas reivindicaciones 3-10, 13, 14 se relacionan con el sigulents tema que no
requiere de un examen preliminar Intemnacional (eapecifico)

V. Declaracién razonada bajo el articulo 33{2} con relacidn a la novedad, altura Inventiva o aplicacién Industrial:
Jelhl y explicaclones que apoyan tal declaracion.

1 Declaracién
Novedad (N) Relvindicaciones
Ralvindicaciones
Altura Inventiva (IS) Relvindicaciones
Relvindicaclones
Apliccion Industrial (IA) Reivindicaciones
Reivindicaciones
2 Citas y explicaciones (Regla 70.7):

Ver hoja separada

1,2,11,12

Forma PCTAPEAMDS (Enero 2004)
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INF RME DEL EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL DE|Solicitud Intemacional No.
PATENTABILIDAD {(hoja anexa) PCT/ US2005/016381

item Il

No se establece opinién con respecto a la novedad, al nivel Inventivo y la
aplicacién industrial.

Esta autoridad considera que las reivindicaciones 3-10,13,14 se relacionan con un
tema contenido en las provisiones de la regla 87.1 (iv) del PCT. En consecuencia, no
se dard ninguna opinién con respecto a la aplicacién industrial del objeto de éstas
reivindicaciones. (Art.34 (4) (a) () PCT).

item V.
Declaracién motivada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacién
industrial; citaciones y explicaclones que fundamentan tal declaracién

V-1 Estado de la técnica
Los siguientes documentos se consideran relevantes:

D1: WO 2004/022553 A (AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH) Marzo 18 de
2004 (2004-03-18).

V-2 Novedad (Art.33(2)PCT)

El Compuesto (A) de acuerdo con la reivindicacion 1 no se encuentra
especificamente revelado en D1. La sintesis del intermedio 32 (paginas 23,28 de
D1), la cual es el correspondiente metil ester no se hidroliza hasta [a forma écida en
D1.

V-3 Nivel Inventivo (Art.33(3)PCT)

El problema a resolver por la presente solicitud, comenzando a partir de D1 puede
verse como la provisién de inhibidores IKK-2 con propiedades mejoradas. La formula
general de D1 (ver reivindicaciones) abarca el compuesto (A) reivindicado. El
compuesto 43 de D1 (llamado compuesto (B) comparativo en la presente
descripcibn) se considera como el compuesto ejemplo mas cercano
astructuraimente. (Los compuestos comparativos C y D mencionados en la presente
descripcién se revelan como los intermediarios de la sintesis en D1). El compuesto
43 (B) también es el mas activo de D1 (tabla cf de la péagina 44). La presente
invenciébn no se considera que sea obvia de D1, el compuesto (A) tal como se
reclama en la reivindicacién 1 exhibe propiedades ventajosas comparadas con el
compuesto 43 de D1. Estas propiedades han sido sustentadas en la descripcién.
(ensayos cf. en la pagina 23 y figuras).



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. , DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION

SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCIONPCT
@)W desoldd:  ©6 - 120566 (51)& LG ‘”?_ 401/14 , A6l K 31 /563,

(P
22)Fechade solictud: 2.4 / 11 /8( (71)&““!.)/0 AVENTIS PHARMACEUTICALS, INC.
(30) Prioided  (31) N°Priorided 32) Fecha  (33) Pals
60/570.148 1210512004 us

(72) Inventor{es)  EL-BDAOUI HADDAD, OLAF RITZELER,
DAVID J, ALDOUS, PAUL JOSEPH COX

(74) Apodarado:  DR. LUIS PATINO LEYVA

(85)  Focha imite \nicko fese nacionel: 12 /12 /06 (87} Publicackdn intemacional
(88)  Datos relativos @ la presentacién de la sollcitud PCT Fecha: 0112/2005
Fecha de presentacion de la sollcitud: ~ 41/05/2005 N°pubicacion: WO 2005/113544
N® d soliciiud PCTAJS2005/016391
(54) Thulo: ~ ACIDO 2-{[2-{2-METILAMINOPIRIMIDIN-4-IL)- {HNDOL-5-CARBONILJAMINO}-3{FENILPIRIDIN-2-

ILAMINO}PROPIONICO SUSTANCIALMENTE PURO COMO INHIBIDOR DE LA CINASA IkB

Relvindicacion(es):
Un compuestos sustancialments puro de la férmula (A)

we

(A)

o0 su aal farmacéuticements aceptable o solvato.

