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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE - -
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE ' b

oB

X Patente de Invencién Patente de Modelo de Utilidad
X Capitulo I. Capitulo IL. ‘
@ o IDENTIFICACION
Nombre:  BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY _'_ .
SOLICITANTE (71} | Direccion. P.O. Box 4000, Route 206 and Province :line Road,
: Princeton, New Jersey 08543-4000, Estados Unidos de )
América D 3
:::. co [ w [
Nacionalidad o Domicilio: Estades Unidos de América '
Lugar de Constitucién: Estados Unidos de América CE. |:] Otro D
Teléfono: Fax: Cual .
E-Mail s Namero ‘
Nombre:  ALVARO CORREA ORDONEZ : IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | Direccion: Avenida 82 No. 10-62 Piso 6 " cce. NIT
O APODERAD Y
° e [ e [
Teléfono: 6341500 Fax: 3762211 ‘" ‘ Cual
E-Mail: office bogota@bakernet.com o NOmero  79.143.366 Usaquén TP 28281
: @ Nombre: CARTER, Percy; DUNCIA, John, V; MUDRYK Boguslaw M; RANDAZZO, Michaei, E.; XIAQ, Zili ; YANG,
: . : Michael, G.; ZHAO, Rulin;
INVENTOR (ES) Direccidén: Bristol-Myers Squibb Company, Route 206 & Provmce Line Road, Princeton, New Jersey 08543, Estados Unidos

de América; Route 206 & Province Line Road, Prificeton, New Jersey 08543 Estados Unidos de América; Bristal-] .
Myers Squibb Company, 1 Squibb Drive, New Brunswnck New Jersey 08903 Estados Unidos de América; Bristol-
Myers Squibb Company, 1 Squibb Drive, New Brunswick, New Jersey 08903, Estados Unidos de América,
Bristol-Myers Squibb Company, Route 206 & Province Line Road, Princetan, New Jersey 08543, Estados Unidos
de América; Bristol-Myers Squibb Company. Route 206 & Province Line Road, Princeton, New Jersey 08543,
Estados Unidos de América; Bristol-Myers Squibb Company, Route 206 & Province Line Road, Princeton, New
Jersey 08543, Estados Unidos de América.

. (72), Nacicnalidad o Domicilio:
(5) pcT(e5)
. Solicitud Internacional No. PCT/US2007/074377 Fecha 26.07.2007
Publicacion Internacional No. W0/2008/014360 A Fecha 31.01.2008

® Titulo (54)

MODULAD(jRES DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE QUIMIOCINA, FORMAS CRISTALINAS Y PROCESOS

@ Clasificacion Internacional (51) CO07D 403/12; AB1K 31/4025; CO7D 2b7/273; COo7D 317/72

.. Prioridad {33) Pais de Crigen (32) Fecha - {31) Numero de Solicitud
us 28.07.2006 60/834,235
SI{ X NO us 21;03.2007 60/896,026
us 25.07.2007 11/782,742
O 095,902 ENE-26-2009
09-2,003 ENE-08-2009
08-100,468 DIC-26-2008
08-100,486 DIC-26-2008
9 Comprobante de pago No. 08-100.487 Fecha DIC-26-2008
08-100,488 DIC-26-2008
08-100,479 DIC-26-2008
08-100,331 DIC-26-2008

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina
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Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la sclicitud

- Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

[X7 Poderes, si fuere ei caso (&O\r‘ radicado No. 08.129. 339 poder General Bristol-Myers Squibb

- Documento de cesién del inventor al sohcntante 0 a su causante

D Declaraciones

Copia de la soficitud internacional. {Resumen, descripcion, relvmdlcacuones dibujos)

“ Traduccion de la solicitud internacional af castellano. (Resumen, degéripcién, reivindicaciones, dibujos)
D Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridai;d- Internacional de Examen preliminar (IPEA)

E Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA
{
1
l

S g,

D De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conOCImlentos tradicionales de las comunidades

indigenas
De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico

Arte final 12 x 12

D De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o mulcs obtenidos en el extranjero por el mismo titular o su
causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta Solicitud
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.;

Otros: Extractos
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"TRADUCCION OFICIAL N° 097/2008 de un documento escrito en

inglés el cual para su identificacién se sella con el sello del traductor.
Esta es una traduccién oficial efectuada el dia 10 de febrero de 2009
por la sefiora Teresa Jiménez de Montes, con cc 41.569.149 de Bogota,
traductora oficial segun Resolucién N° 220 del 6 de febrero de 1978,
expedida por el Ministerio de Justicia de la Republica de Colombia

11079 PCT

CERTIFICACION NOTARIAL

ESTADO DE NEW JERSEY )
) Suscrito y Jurado
CONDADO DE MERCER )

Yo, Evelyn Vazquez, Notaria Publica, en y para el estado antes mencionado,
certifico hoy 30 de diciembre de 2008, que las copias adjuntas son copias
completas, fieles y exactas de las cesiones originales firmadas por los citados
inventores.

Firmado, Evelyn Vazquez

Notaria Publica

Evelyn Vazquez

Notana Publica de New Jersey

No. 2106805

Mi comision vence el 9 de diciembre de 2012
Registrada e el Condado de Middlesex

[SELLO]

EVELYN VAZQUEZ
NOTARIA PUBLICA
NEW JERSEY

11079 NP
CESION

Nosotros,
Percy H. Carter, John V. Duncia, Boguslaw M. Mudryk, Michael E. Randazzo, Zili
Xiao, Michael G. Yang, Rulin Zhao

De acuerdo con las obligaciones contractuales asumidas hasta ahora por nosotros y/o
a cambio de una contraprestacion valida y efectiva cuyo recibo y suficiencia se acusan
por el presente documento, mediante el presente vendemos y cedemos a Bristol-
Myers Squibb Company, una sociedad de Delaware, con domicilic de negocios en
Rt. 206 & Province Line Road, Princeton Road, Princeton, NJ 08543-4000, a sus
sucesores, causahabientes y representantes legales, la totalidad de nuestros
derechos, titulos y participacion los cuales inciuyen el derecho y el beneficio total
sobre las prioridades que puedan otorgarse ahora o en el futuro, a nosotros, por las
leyes locales o por tratado, incluida la convencién intemacional para la proteccién de /
T ) _/,._ ~—7
LRESA 4. JE MONTES
TRADUCTSARA OFICIAL
owa, aaci MINJUSTICIA
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propiedad industrial en y para todos los paises del mundo incluidos los Estados
Unidos y sus territorios y posesiones, en y sobre la invencion titulada:

MODULADORES DE LA ACTIVIDAD RECEPTORA DE QUIMIOCINA, FORMAS
CRISTALINAS Y PROCESO

Inventado por nosotros y descrito en la solicitud de patentes de los Estados Unidos no
provisional

Solicitud No. 11/782,742, presentada 25 de julio, 2007

Incluyendo la citada solicitud de patentes de los Estados Unidos no provisional y
cualquier solicitud que reclame antigiiedad de la citada solicitud no provisional
presentada en cualguier pais y con respecto a cualquier patente que pueda ser
emitida y/u otorgada con respecto a la misma y todas las divisiones, continuaciones,
reexpediciones, certificados de re-examen, y extensiones de las mismas en todos los
paises, cuya participacion constituye la propiedad total sobre dicha invencion y sobre
todas las citadas solicitudes, patentes (incluyendo reemisién de patertes) extensiones,
y certificados de re-examen perteneceran y seran disfrutados por Bristol-Myers Squibb
Company y sus sucesores y causahabientes hasta el maximo de los términos para los
cuales esas patentes (incluidas las reexpediciones de patentes), certificados de
extension y de re-examen puedan otorgarse y/o emitirse en su totalidad como si los
mismos hubieren sido mantenidos y disfrutadas por nosotros, si esta venta, cesion y
transferencia no se hubiere realizado;

Y por el presente aceptamos comunicar al mencionado cesionario o a su
representante sobre cualquier hecho del que tengamos conocimiento con respecto a
dicha invencién, a dar testimonic en cualquier proceso legal, a firmar y/o suscribir
cualquier otro documento adicional y/o instrumento que pueda ser necesario, legitimo
y adecuado para la presentacidn y/o proceso judicial de todas las solicitudes,
incluyendo solicitudes divisionaies, de continuvacion y de reemisién, certificados de
extensiones y reexamen y/o et otorgamiento y/o extension de los mismos y/o de otra
manera garantizar el titulo de dicha invencién y de todas las solicitudes, patentes
(incluidas tas re-emisiones de patentes, certificados de extensiones y reexamen de
las mismas, en dicho cesionario y en general, a revisar todos los actos que sean
necesarios para colaborar con el cesionario, sus sucesores y causahabientes para
obtener y hacer cumplir la adecuada proteccién de dicha invencién en todos ios
paises.

Firmado el 14 de agosto de 2007 por  [Firma ilegible}
Percy H. Carter

Estado de New Jersey)

)

Condado de Somerset)

Hoy 14 de agosto de 2007, ante mi, comparecié Percy H, Carter a quien conozco
como la persona que firmo la cesién adjunta y reconocié ante mi que la firmé.

Firmado [ilegible]
Notario Puablico

SERESBA 4 OE MONTES
"RABUCYORA OFICIAL

[SELLO]

KRER. 220 MINJUSTICIA
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DAWNET BRAGG
Notaria Publica de New Jersey
Mi comisién vence septiembre 22, 2009

Firmado el 3 de agosto de 2007, por John V.» Duncia
John V. Duncia

Estado de New Jersey)

)
Condado de Somerset)

Hoy 3 de agosto de 2007, comparecié ante mi John V. Duncia a quien conozco como
la persona mencionada y guien firné ta cesion anterior y reconocid ante mi su firma.

Firmado, Dawnett Braqg
Notaria Pablica

[SELLO]

DAWNETT BRAGG

Notaria Pabiica, Estado de New Jersey
Vencimiento comision septiembre 22, 2009

Firmado el 3 de agosto de 2007, por [firma ilegible]
Boguslaw M. Mudryk

Estado de New Jersey )

)
Condado de Middlesex)

Hoy 3 de agosto de 2007, comparecié ante mi Boguslaw M. Mudryk a quien conozco
como la persona mencionada y guien firmd la cesidn anterior y reconocio ante mi su
firma.

Firmado, Marie S. Alberta
Notaria Pdblica

[SELLO]

MARIE S. ALBERTA

Notaria Publica, Estado de New Jersey

N° 2264584

Certificada en el Condado de Middlesex
Vencimiento comision septiembre 29, 2010

Firmado el 3 de agosto de 2007, por [firma ilegible]
MICHAEL E. RANDAZZO

Estado de New Jersey)

)
Condado de Middlesex)

Hoy 3 de agosto de 2007, comparecio ante mi MICHAEL E. RANDAZZO a quien
conozco como la persona mencionada y quien firmé la cesion anterior y reconocio
ante mi su firma.

Traducc1on OfICIaI No 097/2009




Firmmado, Marie S. Alberta
Notaria Publica

[SELLO]

MARIE S. ALBERTA

Notaria Puablica, Estado de New Jersey

N° 2264594

Certificada en el Condado de Middiesex
Vencimiento comision septiembre 29, 2010

Firmado el 20 de agosto de 2007, por

[Firma llegible]
Zili Xiao

Estado de New Jersey)

)

Condado de Somerset)

Hoy 20 de agostc de 2007, comparecié ante mi Zili Xiao a quien conozco como la
persona mencionada y guien firmd la cesion anterior y reconocié ante mi su firma.

Fimado, Dawnett Bragg
Notaria Publica

[SELLOQ]

DAWNETT BRAGG

Notaria Pablica, Estado de New Jersey
Vencimiento comision septiembre 22, 2009

Firmado el 2 de agosto de 2007, por [Firma llegible]
Michael G. Yang

Estado de New Jersey)

)

Condado de Somerset)

Hoy 2 de agosto de 2007, compareci6é ante mi Michael G. Yang a quien conozco como
la persona mencionada y quien firmé la cesién anterior y reconocié ante mi su firma.

Firmadoe, Dawnett Bragg
Notaria Publica

[SELLO]

DAWNETT BRAGG

Notaria Pablica, Estado de New Jersey
Vencimiento comisién septiembre 22, 2009

Firmado el 6 de agosto de 2007, por [Firma llegible
Rhulin Zhao

e fac S
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Estado de New Jersey)
)

Condado de Somerset)

Hoy 6 de agosto de 2007, comparecié ante mi Rhulin Zhao a quien conozco como ia
persona mencionada y quien firmd la cesion anterior y reconocid ante mi su firna.

Firmado, Dawnett Bragg
Notaria Publica

[SELLO]

DAWNETT BRAGG

Notaria Publica, Estado de New Jersey
Vencimiento comision septiembre 22, 2009

10720 PSP 2
CESION

Nosotros,
Percy H. Carter, Robert J. Cherney, Soo S. Ko, Anurag S. Srivastava, Zili Xiao y
Michael G. Yang

De acuerdo con las obligaciones contractuates asumidas hasta ahora por nosotros y/o
a cambio de una contraprestacion valida y efectiva cuyo recibo y suficiencia se acusan
por el presente documento, mediante el presente vendemos y cedemos a Bristol-
Myers Squibb Company, una sociedad de Delaware, con domicilio de negocios en
Rt. 206 & Province Line Road, Princeton Road,; Princeton, NJ 08543-4000, a sus
sucesores, causahabientes y representantes iegales, la totalidad de nuestros
derechos, titulos y participacién los cuales incluyen et derecho y el beneficio total
sobre las prioridades que puedan otorgarse ahora o en el futuro, a nosotros, por las
leyes locales o por tratado, incluida la convencién internacional para la proteccién de
propiedad industrial en y para todos los paises del mundo incluidos los Estados
Unidos y sus territorios y posesiones, en y sobre la invencion titulada:

DERIVADOS CiCLICOS COMO MODULADORES DE LA ACTIVIDAD RECEPTORA
DE LA QUIMIOCINA

Inventade por nosotros y descrito en la solicitud de patentes de los Estados Unidos no
provisional

Solicitud No. 60/896,026, presentada 21 de marzo, 2007

Incluyendo la citada solicitud de patentes de los Estados Unidos ne provisional y
cualquier solicitud que reclame antigiledad de la citada solicitud no provisional
presentada en cualquier pais y con respecto a cualquier patente que pueda ser
emitida y/u otorgada con respecto a la misma y todas las divisiones, continuaciones,
reexpediciones, certificados de re-examen y de extensiones de las mismas en todos
los paises, cuya participacion constituye la propiedad total sobre dicha invencion y
sobre todas las citadas solicitudes, patentes (incluyendo reemisién de patentes)
extensiones, y certificados de reexamen que seran de propiedad de y disfrutados por
Bristol-Myers Squibb Company y sus sucesores y causahabientes hasta el maximo de
los terminos para los cuales esas patentes (incluidas las rexpediciones de patentes),
certificados de extension y de reexamen puedan otorgarse y/o emitirse en su totalidad

Traduccion Oficial No. 097/200
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como si las mismas hubieren sido mantenidos y disfrutados por nosotros, si esta
venta, cesién y transferencia no se hubiere realizado;

Y por el presente aceptamos comunicar al mencionado cesionario 0 a su
representante sobre cualquier hecho del que tengamos conocimiento con respecto a
dicha invencién, a dar testimonio en cualquier proceso legal, a firmar y/o suscribir
cualquier otro documento adicional y/o instrumento que pueda ser necesario, legitimo
y adecuado para la presentacidbn y/o proceso judicial de todas las solicitudes,
incluyendo solicitudes divisionales, de continuacién y de reemision, certificados de
reextensiones y de reexamen y/o el otorgamiento y/o extension de los mismaos y/o de
otra manera garantizar el titulo de dicha invencion y de todas las solicitudes, patentes
(incluidas las re-expediciones de patentes, certificados de extensiones, reexamen de
las mismas, en dicho escenaric y en general, a revisar todos los actos que sean
necesarios para colaborar al cesionario, sus sucesores y causahabientes en la
obtencion y aplicacién de la proteccion debida para dicha invencién en todos los
paises.

Firmado el 25 de abril de 2007 por [Firma ilegible]
Percy H. Carter

Estado de New Jersey)
)

Condado de Somerset)

Hoy 25 de abril de 2007, ante mi, compareci6é Percy H, Carter a quien conozce como
la persena que firmo 1a cesion adjunta y reconocié ante mi que la firmd.

Firmado [ilegible}
Notario Publico

[SELLO]

DAWNET BRAGG

Notaria Pablica de New Jersey

Mi comisidn vence septiembre 22, 2009

Firmado el 1 de mayo de 2007, por

[Firma llegibie}
Robert J. Cherney

Estade de New Jersey)
)

Condado de Somerset)

Hoy 1 de mayo de 2007, comparecié ante mi Robert J. Cherney a quien conozco
como la persona mencionada y quien firmé |a cesién anterior y reconocié ante mi su
firma.

Firmado, Dawnett Bragg
Notaria Publica

— Lﬁ
[SELLO]
DAWNETT BRAGG ,/@ Zj‘

i o resesSa J DE MONTE
Notaria Publica, Estado de New Jersey +RADUCTOHA OFICIAL
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Vencimiento comisidn septiembre 22, 2009

Firmado el 1 de mayo de 2007, por [Firma llegible]
Soo S. Ko

Estado de New Jersey)
)

Condado de Somerset)

Hoy 1 de mayo de 2007, comparecié ante mi Soc S. Ko a quien conozco como la
persona mencionada y quien firma la cesion anterior y reconocié ante mi su firma.

Firmado, Dawnett Bragg
Notaria Publica

fSELLQ]

DAWNETT BRAGG

Notaria Puablica, Estado de New Jersey
Vencimiento comision septiembre 22, 2009

Firmado el 1 de mayo de 2007, por [Firma
llegible
Anurag S. Srivastava

Estado de New Jersey)

)

Condado de Somerset)

Hoy 1 de mayo de 2007, comparecié ante mi Anurag S. Srivastava a quien conozco
como la persona mencionada y quien firmo la cesién anterior y reconocié ante mi su
firma.

Firmado, Dawnett Bragg
Notaria Pablica

[SELLO]

DAWNETT BRAGG

Notaria Puablica, Estado de New Jersey
Vencimiento comisién septiembre 22, 2009

Firmado el 23 de abril de 2007, por [Firma
llegible
Zili Xiao

Estado de New Jersey)

)

Condado de Somerset)

Hoy 23 de abril de 2007, comparecio ante mi Zili Xiaoc a quien conozco como la
persona mencionada y quien firnd la cesion anterior y reconocié ante mi su firma.

v

CRESA L/OE MONTES
TRADUCFORA OFICIAL
RES, 220 MINJUSTICIA

Fimado, Da'wnett Braqgg
Notaria Puablica




[SELLQ]

DAWNETT BRAGG

Notaria Publica, Estado de New Jersey
Vencimiento comision septiembre 22, 2009

Firmado el 23 de abril de 2007, por

{Fima ltegible]
Michael G. Yang

Estado de New Jersey)
)

Condado de Somerset)

Hoy 23 de abril de 2007, comparecié ante mi Michael G. Yang a quien conozco como
fa persona mencionada y quien firma la cesion anterior y reconocié ante mi su firma.

Fimmado, Dawnett Bragqg
Notaria Publica

[SELLO]

DAWNETT BRAGG

Notaria Pdblica, Estado de New Jersey
Vencimiento comisién septiembre 22, 2009

Worldwide
10720 PSP

CESION

Nosotros,
Michael G. Yang, Robert J. Chemey, Zili Xiao

De acuerde con las obligaciones contractuates asumidas hasta ahora por nosotros y/o
a cambio de una contraprestacion valida y efectiva cuyo recibo y suficiencia se acusan
por el presente documento, mediante el presente vendemos y cedemos a Bristol-
Myers Squibb Company, una sociedad de Delaware, con domicilio de negocios en
Rt. 206 & Province Line Road, Princeton Road, Princeton, NJ 08543-4000, a sus
sucesores, causahabientes y representantes legales, la totalidad de nuestros
derechos, titulos y participacion los cuales incluyen el derecho y el beneficio total
sobre las prioridades que puedan otorgarse ahora o en el futuro, a nosotros, por las
leyes locales o por tratado, incluida la convencidn internacional para la proteccion de
propiedad industrial en y para todos los paises del mundo incluidos los Estados
Unidos y sus territorios y posesiones, en y sobre la invencién titulada:

DERIVADOS CiCLICOS COMO MODULADORES DE LA ACTIVIDAD RECEPTORA
DE LA QUIMIOCINA

Inventado por nosotros y descrito en la solicitud de patentes de los Estados Unidos no
provisional

Solicitud No. 60/834,235, presentada 28 de julio, 2006

%,_d,
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Incluyendo la citada solicitud de patentés de los Estados Unidos no provisional y
cualquier solicitud que reclame antigiedad de la citada solicitud no provisional
presentada en cualguier pais y con respecto a cualquier patente que pueda ser
emitida y/u otorgada con respecto a la misma y todas las divisiones, continuaciones,
reexpediciones, certificados de re-examen, y extensiones de las mismas en todos los
paises, cuya participacion constituye la propiedad total sobre dicha invencion y sobre
todas las citadas solicitudes, patentes (incluyendo reemisiéon de patentes) extensiones,
y certificados de reexamen que seran mantenidos y disfrutados por Bristol-Myers
Squibb Company y sus sucesores y causahabientes hasta el maximo de los términos
para los cuales esas patentes (incluidas la re-emisiéon de patentes), certificados de
extensién y de reexamen puedan otorgarse y/o emitirse en su totalidad como si {as
mismas hubieren sido mantenidos y disfrutadas por nosotros, si esta venta, cesién y
transferencia no se hubiere realizado;

Y por el presente aceptamos comunicar al mencionado cesionario 0 a su
representante sobre cualquier hecho del que tengamos conocimiento con respecto a
dicha invencion, a dar testimonio en cualquier proceso legal, a firmar y/o suscribir
cualquier otro documento adicional y/o instrumento que pueda ser necesario, legitimo
y adecuado para la presentacidon y/o proceso de todas las solicitudes, incluyendo
solicitudes divisionales, de continuacion y de reemision, certificados de re-extensiones
y re-examen y/0 el otorgamiento y/o extension de las mismas y/o de otra manera
garantizar el titulo de dicha invencién y de todas las solicitudes, patentes (inciuidas la
re-expedicion de patentes, certificados de extensiones, reexamen de las mismas, en
dicho escenaric y en general, a revisar todos los actos que sean necesarios para
colaborar al cesicnario, sus sucesores y causahabientes en la obtencién y aplicacion
de la proteccién debida para dicha invencion en todos los paises.

Firmado el 11 de junio de 2007 por Michael G. Yang
Michael G.Yang

Estado de New Jersey)
)

Ccndado de Somerset)

Hoy 11 de junio de 2007, ante mi, comparecié Michael G. Yang a quien conozco como
la persona que firmd la cesion adjunta y reconocio ante mi que la firnd.

Firmado [ileqgible]
Notario Piblico

[SELLQ]

DAWNET BRAGG

Notaria Publica de New Jersey

Mi comision vence septiembre 22, 2009

Firmado el 12 de junio de 2007, por [Firma llegible]
Robert J. Chemney

Estado de New Jersey)

) — Sa A

Condado de Somerset) sa 3. OE/voNTES
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Hoy 12 de junio de 2007, comparecio ante mi Robert J. Cherney a quien conozco
como ia persona mencicnada y quien firmd la cesién anterior y reconocié ante mi su
firma.

Firmado, Dawnett Bragq
Notaria Pablica

[SELLO]

DAWNETT BRAGG

Notaria Publica, Estado de New Jersey
Vencimiento comision septiembre 22, 2009

Firmado el 8 de junio de 2007, por

[Firma llegible]
Zili Xiao

Estado de New Jersey)

)

Condado de Somerset)

Hoy 8 de junio de 2007, comparecié ante mi Zili Xiac a quien conozco como |a
persona mencionada y quien firmo [a cesion anterior y reconocié ante mi su firma.

Firmado, Dawnett Bragg
Notaria Pablica

[SELLO]

DAWNETT BRAGG

Notaria Pablica, Estado de New Jersey
Vencimiento comision septiembre 22, 2009
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(Convention de La Haye du octobre 5, 1961)

1. Pais Estados Unidos de America

Este documento pubiico

2. Fue firmado por EVELYN VAZQUEZ

3. actuando en su caracter de Notaria Publica, Estado de New Jersey

4. lleva el sello/timbre de EVELYN VAZQUEZ, NOTARIA
CERTIFICADO

5. EN TRENTON, NEW JERSEY

6. el VEINTIOCHO DE ENERO DE 2009

7. por R. David Rousseau, Tesorero de New

Jersey

8. Numero A352509

9. Sello/Estampilla 10. Firma

Gran Sello del Estado de New Jersey ILEGIBLE

Certificado Numero: 113534447

Verifigue este certificado en linea en

httpswww1. state.n.us/TYTR_StandingCert/JSPNerify_Cert.
isp

La anterior es traduccion fiel y completa del documento en referencia, de la cual se

deja copia en este archivo para su confrontacion. _— /
e/ e, .__/,‘ ——7

Terega Jiménez d¢ Montes
. 41.569.149 de Bogota
raductora Oficial segtin

pE MONTES

RESA J- Lo
TETRAsuc-ronA oRctAk Resolucion No.220 del
gs. 22° mnIuSTIE S 6 de febrero de 1978,
RES.

expedida por el Ministerio de Justicia.
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1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

2. THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
EVELYN VAZQUEZ '

3. ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC QOF NEW JERSEY

4. BEARS THE SEAL/STAMP OF:
EVELYN VAZQUEZ, NOTARY

CERTIFIED
5. AT TRENTON, NEW JERSEY
6. THE 28TH DAY OF JANUARY 2009
7. BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER
8. © NO. A352509
9. SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

Certificate Number: 113534447
Verify this certificate online at
https:thvwwi state nfus/TYTR_Standin gCeri/ISP/Verify_Cert jsp
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NOTARY CERTIFICATION
STATE OF NEW JERSEY )
SS.
COUNTY OF MERCER )

I, Evelyn Vazquez, a Notary Public, in and for said state, do certify on this

30 day of December 2008, that the attached are complete, full, true, and exact copies

of the original assignments signed by the named inventors.

Nolary Public of New Jersey
No. 2106805
My Commission Expires December 9, 2012
Registered in Middlesex County
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ASSIGNMENT
We,

Percy H. Carter, John V. Duncia; Bogusiaw M. Mudryi(, Michael E. Randazzo‘, Zili Xjao,
Michael G. Yang, Rulin Zha

\

o
pursuant to contractual obligations heretofore assumed by us and/or for good and valuable
consideration, the receipt and adequacy o_fybjch is hereby acknowledged, do hereby sell and
assign {o Bristol-Myers_ Squibb Compa-hy, a Delaware corporation, having a place of business at
Rt. 206 & Province Line Road, Princeton Road, Princeton, NJ 08543-4000, its successors, assigns
and legal representatives, all our right, title and interest, which includes the right to and full benefit
of such priorities as may now or hereafter be granted to us by local laws or by treaty, including any
international convention for the protection of industrial property, in and for all countries of the world,
including the United States and its temitories and possessions, in and to the invention entitled:

MODULATORS OF CHEMOKINE RECEPTOR ACTIVITY, CRYSTALLINE FORMS AND
‘ PROCESS

invented by us and described in the non-provisional United States patent application

Application No. 11/782,742, filed July 25, 2007
including said non-provisional United States patent application and any application claiming priority
from said non-provisional application, filed in any country, and any patents which may be issued
and/or granted thereon, and all divisions, continuations, reissues, reexamination certificates and
extensions thereof in all countries, the said interest being the entire ownership of said invention and
all of said applications, patents (including reissue patents), extensions and reexamination
certificates to be held and enjoyed by the said Bristol-Myers Squibb Company and its successors
and assigns to the full end of the terms to which said patents (including reissue patents), extensions
and reexamination certificates may be granted and/or issued, as fully and entirely as the same
would have been held and enjoyed by us if this sale, assignment and transfer had not been made;
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And we hereby agree to communicate to said assignee or its representatives any facts known to us
respecting said invention, to testify in any legal proceedings, o sign and/or execute any further
documents and/or instruments which may be necessary, lawful and proper in and/or for the filing
and/or prosecution of all applications, including divisional, continuation and reissue applications,
extensions and reexamination certificates and/or the granting and/or issuance. thereof and/or to
otherwise secure title to said invention and all of said applicaticns, patents (including reissue
patents, extensions and reexamination certificates in said assignee, and in general to do everything
possible to aid said assignee, its successors and assigns to obtain and enforce proper protection

for said invention in all countries.

Signed thls day of *Ahm/A , 2007 by Y I A) » ‘

Percy H.

STATE OF N=e> "Denwedy

: )
COUNTY OF M )

Onthe 1™ day of \nr\-LM , 2007, before me came Percy H. Cartef to me known to be
the person of that name mentioned in, and who executed the foregoing Assignment and
acknowledged that he/she executed it.

[SEAL] Notary m

DAWRET BRAGG
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires Sept, 22, 2009
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Signed this Id_ day of W . 2007 by

STATE OF N=us '&v\m.é)

)
COUNTY OF bemz,\sﬁ )

On the 3 day of w , 2007, before me came John V. Duncia to me known to be
the person of that name mentioned in, and who executed the foregoing Assignment and
acknowledged that he/she executed it.

[SEAL] Notary Pubic%}%

DAWNET gw
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Signed this 3 day of AH_’pa_S’I" , 2007 by ﬂ//ﬂfﬂ/ M

Bogusfaw M. Mudryk

STATE OF /Ug;,g\)@‘/:sey)
county of /Y ddles eJC)

Onthe 3?55 day of /Qu , 2007, before me came Boguslaw M. Mudryk to me known
1o be the person of that narhe mentioned in, and who executed the foregoing Assignment and

acknowledged that he/she executed it.

[SEAL] ' : Notafy Pubhc

_ MARIE S. ALBERT, -
Notary Public, State of Ne‘.e Jersay
Quai ﬂedNo 2264594
i in Middlesex Co
Commission Explres Sept 23 n?%w
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Signed this é day of AM S , 2007 by W M\/

Michael E. Randazzo

STATE OF /Uéc«)jérsecf )
. )
county ofF MY iddlesek )
On the 3 fbday of ﬂ"&i‘ , 2007, before me came Michael E. Randazzo to me known
to be the person of that naime mentloned in, and who executed the foregoing Assignment and

acknowledged that he/she executed it.

I Manis 30 (3240, %

[SEAL] ' Notéry Public

MARIE S. ALBERTA
Notary Public, State of New Jersey
No. 2264594
Qualified in Middiesex County
Commission Explres Sept. 29, 2010



11079 NP

Signed this _Z© day of /JMVS’ A" 2007 by ﬁ/cﬂ e

Zili Xiao®

STATE OF %50 *5%
COUNTY OF w )

Y :
Onthe $O day of \A—uﬁ& . 2007, before me came Zili Xiao to me known to be the
person of that name mentioned is;yand who executed the foregoing Assignment and acknowledged

that he/she executed it.

[SEAL]

D
Notary Public
DAWNET BRAGG
Notary Pubtic of New Jersey

My Commission Expires Sept. 22, 2009

}
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Signed this ’%yof A-u‘i/(a/l/{_ 2007 by \\\\M Z L[ ()(\./)//

Michae! G. Yand

STATE OF Newo j*ex\.;:ﬂg )
)
COUNTY OF Dermo~ 3% )

On the o'ZM day of \Ar‘-‘fs*-& , 2007, before me came Michael G. Yang to me known to
be the person of that name mentioned in, and who executed the foregoing Assignment and

acknowledged that he/she executed it.
w&%

[SEAL] Notary Public
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Signed this 0ob day of A 7‘“ 77?. 2007 by W

Rulifi Zhao -

STATE OF V=D ‘XC/\Slﬂﬁ

COUNTY OF M

On the &?'H“ day of ﬂ*ﬁ«uﬁ?’ , 2007, before me came Rulin Zhao to me known to be the
person of that name mentiongd in, and who executed the foregoing Assignment and acknowledged

that he/she executed it. .
D Q&Eﬂgﬁg
[SEAL] Notary Public

BAWNET BRAGG
Hatary Public of New Jersey
88y Copmmission Expires Sept. 32, 2669

R
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ASSIGNMENT
We,

Percy H. Car"ter, Robert J. Ci;erney, So0 S. Ko, Anurag S. Srivastava, Zifi Xiao, and Michael

.. G.Yang -

pursuant to contractual obligations heretofore assumed by us and/or for good and valuable
consideration, the receipt and adequacy of which is hereby acknowledged, do hereby sell and
assign to Bristol-Myers Squibb Company, a Delaware corporation, having a place of business at
Rt. 206 & Province Line Road, Princeton, NJ 08543-4000, its successors, assigns andy legal
representatives, all our right, title and interest, which includes the right to and full benefit of such
pricrities as may now or hereafter be granted to us by local laws or by {reaty, including any
international convention for the protection of industrial property, in and for all countries of the world,

including the United States and its territories and possessions, in and to the invention entitled:

CYCLIC DERIVATIVES AS MODULATORS OF CHEMOKINE RECEPTOR ACTIVITY
invented by us and described in the provisional United States patent application
. /7
Application Number 60/898,626, filed March 21, 2007 -

Including said provisional United States patent application and any application claiming priority from
said provisional application, filed in any country, and any patents which may be issued and/or
granted thereon, and all divisions, continuations, reissues, reexamination certificates and
extensions thereof in all countries, the said interest being the entire ownership of said invention and
all of said applications, patents (including reissue patents), extensions and reexamination
certificates to be held and enjoyed by the said Bristol-Myers Squibb Company and its successors
and assigns to the full end of the terms to which said patents (including reissue patents), extensions
and reexamination certificates may be granted and/or issued, as fully and entirely as the same
would have been held and enjoyed by us if this sale, assignment and transfer had not been made;
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And we hereby agree to communicate to said assignee or its representatives any facts known to us
respecting said invention, to testify in any legal proceedings, to sign and/or execute any further
documents and/or instruments which may be necessary, lawful and proper in and/or for the filing
and/or prosecution of all applications, including divisionai‘, continuation and reissue applications,
extensions and reexamination certificates and/for the granting and/or issuance thereof and/or to
otherwise secure titie o said invention and all of said applications, patents (including reissue
patents, extensions and reexamination certificates in said assignee, and in general to do everything
possible to aid said assignee, its successors and assigns to obtain and enforce proper protection

for said invention in all countries.

K y
Signed this _L>~ day of Agmﬂ , 2007 by

Perc&{v_ﬁaﬁe?\
STATE OF Nm)
)
COUNTY OF : )

On the &Su’\day of \q%"\& . 2007, before me came Percy H. Carter fo me known to be
the person of that name mentioned in, and who executed the foregoing Assignment and

acknowledged that he/she executed it. M

ISEAL] Notary Public

DAWNET BRAGG
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires Sept. 22, 2009
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Signed this __{ )S day of I’"\c.\?/ , 2007 by W@W/

RoberfJ. Cherney - ="

STATE OF Qm“&%

)
)
COUNTY OF w )

On the 5T day of M , 2007, before me came Robert J. Chernefto me known to
be the person of that name mentnoned in, and who executed the foregoing Assignment and |

acknowledged that he/she executed it.
M izﬁ'\c’\ét@\\g

[SEAL] : Notary Public

DAWNET BRAGG
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires Sept. 22, 2009
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Signed this [$’f day of Wﬂ}/ , 2007 by Cw%

Soo S. Ko/

STATE OF M=<w ‘Swas)

)
COUNTY OF w )

Cn the \gsr day of wﬁ , 2007, before me came Soo S. Ko 'to me known to be the
person of that name mentioned trr, and who executed the foregoing Assignment and acknowledged

that he/she executed it.
M?A@@\\

[SEAL] - NotaryPubllc

DAWNET BRAGG
Notary Public of New Jergey
My Commission Expires Sept. 22, 2009
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i
Anurag S—Srivastava*

st

Signed this \

day of MOU:\] , 2007 by

STATE OF Nea ‘au\ma;
COUNTY OF DemesiX )
\ﬁ\ . = '
On the day of \“\m-% , 2007, before me came Anurag S. Srivastava to me known
to be the person of that name ntioned in, and who executed the foregoing Assignment and

acknowledged that hefshe executed it.

[SEAL] Notary Public QQ

DAWNET BRAGG
Notary Public of New Jersey
My Commisston Expires Sept. 22, 2002
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- Signed this _2/4 day of /A%W,‘ﬁ , 2007 by /@é/

ZiiKiao 77—

STATE OF New sza
COUNTY OF M )

Onthe 9™ dayof WA %N-Q ) , 2007, before me came Zili Xiao to me known to be the
person of that name mentioned in, and who executed the foregoing Assignment and acknowledged

that he/she executed it.
M %/La-ﬁﬁ/

[SEAL] . ' Notary Public

BAWNET BRAGG
Notary Pablic of New Jersey
My Commission Expires Sept. 22, 2009
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Signed this X3 day of A?r.\)\ , 2007 by X M 5 ('rDV"\/

Michae!l G. Yang

STATE OF W= —ae/\:m-a )

COUNTY OF w

Onthe &> day of \QQJ\:& ' , 2007, before me came Michael G. Yang to me known to
be the person of that name mentloned in, and who executed the foregoing Asmgnment and

acknowledged that he/she executed it.
Lf\m

[SEAL}] - . Notary Public

DAWNET BRAGG
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires Sept. 22, 2609
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ASSIGNMENT
We,
Michael G. Yang, Robert J. Cherney, Zili Xiao

pursuant to contractual obligations heretofore assumed by us and/or for good and valuable
consideration, the receipt and adequacy of which is hereby acknowledged, do hereby seli and
assign to Bristol-NMyers Squibb Company, a Delaware corporation, having a place of business at
Lawrenceville-Princeton Road, Princeton, NJ 08543-4000, its successors, assigns and legal
representatives, all our right, title and interest, which includes the right to and full benefit of such
priorities as may now or hereafter be granted to us by local laws or by treaty, including any
international convention for the protection of industrial property, in and for all countries of the world,

including the United States and its territories and possessions, in and to the invention entitled:

CYCLIC DERIVATIVES AS MODULATORS OF CHEMOKINE RECEPTOR ACTIVITY

invented by us and described in the provisional United States patent application

Application Number 60/834,235, filed July 28, 2006

Including said provisional United States patent application and any application claiming priority from
said provisional application, filed in any country, and any patents which may be issued and/or
granted thereon, and all divisions, continuations, reissues, reexamination certificates and
extensions thereof in all countries, the said interest being the entire ownership of said invention and
all of said applications, patents {including reissue patents}, extensions and reexamination
certificates to be held and enjoyed by the said Bristol-Myers Squibb Company and its successors
and assigns to the full end of the terms to which said patents (including reissue patents), extensions
and reexamination certificates may be granted and/or issued, as fully and entirely as the same

would have been held and enjoyed by us if this sale, assignment and transfer had not been made,
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And we hereby agree to communicate to said assignee or its representatives any facts known fo us
respecting said invention, to testify in any legal proceedings, to sign and/or execute any further
documents and/or instruments which may be necessary, lawful and proper in and/or for the filing
and/or prosecution of ail applications, including divisional, continuation and reissue applications,
extensions and reexamination certificates andfor the granting and/or issuance thereof and/or to
otherwise secure title to said invention and all of said applications, patents (including reissue
patents, extensions and reexamination certificates in said assignee, and in general to do everything
possible to aid said assignee, its successors and assigns to obtain and enforce proper protection
for said invention in all countries.
a

Signed this _{| __ day of Juwas 2007 by _SOF r e\ CZ\ (/( WV\ /
Michael G. Yang 4

STATE OF W2 _5-0@*5)

)
COUNTY OF M )

On the \\ day of Sw—L—~ | 2007, before me came Michael G. Yang, to me known to
be the person of that name mentloned in, and who executed the foregoing Assignment and

acknowledged that he/she executed it.

[SEAL] ,‘ Notary Public

DAWNET BRAGG
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires Sept. 22, 2069
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Signed this 12" day of _ S~ re. , 2007 by %/(W
Rcbertéche,rM

STATE OF \J&w> _SMDQ)
COUNTY OF M )
On the \1 day of Su—mﬂ-— 2007, before me came Robert J. Cherney, to me known to

be the person of that name mentioned in, and who executed the foregoing Assignment and
acknowledged that he/she executed it.

(S
[SEAL] Notary Public Q)

DAWNET BRAGG
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires Sept, 22, 2009
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Signed this_0Q_day of __TuWANE 2007 by /Z»/ 5” - '

Zili Xiao

STATE OF {\)-200 —Sajowas
COUNTY OF

On the 1% day of —Su-rx_sf—- , 2007, before me came Zili Xiao, to me known to be the
person of that name mentioned in, and who executed the foregoing Assignment and acknowledged

that he/she executed it.

[SEAL) ‘ _ Notary Public @

DAWNET BRAGG
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires Sept. 22, 2005
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of Formula
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The present invention provides a novel antagonist or partial ago-
nists/antagonist of MCP-I receptor activity:
{(8)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylaminc)pyrrolidin-1-
etamide, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or prodrug, thereof, having an
unexpected combination of desirable pharmacological characteristics. Crystalline forms
of the present invention are also provided. Pharmaccutical compositions containing the
same and methods of using the same as agents for the treatment of inflammatory diseases,
allergic, autoimmune, metabolic, cancer and/or cardiovascular diseascs is also an objective
of this invention. The present disclosure also provides a process for preparing compounds
including

N-((IR,28,5R)-5-(zert-butylamino)-2-
yDeyclohexyl)ac-

N-((IR,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((8)-2-0x0-3- (6v

“ . (mﬂuoromethy])qumamhn-4 -ylamino)pyrrolidin-l-yl)cyclohexyl)acelamide: wherein R

R R’, R, and "HET" are as described herein. Compounds that are useful intermediates

of the process are also provided herein.
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MODULATORS OF CHEMOKINE RECEPTOR ACTIVITY,
’ CRYSTALLINE FORMS AND PROCESS

[0001] This application claims priority from U.S. Provisional Application Nos.
5 60/834,235, and 60/896,026 filed July 28, 2006 and March 21, 2007, respectively, the

disclosures of both of which are incorporated herein by reference.

FIELD OF THE INVENTION
[0002] The present invention provides N-({(1R,25,5R)-5-(rert-butylamino)-2-((S)-
10 2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylcyclohexyl)acetamide, or a pharmaceutically ‘acceptable salt, solvate or prodrug,
thereof, having an unexpected combination of desirable pharmacological
characteristics. Crystalline forms of the present invention are also provided.
Pharmaceutical compositions containing the same and methods of using the same as
15  agents for the treatment of inflammatory, allergic, autoimmune, metabolic, cancer
and/or cardiovascular diseases is also an objective of this invention. The present
invention also provides a process for preparing compounds of Formula (I), including
N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-

| ylamino)pyrrolidin- 1-yl)cyclohexyl)acetamide:

R4
e
N

wherein R', R®, R?, R'°, and @ are as described herein. Compounds that are

useful intermediates of the process are also provided herein.

BACKGROUND OF THE INVENTION
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[0003] Chemokines are chemotactic cytokines, of molecular weight 6-15 kDa,
that are released by a wide variety of cells to attract and activate, among other cell
types, macrophages, T and B lymphocytes, eosinophils, basophils and neutrophils
(reviewed in: Charo and Rasonhoff, New Eng. J. Med. 2006, 354, 610-621; Luster,
New Eng. J. Med. 1998, 338, 436-445; and Rollins, Blood 1997, 90, 909-928). There
are two major classes of chemokines, CXC and CC, depending on whether the first
two cysteines in the amino acid sequence are separated by a single amino acid (CXC)
or are adjacent (CC). The CXC chemokines, such as interleukin-8 (IL-8), neutrophil-
activating protein-2 (NAP-2) and melanoma growth stimulatory activity protein
(MGSA) are chemotactic primarily for neutrophils and T lymphocytes, whereas the
CC chemokines, such as RANTES, MIP-1a, MIP-1j, the monocyte chemotactic
proteins (MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, and MCP-5) and the eotaxins (-1 and -2)
are chemotactic for, among other cell types, macrophages, T lymphocytes,
eosinophils, dendritic cells, and basophils. There also exist the chemokines
lymphotactin-1, lymphotactin-2 (both C chemokines), and fractalkine (a CX3C
chemokine) that do not fall into either of the major chemokine subfamilies.

[0004] The chemokines bind to specific cell-surface receptors belonging to the
family of G-protein-coupled seven-transmembrane-domain proteins (reviewed in:
Horuk, Trends Pharm. Sci. 1994, 15, 159-165) which are termed "chemokine
receptors.” On binding their cognate ligands, chemokine receptors transduce an
intracellular signal though the associated trimeric G proteins, resulting in, among
other responses, a rapid increase in intracellular calcium concentration, changes in
cell shape, increased expression of cellular adhesion molecules, degranulation, and
promotion of cell migration. There are at least ten human chemokine receptors that
bind or respond to CC chemokines with the following characteristic
patterns(reviewed in Zlotnik and Oshie Immunity 2000, 12, 121): CCR-1 (or "CKR-
1" or "CC-CKR-1") [MIP-1a, MCP-3, MCP-4, RANTES] (Ben-Barruch, et al., Cell
1993, 72, 415-425, and Luster, New Eng. J. Med. 1998, 338, 436-445); CCR-2A and
CCR-2B (or "CKR-2A"/"CKR-2B" or "CC-CKR-2A"/"CC-CKR-2B") [MCP-1,
MCP-2, MCP-3, MCP-4, MCP-5] (Charo, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91,
2752-2756, and Luster, New Eng. J. Med. 1998, 338, 436-445); CCR-3 (or "CKR-3"
or "CC-CKR-3") [eotaxin-1, eotaxin-2, RANTES, MCP-3, MCP-4)] (Combadiere, et
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al., J. Biol. Chem. 1995, 270, 16491-16494, and Luster, New Eng. J. Med. 1998, 338,
436-445); CCR-4 (or "CKR-4" or "CC-CKR-4") [TARC, MDC] (Power, et al., J
Biol. Chem. 1995, 270, 19495-19500, and Luster, New Eng. J. Med. 1998, 338, 436-
445); CCR-5 (or "CKR-5" OR "CC-CKR-5") [MIP-1¢, RANTES, MIP-18] (Sanson,
et al., Biochemistry 1996, 35, 3362-3367); CCR-6 {(or "CKR-6" or "CC-CKR-6")
[LARC] (Baba, et al., J. Biol. Chem. 1997, 272, 14893-14898); CCR-7 (or "CKR-7"
or "CC-CKR-7") [ELC] (Yoshie et al., /. Leukoc. Biol. 1997, 62, 634-644); CCR-8
(or "CKR-8" or "CC-CKR-8") [I-309] (Napolitano ct al., J. Immunol., 1996, 157,
2759-2763); CCR-10 (or "CKR-10" or "CC-CKR-10") [MCP-1, MCP-3] (Benini, et
al., DNA and Cell Biol. 1997, 16, 1249-1256); and CCR-11 [MCP-1, MCP-2, and
MCP-4] (Schweickert, et al., J. Biol. Chem. 2000, 275, 90550).