Una composicidn farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto de fdrmula (A) y un vehiculo
farmacéuticaments aceptable.




i S PATENT COOPERATION TREATY PCTAJS2005/118381 q
Tt
Hd P From the INTERNATIONAL BUREAU S
R T
v PCT b
‘-g'é’.““:.' «
& KNIGHT, Julie, Anne
NOTIFICATION CONCERNING , Julie
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Rowute 202-206
e OF PRIORITY DOCUMENT P. O. Box 6800
. Bridgewnter, NI 08807-0800
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
{PCT Adminisrative Instructions, Section 411)
Duta of mlling {day/sonth/vear)
13 July 2005 {13.07.2005)
Applhlﬁc_l"Tleeraﬁsme
US20040087WO DMPORTANT NOTIFICATION
PCTAS2005/018381 11 May 2005 (11.05.2005)
Internationa) publication date fday/wonthivear) Priority date {duy/month/yenr)
12 May 2004 (12.05.2004)
Applicant
AVENTIS PHARMACEUTICALS INC. et al
l. By meuns of this Porm, which replaces any previously fssued nctification concerning submission or transmioal of prierity
documents, the spplicant i3 hercby notified of the date of receipt by the Invenational Buremu of the priority )
relating to all carlier appliestion(s) whose priority Is claimed Unlesy otherwise indicated by the lemers “NR", in the
right-hand eolurmn or by an asterisk sppewring next to a date of receipt, the mlority docwment concomed waa mbméted or
tranaminted to the Imernntional Bureay In complisnee with Rule 17.1(a) or (b).
4
2. (If applicable) The letters “NR" in the right-band colwmm denote a priority document which, on the date of
bad not yet been recelved by the International Boresn under Rule 17.1(a) or {(b). Where, under
Rule 17.1(x), the ity document must be submitted by the spplicant to the recelving Office or the Intarmntional Buromu,

dotument way sobmitted t the receiving Office after the upplicable time Jimit under Ruls 17.1(b)). Bven though
document was ngt furnished in eomplisnce with Rule 17.1(a) or (b), the International Buresn will nevertheless transmit a
cupy of the document to the designeted Offices, for their consideration. In case such & copy ia not accepted by the designated
Office es the prigrity document, Rule 17.1(c) provides thar no designated Office may disregord the prievity claim concemed
mjmmmeTﬂnﬂy,wmhhhMMumth:piuritydueum-riuhinuin:

limit which ia rensonable
o PCT_reepiving Office. nf princhy docurent
12 May 2004 {12.05.2004) 60/570,148 us 27 June 2008 (27.08.2008) &~
r - 1
Noltnr s _fle |
i : . I
T RTTE S
i s s s € I'.'cj
T R Ly
1211 Geneva 20, Swirmartand:_~ _Svivaine DESCLAUX-{Fax-338-87-20)
Facsimile No. (41-22) 338.89,70
Facsimile No. +41 22 338 82 70 Telephone No. +41 22 338 8437

Form PCT/IB/304 (lanuary 2004) CIG/GBCY
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PATENT COOPERATION TREAT.

.-.' - .."‘;
s )
INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Articie 18 and Rules 43 and 44)

Appicant’s or agente fie reference FOR FURTHER “oe Form PCTASAZZD
US20040087WO ACTION as wal as, whare applicabls, itam 5 baiow.
Tniemational eppicalion No. Tniamational filng dete (daykmontivyesr) (Eastiest) Priority Daie {daymontivyear)
PCT/0U52005/0163BL 11/05/2005 12/05/2004
Applicant

AVENTIS FHARMACEUTICALS INC.

This inernational &mmnmmmwmmummmmmummmu applicant
according 1o Artice 18. A copy Is being transmitted (0 the Inlemational Buresu

This intemalianal Search Report conelsts of a ol of ___§ sheeta,
[X]  1tis aiso sccompanied by a copy of each prior art document cied In this repart

1. Baals of the report

a. 'With ragand to the language, the inlamational ssarch was carred out on the basis of the Inemational application In the
fanguage In which it was fled, uniess atherwise indicated undar this item.