[0005] In addition to the mammalian chemokine receptors, mammalian
cytomegaloviruses, herpesviruses and poxviruses have been shown to express, in
infected cells, proteins with the binding properties of chemokine receptors (reviewed
in: Wells and Schwartz, Curr. Opin. Biotech. 1997, 8, 741-748). Human CC
chemokines, such as RANTES and MCP-3, can cause rapid mobilization of calcium
via these virally encoded receptors. Receptor expression may be permissive for
infection by allowing for the subversion of normal immune system surveillance and
response to infection. Additionally, human chemokine receptors, such as CXCR4,
CCR2, CCR3, CCR5 and CCRS8, can act as co-receptors for the infection of
mammalian cells by microbes as with, for example, the human immunodeficiency
viruses (HIV).

[0006] The chemokines and their cognate receptors have been implicated as being
important mediators of inflammatory, infectious, and immunoregulatory disorders and
diseases, including asthma and allergic diseases; as well as autoimmune pathologies,
such as rheumatoid arthritis and multiple sclerosis; and metabolic diseases, such as
atherosclerosis and diabetes (reviewed in: Charo and Rasonhoff, New Eng. J. Med.
2006, 354, 610-621; Z. Gao and W. A. Metz, Chem. Rev. 2003, 103, 3733; P. H.
Carter, Current Opinion in Chemical Biology 2002, 6, 510; Trivedi, et al, Ann.
Reports Med. Chem. 2000, 35, 191; Saunders and Tarby, Drug Disc. Today 1999, 4,
80; Premack and Schall, Nature Medicine 1996, 2, 1174). For example, the

chemokine monocyte chemoattractant-1 (MCP-1) and its receptor CC Chemokine
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Receptor 2 (CCR-2) play a pivotal role in attracting leukocytes to sites of
inflammation and in subsequently activating these cells. When the chemokine MCP-
1 binds to CCR-2, it induces a rapid increase in intracellular calcium concentration,
increased expression of cellular adhesion molecules, and the promotion of leukocyte
migration. Demonstration of the importance of the MCP-1/CCR-2 intcraction has
been provided by experiments with genetically modified mice. MCP-17" mice were
unable to recruit monocytes into sites of inflammation after several different types of
immune challenge (Bao Lu, et al., .J. Exp. Med, 1998, 187, 601). Likewise, CCR-2 -/-
mice were unable to recruit monocytes or produce interferon-y when challenged with
various exogenous agents; moreover, the leukocytes of CCR-2 null mice did not
migrate in response to MCP-1 (Landin Boring, et al., J. Clin. Invest. 1997, 100,
2552), thereby demonstrating the specificity of the MCP-1/CCR-2 interaction. Two
other groups have independently reported equivalent results with different strains of
CCR-2 -/- mice (William A. Kuziel, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94,
12053, and Takao Kurihara, et al,, J. Exp. Med. 1997, 186, 1757). The viability and
generally normal health of the MCP-1 -/- and CCR-2 -/- animals is noteworthy, in that
disruption of the MCP-1/CCR-2 interaction does not induce physiological crisis.
Taken together, these data lead one to the conclusion that molecules that block the
actions of MCP-1/CCR2 would be useful in treating a number of inflammatory and
autoimmune disorders (reviewed in: M. Feria and F. Diaz-Gonzalez, Exp. Opin. Ther.
Patents 2006, 16, 49; and J. Dawson, W. Miltz, and C. Wiessner, C. Exp. Opin. Ther.
Targets 2003, 7, 35). This hypothesis has now been validated in a number of
different animal disease models, as described below.

[0007] It 18 known that MCP-1 is upregulated in patients with rheumatoid arthritis
(Alisa Koch, et al., J. Clin. Invest. 1992, 90, 772 — 779). Moreover, several
preclinical studies have demonstrated the potential therapeutic value of antagonism of
the MCP-1/CCR2 interaction in treating rheumatoid arthritis. A DNA vaccine
encoding MCP-1 was shown recently to ameliorate chronic polyadjuvant-induced
arthritis in rats (Sawsan Youssef, etal., J. Clin. Invest. 2000, 106, 361). Likewise, the
disease symptoms could be controlled via direct administration of antibodies for
MCP-1 to rats with collagen-induced arthritis (Hiroomi Ogata, et al., J. Pathol. 1997,
182, 106), or streptococcal cell wall-induced arthritis (Ralph C. Schimmer, et al., J.
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Immunol. 1998, 160, 1466). Perhaps most significantly, a peptide antagonist of MCP-
1, MCP-1(9-76), was shown both to prevent disease onset and to reduce disease
symptoms (depending on the time of administration) in the MRL-lpr mouse model of
arthritis (Jiang-Hong Gong, et al., J. Exp. Med. 1997, 186, 131). Moreover, it has
been demonstrated the administration of small molecule CCR2 antagonists reduced
clinical score in rodent models of arthritis (C. M. Brodmerkel, et al, J. Immunol.
2005, 175, 5370; and M. Xia, et al. US Patent Application 0069123, 2006).
Administration of an anti-CCR2 antibody had varying effects on murine CIA,
depending on the time of administration (H. Bruhl, et al. J. fmmunol. 2004, 172, 890).
Recent studies with CCR2-/- mice have suggested that defetion of CCR2 can
exacerbate rodent arthritis models in specific experimental circumstances (M. P.
Quinones, etal. J. Clin. Invest. 2004, 113, 856; M. P. Quinones, et al. J. Mol. Med.
2006, 84, 503).

{0008] It is known that MCP-1 is upregulated in atherosclerotic lesions, and it has
been shown that circulating levels of MCP-1 are reduced through treatment with
therapeutic agents (Abdolreza Rezaie-Majd, et al, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
2002, 22, 1194 — 1199). Several key studies have demonstrated the potential
therapeutic value of antagonism of the MCP-1/CCR?2 interaction in treating
atherosclerosis. For example, when MCP-1 -/- mice are crossed with LDL receptor-
deficient mice, an 83% reduction in aortic lipid deposition was observed (Long Gu, et
al., Mol. Cell 1998, 2, 275). Similarly, when MCP-1 was genetically ablated from
mice which already overexpressed human apolipoprotein B, the resulting mice were
protected from atherosclerotic lesion formation relative to the MCP-1 +/+ apoB
control mice (Jennifa Gosling, ¢t al., J. Clin. Invest. 1999, 103, 773). Likewise, when
CCR-2 -/- mice are crolssed with apolipoprotein E -/- mice, a significant decrease in
the incidence of atherosclerotic lesions was observed (Landin Boring, et al, Nature
1998, 394, 894; T. C. Dawson, et al. Atherosclerosis 1999, 143, 205). Finally, when
apolipoprotein E -/- mice are administered a gene encoding a peptide antagonist of
CCR2, then lesion size is decreased and plaque stability is increased (W. Ni, et al.
Circulation 2001, 103, 2096 — 2101). Transplantation of bone marrow from CCR2~/-

mice into ApoE3-Leiden mice inhibited early atherogenesis (J. Guo, et al.
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Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol, 2003, 23, 447), but had minimal effects on
advanced lesions (J. Guo, et al. Arterioscler. Thromb, Vasc. Biol. 2005, 25, 1014).
[0009] Patients with type 2 diabetes mellitus typically exhibit insulin resistance as
one of the hallmark features of the disease. Insulin resistance is also associated with
the grouping of abnormalities known as the "metabolic syndrome" or "syndrome X,"
which includes obesity, atherosclerosis, hypertension, and dyslipidemia (reviewed in:
Eckel, et al. Lancet 2005, 365, 1415). It is well-recognized that inflammation plays a
role in exacerbating the disease process in type 2 diabetes and the "syndrome X"
pathologies (reviewed in: Chen, Pharmacological Research 2006, 53, 469; Neels and
QOlefsky, J. Clin. Invest, 2006, 116, 33; Danadona and Aljada, 4m J Cardiol. 2002 90,
27G-33G; Pickup and Crook, Diabetologia 1998, 41, 1241). MCP-1 is recognized as
playing a role in obesity-induced insulin resistance. In culture, human preadipocytes
constitutively expressed MCP-1 (Gerhardt, Mol. Cell. Endocrinology 2001, 175, 81).
CCR2 is expressed on adipocytes; Addition of MCP-1 to differentiated adipocytes in
vitro decreases insulin-stimulated glucosé uptake and the expression of several
adipogenic genes (LpL, adipsin, GLU-4), aP2, B3-adrenergic receptor, and PPARY)
(P. Sartipy and D. Loskutoff, Proc. Natl. Acad. Sci US4 1999, 96, 6902). Patients
with type 2 diabetes had greater levels of circulating MCP-1 than non-diabetic
controls (S. Nomura, et al. Clin. Exp. Immunol. 2000, 121, 437), and release of MCP-
1 from adipose tissue could be reduced by treatment with anti-diabetic therapies such
as metformin or thiazolidinediones (J. M. Bruun, et al. J. Clin. Endocrinol. Metab.
2005, 90, 2282). Likewise, MCP-1 was also overexpressed in murine experimental
models of obesity, and was primarily produced by adipose tissue (Sartipy and
Loskutoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100, 7265). In obese mice, the
expression of MCP-1 both preceded and occurred concurrently with the onset of
insulin resistance (H. Xu, et al. J. Clin. Invest. 2003, 112, 1821). Another study
showed that the expression of MCP-1 positively correlated with body mass in the
perigonadal adipose tissue of mice (Weisberg, et al. J. Clin. Invest. 2003, 112, 1796).
Consistent with these data, the development of insulin resistance in db/db mice was
ameliorated either via genetic deletion of MCP-1 or by gene-induced expression of a
dominant negative peptide (H. Kanda, et al. J. Clin. Invest. 2006, 116, 1494). The

logical converse could also be demonstrated: overexpression of MCP-1 in adipose
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tissue promoted insulin resistance (N, Kamei, et al. J. Biol. Chem. 2000, 281, 26602).
One conflicting result showing that genetic deletion of MCP-1 does not effect insulin
resistance in the db/db mouse has also appeared (F. Y. Chow, et al. Diabetologia
2007, 50, 471). Consistent with the data on MCP-1, direct studies with CCR2 (the
MCP-1 receptor) have showed that it plays a role in the formation of obesity and
obesity-induced insulin resistance. Maintenance of a high fat dict increased the
numbers of circulating CCR2" inflammatory monocytes in both wild-type (C. L.
Tsou, et al. J. Clin. Invest, 2007, 117, 902) and ApoE'/' mice (F. Tacke, et al. J. Clin.
Invest. 2007, 117, 185). Genetic deletion of CCR2 reduced numbers of activated
macrophages in murine adipose tissue (C. N. Lumeng, et al. Diabetes 2007, 56, 16),
but did not affect a population of M2 adipose macrophages thought to maintain the
“lean” state (C. N. Lumeng, et al. J. Clin. Invest. 2007, 117, 175). Genetic deletion of
CCR2 reduced diet-induced obesity and improved insulin sensitivity in diet-induced
obesity model (S. P. Weisberg, et al. J. Clin. Invest. 2006, /16, 115; P Cornelius, RP
Gladue, RS Sebastian, WO patent 2006/013427 A2), 2006), depending on
experimental conditions (A. Chen, et al. Obes. Res. 2005, /3, 1311). Administration
of a small molecule CCR2 antagonist also improved insulin sensitivity in this same
model (S. P. Weisberg, ct al. J. Clin. Invest. 2006, 116, 115).

[0010] Two studies described the important role of CCR2 in hypertension-
induced vascular inflammation, remodeling, and hypertrophy (E Bush et al.,
Hypertension 2000, 36, 360; M Ishibashi, et al. Circ. Res. 2004, 94, 1203).

[0011] It is known that MCP-1 is upregulated in human multiple sclerosis, and it
has been shown that effective therapy with interferon -1b reduces MCP-1 expression
in peripheral blood mononuclear cells, suggesting that MCP-1 plays a role in disease
progression (Carla larlori, et al., J. Neuroimmunol. 2002, 123, 170 — 179). Other
studies have demonstrated the potential therapeutic value of antagonism of thec MCP-
1/CCR-2 interaction in treating multiple sclerosis; all of these studies have been
demonstrated in experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), the
conventional animal model for multiple scelerosis. Administration of antibodies for
MCP-1 to animals with EAE significantly diminished disease relapse (K. J. Kennedy,
etal.,, J. Neuroimmunol. 1998, 92, 98). Furthermore, two reports have shown that

CCR-2 -/- mice are resistant to EAE (B. T. Fife, et al., J. Exp. Med. 2000, 192, 899;
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L. Izikson, et al., J. Exp. Med. 2000, 192, 1075). A subsequent report extended these
initial observations by examining the effects of CCR2 deletion in mice from different
strains (S. Gaupp, et al. Am. J. Pathol. 2003, 162, 139). Notably, administration of a
small molecule CCR2 antagonist also blunted disease progression in C57BL/6 mice
(C. M. Brodmerkel, et al. J. Immunol. 2005, 175, 5370).

[0012] It is known that MCP-1 is upregulated in patients who develop
bronchiolitis obliterans syndrome after lung transplantation (Martine Reynaud-
Gaubert, et al., J. of Heart and Litng Transplant., 2002, 21, 721 - 730; John Belperio,
etal., J. Clin. Invest. 2001, 108, 547 — 556). In a murine model of bronchiolitis
obliterans syndrome, administration of an antibody to MCP-1 led to attenuation of
airway obliteration; likewise, CCR2 -/- mice were resistant to airway obliteration in
this same model (John Belperio, et al., J. Clin. Invest. 2001, 108, 547 — 556). These
data suggest that antagonism of MCP-1/CCR2 may be beneficial in treating rejection
of organs following transplantation. In addition, studies have shown that disruption
of MCP-1/CCR?2 axis was able to prolong the survival of islet transplant (I Lee et al. J
Immunol 2003, 171, 6929; R Abdi et al., J Immunol 2004, 172, 767). In rat graft
models, CCR2 and MCP-1 was shown to be upregulated in grafts that devlop graft
vasculopathy (K Horiguchi et al., J Heart Lung Transplant. 2002, 21, 1090). In
another study, anti-MCP-1 gene therapy attenuated graft vasculopathy (A Saiura et
al., Artherioscler Thromb Vasc Biol 2004, 24, 1886). One study described inhibition
of experimental vein graft neoinitimal formation by blockage of MCP-1 (H Tatewaki
etal,, J Vasc Surg. 2007, 45,1236).

[0013] Other studies have demonstrated the potential therapeutic value of
antagonism of the MCP-1/CCR2 interaction in trcating asthma. Scquestration of
MCP-1 with a neutralizing antibody in ovalbumin-challenged mice resulted in
marked decrease in bronchial hyperresponsiveness and inflammation (Jose-Angel
Gonzalo, et al., J. Exp. Med. 1998, 188, 157). 1t proved possible to reduce allergic
airway inflammation in Schistosoma mansoni egg-challenged mice through the
administration of antibodies for MCP-1 (Nicholas W. Lukacs, et al., J. Immunol.
1997, 158, 4398). Consistent with this, MCP-1 -/- mice displayed a reduced response
to challenge with Schistosoma mansoni egg (Bao Lu, et al., J. Exp. Med. 1998, 187,
601).
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[0014] Other studies have demonstrated the potential therapeutic value of
antagonism of the MCP-1/CCR2 interaction in treating kidney disease.
Administration of antibodies for MCP-1 in a murine model of glomerularnephritis
resulted in a marked decrease in glomerular crescent formation and deposition of type
I collagen (Clare M. Lloyd, et al., J. Exp. Med. 1997, 185, 1371). In addition, MCP-1
-/- mice with induced nephrotoxic serum nephritis showed significantly less tubular
damage than their MCP-1 +/+ counterparts (Gregory H. Tesch, et al., J. Clin. Invest.
1999, 103, 73).

[0015] Several studies have demonstrated the potential therapeutic value of
antagonism of the MCP-1/CCR2 interaction in treating systemic lupus erythematosus.
CCR2" mice exhibited prolonged survival and reduced renal disease relative to their
WT counterparts in a murine model of systemic lupus erythematosus (G. Perez de
Lema, et al. J. Am. Soc. Neph. 2005, 16, 3592). These data are consistent with the
disease-modifying activity found in recent studies on genetic deletion of MCP-1 (8.
Shimizu, et al, Rheumatology (Oxford} 2004, 43, 1121; Gregory H, Tesch, et al., J.
Exp. Med. 1999, 190, 1813) or administration of a peptide antagonist of CCR2 (H.
Hasegawa, et al. Arthritis & Rheumatism 2003, 48, 2555) in rodent models of lupus.
[0016] A remarkable 30-fold increase in CCR2" lamina propria lymphocytes was
observed in the small bowels from Crohn's patients relative to non-diseased ileum (8.
J. Connor, et al. Gur 2004, 53, 1287). Also of note, there was an expansion in the
subset of circulating CCR2*/CD14"/CD56" monocytes in patients with active Crohn's
disease relative to controls. Several rodent studies have demonstrated the potential
therapeutic value of antagonism of the MCP-1/CCR?2 interaction in treating Crohn's
disease/colitis. CCR-2"" mice were protected from the effects of dextran sodium
sulfate-induced colitis (Pietro G. Andres, et al., J. Immunol. 2000, 164, 6303).
Administration of a small molecule antagonist of CCR2, CCRS, and CXCR3 (murine
binding affinities = 24, 236, and 369 nM, respectively) also protected against dextran
sodium sulfate-induced colitis (H. Tokuyama, et al. /nt. Immunol. 2005, 17, 1023).
Finally, MCP-1-/- mice showed substantially reduced colonic damage (both
macroscopic and histological) in a hapten-induced model of colitis (W. I. Khan, et al.
Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 2006, 291, G803).
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[06017] Two reports described the overexpression of MCP-1 in the intestinal
epithelial cells and bowel mucosa of patients with inflammatory bowel disease (H. C.
Reinecker, et al., Gastroenterology 1995, 108, 40, and Michael C, Grimm, et al., J.
Leukoc. Biol. 1996, 59, 804).

[0018] One study described the association of promoter polymorphism in the
MCP-1 gene with sceroderma (systemic sclerosis) (S Karrer ct al., J Invest Dermatol.
2005, /24, 92). In related models of tissue fibrosis, inhibition of CCR2/MCP-1 axis
reduced fibrosis in skin (T Yamamoto and K Nishioka, J Invest Dermatol 2003, 121,
510; AM Ferreira et al., J Invest Dermatol. 2006, 126, 1900), lung (T Okuma et al., J

* Pathol. 2004, 204, 594; M Gharaee-Kermani et al., Cytokine 2003, 24, 266), kidney

(K Kitagawa et al., 4m J Pathol. 2004, 165, 237, T Wada et al., J Am Soc Nephrol
2004, 15, 940), heart (S Hayashidani et al., Circulation 2003, 168, 2134), and liver (S
Tsuruta et al., Int .J Mol Med. 2004,14, 837).

[0019] One study has demonstrated the potential therapeutic value of antagonism
of the MCP-1/CCR2 interaction in treating alveolitis. When rats with IgA immune
complex lung injury were treated intravenously with antibodies raised against rat
MCP-1 (JE), the symptoms of alveolitis were partially aleviated (Michael L. Jones, et
al., J. Immunol 1992, 149, 2147).

[0020] Several studies have shown the potential therapeutic value of antagonism
of the MCP-1/CCR2 interaction in treating cancer (reviewed in: M. J. Craig and R. D.
Loberg, Cancer Metastasis Rev. 20006, 25, 611; 1. Conti and B. Rollins, Seminars in
Cancer Biology 2004, 14, 149; R. Giles and R. D. Loberg, Curr. Cancer Drug
Targets 2006, 6, 659). When immunodeficient mice bearing human breast carcinoma
cells were treated with an anti-MCP-1 antibody, inhibition of lung micrometastases
and increases in survival were observed (Rosalba Salcedo, et al., Blood 2000, 96, 34 —
40). Using human clinical tumor specimens, CCR2 expression was associated with
prostrate cancer progression (Y. Lu, et al. J. Cell. Biochem. 2007, 101, 676). In vitro,
MCP-1 expression has been shown to mediate prostrate cancer cell growth and
invasion (Y. Lu, et al. Prostate 2006, 66, 1311); furthermore, MCP-1 expressed by
prostate cancer cells induced human bone marrow progenitors for bone resorption (Y.

Lu, etal,, Cancer Res. 2007, 67, 3646).
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[0021] Multiple studies have described the potential therapeutic value of
antagonism of the MCP-1/CCR2 interaction in treating restenosis. In humans, MCP-
1 levels correlate directly with risk for restenosis (F. Cipollone, et al. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 2001, 21, 327). Mice deficient in CCR2 or in MCP-1 showed
reductions in the intimal area and in the intima/media ratio (relative to wildtype
littermates) after arterial injury (Merce Roque, et al. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
2002, 22, 554; A. Schober, et al. Circ. Res. 2004, 95, 1125; W. I. Kim, et al. Biochem
Biophys Res Commun. 2003, 310, 936). In mice, transfection of a dominant negative
inhibitor of MCP-1 in the skeletal muscle (K. Egashira, et al. Circ. Res. 2002, 90,
1167) also reduced intimal hyperplasia after arterial injury. Blockade of CCR2 using
a neutralizing antibody reduced neointimal hyperplasia after stenting in primates (C.
Horvath, et al. Circ. Res. 2002, 90, 488).

[0022] Two reports describe the overexpression of MCP-1 rats with induced brain
trauma (J. S. King, et al., J. Newroimmunol. 1994, 56, 127, and Joan W. Berman, et
al., J. Immunol. 1996, 156, 3017). In addition, studies have shown that both CCR2*
(O. B. Dimitrijevic, et al. Stroke 2007, 38, 1345) and MCP-1"" mice (P. M. Hughes, et
al. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2002, 22, 308) are partially protected from
ischemia/reperfusion injury.