D The intamational saarch was canied cut on the basis of a transixiion of the inlemationsl application fumished B
thie Authority {Ruls 23.1(b)).

b. [] With egani® any nucieotide andier amine anid sequsnce deciossd In the Inemational application, see Box No. 1.
2. [ Cortain claine were found unsearchabie (Sea Box 1.
8 [0 unity ofsvention is lacking (sew Box Hi).

4. With regard bo the Hiee,
[X] e tex is approved as eubmited by the spplicant
[C] thetexthas bean estabiehed by this Authorky i read es follows:

-~

5. With regard o the abatraoi,
[X] the mxt is approved as submited by the apglicant.

the text has besn ssiablished, acconding to Ruls 38.2(b), by this Authortly as it appears In Box No. V. The appiicant
D mwlﬂmmmhmmuo?mmcfhh )Lbr!ﬂuugnmﬂwtmummmm

8. With regard to e drawings,
4. the figure of the drawings to ba publishod with the abstract is Figure No.
[] s supgsewd by the appicant.
[ asesiectedty this Authorty, because the eppilcant fefied 10 muggests fgure.
[]  esssiected by thia Authority, because this figure battar characiertzes the Invention.
b. [K]  none of the igwes Is to be published with he sbatraci,

Form PGTAGA/210 (first ehaet) (Januery 2004)



INTFRNATIONAL SEARCH REPORT r

smaficosl Application Ne
| PCT/US2005/016381

TP P COTDa01/14 | ABIK31/506  A61P11/06

Accensng Wb intormgionsd Patani Clagsiiicalion (I°C) of 1o bath national classiicafion and IPC

B. MELDS SEARCHED

IPC 7 CO70 A61K AS61P

Minkmasn documentalion sasrthed {ciasallieasion ysiem Kilowed by cassSication symbols)

Ovasneniation sserched sther than minknun decamentalin 1 the Bdent thas wuch doasrais amn incioded in e tekis searched

EPO-Internal, CHEN ABS Data

Elnctronic data bass congitd during the intemationa)l search {(nems of data bese and, whew praciiosl, ssarch e uod)

C. DOCUMENTS CONBIDERED TO RE RELEVANT

Cangaey * | Cladion of docusnant, with indization, whon approprisie, of (he misvan passages Ralsvant o claint No.

DEUTSCHLAND GMBH)

18 March 2004 (2004-03-18)
claims

page 28; compound 43

page 44; table

A W0 2004/022553 A (AVENTIS PHARMA

1-14

D Further documants aro lstad n the continustion of bax C.

D Patant tamty cosmibers are isec & anne,

* Spacial cetogoring of clisd decumants :

A" docui ol it
mw:np-u- th an not

b n;i::n.llluﬂmu“lm Intgmationad

T S e
clintion or othar special reason (x4 apacifiad)

"y’ dacomani redewing lo en oral disclomss, msa, axhieiion or
olbey means

- mﬁmn;uhm Ging dinia bt

‘T" Wnler document published after e intarnationsl 1:

m:nmmmn person siliad
‘4" docaunent anter of the eam pakeal (elly

Dage of Bhe aciusl compistien of tha intametional asarch

Do of muling of the iniemationsl saarch repot

Tal [+31-70) 30-2045, Te. 31 151 apo ni,
Fax (+21~70) MD-2018 w

29 July 2005 09/08/2005
Nama sud traling address of the IBA Authesized officar
BEwvopean Patsnl Ofice, P.B. 5818 Pateniitan 2
NL - 2200 B

Kollmannsberger, M

Fosn ACTABAZZ 0 faacend theel) (loruary S004)
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Intamational eppfiction No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US52005/016381

Box |l Obsarvetions whars certaln cialms wers found unssarchabile (Continuation of tem 2 of first shest)

This Imemational Ssarch Faport has not beea estahiizhed In respact of certain claims under Article 17(2)(a) kor the loliowing reasons:

1. [x] ciaime Noa-
bacause thay relas io subloct matier not required 1o be saarchad by this Authority, ramaly:

Although claims 3-10,13,14 are directed to a method of treatment of the

human/anfmal body, the search has been carried out and based on the alleged

effects of the compound/composition.

a D Claims Noa.:
becauss they are depandant claima and are not drafied in accordance with the sseond and third sentences of Rule B.4(a).

Box Il Obeervations where unity of tvention (s lacidng {(Continustion of item 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authority found muitipis invanions in inls inlemationsl appiication, as follows:

1. D As nill recudred ackiional ssarch faes were timely paid by the applicant, this intemational Ssarch Report covers el
saarchable caims.

2. As afl ssarchabie ciaims couid be searched without effort justying an acdciitional 109, this Autharfly did not invie peyment
Dﬂmmn. . ®

a As soma of the requined ackiifons! search fees wornk the applicant, ihis Inematonat Search Report
D ewzrwmmmumm\unm mh:uﬁ-:lzn .

Remark on Protest Dmmmummmumnmnmn.

D No prolst aceompaniad the peymant of additional search fess.

Form PCTASAZAD (continuation of Arat shest {2)) (Jenusry 2004)
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= [RALIEN o paterdt farsly members PCT/US2005/016381
Patent document Publication Painnt tamily Publication

eiiad In search report dnie member(s) dats
W0 2004022553 A  18-03-2004 DE 10237722 Al 19-08-2004
AU 2003263196 Al 20-03-2004
CA 2498559 Al 18~03-2004
MO 2004022553 Al 18-03-2004
EP 1530568 Al 18-05~2005

Foun PCTASAZING patant tamlly srnen)) (lanusry 2004)
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From the .3'
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY -
PCT
WRITTEN OPINION OF THE
886 torm PCTASAR20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Dute-of mailing
[dupinonthyear) ses form PGTASA210 {second shest)
Applicar:'s or agants file reference ACTION
see form PCTASAZ20 m&
Intarmutional appiication No. Inornetionsl filing dute (daynonthjaar) Pricrity dats {dayiwortivyasr)
PCTAS2005018381 11.05.2005 12.05.2004

International Pasent Clessification {IPC) or both national clesslication and IPC
CO7D40114, AGIKI1508, AB1P1106

Applicant
AVENTIS PHARMACEUTICALS INC.

This apinion containe indicationg relating to the lollowing itame: _

BoxNo.!  Basis of the opinion

O BoxNo.It  Priorly

Box No. Il Non-esteblishment of opinion with regard 1o novelty, nventive step and industria! applicabliity
O Box No.IV  Lack of unity of Invantion

& BoxNo.V  Reswsoned statement under Rule 43bis.1{aXf) with regard to novelty, inventive step or Industrial
applicabliity; chations and explanaiions supporting such stalemant

O BoxNo. VI  Cerain documents citad
3 BoxNo. Vil Cerain defacts In the Intemationa! appiication
0 Bax No. Vil Certaln chaervations on the international application
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intemational Bureau under Rule 88.1bix(b) that written opiniona of thia intemational Searching Authardly
will not be 30 considerad.

if this opinlon s, as provided above, considered 10 be & writhen apinion of the IPEA, the applicant is ivited to
submit §o the IPEA 3 written reply together, where appropriate, with amendmants, before the expiration of thres
months from the date of malling of Form PCTASAZ20 or befare the explration of 22 manihs from the priority date,
whichever explres latar.
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2005016381

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been estabiished on the baals of the Intemational application in
the language in which It was filed, uniess otherwise indicated under this tem.

1 This opinion has besn established on the basis of a transiation from the original language into the following
languags , which s the language of a tranglaion fumished for the purposes of inlernational search
{under Rulas 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nuclectide andior amino acld saquence disciosad in the intemational application and
necassary to the claimed invention, this opinion has been esiablished on the basis of:

a. type of materiak

O asequence listing
O tabiae(s) relsted to the sequence listing

b. format of material:
0O in written format
O In computer readable form

¢. time of filingfumishing:
0O contained in the intemational application as fed.”
O filed together with the intemational appiication in computer readable form.
O fumnished subsequently to this Authority for the purpases of search.

3. O In eddition, in the case that more then one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been flled or fumished, the required statements that the Information in the subsequent or additional

copies is ideniical to that in the application as filed or doas not go beyond the application as filed, a8
appropriate, yere fumished.