[0023] It is known that monocytes/macrophages play an important role in the
development of neuropathic pain (Liu T, van Rooijen N, Tracey DI, Pair 2000, 86,
25). Consistent with this notion, a potential role for CCR2 in the treatment of both
inflammatory and neuropathic pain has been described recently. CCR2” mice
showed altered responses to inflammatory pain relative to their WT counterparts,
including reduced pain behavior after intraplantar formalin injection and slightly
reduced mechanical allodynia after intraplantar CFA injection (C. Abbadie, et al.
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 2003, 100, 7947). In addition, CCR2™ mice did not
display significant mechanical allodynia after sciatic nerve injury. Likewise, a small
molecule CCR2 antagonist reduced mechanical allodynia to ~80% of pre-injury
levels after oral administration (C. Abbadie, J. A. Lindia, and H. Wang, WO PCT
110376, 2004).

[0024] One study described the critical role of MCP-1 in ischemic
cardiomyopathy (N. G. Frangogiannis, et al., Circulation 2007, 115, 584). Another
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study described the attenuation of experimetal heart failure following inhibition of
MCP-1 (S Hayashidani et al., Circulation 2003, 108, 2134).

[0025] Other studies have provided evidence that MCP-1 is overexpressed in
various disease states not mentioned above. These reports provide correlative
evidence that MCP-1 antagonists could be useful therapeutics for such diseases.
Another study has demonstrated the overexpression of MCP-1 in rodent cardiac
allografts, suggesting a role for MCP-1 in the pathogenesis of transplant
arteriosclerosis (Mary E. Russell, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 6086).
The overexpression of MCP-1 has been noted in the lung endothelial cells of patients
with idiopathic pulmonary fibrosis (Harry N. Antoniades, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1992, 89, 5371). Similarly, the overexpression of MCP-1 has been noted in the
skin from patients with psoriasis (M. Deleuran, et al., J. Dermatol. Sci. 1996, 13, 228,
and R. Gillitzer, et al., J. Invest. Dermatol. 1993, 101, 127); correlative findings with
predominance of CCR2+ cells have also been reported (C. Vestergaard, et al. Acta
Derm. Venerol. 2004, 84, 353). Finally, a recent report has shown that MCP-1 is
overexpressed in the brains and cerebrospinal fluid of patients with HIV-1-associated
dementia (Alfredo Garzino-Demo, WO 99/46991).

[0026] In addition, CCR2 polymorphism has been shown to be associated with
sarcoidosis at least in one subset of patients (P. Spagnolo, ¢t al. Am J Respir Crit
Care Med. 2003, 168, 1162).

[0027] It should also be noted that CCR-2 has been implicated as a co-receptor
for some strains of HIV (B. I. Doranz, et al., Cell 1996, 85, 1149). It has also been
determined that the use of CCR-2 as an HIV co-receptor can be correlated with
discase progression (Ruth 1. Connor, ct al., .J. Exp. Med, 1997, 185, 621). This
finding is consistent with the recent finding that the presence of a CCR-2 mutant,
CCR2-64], is positively correlated with delayed onset of HIV in the human
population (Michael W. Smith, et al., Science 1997, 277, 959). Although MCP-1 has
not been implicated in these processes, it may be that MCP-1 antagonists that act via
binding to CCR-2 may have beneficial therapeutic effects in delaying the disease
progression to AIDS in HIV-infected patients.

[0028] It should be noted that CCR2 is also the receptor for the human
chemokines MCP-2, MCP-3, and MCP-4 (Luster, New Eng. J. Med. 1998, 338, 436-
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445). Since the new compounds of formula (I) described herein antagonize MCP-1
by binding to the CCR-2 receptor, it may be that these compounds of formula (I} are
also effective antagonists of the actions of MCP-2, MCP-3, and MCP-4 that are
mediated by CCR-2. Accordingly, when reference is made herein to “antagonism of
MCP-1,” it is to be assumed that this is cquivalent to “antagonism of chemokine
stimulation of CCR-2.”
[0029] Accordingly, compounds that modulate chemokine activity could
demonstrate a wide range of utilities in treating inflammatory, allergic, autoimmune,
metabolic, cancer and/or cardiovascular diseases. Patent publication W02005021500
A1l (incorporated herein by reference and assigned to present applicant) discloses
compounds that modulate MCP-1, MCP-2, MCP-3 and MCP-4 activity via CCR2.
The reference also discloses various processes to prepare these compounds including
multistep syntheses that include the introduction and subsequent removal of
protecting groups.
[0030] It is desirable to find new compounds with improved pharmacological
characteristics compared with known chemokine modulators. For example, it is
desirable to find new compounds with improved CCR-2 inhibitory activity and
selectivity for CCR-2 versus other G protein-coupled receptors (i.e. SHT2A receptor).
It is also desirable to find compounds with advantageous and improved characteristics
in one or more of the following categories:

(a) pharmaceutical properties (i.e. solubility, permeability, amenability to
sustained release formulations);

(b)  dosage requirements (e.g., lower dosages and/or once-daily dosing);

(©) factors which decrease blood concentration peak-to-trough
characteristics (i.e. clearance and/or volume of distribution);

(d) factors that increase the concentration of active drug at the receptor
(i.e. protein binding, volume of distribution);

(e) factors that decrease the liability for clinical drug-drug interactions
(cytochrome P450 enzyme inhibition or induction, such as CYP 2D6 inhibition, see
G.K. Dresser, 1.D. Spence, D.G. Bailey, Clin. Pharmacokinet. 2000, 38, 41-57, which

is hereby incorporated by reference);
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63} factors that decrease the potential for adverse side-effects (e.g.
pharmacological selectivity beyond G protein-coupled receptors, potential chemical
or metabolic reactivity, limited CNS penetration, and/or ion-channel selectivity). It is
especially desirable to find compounds having a desirable combination of the
aforementioned pharmacological characteristics.

[0031] It is also desirable in the art to provide new and/or improved processes to
prepare such compounds. These processes may be characterized, without limitation,
by a) facile adaptation to larger scale production, such as pilot plant or manufacturing
scales; b) process steps and/or techniques enabling improvements in the purity
(including chiral purity), stability and/or ease of handling of intermediates and/or

final compounds; and/or c) fewer process steps.

SUMMARY OF THE INVENTION
[0032] The present invention provides a novel antagonist or partial
agonist/antagonist of MCP-1 receptor activity: N-((1R,2S,5R)-5-(ter¢-butylamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yhecyclohexyl)acetamide, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or prodrug,
thereof, having an unexpected combination of desirable pharmacological
characteristics. Crystalline forms of the present invention are also provided.
Pharmaceutical compositions containing the same and methods of using the same as
agents for the treatment of inflammatory diseases, allergic, autoimmune, metabolic,
cancer and/or cardiovascular diseases is also an objective of this invention. The
present disclosure also provides a process for preparing compounds of Formula (1),
including N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-

(triftuoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1-yDeyclohexylacetamide:

Ry
2C
N
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wherein R', R®, R®, R'’, and @ are as described herein. Compounds that are
useful intermediates of the process are also provided herein,

[0033] The present disclosure also provides the use of N-((1R,2S,5R)-5-(rert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or prodrug,
for the manufacture of a medicament for the treatment of inflammatory diseases,

allergic, autoimmune, metabolic, cancer and/or cardiovascular discases.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
[0034] Figure 1. Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5R)-
5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, hemi-hydrate, Form H0.5-4.
[0035] Figure 2. Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5R)-
5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yi)cyclohexylacetamide, free base, Form N-2,
[0036] Figure 3. Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5R)-
5-(zert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin- 1-yl)cyclohexyl)acetamide, 1.75 moles H,O, Form H1.75-5.
[0037] Figure 4. Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5R)-
5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-ethanol solvate, Form E-1.
[0038] Figure 5. Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5R)- -
5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-acetic acid solvate, Form HAC-
1.
[0039] Figure 6. Experimental and simulated powder patterns of N-((IR,2S5,5R)-
5-(tert-butylamino)-2-({S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyi)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-R-propylene glycol solvate,
Form RPG-3.
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[0040] Figure 7. DSC of N-((1R,2S,5R)-5-(zert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, hemi-
hydrate, Form H0.5-4.

[0041] Figure 8. TGA of N-((1R,2S,5R)-5-(zert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- L -yl)cyclohexyl)acetamide, hemi-
hydrate, Form H0.5-4.

[0042] Figure 9. DSC of N-((1R,2S§,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-o0xo-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1-yl)cyclohexyl)acetamide, free
base, Form N-2.

[0043] Figure 10. TGA of N-({1R,25,5R)-5-(fert-butylamino)-2-((5)-2-o0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, free
base, Form N-2.

[0044] Figure 11. Vapor Sorption Isotherm of N-((1R,28,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylcyclohexyl)acetamide, free base, Form N-2 at 25 °C.

{0045] Figure 12. DSC of N-((IR,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, 1.75
moles H;O, Form H1.75-5.

[0046] Figure 13. TGA of N-((1R,2S,5R)-5-(¢ert-butylamino)-2-((S)-2-ox0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1-yl)cyclohexyl)acetamide, 1.75
moles H,O, Form H1.75-5.

[0047] Figure 14. DSC of N-((1R,2S,5R)-5-(¢ert-butylamino)-2-((S)-2-oxo0-3-(6-
(triflucromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-
acetic acid solvate, Form HAC-1.

[0048] Figure 15. TGA of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-
acetic acid solvate, Form HAC-1. |

[0049] Figure 16. DSC of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-
(tnfluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-

ethanol solvate, Form E-1.
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[0050] Figure 17. TGA of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-
ethanol solvate, Form E-1.
[0051] Figure 18. DSC of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-
R-propylene glycol solvate, Form RPG-3.
[0052] Figure 19. TGA of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-ox0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-
R-propylene glycol solvate, Form RPG-3.
[0053] Figure 20. Intradermal challenge model in cynomolgus monkey: Example
| inhibited mononuclear cell recruitment to skin.
[0054] Figure 21. 48-hour TG peritonitis in hCCR2 KI mouse: Example 1
inhibition of monocyte/macrophage infiltration into peritoneal cavity.
[0055] Figure 22. hCCR2 KI mouse EAE (experimental autoimmune
encephalomyelositis): Example 1 treatment reduced clinical score.
[0056] Figure 23. Proton NMR spectra of Example 1, 2" Alternative
Preparation, Step 3— Compound 7.
[0057] Figure 24. Proton NMR spectra of Example 1, 2" Alternative
Preparation, Step 4 — Compound 8.
[0058] Figure 25. Proton NMR spectra of Example 1, 2™ Alternative
Preparation, Step 4 — Compound 9.
[0059] Figure 26. Proton NMR spectra of Example 1, 2" Alternative
Preparation, Step 4 — Compound 10
[0060] Figure 27. Proton NMR spectra of Example 1, 2" Alternative
Preparation, Step 5~ Compound 11.

DETAILED DESCRIPTION
[0061] The present invention provides a novel antagonist or partial
agonist/antagonist of MCP-1 receptor activity: N-((1R,2S,5R)-5-(zert-butylamino)-2-
((8)-2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate or prodrug,
thereof, having an unexpected combination of desirable pharmacological

characteristics. Crystalline forms of the present invention are also provided.
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Pharmaceutical compositions containing the same and methods of using the same as
agents for the treatment of inflammatory, allergic, autoimmune, metabolic, cancer
and/or cardiovascular diseases is also an objective of this invention. The present
invention also provides a process for preparing compounds of Formula (I), including
N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-

ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide:

wherein R', R®, R?, R, and @ are as described herein. Compounds that are
useful intermediates of the process are also provided herein.

[0062] [N-({1R,2S,5R)-5-(zert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(triflucromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,
unexpectedly demonstrates a desirable combination of pharmacological
characteristics including a surprisingly high degree of oral bicavailability in
combination with indications that it is highly efficacious and has excellent safety
criteria.

[0063] Known modulators of CCR2 receptors, such as those disclosed in patent
publication W0O2005021500 published March 10, 2005 (US Patent No. 7,163,937,
issued January 16, 2007, assigned to present Applicant) that demonstrate an adequate
degree of membrane permeability (a critical factor of oral bioavailability), are not
sufficiently efficacious, as measured by their CCR2-binding ability (a measure of
efficacy), and/or they lack appropriate criteria for safety as indicated by ion channel
selectivity as measured by hERG and Na+ ion channel studies.

[0064] In contrast, as illustrated by the data presented herein in the section titled
“Comparative Pharmacological Characteristics”, infi-a, the relatively polar molecule,

N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-oxo0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
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ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide demonstrates a surprisingly high
degree of membrane permeability, and yet maintains potent CCR2 binding ability
along with excellent ion channel selectivity.
[0065] Accordingly, the present invention provides a new chemokine modulator
having improved pharmacological characteristics that is expected to be useful in
treating inflammatory, allergic, autoimmune, metabolic, cancer and/or cardiovascular
diseases.
EMBODIMENTS
[0066] In one embodiment, the disclosure is directed to N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((8)-2-o0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1 -
ylcyclohexyl)acetamide, and pharmaceutically acceptable salts, thereof.
[0067] Another embodiment is a crystalline form of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide, free base.
[0068] Another embodiment is a crystalline form of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yhcyclohexyl)acetamide, free base, wherein the crystalline form comprising the N-2
Form.
[0069] Another embodiment is the N-2 Form characterized by (or having) unit
cell parameters substantially equal to the following:
Cell dimensions:
a=18.7240(4)
b=38.0171(2)
¢ =19.6568(5)
a=90
B=114.935(2))
Yy=90
V(A% =2675.7(1)
Space group P2,2,2,
Molecules/unit cell 2

wherein said crystal is at a temperature of about +22°C (RT).
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[0070] Another embodiment in the N-2 Form characterized by (or having) a
powder x-ray diffraction pattern comprising three or more of 20 values (CuKa,
A=1.5418 A) selected from 5.5, 9.1, 12.1, 14.0 and 19.2, at a temperature of about
22°C.

[0071] Another embodiment is the N-2 Form characterized by (or having) a
powder x-ray diffraction pattern further comprising four or more of 28 values (CuKa
2=1.5418A) selected from 5.5, 9.1, 12.1, 14.0 and 19.2 at a temperature of about
22°C.

[0072] Another embodiment is the N-2 Form characterized by (or having)
fractional atomic coordinates substantially as listed in Table 3.

[0073] Another embodiment is the N-2 Form characterized by (or having) a
power x ray diffraction pattern substantially according to Figure 2.

[0074] Another embodiment is a crystalline form of N-((1R,2S,5R)-5-(zert-
butylamino)-2-((S)-2-oxo0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)eyclohexyl)acetamide, free base, comprising Form H1.75-5 (1.75 moles of water),
characterized by the unit cell parameters found in Table 1; 3 or 4 or more 26 values
(CuKo 2=1.5418A) selected from Table 9; fractional atomic coordinate substantially
as listed in Table 4 and/or a powder x-ray diffraction pattern substantially according
to Figure 3.

[0075] Another embodiment is a crystalline form of N-((1R,28,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yDcyclohexylacetamide, free base, comprising Form HO.5-4 (hemi-hydrate)
characterized by the unit cell parameters found in Table 1; 3 or 4 or more 28 values
(CuKo 2=1.5418A) selected from Table 9; fractional atomic coordinate substantiaily
as listed in Table 2 and/or a powder x-ray diffraction pattern substantially according
to Figure 1.

[0076] Another embodiment is a crystalline form of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide, free base, comprising Form E-1 (mono-ethanol solvate)
characterized by the unit cell parameters found in Table 1; 3 or 4 or more 20 values

(CuKa 2=1.5418A) selected from Table 9; fractional atomic coordinate substantially
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as listed in Table 5 and/or a powder x-ray diffraction pattern substantially according
to Figure 4.

[0077] Another embodiment is a crystalline form of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylcyclohexyl)acetamide, free base, comprising Form HAC-1 (mono-acetic acid
solvate) characterized by the unit cell parameters found in Table 1; 3 or 4 or more 26
values (CuKa 2=1.54184) selected from Table 9; fractional atomic coordinate
substantially as listed in Table 6 and/or a powder x-ray diffraction pattern
substantially according to Figure 5.

[0078] Another embodiment is a crystalline form patterns of N-((1R,25,5R)-5-
(tert-butylamino)-2-((S)-2-o0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, free base, comprising Form IPA-1
(mono-isopropanol solvate) characterized by the unit cell parameters found in Table
1; 3 or 4 or more 26 values (CuKo A=1.5418A) selected from Table 9; and/or
fractional atomic coordinates substantially as listed in Table 7.

[0079] Another embodiment is a crystalline form of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylcyclohexyl)acetamide, free base comprising Form RPG-3 (mono-R-propylene
glycol solvate) characterized by the unit cell parameters found in Table 1; 3 or 4 or
more 20 values (CuKa A=1.5418A) selected from Table 9; fractional atomic
coordinate substantially as listed in Table 8 and/or a powder x-ray diffraction pattern
substantially accbrding to Figure 6.

[0080] Another embodiment is a pharmaceutical composition, comprising a
pharmaceutically acceptable carrier and a compound of the Examples.

[0081] Another embodiment is 2 method for modulation of chemokine or
chemokine receptor activity comprising administering to a patient in need thereof a
therapeutically effective amount of a compound of the Examples.

[0082] Another embodiment is a method for modulation of CCR-2 receptor
activity comprising administering to a patient in need thereof a therapeutically
effective amount of a compound of the Examples.

[0083] Another embodiment is a method for modulation of MCP-1, MCP-2,
MCP-3 and MCP-4, and MCP-5 activity that is mediated by the CCR2 receptor
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comprising administering to a patient in need thereof a therapeutically effective
amount of a compound of the Examples.

[0084] Another embodiment is a method for modulation of MCP-1 activity
comprising administering to a patient in need thereof a therapeutically effective
amount of a compound of the Examples.

[0085] Another embodiment is a method for inhibiting CCR2 and CCRS5 activity
comprising administering to a patient in need thereof a therapeutically effective
amount of a compound of the Examples,

[0086] Another embodiment is a method for treating disorders, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a
compound of the Examples said disorders being selected from diabetes, obesity,
metabolic syndrome, stroke, neuropathic pain, ischemic cardiomyopathy, psoriasis,
hypertension, scheroderma, osteoarthritis, aneurism, fever, cardiovascular disease,
Crohn’s disease, congestive heart failure, autoimmune diseases, HIV-infection, HIV-
associated dementia, psoriasis, idiopathic pulmonary fibrosis, transplant
arteriosclerosis, physically- or chemically-induced brain trauma, inflammatory bowel
disease, alveolitis, colitis, systemic lupus erythematosus, nephrotoxic serum nephritis,
glomerulonephritis, asthma, multiple sclerosis, atherosclerosis, vasculitis, vulnerable
plaques, rheumatoid arthritis, restenosis, venous neointimal hyperplasia, dialysis-graft
neointimal hyperplasia, arterio-venous shunt intimal hyperplasia, organ
transplantation, chronic allograft nephropathy, and cancer.

[0087] Another embodiment is a method for treating disorders, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a
compound of the Examples, wherein said disorders are selected from diabetes,
obesity, Crohn’s disease, psoriasis, idiopathic pulmonary fibrosis, transplant
arteriosclerosis, physically- or chemically-induced brain trauma, inflammatory bowel
disease, alveolitis, colitis, systemic lupus erythematosus, nephrotoxic serum nephritis,
glomerulonephritis, asthma, multiple sclerosis, atherosclerosis, and rheumnatoid
arthritis, restenosis, organ transplantation, and cancer.

[0088] Another embodiment is a method for treating disorders, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a

compound of the Examples, wherein said disorders are selected from diabetes,
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obesity, Crohn’s disease, systemic lupus erythematosus, glomerulonephritis, multiple
sclerosis, atherosclerosis, restenosis, and organ transplantation.

[0089] Another embodiment is 2 method for treating disorders, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a
compound of the Examples, wherein said disorders are selected from multiple
sclerosis, atherosclerosis, Crohn’s disease, and diabetes.

[0090] Another embodiment is a method for treating disorders, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a
compound of the Examples, wherein said disorders are selected from restenosis,
organ transplantation, and cancer.

[0091] Another embodiment is a method for treating diabetes, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a
compound of the Examples.

[0092] Another embodiment is a method for treating Crohns’s disease,
comprising administering to a patient in need thereof a therapeutically effective
amount of a compound of the Examples.

[0093] Another embodiment is a method for treating multiple sclerosis,
comprising administering to a patient in need thereof a therapeutically effective
amount of a compound of the Examples.

[0094] Another embodiment is a method for treating atherosclerosis, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a
compound of the Examples.

[0095] Another embodiment is a mcthod for treating restenosis, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a
compound of the Examples.

[0096] Another embodiment is a method for treating organ transplantation,
comprising administering to a patient in need thereof a therapeutically effective
amount of a compound of the Examples.

[0097] Another embodiment is a method for treating cancer, comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a

compound of the Examples.
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[0098] Another embodiment is a method for treating cancer, wherein the cancer is
selected from breast cancer, liver cancer, prostate cancer and melanoma.

[0099] Another embodiment is a method for treating inflammatory, allergic,
autoimmune, metabolic, cancer and/or cardiovascular diseases comprising
administering to a patient in need thereof a therapeutically effective amount of a
compound of the Examples.

[00100] Another embodiment is a method for treating inflammatory, allergic,
autoimmune, metabolic, cancer and/or cardiovascular diseases which are at least
partially mediated by CCR-2, comprising administering to a patient in need thereof a
therapeutically effective amount of a compound of the Examples.

[00101]  Another embodiment is a method for modulation of CCR2 activity
comprising administering to a patient in need thereof a therapeutically effective
amount of a compound of the Examples.

[00102] Another embodiment is a method for modulation of MIP-1 and RANTES
activity that is mediated by the CCRS receptor comprising administering to a patient
in need thereof a thérapeutically effective amount of a compound of the Examples.
[00103] Another embodiment is a compound of Examples in the preparation of a
medicament for the treatment of diabetes, obesity, metabolic syndrome, stroke,
neuropathic pain, ischemic cardiomyopathy, psoriasis, hypertension, scheroderma,
osteoarthritis, aneurism, fever, cardiovascular disease, Crohn’s disease, congestive
heart failure, autoimmune diseases, HIV-infection, HIV-associated dementia,
psoriasis, 1diopathic pulmonary fibrosis, transplant arteriosclerosis, physically- or
chemically-induced brain trauma, inflammatory bowel disease, alveolitis, colitis,
systemic lupus crythematosus, nephrotoxic serum nephritis, glomerulonephritis,
asthma, multiple sclerosis, atherosclerosis, vasculitis, vulnerable plaques, rheumatoid
arthritis, restenosis, venous neointimal hyperplasia, dialysis-graft neointimal
hyperplasia, arterio-venous shunt intimal hyperplasia, organ transplantation, chronic
allograft nephropathy, and cancer.

[00104] Another embodiment is a compound of the Examples for use in therapy.
[00105] The invention may be embodied in other specific forms without departing
from the spirit or essential attributes thereof. This invention also encompasses all

combinations of alternative aspects and embodiments of the invention noted herein,
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It is understood that any and all embodiments may be taken in conjunction with any
other embodiment to describe additional embodiments of the present invention,
Furthermore, any elements of an embodiment (including preferred aspects) are meant
to be combined with any and all other ¢clements from any of the embodiments to

describe additional embodiments.

PROCESS EMBODIMENTS

[00106] The present disclosure also provides a novel process for making

compounds of formula I:

including N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-ylcyclohexyl)acetamide, or a
pharmaceutically acceptable salt thereof.
[00107] Ina 1™ embodiment, the present disclosure provides a novel
process for preparing a compound of formula IV,
the process comprising:

coupling an amino acid derivative of structure 11, or a salt thereof, with a
cyclohexanone of formula II, or a salt thereof (see preparation in W(02005021500), to

afford a compound of structure IV, or a salt thereof having a substituted amide side

chain
Y-
0
NHRy NRy
A CORy NR Ry A (wCOR,
Y-
0
R, Ry
v
NR|R»
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II 1T v
wherein:

R, and Ry, are independently C|_galkoxy;

or Ry and Ry together with the carbon to which they are both attached combine
to form a carbonyl, a thiocarbonyl, a cyclic acetal or cyclic thioacetal, wherein the

cyclic acetal or cyclic thioacetal is selected from -O-Z-O- and -S-Z-S-, Z is —
o,

(CT\Ta), «(CT;Tz)s, or @(T?')O" ,and T 1, T; and T; at each occurrence is
independently selected from hydrogen, C,4alkyl, Cy4alkenyl, halogen, hydroxy,
cyano, nitro, CF3, OC, 4alkyl, OCF3, and C(=0)C,.salkyl (preferably T ;, T, and Tz are
each hydrogen);

Rj, Rz and R; are independently hydrogen or an amine-protecting group;

R4 is lower Cj.galkyl or optionally substituted benzyl;

Y is halogen, SMe, S(Me) Rz, or-OSO:R3;

V is OH, halogen or OSO;R3;

Rz is hydrogen, Csalkyl, -(CH)C(O)O C_galkyl, or -(CH,)C(O)O C;.
salkyl; and

Ry3 at each occurrence 1s Cy salkyl.

[00108] Preferred amine-protecting groups are groups that can be removed by
hydrolysis or hydrogenolysis under standard conditions. Such groups include without
limitation, a carbobenzyloxy (Cbz) group, a tert-butyloxycarbonyl (BOC), a
fluorenylmethyloxycarbonyl (FMOC) group, a benzyl (Bn) group or a p-
methoxybenzyl (PMB) group. More preferred are Cbz, BOC, or Bn groups
(especially Cbz and Bn).

[00109] In a 2™ embodiment, the present disclosure provides a novel process
wherein:

Raand Ry togethér with the carbon atoms to which they are both attached
combine to form a carbonyl or a 1, 3-dioxolane group (especially a 1,3-dioxolane
group);

R, is hydrogen;

Ry 1s Cbz;
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R3 is hydrogen;

R4 is Cj.galkyl;

Y is S(Me); and

V is OH.
[00110] Ina 3™ embodiment, where Y is -SMe, the disclosure provides a process
further comprising alkylating the compound of formula IV with a group R2X, where
X is a halogen, to form a sulfonium salt thereof. The alkylating agent is preferably
methyl iodide.
[00111] 1Ina 4" embodiment, the disclosure provides a process wherein
cyclohexanone of formula IV is a toluenesulfonate salt.
[00112] Ina 5™ embodiment, the disclosure provides a process wherein the
compound of formula TV is a sulfonium salt.
{00113] Ina 6™ embodiment, the disclosure provides a process wherein the
coupling is conducted under an inert atmosphere, such as nitrogen or argon
(preferably nitrogen) in an aprotic solvent such as proprionitrile, isopropyl acetate, n-
butyl acetate, tert-butyl acetate or acetonitrile (especially acetonitrile and/or ethyl
acetate).
[00114] Ina 7" embodiment, the disclosure provides a process wherein the
coupling can be achieved by the contacting a compound of formula II with a diimide
coupling reagent in the presence of an activator, and a tertiary amine base. The
diimide coupling reagent includes regeants, for example such as EDAC. Examples of
activators includes HOBt ((said term includes hydrates thereof) and N°,N’-4-
dimethylamino-pyridine. A tertiary amine base, includes for example, triethylamine,
N-N-disopropyl-N-ethyl amine and tri-n-propylamine.
[00115] Ina 8™ embodiment, the disclosure provides a process wherein the diimide
coupling reagent is EDAC, the activator, is HOBt, (said term includes hydrates
thereof) and the tertiary amine base is tricthylamine.
[00116] 1Ina 9™ embodiment, disclosure provides a process wherein the mole ratios
of a compound of formula II to the diimide coupling reagent to the activator to the
tertiary amine about one to about 0.090 — 1.50 to about 0.95-1.50 to about 2.00 to
3.00, respectively. Said mole ratios are preferably one to about 0.095 —~ 1.05 to about
0.95-1.10 and to about 2.10 to 2.20, respectively.
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[00117] Ina 10" embodiment, the disclosure provides a novel process for

preparing a compound of formula V having an ester moiety:
NRyR;

&

(o]

zg’

Ei

‘\‘\\\\C 0 2 R4

the process, comprising:

cyclizing the amino acid derivative side chain of a compound of formula IV,
or a salt thereof, to afford a compound of formula V having an ester moiety.
[00118] Imanl 1™ embodiment where R, and Ry, are independently C,.galkoxy, or
R, and Ry together with the carbon to which they are both attached combine to form a
a thiocarbonyl, a cyclic acetal or cyclic thioacetal, the disclosure provides a process
which optionally further comprises the step of hydrolyzying the R, and Ry, groups so
that the combination of the R, and Ry together with the carbon to which they are both
attached form a carbonyl. Hydrolyzing can be conducted in a solvent such as
acctone, butanonc, acctonitrile and isopropanol, or aqueous solutions thereof, and is
preferably conducted in aqueous acetone. Preferably, the hydrolysis step follows the
cylization step.
[00119] 1Ina 12" embodiment, the disclosure provides a process wherein the
cyclization is conducted by combining a compound of formula IV, or a salt thereof,
with a base in the presence of a solvent. Such bases may be, for example without
limitation, cesium carbonate, cesium bicarbonate, potassium carbonate, sodium tert-
butylate, sodium hexamethyldisilazide, and preferably cesium carbonate.
[00120] Ina 13™ embodiment, the disclosure provides a process wherein the
cyclization is conducted under an inert atmosphere, such as nitrogen or argon
(preferably nitrogen) in a solvent including, for example without limit, DMSO, DMF,
DMA, N-methylpyrrolidone, sulfolane (especially DMSO and/or DMF).
[00121] Ina 14™ embodiment, the disclosure provides process for preparing a

compound of formula VI:
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WwCOH

Vi
the process comprising;
hydrolyzing the ester moiety of the compound of formula V with a
hydrolyzing agent to form the acid of compound VI at temperatures from about -5 to
5 about 5 °C. Ester hydrolyzing agents are well know to those of skill in the art and
include alkali metal hydroxides, MOH, where M is Li, Na or K, preferably the
hydrolyzing agent is aqueous NaOH. Preferably the hydrolyzing step is performed
under biphasic conditions with an organic solvent that is partially miscible in water.
Preferred organic solvents are acylic or cyclic ethers including THF, 2-methyl THF,
10  1,2-dimethoxyetahen, 1,4-dioxane, especially THF.
[00122]  Alternatively, in a 15" embodiment, where R, and Ry together with the
atom to which they are both attached combine to form a carbonyl, the disclosure

provides a process for preparing a compound of formula VII:

NRiR, \\\NR1R2
N
(e e
= COH HO-Z-OH AWCOH
W2
Via
; Czj
Vi vii

15  the process comprising:
reacting a compound of formula VIa, HO-Z-OH, with a compound of formula
IV (optionally i# situ) in the presence of an acid catalyst to give a compound of

formula VTI,
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. — 7 (T)os .
wherein Z 1s —(CTsz)z-, —(CT1T2)3-, or 304 ) and

T 1, T2 and T; at each occurrence is independently selected from hydrogen, C,alkyl,
C,.4alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CF3, OC.4alkyl, OCF;, and C(=0)C,.
salkyl (preferably T i, T and T3 are each hydrogen).

Preferably the compound of formula VTa is ethylene glycol and the acid catalyst is p-
toluenesulfonic acid, or a hydrate thereof.

[00123] In a 16" embodiment, the disclosure provides a process for preparing a

compound of formula VIII:
NR{R;

&o

«Nco

(J

Vil

Vil

X vz

the process comprising;

transforming the ketal of formula V11 to an intermediate isocyanate of formula
VIII. The transformation is preferably conducted via a Curtius rearrangement.
[00124] Ina 17" embodiment, the disclosure provides a process wherein the
transforming step 1s conducted via a Curtius rearrangement comprising the steps of :

a) mixing a substantially anhydrous solution of formula VII with a base (the base
is for example, without limitation, an alkylamine, especially a tertiary amine,
preferably tricthylamine),

b) adding a haloformate (for example, a chloroformate, preferably i-BuO,CCl) to
the solution at a temperature of from about -10 °C to about 0 °C to form a mixed
anhydride of the acid of formula VII;

¢) treating the mixed anhydride with an azide reagent (preferably NaNs) in the
presence of a phase transfer catalyst (preferably a tetralkylammonium salt such as
tetrabutylammonium bromide at about 5 mol%) at a temperature of about -10 °C to

about 0 °C to form the acid azide of formula VIla:
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; and

d) heating a substantially anhydrous solution of the acyl azide of formula VIIa to
form the corresponding isocyanate of formula VIII. Preferably the substantially
anhydrous solution of acyl azide is dried over molecular sieves. ‘
[00125] Ina 18" embodiment, the disclosure provides a process for preparing a
compound of formula IX having a ketal moiety:

NRiR,

Ryg
R,,COW w
Vil 10 Q \p;

the process comprising;

contacting the isocyanate of formula VIII (optionally in situ) with a compound
of formula R;oCOW (e.g. acetic acid) in the presence of a corresponding acid
anhydride (i.e. (R10C0),0) to to form the amide of formula IX wherein:

Ryo is Cisalkyl (Ryg is preferably methyl): and

W is OH or OCalkyl.
[00126] Ina 19" embodiment the disclosure provides a process for preparing a

compound of formula X:

G
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the process comprising:

hydrolyzing the ketal moiety of the amide of formula IX to form a compound
of formula X. Ketal hydrolyzing conditions and reagents are well known to those of
skill in the art. Preferably hydrolysis is conducted by heating a solution of
compound IX having a ketal moiety in an organic solvent (for example acetone) and
hydrochloric acid (about 1 N) at about 45 °C to about 55 °C for about 2-4 hours.
[00127] Ina 20" embodiment, the disclosure provides a process for preparing a

compound of formula XI:

the process comprising:
reductively aminating the compound of formula X with an amine of formula

HNR3Rs in the presence of a Lewis Acid followed by a reducing agent to form a
compound of formula XI having a pyrollidonyl amine moiety.
[00128] 1Ina21™ embodiment, the disclosure provides a process wherein
reductively aminating comprises the steps of:

a) adding a Lewis Acid (preferably a titanium reagent including, without
limit, T1Cl2(O-iso-propyl)2) to a solution of compound X and the amine having the

formula HNRgRs in an aprotic solvent to form an imine-enamine of formula XA:

-32-



Fofa 0wl gy
togse o 6%}

WO 2008/014360 PCT/US2007/074377

10

15

Xa

;and

b) treating the imine-enamine of formula Xa with a reducing agent (preferably
borane dimethyl sulfide) to afford the compound of formula XI having a
pyrollindonyl amine moiety.
In the foregoing steps, the aprotic solvent can be for example, without limitation,
dichloromethane, acetonitrile, DMSO, DMF, and N-methyl-pyrrolidinone (preferably
dichloromethane).
[00129] Ina 22™ embodiment, the disclosure provides a process wherein the amine
of formula HN(Rg)(Ro) is preferably tert-butyl amine.
[00130] 1In a 23™ embodiment, the disclosure provides process for preparing a

compound of formula XII:

=
X : @N \“/Rw

the process comprising:

deprotecting the pyrollidonyl amine of formula XI to form a compound of
formula XII.
[00131] Ina 24™ embodiment, the disclosure provides a process wherein the
deprotecting step 1s carried out by hydrogenating a solution of the compound of

formula XII in the presence of a catalyst such as palladium. Preferably the

233 -
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hydrogenation is carried out at about 20 to about 40 psig in a solvent, including,
without limitation, methanol, over 5% Pd/C catalyst at about 25 °C for about two to
about six hours.

[00132] Ina 25" embodiment, the disclosure provides a process for preparing a

5  compound of formula I comprising coupling the compound of formula XII with a

LG
compound of formula @ to afford a compound of formula I wherein:
HET is a 3-14 membered heteroaryl ring having one to four heteroatoms
selected from N, O or S (preferably one to three heteroatoms, especially one to two
nitrogen atoms) in at least one of the rings (HET is preferably a 6-substituted
10 quinazolin-4-yl, more preferably 6-trifluoromethyl-quinazolin-4-yl); and
LG 1s a leaving group selected from halogen or OSO;R 6, wherein Ry is
phenyl, a 5- to 7-membered heteroaryl having one or more atoms selected from N, S,
or O, Ciealkyl, ora 3- to 7-membered cycloalkyl, all of which are optionally
substituted by one to three groups selected from halogen, CF;5 and C,.¢alkyl
15  (preferably LG is a halogen, especially chlorine).
[00133] A leaving group as used herein includes, without limitation, groups such
as halogens, mesylate, nonaflates, sulfonates, tosylates and triflates. A preferred
leaving group is halogen or OSO,R 4, wherein R, is phenyl, a 5- to 7-membered
heteroaryl having one or more atoms selected from N, S or O, Cy.¢alkyl, ora 3-to 7-
20 membered cycloalkyl, all of which are optionally substituted by one to three groups
selected from halogen, CF, and Cgalkyl. In the most preferred embodiment LG is a
halogen, especially chlorine.
[00134] In a 26" embodiment, the disclosure provides a process for preparing a

compound of formula X:
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comprising the steps of: _
hydrolyzing the ester moiety of the compound of formula V with a

hydrolyzing agent to form the acid of compound VI at temperatures from about -5 to

about 5 °C:
NR1R, \\\NR1R2
~
@NCOZR‘ A WCOH
0 (o]
5 v Vi

reacting a compound of formula Vla, HO-Z-OH, with a compound of formula
IV (optionally in situ) in the presence of an acid catalyst to give a compound of
formula VII having a carboxylic acid moiety:

NR(R,

e

o

HO-Z-OH

VI WCOH
Via Q
CJ

Vil

10 reacting a compound of formula VIa, HO-Z-OH (preferably alkylene glycol,
especially ethylene glycol), with a compound of formula IV (optionally i# situ) in the
presence of an acid catalyst (preferably p-toluenesulfonic acid, or a hydrate thereof)

to give a compound of formula VII having a carboxylic acid moiety:
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transforming the carboxylic acid moiety of the ketal of formula VIT to a

corresponding intermediate isocyanate of formula VIII:
NR{R;

e

(o)

»,

F4

5 VILI;
contacting the isocyanate of formula VIII (optionally in situ), with a
compound of formula R;(COW (e.g. acetic acid) in the presence of a corresponding
acid anhydride (i.e. (R10C0O);0) to to form the amide of formula IX having a ketal
moiety;
NRiR,

Y

o
H

Q\\\N\eru
G

IX; and

Z;I

10

hydrolyzing the ketal moiety of the amide of formula IX to form the

compound of formula X:
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wherein:
Ry, and R; are independently hydrogen or an amine-protecting group;
R4 and Rypare independently C; galkyl or optionally substituted benzyl;
Rs and Ry are independently hydrogen or C_galkyl;
W is OH or OC,.¢alkyl;
o
72\
. — 7 (T3)os -
Z1is —(CTsz)z-, —(CT1T2)3-, or 3104 N and

T |, T, and T; at each occurrence are independently selected from hydrogen,
Ci4alkyl, C;4alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CF 3, OCysalkyl, OCFj3, and
C(=0)C,4alkyl.

[00135] Ina 27" embodiment, the disclosure provides a process for preparing a
compound of formula XI wherein:

the compound of formula VII is (7R,85)-8-((35)-3-
(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxo-1-pyrrolidinyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]decane-7-
carboxylic acid, or a salt thereof;

the compound of formula VIIa is benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-(azidocarbonyl)-
1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0xo0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof; |

the compound of formula VIII is benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-isocyanato-1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-y1)-2-0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

the compound of formula IX is benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-acetamido-1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

the compound of formula X is benzyl ((35)-1-((15,2R)-2-acetamido-4-
oxocyclohexyl)-2-oxo-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof; and

the compound of formula XTI is benzy! ((35)-1-((15,2R,4R)-2-acetamido-4-
(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-oxo-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof.
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[00136) Ina 28" embodiment, the disclosure provides a process for preparing a

compound of formula I:

\\\NR1R2 \\NR1R2

O, O, (o

N
= CO,H
= M\t
\\\Coz R, \\\C O,H HO-Z-OH
Via
o o
v

Vi Vil

N
A aNCO H
w \\\N \rr Rio . § H
R1pC(O)W o Q\“NT Rio
. (o]
X

X
Vil
SNR.,RZ NHR,
{ o .
g H N g
~ N R =
W 10 N R
W\ 10
ey (7Y Oy
~ o]
N =
Pl N.
Ra Rg Ra/ Rg
Xl R3 Xl
\\N
Q§3
LG ~ \\\NTR10
Gl
N.
5 RB R

the process comprising;:
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hydrolyzing the ester moiety of the compound of formula V with a
hydrolyzing agent (preferably an alkali hydroxide, especially sodium hydroxide) to
form a compound of formula VI;

reacting a compound of formula Va, HO-Z-OH, with the compound of
formula VI, optionally in situ, in the presence of acid catalyst (preferably p-
toluenesulfonic acid, or a hydrate thereof) to afford a compound of formula VII
having a carboxyiic acid moiety;

transforming the carboxylic acid moiety of the ketal of formula VII to form a
corresponding intermediate isocyanate of formula VIII;

contacting the isocyanate of formula VIII, optionally in situ, with a compound
of formula R;oCOW (preferably acetic acid) in the presence of a corresponding acid
anhydride, (R;0C0O),0 (preferably acetic anhydride), to form the amide of formula IX
having a ketal moiety;

hydrolyzing the ketal moiety of the amide of formula IX to form the
compound of formula X; and

reductively aminating the compound of formula X with an amine of formula
HNRgRy (preferably rert-butyl amine) in the presence of a Lewis acid (preferably a
titanium reagent such as TiCly(O-iso-propyl),) to form a compound of formula X1
having a pyrollidonyl amine moiety;

deprotecting the pyrollidinyl amine of formula XI to form a compound of
formula XII; and

coupling the compound of formula XII with a compound of formuta

( ::}— LG
to afford a compound of formula I;

wherein:
Ry, and R, are independently hydrogen or an amine-protecting group;

R4 and Ryp are independently Cy.galkyl or optionally substituted benzyl;
Rg and Ry are independently hydrogen or C;_galkyl;
W is OH or OC;.¢alkyl;
v
72
: — 7 (Tdoa .
Z1s —(CT1T2)2-, —(CT|T2)3—, or 3/0-4 M
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T 1, T, and T; at each occurrence is independently selected from hydrogen, C,.
salkyl, Cy.4alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CF3;, OC,alkyl, OCF;, and
C(=0)C,4alkyl (preferably Z is {CH3);- );

HET is a 3-14 membered heteroaryl ring having one to four heteroatoms
sclected from N, O or S (preferably onc to three heteroatoms, especially ong to two
nitrogen atoms) in at least one of the rings (HET is preferably a 6-substituted
quinazolin-4-yl , more preferably 6-trifluoromethyl-quinazolin-4-yl); and

LG is a leaving group selected from halogen or OSO;R 6, wherein Ry¢ is
phenyl, a 5- to 7-membered heteroaryl having one or more atoms selected from N, S,
or O, Cy.ealkyl, or a 3- to 7-membered cycloalkyl, all of which are optionally
substituted by one to three groups selected from halogen, CF; and C,_salkyl
(preferably LG is a halogen, especially chlorine).

[00137] Ina 29" embodiment, the disclosure provides a compound of formula VI,

or a salt thereof:
NRyR,

~

e

C

; WCOH

0
VI

wherein:
R, and R, are independently selected from hydrogen and an amine-protecting

group selected from BOC, Cbz, and benzyl (preferably R, is hydrogen and R; is Cbz);
$ s
7 N\
i — 7 (Tadoa -
Zis (CTT2),-, «CT T2)s-, or 3h4 - and

T 1, T and T3 at each occurrence are independently selected from hydrogen,
Cisalkyl, Cs4alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CF3, OC;.salkyl, OCFs, and
C(=0)C,4alkyl (preferably‘Z is (CHz),- ).

A preferred compound of formula VI is (1R,25)-2-((8)-3-
(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin- 1-yl)-5-oxocyclohexanecarboxylic acid

or a salt thereof.
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[00138] In a 30" embodiment, the disclosure provides a compound of formula VI
that is (1R,25)-2-((S)-3-(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin-1-yl)-5-

oxocyclohexanecarboxylic acid or a salt thereof.

[00139] Ina 31% embodiment, the disclosure provide a novel compound of formula

VII, or a salt thereof:
NRiR,

o

X )

WCOzH

-

A1
wherein:
R; and R; are independently selected from hydrogen and an amine-protecting

group selected from BOC, Cbz, and benzy! (preferably R, is hydrogen and Rz is Cbz);
v
C\%
7 is «(CTiTa), «(CTiTaks- or =7 (Tl ang
T, T, and T; at each occurrence are independently selected from hydrogen,
Ci.alkyl, Cyqalkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CFs, OC,salkyl, OCFs, and
C(=0)C;4alkyl (preferably Z is (CH,);- ).

A preferred compound of formula VIl is (7R,35)-8-((35)-3-
(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxo-1-pyrrolidinyl}-1,4-dioxaspiro[4.5]decane-7-
carboxylic acid.

[00140] In a 32™ embodiment, the disclosure provides a compound of formula VII
that is (7R,85)-8-((35)-3-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-0xo-1-pyrrolidinyl)-1,4-
dioxaspiro[4.5]decane-7-carboxylic acid, or a salt thereof.