4, Additional comments:

Form PCTISA/237 (Janusy 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2005016381

Box No. il Non-establishment of opinion with regard 1o novelty, Inventive step and Industrial
applicabliity

The questions whather the cimed invention appears 10 be noval, t» involve an inventive stap (to be non
obwvious), or 10 be industrially applicable have not been examined in respect ol:

a

the entire intamational application,
claims Nos. 3-10,13,14

because:

O

the said intemational application, or the said claims Nos. 3-10,13,14 ralate to the following subject matter
which does nol require an miemational pretiminary examination (specify):

sew separate sheet

the dascription, cialms or drawings (indicate particular elements below) or said claime Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion coukd ba formad (specily):

the claims, or said ¢laims Nos. are o inadaquately supported by the description that no maaningful opinion
couid be formed.

no intsrnational search report has been astablished for the whole application or for said clalms Nos.

the nuclectide andbr amino acid sequence listing doee not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that: .

the written torm £ has not been furnished v
O does not comply with the standard

the computer readable form [0 has not been fumnished
O does not comply whth the standard

the tables related to the nucieotide andbr amino acki sequence fisting, I in computer readeble form only, do

not comply with the technical requirements providad for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further detalls

Form PCTISAI2YY (January 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2005016381

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis 1(s)l) with regard to novelty, Inventive step or
industrial appliicabliity; citations and explanstions supporting such statement

1. Statement

Novely (N) Yes: Claims 1-14
No: Claims

Invantive step (IS) Yea: Claims 1-14
No: Chims

Industrial applicabiiity (IA) Yes: Claims 1.2,11,12
No: Claims

2. Citations and explanations
500 saparaie shest

Form PGTASA/237 (Jamuary 2004)



WRITTEN OPINION OF THE Intsmational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY {(SEPARATE SHEET) PCT/US2005/016381

Be ftem iil
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial

applicabitity

Claims 3-10,13,14 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1{iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect io
the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34{4)(a)(l) PCT).

Raltem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or Industrial applicabiiity;
citations and explanations supporting such statement

V-1. State of the art:
The following documents is considered relevant:
Dt: WO 2004/022553 A (AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH) 18 March 2004
(2004-03-18)

V-2. Noveity (Art. 33(2) PCT)

-

Compound (A) according to clalm 1 is not specifically disclosed in D1. Synthesis
intermediate 32 (pages 23,28 of D1) which is the coresponding methyl ester, is not
hydrolysed to the acid form in D1.

V-3. Inventive Step (Ant. 33(3) PCT)
The problem to be solved by the present application, starting from D1) can be seen as

the provision of IKK-2 inhibitors with improved properties. The general formula of D1
(see claims) encompasses the claimed compound (A). Compound 43 of D1 (named

Form PCTASAZ23T (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-Jamuary 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/016381

comparative compound (B) in the present desacription) is considered the structurally
closest example compound (the comparative compounds C and D mentioned in the
present description are disclosed as synthesis intermediates in D1). Compound 43 (B)
is also the most active of D1 (cf. table on page 44). it Is nat considered obvious from D1
that compound (A) as claimed in claimed 1 exhibits advantageous properties compared
to compound 43 of D1. These properties have been substantiated in the description (cf.
tests on page23 and figures).

Form PCTASA237 (Separate Shewl) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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Doctor(a)

PATINO LEYVA LUIS

Apoderado(a) y/o Representante de
AVENTIS PHARMACEUTICALS, INC.

REFERENCIA Radicaclén No. 6 120566
Solicitud internacional PCT/US2005/016381
Fecha inicio fase nacional 12/12/2006

Trimite 11

Evanto 379
Actuacidén 43

Oficio No. W -34717

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisifm 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le camunica que:

1. La s8olicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o & su causante. (Art. 26-k)
Declseifn 486.

En ocumplimiento de lo dispussto por el articulo 39 de la Declslién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presemte oficio, complete loa requisitos anteriormente enunciadoa.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conslderari abandonada y perderé su prelaclém.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto el numeral 5.2, literal
@), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX

fue notificado por filjacién en 1lista de