[00141] Tna 33" embodiment, the disclosure provides novel compounds of

formula VIia, or a salt thercof:
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wherein:
R; and R are independently selected from hydrogen and an amine-protecting

group selected from BOC, Cbz, and benzyl (preferably R, is hydrogen and R, is Cbz);
PR
3
Zis «(CTiTa)-, «(CTiToks- or \=7 (T34 ang
T, Tz and T5 at cach occurrence are independently selected from hydrogen,
Ci4alkyl, Cyaalkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CF3;, OC,.4alkyl, OCF3, and
C(=0)C,4alkyl (preferably Z is {(CH;),- ).
A preferred compound of formula Vlla is benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-(azidocarbonyl)-
1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-oxo0-3-pyrrolidinyl)carbamate.
[00142] In a 34™ embodiment, the disclosure provides a compound of formula VIia
that is benzyl ((38)-1-((7R,85)-7-(azidocarbonyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-oxo0-
3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof.
[00143] Ina 35™ embodiment, the disclosure provides a compound of formula

VIII, or a salt thereof:

NRIR;

Y

(o]

Ll

aNCco

CJ

wherein:
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R; and R; are independently selected from hydrogen and an amine-protecting

group selected from BOC, Cbz, or benzyl (preferably R, is hydrogen and R; is Cbz);
5
7 N\
. — 7 (Ta)os .
Z1s —(CTsz)z-, —(CT|T2)3—, or 3/0-4 . and

T 1, T2 and T» at each occurrence are independently selected from hydrogen,

)CMalkyl, Cy.4alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CF3, OC,.4alkyl, OCF;, and

C(=0)Ciualkyl (preferably Z is (CHz)o- ).

A preferred compound of formula VIII is benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-
isocyanato-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate.
[00144] Ina 36™ embodiment, the disclosure provides a compound of formula VIIT
that is benzyl ((35)-1-((7R,8S)-7-isocyanato-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-
pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof.
[00145] Ina 37" embodiment, the disclosure provides a compound of formula IX,

or a salt thereof:

wherein:
R; and R; are independently selected from hydrogen and an amine-protecting

group selected from BOC, Cbz, or benzyl (preferably R, is hydrogen and R; is Cbz);
&,
<\/ \:\
; —7 (Tados .
Zis H(CTT2)2-, {CT1T2h-, or ;

T |, T2 and T; at each occurrence are independently selected from hydrogen,
Ciaalkyl, Cy4alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CFs, OC;_4alkyl, OCF3, and
C(=0)C,4alkyl (preferably Z is {CH3),- ); and

Rio is Cy.¢alkyl (preferably methyl).
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A preferred compound of formula X is benzyl ((35)-1-((7R,8S)-7-acetamido-
1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-y1)-2-0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate,
[00146] In a 38" embodiment, the disclosure provides a compound of formula IX
that is benzyl ((38)-1-((7R,88)-7-acetamido-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-
5 pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof,
[00147] Ina 39" embodiment, the disclosure provides a compound of formula X,

or a salt thereof:
NR4R;
o>

o]
H

N R1o
( ] b
0
(¢}

X

P

10 wherein:
R, and R, are independently hydrogen or an amine-protecting group selected
from BOC, Cbz, and benzyl; and
Ryg is Cy¢alkyl.
Preferably R; is hydrogen, R; is Cbz and R;p is methyl. A preferred
15 compound of formula X is benzyl ((35)-1-((1S,2R)-2-acetamido-4-oxocyclohexyl)-2-
0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate.
[00148] In a 40" embodiment, the disclosure provides a compound of formula X
that is benzyl ((35)-1-((15,2R)-2-acetamido-4-oxocyclohexyl)-2-0xo0-3-
pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof.
20 [00149] Ina 40™ embodiment, the disclosure provides a compound of formula XI,

or a salt thereof:
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wherein:

R, and R; are independently hydrogen or an amine-protecting group selected
from BOC, Cbz, and benzyl;

5 Rg and Ry are independently hydrogen or C;_galkyl; and

Rio is Cisalkyl.

Preferably R, is hydrogen, R; is Cbz, Rg is hydrogen, Ry is rers-butyl, and R
is methyl. A preferred compound of formula X1 is benzyl ((35)-1-((15,2R,4R)-2-
acetamido-4-(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-oxo-3-pyrrolidinyl)carbamate.

10  [00150] Ina41® embodiment, the disclosure provides a compound of formula XI
that is benzyl ((35)-1-((1S,2R,4R)-2-acetamido-4-(tert-butylamino)eyclohexyl)-2-
o0xo0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof.

[00151] Ina 42™ embodiment, the disclosure provides a compound of formula XII,

or a salt thereof:

15 xil
wherein:
R; is hydrogen or an amine-protecting group selected from BOC, Cbz, and
benzyl,;
Rg and Ry are independently hydrogen or Cy.¢alkyl; and
20 Ry is Cr.ealkyl. o
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Preferably R; is hydrogen, Rs is hydrogen, Ry is tert-butyl, and Ry is methyl.
A preferred compound of formula XII is N-((1R,2S5,5R)-2-((35)-3-amino-2-0x0-1-
pyrrolidinyl)-5-(zert-butylamino)cyclohexyl)acetamide.

[00152] .In a 43™ embodiment, the disclosure provides a compound of formula XII
that is N-((1R,25,5R)-2-((35)-3-amino-2-0x0-1-pyrrolidinyl)-5-(tert-
butylamino)cyclohexyl)acetamide, or a salt thereof.

[00153] Ina 44" embodiment, the disclosure provides a compound selected from:

(7R ,85)-8-((35)-3-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxo-1-pyrrolidinyl)-1,4-
dioxaspiro[4.5]decane-7-carboxylic acid, or a salt thereof;

benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-(azidocarbonyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-
0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-isocyanato-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-
pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

benzyl ((35)-1-((7R,88)-7-acetamido-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-y1)-2-0x0-3-
pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

benzyl ((35)-1-((1S,2R)-2-acetamido-4-oxocyclohexyl}-2-0x0-3-
pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof; and

benzyl ((35)-1-((15,2R,4R)-2-acetamido-4-(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-
0x0-3-pyrrelidinyl)carbamate, or a salt thereof.

[00154] Ina 45" embodiment, the disclosure provides a process wherein:

a compound of formula VII is (7R,85)-8-((35)-3-
(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxo- 1 -pyrrolidinyl)-1,4-dioxaspiro{4.5 ]decanc-7-
carboxylic acid, or a salt thereof;

a compound of formula VIIa is benzyl ((35)-1-((7R,8S)-7-(azidocarbonyl)-1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-y1)-2-ox0-3-pyrrolidinyl}carbamate, or a salt thereof;

a compound of formula VIII is benzyl ((35)-1-((7R,8S5)-7-isocyanato-1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0xo-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a sait thereof’

a compound of formula IX is benzy! ((35)-1-((7R,85)-7-acetamido-1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-y1)-2-0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

the compound of formula X is benzyl ((35)-1-((1S5,2R)-2-acetamido-4-

oxocyclohexyl)-2-ox0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof; and
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a compound of formula XI is benzyl ((38)-1-((15,2R,4R)-2-acetamido-4-(tert-
butylamino)cyclohexyl)-2-oxo-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof,
[00155] Ina 46" embodiment, the disclosure provides a process wherein a
compound of formula I is N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((8)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide or a salt
thereof.
[00156] The present invention may be embodied in other specific forms without
departing from the spirit or essential attributes thereof. Thus, the above embodiments
should not be considered limiting, Any and all embodiments of the present invention
may be taken in conjunction with any other embodiment or embodiments to describe
additional embodiments. Each individual element (including preferred aspects) of the
embodiments is its own independent embodiment. Furthermore, any element of an
embodiment is meant to be combined with any and all other elements from any
embodiment to describe an additional embodiment. In addition, the present invention
encompasses combinations of different embodiment, parts of embodiments,

definitions, descriptions, and examples of the invention noted herein.

DEFINITIONS
[00157] The following are definitions of terms used in this specification and
appended claims. The initial definition provided for a group or term herein applies to
that group or term throughout the specification and claims, individually or as part of
another group, unless otherwise indicated.
[00158] The term “alkyl” refers to straight or branched chain hydrocarbon groups
having 1 to 12 carbon atoms, preferably 1 to 6 carbon atoms. When numbers appear
in a subscript after the symbol "C", the subscript defines with more specificity the
number of carbon atoms that a particular group may contain. For example, "C, calkyl"
refers to straight and branched chain alkyl groups with one to six carbon atoms, such
as methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl, t-butyl, n-pentyl, and so forth. The
subscript “0” refers to a bond. Thus, the term hydroxy(C,_;)alkyl or (C,.
yhydroxyalkyl includes hydroxy, hydroxymethyl and hydroxyethyl. Alkyl groups

may be substituted with onc to three groups selected from (C.g)alkyl, (Cig)alkenyl,
hydroxy, halogen, cyano, nitro, CFs, O(C,.salkyl), OCF3;, C(=0)H, C(=0)(C,.salkyl),
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COzH, COy(Ci.ealkyl), NHCO,(Cialkyl), -S(Ci.salkyl), NH2, NH(C,.salkyl), N(Ci.
galkyl);, N(CH3)s", SO3(C).6alkyl), C(=0)(C4alkylene)NH,, C(=O)(C,.
salkylene)NH(alkyl), C(=0)(C,4alkylene)N(C,.4alkyl),, Cs.scycloalkyl, phenyl,
benzyl, phenylethyl, phenyloxy, benzyloxy, napthyl, a four- to seven-membered
heterocylo, and/ or a five- to six- membered heteroaryl. When a substituted alkyl is
substituted with an aryl, heterocyclo, cycloalkyl, or heteroaryl group, said ringed
systems are as defined below and thus may have zero, one, two, or three substituents,
also as defined below.

[00159] When the term “alkyl” is used together with another group, such as in
“arylalkyl”, this conjunction defines with more specificity at least one of the
substituents that the substituted alkyl will contain. For example, “arylalky!” refers to a
substituted alkyl group as defined above where at least one of the substituents is an
aryl, such as benzyl. Thus, the term aryl{Cy4)alkyl includes a substituted lower alkyl
having at least one aryl substituent and also includes an aryl directly bonded to
another group, /.e., aryl(Cp)alkyl.

[00160] The term “alkenyl” refers to straight or branched chain hydrocarbon
groups having 2 to 12 carbon atoms and at least one double bond. Alkenyl groups of 2
to 6 carbon atoms and having one double bond are most preferred. Alkenyl groups
may be substituted as described above for alkyl groups.

[00161] The term “alkynyl” refers to straight or branched chain hydrocarbon
groups having 2 to 12 carbon atoms and at least one triple bond. Alkynyl groups of 2
to 6 carbon atoms and having onc triplc bond arc most preferred. Alkynyl groups
may be substituted as described above for alkyl groups.

[00162] The term “alkylene” refers to bivalent straight or branched chain
hydrocarbon groups having 1 to 12 carbon atoms, preferably 1 to 8 carbon atoms,
e.g., {-CHz-},, wherein n is | to 12, preferably 1-8. Lower alkylene groups, that is,
alkylene groups of 1 to 2 carbon atoms, are most preferred. The terms “alkenylene”
and “alkynylene” refer to bivalent radicals of alkenyl and alkynyl groups,
respectively, as defined above. Alkenylene groups may be substituted as described
above for alkyl groups.

[00163] The term “alkoxy” refers to an oxygen atom substituted by alkyl, as

defined herein. For example, the term “alkoxy” or includes the group -O-C, calkyl.
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[00164] When a subscript is used with reference to an alkoxy, thioalkyl or
aminoalkyl, the subscript refers to the number of carbon atoms that the group may
contain in addition to heteroatoms.

[00165] Tt should be understood that the selections for all groups, including for
examples, alkoxy, thioalkyl, and aminoalkyl, will be made by one skilled in the field
to provide stable compounds.

[00166] The term “carbonyl” refers to a bivalent carbonyl group —C(=0)—.
[00167] The term *“acyl” refers to a carbonyl group linked to an organic radical,
more particularly, the group C(=O)R., as well as the bivalent group —-C(=0)R.—,
which are linked to organic radicals. The group R. can be selected from alkyl,
alkenyl, alkynyl, cycloalkyl, heterocyclo, aryl, or heteroaryl as defined herein, or
when appropriate, the corresponding bivalent group, e.g., alkylene.

[00168] The term “cycloalkyl” refers to fully saturated and partially unsaturated
hydrocarbon rings (and therefore includes “cycloalkenyl rings™) of 3 to 9, preferably
3 to 7 carbon atoms. The term "cycloalkyl" includes such rings having zero, one,
two, or three substituents selected from (C,4)alkyl, (Co4)alkenyl, halogen, hydroxy,
cyano, nitro, CF3, O(C,.salkyl), OCF3, C(=O)H, C(=0)(C.4alkyl), CO:H, CO2(C:.
salkyl), NHCO,(C,4alkyl), S(C4alkyl), NH;, NH(C.salkyl), N(C,4alkyl);, N(C,.
4alkyl);", SOy(Cyalkyl), C(=0)(C,4alkylene)NHs,, C(=O)(C1;4alkylene)NH(alkyl),
and/or C(=0)(C;.4alkylene)N(C;4alkyl),. The term “cycloalkyl” also includes such

~ rings having a second ring fused thereto (e.g., including benzo, heterocyclo, or

heteroaryl rings) or having a carbon-carbon bridge of 3 to 4 carbon atoms.

[00169] The term “halo” or “halogen” refers to chloro, bromo, fluoro and iodo.
[00170] The term “haloalkyl” means a substituted alkyl having one or more halo
substituents. For example, “haloalkyl” includes mono, bi, and triflucromethyl.
[00171] | The tcrm.“haloalkoxy” means an alkoxy group having onc or morc halo
substituents. For example, “haloalkoxy” includes OCFs.

[00172] The term “heteroatoms” shall include oxygen, sulfur and nitrogen.
[00173] The term “aryl” refers to phenyl, biphenyl, fluorenyl, 1-naphthyl and 2-
naphthyl. The term “aryl” includes such rings having zero, one, two or three
substituents selected from (C.4)alkyl, (Ca4)alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro,
CF3, O(Ci4alkyl), OCF3, C(=0)H, C(=0)(C,4alkyl), CO-H, CO:(C, 4alkyl),

- 49 -



WO 2008/014360 ’ PCT/US2007/074377

10

15

20

25

30

NHCOz(C1.4alky]), S(C1_4alkyl), NHz, NH(C|_4alkyl), N(C1-4a1kyl)2, N(C1.4alky1)3+,
SOC;.4alkyl), C(=0)C,4alkylene)NH,,

- C(=0)(Ci4alkylene)NH(alky!), and/or C(=0)(C.salkylene)N(C,4alkyl),.

[00174] The terms “heterocyclo” or “heterocyclic” refers to substituted and
unsubstituted non-aromatic (which may be partially or fully saturated) 3- to 15-
membered rings having one to four heteroatoms. Such rings can be 3-to 7-membered
monocyclic groups, 7-to 1 1-membered bicyclic groups, and 10-to 15-membered
tricyclic groups. Each ring of the heterocyclo group containing a heteroatom can
contain one or two oxygen or sulfur atoms and/or from one to four nitrogen atoms
provided that the total number of heteroatoms in each ring is four or less, and further
provided that the ring contains at least one carbon atom. The fused rings completing
bicyclic and tricyclic groups may contain only carbon atoms and may be saturated,
partially saturated, or unsaturated. The nitrogen and sulfur atoms may optionally be
oxidized and the nitrogen atoms may optionally be quaternized. The heterocyclo
group may be attached at any available nitrogen or carbon atom. The heterocyclo ring
may contain zero, one, two or three substituents selected from (Cy 4)alkyl, (C,.
4)alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CFs, O(Cy4alkyl), OCF3, C(=0)H,
C(=0)(Ciaalkyl), CO,H, CO»(Caalkyl), NHCO,(C,.salkyl), S(C.4alkyl), NH,,
NH(C,.4alkyl), N(Cyalkyl)s, N(C;alkyD);", SOy(C1.4alkyl), C(=0)C;.
salkylene)NH,, C(=0)(C,4alkylene)NH(alkyl), and/or C(=0)(Cialkylene)N(C;.
salkyl),. Exemplary heterocyclic groups include azetidinyl, pyrrolidinyl, oxetanyl,
imidazolinyl, oxazolidinyl, isoxazolinyl, thiazolidinyl, isothiazolidinyl,
tetrahydrofuranyl, piperidyl, piperazinyl, 2-oxopiperazinyl, 2-oxopiperidyl, 2-
oxopyrrolodinyl, 2-oxoazepinyl, azepinyl, 4-piperidonyl, tetrahydropyranyl,
morpholinyl, thiamorpholinyl, thiamorpholinyl sulfoxide, thiamorpholinyl sulfone,
1,3-dioxolane, quinuclidinyl. and tetrahydro-1,1-dioxothienyl and the like.

[00175] The term “heteroary!l” refers to substituted and unsubstituted aromatic 3-
to 14-membered rings having one to four heteroatoms selected from O, S, or N in at
least one of the rings. Said rings can be 5- or 6-membered monocyclic groups, 9- or
10-membered bicyclic groups, and 11- to 14-membered tricyclic groups. Each ring of
the heteroaryl group containing a heteroatom can contain one or two oxygen or sulfur

atoms and/or from one to four nitrogen atoms provided that the total number of
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heteroatoms in each ring is four or less and each ring has at least one carbon atom.
The fused rings completing the bicyclic and tricyclic groups may contain only carbon
atoms and may be saturated, partially saturated, or unsaturated. The nitrogen and
sulfur atoms may optionally be oxidized and the nitrogen atoms may optionally be
quatermnized. Heteroaryl groups which are bicyclic or tricyclic must includc at least
one fully aromatic ring but the other fused ring or rings may be aromatic or non-
aromatic. The heteroaryl group may be attached at any available nitrogen or carbon
atom of any ring. The heteroary! ring system may contain zero, one, two or three
substituents selected from (C,4)alkyl, (Cy4)alkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro,
CF3, O(Ci4alkyl), OCF3, C(=0)H, C(=0)(Ciualkyl), CO:H, CO2(Ci4alkyl),
NHCO(C,4alkyl), S(C,4alky!), NH,, NH(C)alkyl), N(C\.salkyl), N(Ciaalkyl)s",
SOL(C)_4alkyD), C(=0)(C,salkylene)NH,, C(=0){C,_salkylene)NH(alkyl), and/or
C(=0)(C;4alkylene)N(C;4alkyl),.

[00176] Exemplary heteroaryl groups include pyrrolyl, pyrazolyl, pyrazolinyl,
imidazolyl, oxazolyl, isoxazolyl, thiazolyl, thiadiazolyl, isothiazolyl, furanyl, thienyl,
oxadiazolyl, pyridyl, pyrazinyl, pyrimidinyl, pyridazinyl, triazinyl, indolyl,
benzothiazolyl, benzodioxolyl, benzoxazolyl, benzothienyl, quinolinyl,
tetrahydroisoquinolinyl, isoquinolinyl, benzimidazolyl, benzopyranyl, indolizinyl,
benzofuranyl, chromonyl, coumarinyl, benzopyranyl, cinnolinyl, quinoxalinyl,
indazolyl, pyrrolopyridyl, furopyridyl, dihydroisoindolyl, tetrahydroquinolinyl and
the like. Particular heteroaryl groups include, for example, 6-substituted quinazolin-
4-yl and 6-trifluoromethyl-quinazolin-4-yl.

[00177] Where a group is referred to as “optionally substituted”, the term is
defined herein to include both a substituted and unsubstituted group.

[00178] The compounds herein described may have asymmetric centers.
Compounds of the present invention containing an asymmetrically substituted atom
may be isolated in optically active or racemic forms. It is well known in the art how
to prepare optically active forms, such as by resolution of racemic forms or by
synthesis from optically active starting materials. Many geometric isomers of olefins,
C=N double bonds, and the like can also be present in the compounds described
herein, and all such stable isomers are contemplated in the present invention. Cis and

trans geometric isomers of the compounds of the present invention are described and
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may be isolated as a mixture of isomers or as scparated isomeric forms. All chiral,
diastereomeric, racemic formé and all geometric isomeric forms of a structure are
intended, unless the specific stereochemistry or isomeric form is specifically
indicated.

[00179] One enantiomer of compounds disclosed herein may display superior
activity compared with the other. Thus, all of the stereochemistries are considered to
be a part of the present invention. When required, separation of the racemic material
can be achieved by HPLC using a chiral column or by a resolution using a resolving
agent such as camphonic chloride as in Steven D. Young, et al, Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 1995, 2602-2605.

[00180] The phrase “pharmaceutically acceptable” is employed herein to refer to
those compounds, materials, compositions, and/or dosage forms which are, within the
scope of sound medical judgment, suitable for use in contact with the tissues of
human beings and animals without excessive toxicity, irritation, allergic response, or
other problem or complication, commensurate with a reasonable benefit/risk ratio.
[00181] As used herein, “pharmaceutically acceptable salts™ refer to derivatives of
the disclosed compounds wherein the parent compound is modified by making acid or
base salts thereof. Examples of pharmaceutically acceptable salts include, but are not
limited to, mineral or organic acid salts of basic residues such as amines; alkali or
organic salts of acidic residues such as carboxylic acids; and the like. The
pharmaceutically acceptable salts include the conventional non-toxic salts or the
quaternary ammonium salts of the parent compound formed, for example, from non-
toxic inorganic or organic acids. For example, such conventional non-toxic salts
include those derived from inorganic acids such as hydrochloric, hydrobromic,
sulfuric, sulfamic, phosphoric, nitric and the like; and the salts prepared from organic
acids such as acetic, propionic, succinic, glycolic, stearic, lactic, malic, tartaric, citric,
ascorbic, pamoic, maleic, hydroxymaleic, phenylacetic, glutamic, benzoic, salicylic,
sulfanilic, 2-acetoxybenzoic, fumaric, toluenesulfonic, methanesulfonic, ethane
disulfonic, oxalic, isethionic, and the like.

[00182] The pharmaceutically acceptable salts of the present invention ¢an be
synthesized from the parent compound which contains a basic or acidic moiety by

conventional chemical methods. Generally, such salts can be prepared by reacting the
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free acid or base forms of these compounds with a stoichiometric amount of the
appropriate base or acid in water or in an organic solvent, or in a mixture of the two;
generally, nonaqueous media like ether, cthyl acetate, ethanol, isopropanol, or
acetonitrile are preferred. Lists of suitable salts are found in Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 1 7th ¢d., Mack Publishing Company, Easton, PA, 1985, p.
1418, the disclosure of which is hereby incorporated by reference.

[00183] Since prodrugs are known to enhance numerous desirable qualities of
pharmaceuticals (e.g., solubility, bioavailability, manufacturing, etc.) the compounds
of the present invention may be delivered in prodrug form. Thus, the present
invention is intended to cover prodrugs of the presently claimed compounds, methods
of delivering the same and compositions containing the same. “Prodrugs” are
intended to include any covalently bonded carriers which release an active parent
drug of the present invention in vive when such prodrug is administered to a
mammalian subject. Prodrugs the present invention are prepared by modifying
functional groups present in the compound in such a way that the modifications are
cleaved, either in routine manipulation or in vivo, to the parent compound. Prodrugs
include compounds of the present invention wherein a hydroxy, amino, or sulthydryl
group is bonded to any group that, when the prodrug of the present invention is
administered to a mammalian subject, it cleaves to form a free hydroxyl, free amino,
or free sulthydryl group, respectively. Examples of prodrugs include, but are not
limited to, acetate, formate and benzoate derivatives of alcohol and amine functional
groups in the compounds of the present invention.

[00184] “Stable compound” and “stable structure” are meant to indicate a
compound that is sufficiently robust to survive isolation to 2 useful degree of purity
from a reaction mixture, and formulation into an efficacious therapeutic agent. The
present invention is intended to embody stable compounds. !

[00185] “Therapeutically effective amount” is intended to include an amount of a
compound of the present invention alone or an amount of the combination of
compounds claimed or an amount of a compound of the present invention in
combination with other active ingredients effective to inhibit MCP-1 or effective to

treat or prevent disorders.
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[00186] As used herein, “treating” or “treatment” cover the treatment of a disease-
state in a mammal, particularly in a human, and include: (a) preventing the disease-
state from occurring in a mammal, in particular, when such mammal is predisposed to
the disease-state but has not yet been diagnosed as having it; (b) inhibiting the
disease-state, i.e., arresting it development; and/or (c) relieving the disease-state, i.e.,
causing regression of the disease state.

[00187] The names used herein to characterize a specific form, e.g., “N-2”, should
not be considered limiting with respect to any other substance possessing similar or
identical physical and chemical characteristics, but rather it should be understood that
these designations are mere identifiers that should be interpreted according to the
characterization information also presented herein.

[00188] The present invention provides, at least in part, crystalline forms of thé
free base of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-({S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, as a
novel material, in particular in a pharmaceutically acceptable form. In certain
preferred embodiments, crystalline forms of the free base are in substantially pure
form. Preferred embodiments of crystalline forms of the free base are disclosed in
Example 2 as the E-1, HAC-1, IPA-1, N-2, RPG-3, H0.5-4, and H1.75-5 Forms.
[00189] As used herein “polymorph” refers to crystalline forms having the same
chemical composition but different spatial arrangements of the molecules, atoms,
and/or ions forming the crystal.

[00190]  As used herein “solvate” refers to a crystalline form of a molecule, atom,
and/or ions that further contains molecules of a solvent or solvents incorporated into

the crystalline structure. The solvent molecules in the solvate may be presentin a

regular arrangement and/or a non-ordered arrangement, The solvate may comprise

either a stoichiometric or nonstoichiometric amount of the solvent molecules. For
example, a solvate with a nonstoichiometric amount of solvent molecules may result
from partial loss of solvent from the solvate.

[00191]  As used herein “amorphous” refers to a solid form of a molecule, atom,
and/or ions that is not crystalline. An amorphous solid does not display a definitive

X-ray diffraction pattern.
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[00192] As used herein, “substantially pure,” when used in reference to a
crystalline form, means a compound having a purity greater than 90 weight %,
including greater than 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 and 99 weight %, and also
including equal to about 100 weight % of the compound, based on the weight of the
compound. The remaining material comprises other form(s) of the compound, and/or
reaction impurities and/or processing impurities arising from its preparation. For
example, a crystalline form of N-((1R,2S8,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-ylcyclohexyl)acetamide may be
deemed substantially pure in that it has a purity greater than 90 weight %, as
measured by means that are at this time known and generally accepted in the art,
where the remaining less than 10 weight % of material comprises other form(s) of N-
((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-(({S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyciohexyl)acetamide and/or reaction impuritics and/or
processing impurtties.

[00193] Samples of the crystalline forms may be provided with substantially pure
phase homogeneity, indicating the presence of a dominant amount of a single
crystalline form and optionally minor amounts of one or more other crystalline forms.
The presence of more than one crystalline form in a sample may be determined by
techniques such as powder X-ray diffraction (PXRD) or solid state nuclear magnetic
resonance spectroscopy (SSNMR). For example, the presence of extra peaks in the
comparison of an experimentally measured PXRD pattern with a simulated PXRD
pattern may indicate more than one crystalline form in the sample. The simulated
PXRD may be calculated from single crystal X-ray data. See Smith, D.K., “A
FORTRAN Program for Calculating X-Ray Powder Diffraction Patterns,” Lawrence
Radjiation Laboratory, Livermore, California, UCRL-7196 (April 1963).

[00194]  Preferably, the crystalline form has substantially pure phase homogeneity
as indicated by less than 10%, preferably less than 5%, and more preferably less than
2% of the total peak area in the experimentally measured PXRD pattern arising from
the extra peaks that are absent from the simulated PXRD pattern. Most preferred is a
crystalline form having substantially pure phase homogeneity with less than 1% of
the total peak area in the experimentally measured PXRD pattern arising from the

extra peaks that are absent from the simulated PXRD pattern.
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[00195]  Procedures for the preparation of crystalline forms are known in the art.
The crystalline forms may be prepared by a variety of methods, including for
example, crystallization or recrystallization from a suitable solvent, sublimation,
growth from a melt, solid state transformation from another phase, crystallization
from a supercritical fluid, and jet spraying. Techniques for crystallization or
recrystallization of crystalline forms from a solvent mixture include, for example,
evaporation of the solvent, decreasing the temperature of the solvent mixture, crystal
seeding a supersaturated solvent mixture of the molecule and/or salt, freeze drying the
solvent mixture, and addition of antisolvents (countersolvents) to the solvent mixture.
[00196]  The forms may be characterized and distinguished using éingle crystal X-
ray diffraction, which is based on unit cell and intensity measurements of a single
crystal of a form at a fixed analytical temperature. A detailed description of unit cell
and intensity analysis is provided in Stout & Jensen, X-Ray Structure Determination:
A Practical Guide, Macmillan Co., New York (1968), Chapter 3, which is herein
incorporated by reference, Alternatively, the unique arrangement of atoms in spatial
relation within the crystalline lattice may be characterized according to the observed
fractional atomic coordinates. See Stout & Jensen reference for experimental
determination of fractional coordinates for structural analysis. Another means of
characterizing the crystalline structure is by powder X-ray diffraction analysis in
which the experimental or observed diffraction profile is compared to a simulated
profile representing pure powder material, both at the same analytical temperature,
and measurements for the subject form characterized as a series of 20 values and
intensities.

[00197]  The term “negligible weight loss,” as employed herein, as characterized
by TGA indicates the presence of a neat (non-solvated) crystal form.

[00198]  The term “negligible % water uptake,” as employed herein, as
characterized by moisture-sorption isotherm indicates that the form tested is non-
hygroscopic.

[00199]  In one embodiment of the invention, a crystatline form of N-((1R,2S,5R)-
5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide 1s provided in substantially pure form.

This crystalline form may be employed in pharmaceutical compositions which may
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optionally include one or more other components selected, for example, from the
group consisting of excipients, carriers, and one of other active pharmaceutical
ingredients or active chemical entities of different molecular structures.

[00200]  Preferably, the crystalline form has substantially pure phase homogeneity
as indicated by less than 10%, preferably less than 5%, and more preferably less than
2% of the total peak area in the experimentally measured PXRD pattern arising from
the extra peaks that are absent from the simulated PXRD pattern. Most preferred is a
crystalline form having substantially pure phase homogeneity with less than 1% of
the total peak area in the experimentaily measured PXRD pattern arising from the
extra peaks that are absent from the simulated PXRD pattern.

[00201] In another embodiment, a composition is provided consisting essentially
of the crystalline forms of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-ox0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide. The
composition of this embodiment may comprise at least 90 weight % of the form,
based on its weight in the composition.

[00202]  The presence of reaction impurities and/or processing impurities may be
determined by analytical techniques known in the art, such as, for example,
chromatography, nuclear magnetic resonance spectroscopy, mass spectrometry or
infrared spectroscopy.

[00203]  Crystalline forms may be prepared by a variety of methods, including for
example, crystallization or recrystallization from a suitable solvent, sublimation,
growth from a mclt, solid state transformation from another phase, crystallization
from a supercritical fluid, and jet spraying. Techniques for crystallization or
recrystallization of crystalline forms from a solvent mixture include, for example,
evaporation of the solvent, decreasing the temperature of the solvent mixture, crystal
seeding a supersaturated solvent mixture of the molecule and/or salt, freeze drying the
solvent mixture, and addition of antisolvents {countersolvents) to the solvent mixture.
High throughput crystallization techniques may be employed to prepare crystalline
forms inciuding polymorphs.

[00204]  Crystals of drugs, including polymorphs, methods of preparation, and

characterization of drug crystals are discussed in Solid-State Chemistry of Drugs,
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S.R. Byrn, R.R. Pfeiffer, and J.G. Stowell, 2nd Edition, SSCI, West Lafayette,
Indiana (1999).

[00205]  For crystallization techniques that employ solvent, the choice of solvent
or solvents is typically dependent upon one or more factors, such as solubility of the
compound, crystallization technique, and vapor pressure of the solvent,
Combinations of solvents may be employed; for example, the compound may be
solubilized into a first solvent to afford a solution, followed by the addition of an
antisolvent to decrease the solubility of the compound in the solution and to afford the
formation of crystals. An “antisolvent” is a solvent in which the compound has low
solubility. Suitable solvents for preparing crystals include polar and nonpolar
solvents.

[00206] In one method to prepare crystals, N-((1R,285,5R)-5-(zert-butylamino)-2-
((8)-2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1 -
yheyclohexyl)acetamide 1s suspended and/or stirred in a suitable solvent to afford a
slurry, which may be heated to promote dissolution. The term “slurry,” as used
herein, means a saturated solution of the free base , which may also contain an
additional amount of the compound to afford a heterogencous mixture of the
compound and a solvent at a given temperature. Suitable solvents in this regard
include, for example, polar aprotic solvents and polar protic solvents, and mixtures of
two or more of these, as disclosed herein.

[00207]  Seed crystals may be added to any crystallization mixture to promote
crystallization. As will be clear to the skilled artisan, sceding is used as a means of
controlling growth of a particular crystalline form or as a means of controlling the
particle size distribution of the érystalline product. Accordingly, calculation of the
amount of seeds needed depends on the size of the seed available and the desired size
of an average product particle as described, for example, in “Programmed cooling of
batch crystallizers,” J.W. Mullin and J. Nyvlt, Chemical Engineering Science 1971,
26, 369-377. In general, seeds of small size are needed to effectively control the
growth of crystals in the batch. Seeds of small size may be generated by sieving,
milling, or micronizing of larger crystals, or by micro-crystallization of solutions.

Care should be taken that milling or micronizing of crystals does not result in any

_58-



WO 2008/014360 PCT/US2007/074377

10

15

20

25

30

change in crystallinity from the desired ¢rystal form (i.e., change to amorphous or to
another polymorph).

[00208] A cooled mixture may be filtered under vacuum, and the isolated solids
may be washed with a suitable solvent, such as cold recrystallization solvent, and
dried under a nitrogen purge to afford the desired crystalline form. The isolated
solids may be analyzed by a suitable spectroscopic or analytical technique, such as
SSNMR, DSC, PXRD, or the like, to assure formation of the preferred crystalline
form of the product. The resulting crystalline form is typically produced in an
amount of greater than about 70 weight % isolated yield, but preferably greater than
90 weight % based on the weight of N-((1R,2S,5R)-5-(zert-butylamino)-2-((S)-2-oxo-
3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1 -yl)cyclohexyl)acetamide
originally employed in the crystallization procedure. The product may be co-milled
or passed through a mesh screen to de-lump the product, if necessary.

[00209] Crystalline forms may be prepared directly from the reaction medium of
the final process step for preparing N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-oxo-
3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-ylcyclohexyl)acetamide.
This may be achieved, for example, by employing in the final process step a solvent
or mixture of solvents from which the free base may be crystallized. Alternatively,
crystalline forms may be obtained by distillation or solvent addition techniques.
Suitable solvents for this purpose include any of those solvents described herein,
including protic polar solvents, such as alcohols, and aprotic polar solvents, such as
ketones.

[00210] By way of general guidance, the reaction mixture may be filtered to
remove any undesired impurities, inorganic salts, and the like, followed by washing
with reaction or crystallization solvent. The resulting solution may be concentrated to
remove excess solvent or gaseous constituents. If distillation is employed, the
ultimate amount of distillate collected may vary, depending on process factors
including, for example, vessel size, stirring capability, and the like. By way of
general guidance, the reaction solution may be distilled to about 1/10 the original
volume before solvent replacement is carried out. The reaction may be sampled and
assayed to determine the extent of the reaction and the wt % product in accordance

with standard process techniques. If desired, additional reaction solvent may be

-59.



e 13R2cH

WO 2008/014360 PCT/US2007/074377

10

15

20

25

30

added or removed to optimize reaction concentration. Preferably, the final
concentration is adjusted to about 50 wt % at which point a slurry typically results.
[00211] Tt may be preferable to add solvents directly to the reaction vessel without
distilling the reaction mixture. Preferred solvents for this purpose are those which
may ultimately participate in the crystalline lattice, as discussed above in connection
with solvent exchange. Although the final concentration may vary depending on
desired purity, recovery and the like, the final concentration of the free base in
solution is preferably about 4% to about 7%. The reaction mixture may be stirred
following solvent addition and simultaneously warmed. By way of illustration, the
reaction mixture may be stirred for about 1 hour while warming to about 70°C. The
reaction is preferably filtered hot and washed with either the reaction solvent, the
solvent added or a combination thereof. Seed crystals may be added to any
crystallization solution to initiate crystallization.

[00212] The various forms described herein may be distinguishable from one
another through the use of various analytical techniques known to one of ordinary
skill in the art. Such techniques include, but are not limited td, X-ray powder
diffraction (PXRD) and/or thermogravimetric analysis (TGA). Specifically, the
forms may be characterized and distinguished using single crystal x-ray diffraction,
which is based on unit cell measurements of a single crystal of a given form at a fixed
analytical temperature. A detailed description of unit cells is provided in Stout &
Jensen, X-Ray Structure Determination: A Practical Guide, Macmillan Co., New
York (1968), Chapter 3, which is herein incorporated by reference. Alternatively, the
unique arrangement of atoms in spatial relation within the crystalline lattice may be
characterized according to the observed fractional atomic coordinates. Another
means of characterizing the crystalline structure is by powder x-ray diffraction
analysis in which the diffraction profile is compared to a simulated profile
representing pure powder material, both run at the same analytical temperature, and
measurements for the subject form characterized as a series of 28 values (usually four
Or more).

[00213] Other means of characterizing the form may be used, such as solid state
nuclear magnetic resonance (SSNMR) spectroscopy, differential scanning calorimetry

(DSC), thermography and gross examination of the crystalline or amorphous
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morphology. These parameters may also be used in combination to characterize the
subject form. '

[00214]  One of ordinary skill in the art will appreciate that an X-ray diffraction
pattern may be obtained with a measurement error that is dependent upon the
measurement conditions employed. In particular, it is generally known that
intensities in a X-ray diffraction pattern may fluctuate depending upon measurement
conditions employed and the shape or morphology of the crystal. It should be further
understood that relative intensities may also vary depending upon experimental
conditions and, accordingly, the exact order of intensity should not be taken into
account. Additionally, a measurement error of diffraction angle for a conventional X-
ray diffraction pattern is typically about 0.2° or less, preferably about 0.1° (as
discussed hereinafter), and such degree of measurement error should be taken into
account as pertaining to the aforementioned diffraction angles. Consequently, it is to
be understood that the crystal forms of the instant invention are not limited to the
crystal forms that provide X-ray diffraction patterns completely identical to the X-ray
diffraction patterns depicted in the accompanying Figures disclosed herein. Any
crystal forms that provide X- ray diffraction patterns substantially identical to those
disclosed in the accompanying Figures fall within the scope of the present invention.
The ability to ascertain substantial identities of X-ray diffraction patterns is within the

purview of one of ordinary skill in the art.
SYNTHESIS

Scheme 1

Hydrolysis of ketoester V to ketoacid VI

\\NRle NRR;
{ {
hi ester N~ O
= WCOsR, hydrolysis = WCOoH
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v VI
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[00215] Ketoester V is hydrolyzed to its corresponding ketoacid VI by suspending
V in an organic solvent partially miscible with water, such as acyclic or cyclic ethers
including THF, 2-methyl THF, 1,2-dimethoxyethane, 1,4-dioxane, THF being
preferred, and adding aqueous base such as aqueous solutions of alkali metal
hydroxides MOH, where M is Li, Na or K, 1N NaOH being the preferred base, at -
5°C to +5°C. The biphasic mixture 1s then agitated at < 5 °C for at least one hour.
Low tempcrature for the basc addition and rcaction is important to minimize the
epimerization.at the carbon adjacent to the ester group. Water-nonmiscible solvent,
preferably methyl terr-butyl ether is then added and the layers are separated. The
product is then transferred from the aqueous back to the organic solvent, preferably
dichloromethane, by adjusting the pH with acid, preferably 3N HCI, and VI is used in

solution for the next step.

Scheme 2
Ketalization of ketoacid VI to ketal acid VII
— N NRR,
; 0
(o X
= ~ CO,H
A WCO ketalization W2
Q HO-Z-OH
Z
- - VII

\%!
[00216] The solution of VI, preferably in dichloromethane, is exchanged via
distillation into a non hygroscopic, higher boiling solvent, such as toluene,
trifluorotoluene, xylenes, higher boiling esters such as n-butyl or isobuty! acetate,
preferably toluene. A glycol of formula HO-Z-OH, (wherein Z is as defined supra) is
then added, preferably ethylene glycol (1.2 eq), followed by a catalytic amount (0.5-2
M %) of an acid, preferably p-toulenesulfonic acid, and the mixture is distilled at
atmospheric pressure until formation of compound VII is complete. The product VII
crystallizes upon addition of ethyl acetate after cooling to approximately 70 °C.
After further cooling to room temperature, VII is isolated by filtration and subsequent
drying in about 70 % yield (for HO{CH;);OH , R;=H, R,=CBz).
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Scheme 3
Transformation of ketal acid VII to nonisclated ketal isocyanate VIII and then
to ketal amide IX via acid activation/azidation, Curtius rearrangement

and acylation

~

O, O O

transformation

to isocyanate ~NCo Acylation with \ T
R;,CO)W °

NR(R; B NRR; | . NR{R;
~

nz

WCOH
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[00217] The ketoacid VII is first activated by transforming it to its mixed
anhydride using tertiary amines, preferably triethylamine, and haloformates,
preferably isobutyl chloroformate in dry solvents, such as toluene, trifluorotoluene,
1,2-dichloroethane, 1-chlorobutane, xylenes, preferably dry toluene, by addition of a
haloformate to a precooled solution of VII and trialkylamine. The preferred
temperature for mixed anhydride formation is -10°C to 0°C. After approximately 30
min, an aqueous solution of alkali metal azide, preferably ~30 wt % sodium azide and
a phase transfer catalyst, such as tetralkylammonium salts, preferably
tetrabutylammonium bromide (5 mol %) is added and the biphasic mixture is
vigorously agitated for about 1h at -10°C to 0°C. The organic phase is then separated
and the resulting acyl azide solution is dried, 4 A molecular sieves being preferred
drying agent. The Curtius rearrangement and the concomitant trapping of the

isocyanate VIII in situ with a carboxylic acid to form a ketal amide IX is

- accomplished by first adding a carboxylic acid, preferably acetic acid, and its

corresponding anhydride, preferably acetic anhydride, to a dry solution of the acyl
azide, and then heating the mixture 80-90 °C for 1-4 hours. The use of an anhydride
in conjunction with carboxylic acid is critical to minimize impurity formation. After

partial removal of the solvent and carboxylic acid by distillation, the product
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crystallizes upon cooling to room temperature. IX is isolated by filtration and drying

in 65-78 % yield (for Z = -(CH,),- , Ri=H, R;=CBz, Rjp=Me). ’

Scheme 4
5 Hydrolysis of ketal amide IX to ketoamide X
SRR, NRR
= ketal =
E/ \j \“ hydrolysis ( j \‘N\n/ Rio
O
0
Z X

[00218] The ketal hydrolysis of compound IX to the ketoamide X is accomplished
by heating a solution of 1X in organic, water miscible solvent, preferably acetone and
an aqueous solution of strong acid, preferably 1N HCI, for 2-4 hrs. The preferred

10 temperature for hydrolysis is 45-55°C. After removal of acetone, the product is
extracted to dichloromethane, which is exchanged to ethyl acetate by distillation. The
product X crystallizes from ethyl acetate upon cooling to room temperature, and is
isolated by filtration and drying in 85-90 % yield (for HO(CH3).OH , Ri=H, R;=CBz,
Rio=Me).

15

Scheme §

Reductive amination of ketoamide X to the aminoamide XI

NRR; NRiR,

Ls,

"=
/
o)

N
= \1\ Ry . - S
P N \rr reductive amination W \rr 10
o HNRgR,q o}
0 N.
X Ry Ry
X1

[00219] To a dry solution of X, preferably in dichloromethane, a primary or

20  secondary amine is added, preferably fert-butylamine (5 eq), followed by a Lewis
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acid, preferably TiCl,(OPr-i); (1.2 eq), at -20°C to 0°C. The resulting imine mixture
is warmed to 10-20°C and borane (1.1-1.2 eq) is added as a complex with dimethyl
sulfide or THF, preferably dimethyl sulfide. The reaction mixture is agitated for 4-6
h and ethyl acetate saturated with water is then added. The titanium salts are removed
by filtration and the product XI is extracted from the organic filtrate to water as its
salt with an aqueous acid, preferably IN HCL. Dichloromethane is then added and
aqueous base, preferably concentrated ammonium hydroxide is added to the agitated
biphasic mixture until pH is adjusted to 8.0-8.5. The product-rich dichloromethane
phase is then separated and washed twice with aq ammonium chloride solution to
remove the undesired trans isomer of X1, and finally with water. Dichloromethane is
exchanged into ethyl acetate by distillation and XI crystallizes from ethyl acetate
upon cooling and heptane addition. X1 is isolated by filtration and drying in 65-70 %
yield (for Ri=H, R,=CBz, Rs=H, Ry=tert-Bu, Ri;=Me).

Scheme 6

Deprotection of pyrrolidonyl amine XI

NRR, NRH
[ S
N~ O N~ O
= H = H
\\D‘TRW amine deprotection \\h\n/R"’
0 (o)
N. N.
Ri™ Ry Ry Ry
X1 X1I

[00220] Removal of the amine protecting group R,, where R; is CO,CH,Ph or
CH,Ph, is accomplished by hydrogenating a solution of XI in an alcohol, preferably
methanol, in the presence of Pd catalyst, preferably Swt % Pd/C, for several hours.
The catalyst is then removed by filtration, and methanol is exchanged into ethyl
acetate by distillation. The product XII, which crystallizes from ethyl acetate ﬁpon
cooling and heptane addition, is isolated by filtration and drying in 90-95 % yield (for
R;=H, R;=CBz, Rs=H, Ro=tert-Bu, R ,=Me).
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Scheme 7

- Coupling of amine XII with heterocycle bearing a leaving group HET-LG

R,
NR;H N—HET
~ ~

ot s,

o N
3 = \N._CH
O\\I\\[rc"]?' coupling with O\“\rr 3
0 (8]
N\ N\
Rﬂ/ R9 Rﬂ/ R9
X11 I

[00221] Synthesis of compound I is accomplished by coupling the
pyrrolidonylamine X1I and a heterocycle bearing a leaving group in the presence of a
tertiary amine, preferably triethylamine, in a compatible solvent, such as

dichloromethane, isopropanol or acetonitrile, dichloromethane being preferred. All

- components are therefore combined and the solution is reacted for 24-48 hrs at room

temperature. A solution of previously prepared crude heterocyclic component may
also be employed. After reaction completion, dichloromethane is washed with dilute
acid, preferably aqueous 5 wt % acetic acid, the aqueous phase 1s separated and
dichloromethane is then exchanged into ethyl acetate by distillation. The product I,
which crystallizes from ethyl acetate upon cooling and heptane addition, is isolated
by filtration and drying in 75-80 % yield (for R,=H, Rs=H, Ro=tert-Bu, R;0;=Me,
HET=6-(trifluocromethyl)quinazolin-4-yl).

[00222] For the process of this invention, starting materials are commercially
available or can be readily prepared by one or ordinary skill in the art. Solvents,
temperatures, pressures, starting materials having the desired groups, and other
reaction conditions, may be readily selected as appropriate by one of ordinary skill in
the art. The process can be scaled up in order to prepare larger quantities of the

compound of formula I, such as in a commercial production facility.

EXAMPLES
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[00223] The following Examples illustrate embodiments of the inventive
compounds and starting materials, and are not intended to limit the scope of the
claims.

[00224]  As appropriate, reactions were conducted under an atmosphere of dry
nitrogen (or argon). For anhydrous reactions, Dri-Solv solvents from EM were
employed. For other reactions, reagent grade or HPLC grade -solvents were utilized.
Unless otherwise stated, all commercially obtained reagénts were used as received.
[00225] LC/MS measurements were obtained using a Shimadzu HPLC/Waters ZQ
single quadropole mass spectrometer hybrid system. Data for the peak of interest are
reported from positive-mode electrospray ionization. NMR (nuclear magnetic
resonance) spectra were typically obtained on Bruker or JEOL 400 MHz and 500
MHz instruments in the indicated solvents. All chemical shifts are reported in ppm
from tetramethylsilane with the solvent resonance as the internal standard. 'H-NMR
spectral data are typically reported as follows: chemical shift, multiplicity (s = singlet,
br s = broad singlet, d = doublet, dd = doublet of doublets, t = triplet, q = quartet, sep
= septet, m = multiplet, app = apparent), coupling constants (Hz), and integration.
[00226] One of skill in the art will recognize the standard abbreviations utilized
herein, throughout the specification. For ease of reference, the abbreviations include,
but are not necessarily limited to: sat. = saturated, HPLC = high-performance liquid
chromatography, AP = area percent, KF = Karl-Fischer, RT = room temperature,
mmol = millimoles, HRMS = high-resolution mass spectroscopy, TBTU = O-
benzotriazol-2-y1-N,N,N' N'-tctramethyluronium tetrafluoroborate, MTBE = TBME =
tert-butyl methyl ether, EDAC = N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide
hydrochloride, EDC = N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide, TEA =
triethylamine, DPPA = diphenyl phosphoryl azide, IPA = isopropy! alcohol, TFA =
trifluoroacetic acid, DCM = dichloromethane, THF = tetrahydrofuran, DMF = N,N-
dimethylformamide, BOP = (benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium
hexafluorophosphate, EtOAc = Ethyl acetate, DMSO = dimethylsulfoxide, °C =
degrees Celsius, eq = equivalent or equivalents, g = gram or grams, mg = milligram
or milligrams, mL {or ml) = milliliter or milliliters, h = hour or hours, M = molar, N =
normal, min = minute or minutes, MHz = megahertz, tlc = thin layer chromatography,

v/v = volume to volume ratio, and ca. = about.
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[00227] "«","p”, "R" and "S" are stereochemical designations familiar to those
skilled in the art.
EXAMPLE 1
N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-
4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide

X”’Q é—

[00228] Example 1, Step 1: (1R, 25, 5R)-tert-Butyl 2-benzyloxycarbonylamino-
7-0x0-6-aza-bicyclo[3.2.1]octane-6-carboxylate (89.6 g, 0.24 mol, see: P. H. Carter,
et al. PCT application WO 2005/021500) was dissolved in ethyl acetate (1.5 L) and
the resulting solution was washed with sat. NaHCO; (2 x 0.45 L) and sat. NaCl (1 x
0.45 1). The solution was dried (Na;SO4) and then filtered directly into a 3-necked 3
L round-bottom flask. The solution was purged with direct nitrogen injection before
being charged with 10% Pd/C (13.65 g) under nitrogen atmosphere. The flask was
evacuated and back-filled with hydrogen; this was repeated twice more. Hydrogen
was bubbled through the solution for 30 min and then the reaction was stirred under 1
atm H, for 18 h. The flask was evacuated, back-filled with nitrogen, and charged
with fresh catalyst (6 g of 10% Pd/C). Hydrogen was bubbled through the solution
for 30 min and then the reaction was stirred under 1 atm H; for 18 h. The flask was
evacuated and back-filled with nitrogen. . The mixture was filtered through Celite; the
filter pad was then washed with ethy] acetate. The filtrate (~1.6 L EtOAc volume)
was diluted with acetonitrile (0.3 L) and charged sequentially with £-N-Cbz-
methionine (68 g, 0.24 mol), TBTU (77 g, 0.24 mol), and N,N-diisopropylethylamine
(42 mL, 0.24 mol). The reaction was stirred at room temperature for 4 h, during
which time it changed from a suspension to a clear solution. The reaction was
quenched with the addition of sat. NH4CI (0.75 L) and water (0.15 L); the mixture
was diluted further with EtOAc¢ (0.75 L). The phascs were mixed and separated and
the organic phase was washed with sat. Na;COs (2 x 0.9 L) and sat. NaCl (1 x 0.75

L). The solution was dried (Na;SOs), filtered, and concentrated in vacuo to give
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(1R,25,5R)- tert-butyl 2-((S)-2-(benzyloxycarbonylamino)-4-
(methylthio)butanamido)-7-0x0-6-aza-bicyclo[3.2.1Joctane-6-carboxylate as an oil,
which was taken into the next step without further purification. LC/MS for primary
peak: [M-Boc+H]" = 406.3; [M+Na]® = 528.3. 'H-NMR (400 MHz, d,-McOH): &
7.36 (m, 5SH), 5.11 (s, 2H), 4.32 (m, 1H), 4.2 (m, 1H), 4.0 (m, 1H), 2.5 - 2.7 (m, 3H),
2.25 (m, 1H), 2.11 (s, 3H), 2.05 (m, 4H), 1.9 (m, 1H), 1.7 (m, 2H), 1.54 (s, 9H). Also
present arc EtOAc [1.26 (t), 2.03 (s), 4.12 (q)] and N,N,N,N-tetramethylurea [2.83
()]

[00229] Example 1, Step 2: A sample of (1R,25,5R)- tert-butyl 2-((S)-2-
(benzyloxycarbonylamino)-4-(methylthio)butanamido)-7-0x0-6-aza-
bicyclo[3.2.1]octane-6-carboxylate (0.24 mol assumed; see previous procedure) was
dissolved in iodomethane (1,250 g) and stirred for 48 h at room temperature. The
reaction was concentrated iz vacuo. The residue was dissolved in dichloromethane
and concentrated in vacuo. This was repeated twice more. The resultant sludge was
dissolved in dichloromethane (0.4 L) and poured into a rapidly stirring solution of
MTBE (4.0 L). The resultant yellow solids were collected via suction filtration and
dried under high vacuum to afford the sulfonium salt (179 g). This material was
taken into the next step without further purification. LC/MS for primary peak: [M-
Me,S+H]" =458.4; [M]™ = 520.4. 'H-NMR (400 MHz, d;-MeOH): § 7.35 (m, 5H),
5.09 (s, 2H), 4.33 (m, 1H), 4.28 (m, 1H), 3.98 (m, 1H), 3.3 — 3.45 (m, 2H), 2.97 (s,
3H), 2.94 (s, 3H), 2.78 (m, 1H), 2.0 — 2.3 (m, 4H), 1.7 (m, 2H), 1.52 (s, 9H). Also
present are MTBE [1.18 (s), 3.2 (s)] and traces of N,N,N,N-tetramethylurea [2.81 (5)].
[00230] Example 1, Step 3: All of the sulfonium salt from the previous step (0.24
mol assumed) was dissolved in DMSO (2.0 L). The resultant solution was stirred
under nitrogen at room temperature and charged with cesium carbonate (216 g)
portionwise. The suspension was stirred at room temperature for 3 h and then filtered
to remove the solids. The solution was divided into ~0.22 L portions and worked up
as follows: the reaction mixture (~0.22 L) was diluted with ethyl acetate (1.5 L) and
washed successively with water (3 x 0.5 L) and brine (1 x 0.3 L). The organic phase
was dried (NaySOy), ﬁitered, and concentrated in vacuo. The desired (1R,2S5,5R)-
tert-butyl 2-((S)-3-(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin- 1-yl)-7-0x0-6-
azabicyclo[3.2.1]octane-6-carboxylate (90.8 g, 83%) was obtained as a
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microcrystalline foam, free from tetramethyl urea impurity. LC/MS for primary peak:
[M-Boc+H]" = 358.4; [M+Na] = 480.4. '"H-NMR (400 MHz, d;-MeOH): & 7.35 (m,
S5H), 5.12 (s, 2H), 4.35 (m, 2H), 4.2 {m, 1H), 3.6 (m, 1H), 3.3 (m, 1H), 2.64 (m, 1H),
2.28-2.42 (m, 2H), 2.15 (m, 1H), 1.7 - 2.0 (m, 5H), 1.55 (s, 9H). If desired, this
material can be isolated as a solid by dissolving in MTBE (1 volume), adding to
heptane (3.3 volumes), and collecting the resultant precipitate.

[00231] Example 1, Step 4: A stirring solution of (1R,25,5R)- tert-butyl 2-((S)-3-
(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin-1-yl)-7-oxo-6-azabicyclo[3.2. 1 Joctane-6-
carboxylate (108 g, 0.236 mol) in THF (1 L) was charged with lithium hydroxide
monohydrate (21.74 g, 0.519 mol). Water (0.3 L) was added slowly, such that the
temperature did not exceed 20 °C. The reaction was stirred at room temperature
overnight and the volatiles were removed in vacuo. The pH was adjusted to ~4
through the addition of 1IN HCI (450 mL) and NaH,PQ,4. The resultant white
precipitates were collected by filtration and washed with water (2 x 1 L). The solid
was dissolved in dichloromethane (1.5 L) and water (~1L). The onrganic layer was
dried (Na,SQy,), filtered, and concentrated in vacuo. The residue was dissolved in
EtOAc (0.7 L) and the resultant solution was heated at reflux for 1 h. Solids
separated after cooling to RT, and were collected via filtration. These solids were
purified by recrystallization in isopropancl to afford the desired (1R,25,5R)-2-((S)-3-
(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin-1-y1)-5-(tert-
butoxycarbonylamino)cyclohexanecarboxylic acid as a white solid (104.5 g, 93%
yield). LC/MS for primary peak: [M-tBu+H]" = 420.2; [M-Boct+H]" = 376.2;
[M+H]" = 476.2. "H-NMR (400 MHz, d4-MeOH): & 7.35 (m, 5H), 5.11 (s, 2H), 4.35
(m, 2H), 3.71 (m, 1H), 3.45 — 3.6 (m, 2H), 2.99 (m, 1H), 2.41 (m, lH), 2.15 (m, 1H),
2.0 (m, 2H), 1.6 — 1.9 (m, 4H), 1.46 (s, 9H).

[00232] Example 1, Step 5: A 3 L round bottom flask was charged with
(1R,28,5R)-2-((8)-3-(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin-1-y1)-5-(tert-
butoxycarbonylamino)cyclohexanecarboxylic acid (75.5 g, 0.158 mol), EDC-HC1
(33.5 g, 0.175 mol), 1-hydroxybenzotriazole (23.6 g, 0.175 mol), and
dichloromethane (1 L). The reaction was stirred at room temperature for 2 h, during

which time it changed from a white suspension to a clear solution. Ammonia (gas)

‘'was bubbled into the solution until the pH was strongly basic (paper) and the reaction
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was stirred for 10 min; this ammonia addition was repeated and the reaction was
stirred for an additional 10 min. Water was added. The organic phase was washed
with sat. NaHCOs, NaH,;PO,, and brine before being concentrated in vacuo. The
residue was slurried with acetonitrile (0.5 L) and then concentrated in to give
(1R,28,5R)-2-((S)-3-(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin-1-y1)-5-(rerz-
butoxycarbonylamino)cyclohexanecarboxamide as a white solid (75.9 g, ~100%),
which was used in the next step without further purification. LC/MS for primary
peak: [M-Boc+H]" = 375.3; [M+H]" = 475.4; [M-tBu+H]" =419.3. 'H-NMR (400
MHz, di-MeOH): & 7.35 (m, SH), 5.11 (s, 2H), 4.25 (m, 2H), 3.70 (m, 1H), 3.6 (m,
1H), 3.45 (m, 1H), 2.91 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 2.12 (m, 1H), 1.9 — 2.05 (m, 2H), 1.65
— 1.9 (m, 4H), 1.46 (s, 9H).

[00233] Example 1, Step 6: The reaction was run in three equal portions and
combined for aqueous workup. A 5 L, 3-necked round bottom flask was charged with
(1R,28,5R)-2-((8)-3-(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin- 1-yl)-5-(zert-
butoxycarbonylamino)cyclohexanecarboxamide {(25.3 g, 53 mmol), acetonitrile ( 1.9
L),-and 2.6 L of water/ice. The mixture was stirred and cooled to 0 °C. lodobenzene
diacetate (25.77 g, 80 mmol) was added and the reaction was stirred for 2 h; another
0.5 eq of iodobenzene diacetate was added. The reaction was stirred for 9 h (reaction
temp < 10 °C). The mixture was charged with 8 eq N,N-diisopropylethylamine and 2
eq acetic anhydride. Over the next thirty minutes, 4 eq N,N-diisopropylethylamine
and 2 eq acetic anhydride were added every ten minutes, until the reaction had
proceeded to completion (HPLC). The acetonitrile was removed in vacuo; some solid
scparated from the residuc, and this was collected by filtration. The remaining
residue was extracted with dichloromethane (3 L, then 1 L). The organic phase was
washed sequentially with water, sat, NaHCQs, and brine. The collected solids were
added to the organic phase, along with activated carbon (15 g). The mixture was
stirred for 30 minutes at 40 °C before being filtered and concentrated in vacuo. The
residue was dissolved in EtOAc (1 L), and the resultant solution was stirred at 75 °C
for 1 h before being allowed to cool to room temperature. A solid separated and was
collected by filtration. This solid was purified further by recrystallization: it was first
dissolved in 0.5 L CH,Cl,, then concentrated in vacuo, then re-crystallized from 1 L

EtOAc; this was repeated three times. The solids obtained from the mother liquors of
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the above were recrystallized three times using the same method. The combined
solids were recrystallized twice more from acetonitrile (0.7 L) to provide 66 g (84%)
of tert-butyl (1R,3R,485)-3-acetamido-4-((5)-3-(benzyloxycarbonylamino)-2-
oxopyrrolidin- 1-yl)cyclohexylcarbamate (purity >99.5% by HPLC). LC/MS for
5  primary peak: [M+H]' = 489.4; [M-tBu+H]" = 433.3. '"H-NMR (400 MHz, d4-

McOH): § 7.3 — 7.4 (m, 5H), 5.11 (s, 2H), 4.35 (m, 1H), 4.15 (m, 1H), 4.04 (m, 1H),
3.8 (m, 1H), 3.6 (m, 2H), 2.44 (m, 1H), 2.12 (m, 1H), 1.87 —2.05 (m, 4H), 1.87 (s,
3H), 1.55 — 1.7 (m, 2H), 1.46 (s, 9H). The stereochemical fidelity of the Hofmann
rearrangement was confirmed through X-ray crystal structure analysis of this

10 compound, as shown in Figure 1.
[00234] Example 1, Step 7: To a solution of rert-butyl (1R,3R,45)-3-acetamido-4-
((S)-3-(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin-1-yl)cyclohexylcarbamate (100 g,
0.205 mol) in dichloromethane (400 ml) was added TFA (400 ml) at -20 °C. The
reaction solution was stirred at room temperature for 2 h. The solvent and most of

15 TFA were removed under reduced pressure, and the residue was diluted with
dichloromethane (2 L) and aqueous K,COs solution (2 L). The pH was adjusted to 10
with 1N HCL The aqueous layer was extracted with dichloromethane ( 3 x 1L). The
combined organic layer was dried over Na,SO,, and concentrated to give benzyl (S)-
1-((1S.2R,4R)-2-acetamido-4-aminocyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-ylcarbamate as an

20  oil (81 g, 100% yield). This amine was used directly in the next step without further
purification.
[00235] Example 1, Step 8: A solution of benzyl (S)-1-((1S,2R,4R)-2-acetamido-
4-aminocyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-ylcarbamate (13.3 g, 34 mmol) and 3, 5-di-
tert-butylcyclohexa-3,5-diene-1,2-dione (7.54 g, 34 mmol) in methanol (160 ml) was

25  stirred at room temperature for 2 h, The solution was concentrated and diluted with
acetone {132 ml) and water (33 ml), followed by addition of Dowex-50WX8-200 (33
g). The reaction was stirred at room temperature for 2 h. Dowex-50WX8-200 was
removed by filtration and washed with dichloromethane (300 ml). The filtrate was
concentréted under vacuum to remove most of acetone. The residue was diluted with

30  dichloromethane (200 ml) and washed with aqueous NaHCO; solution (200 ml) and
brine (200 ml). The combined aqueous layers were extracted with dichloromethane (2

x 100 ml). The combined organic extracts were dried over Na;SO, and concentrated.
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The product benzyl (S)-1-((1S,2R)-2-acetamido-4-oxocyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-
ylcarbamate was obtained as a solid (12 g, 90% yield) by crystallization in EtOAc
(100 ml) and Hexane (200 ml). 'H-NMR (500 MHz, DMSQ-dg) & ppm 7.99 (d,
J=9.35 Hz, 1 H), 7.44 (d, /=8.80 Hz, 1 H), 7.28 -7.39 (m, 5 H), 5.03 (s, 2 H), 4.50 (s,
1 H), 4.31 (d, /=12.10 Hz, 1 H), 4.18 (q, /=8.98 Hz, 1 H), 3.27 (m, 2 H), 2.82 (dd,
J=15.12,5.22 Hz, 1 H), 2.52 - 2.65 (m, 1 H), 2.40 (dd, /=12.92,4.67 Hz, 1 H), 2.15 -
2.31 (m, 2 H), 2.09 (d, /=15.40 Hz, | H), 1.90 (m, 1 H), 1.81 (s, 3 H), 1.68 (m, 1 H).
m/z: 388.46 [M+H].

[00236] Example 1, Step 9: To a solution of TiCls (1M in dichloromethane, 36
ml, 36 mmol) in dichloromethane (30 ml) at 0° C was added Ti(OiPr), (10.8 ml, 36
mmol). The mixture was then stirred at room temperature for 10 min. To a solution
of benzyl (S)-l-((lS,2R)—2—acetamido—4-oxocyc1ohexyl)-2-oxopyrrolidiln-3-
ylcarbamate (23.25 g, 60 mmol) in dichloromethane (600 ml) was added ter:-
butylamine (30 ml, 300 mmol) at room temperature, followed by the addition of the
TiCly/Ti(OiPr)4 solution at -50 °C. The reaction was allowed to warm slowly to room
temperature. The reaction was finished after 2 h (The reaction was monitored on
HPLC by quenching an HPL.C sample with NaBH, in methanol). The solution was
cooled to 10 °C and BH3;eSMe; (1M in dichloromethane, 66 ml, 66 mmol) was added.
The mixture was stirred at room temperature for 5 h then quenched with Na;COs
aqueous solution (300 ml). The precipitate was filtered off. The two layers were
separated and the aqueous layer was extracted with dichloromethane (660 ml). The
combined dichloromethane layers were extracted with 1N HCI twice (150 ml and 15
ml). (The product and the undesired frans isomer were both in the acidic aqueous
phase.) The combined acidic aqueous layers were neutralized with 12 M aqueous
solution of NH4OH (12 ml) to pH~8 and extracted with dichloromethane twice (600
ml, 450 ml). (The product was in organic phase, while the zrans isomer was still in
aqueous layer.) The combined organic layers were washed with NH4Cl aqueous
solution 3 times (3 x 200 ml) until there was no #rans isomer left in organic laycr. The
organic layer was dried over Na,SO, and concentrated. The residue was purified by
crystallization in EtOAc/Hexane(200 ml / 800 ml) to give the desired benzyl (S5)-1-
((1S,2R,4R)-2-acetamido-4-(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-
ylcarbamate (20.80 g, 78% yield) as a white solid with 99.5% purity. 'H-NMR (500
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MHz, DMSO-ds) 8 ppm 8.76 (s, 1H), 7.27 - 7.46 (m, 6 H), 5.03 (m, 2 H), 4.14 (m, 1
H), 4.07 (q, J/=8.80 Hz, 1 H), 3.83(m, 1H), 3.36 (m, 2H), 2.91 (s, 1H), 2.18 (m, 1H),
2.04 (m, 1H), 1.78 (s, 3H), 1.41 - 1.74 (m, 7H), 1.04 (s, 9H). m/z: 445.54 [M+H].
[00237] Example 1, Step 10: To a solution of benzyl (5)-1-((1S,2R,4R)-2- |
acetamido-4-(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-ylcarbamate (43.3 g, 98
mmol) in methanol (400 ml), 10% wet Pd/C (4.34 g) was added. The mixture was
evacuated and back-filled with hydrogen with a hydrogen balloon. The mixture was
stirred at room temperature for 5 h. The mixture was filtered and washed with
methanol (500 ml) and concentrated under vacuum to dryness. The crude product
obtained was distilied with IPA (2 x 100 ml) under reduced pressure to give product
N-((1R,2S8,5R)-2-((S)-3-amino-2-oxopyrrolidin-1-yl)-5-(rert-
butylamino)cyclohexyl)acetamide as an oil (30 g, 98% yield). This amine was used in
the next step without further purification.

[00238] Example 1, Step 11; To a solution of N-((1R,25,5R)-2-((S)-3-amino-2-
oxopyrrolidin-1-y1)-5-(zert-butylamino)cyclohexyl)acetamide (30 g, 97 mmol) in [PA
(400 ml) was added TEA (27 ml, 195 mmol) and 4-chloro-6-
(triffuoromethyl)quinazoline (25 g, 107 mmol; see P. H. Carter, et al. PCT application
WO 2005/021500). The mixture was stirred at room temperature overnight and then
stirred at 70 °C for 1h. The resulted solution was concentrated under reduced pressure
to dryness. The residue was dissolved in dichloromethane (1 L) and extracted with
acetic acid solution I (prepared by combining 700 mL of water and 22.6 mL of glacial

acetic acid) twice (500 ml, 200 ml). The acidic aqueous layer (pH 4-5) was extracted

‘with dichloromethane (2 x 300 ml). The dichloromethane layer was extracted with

acetic acid solution II (300 ml; prepared by combining 300 mL water with 4 mL of
glacial acctic acid). The combined acetic acid layers were basified with 1 M NaOH to
pH > 12 and extracted with dichloromethane (3 x 700 mi). The combined organic
layers were dried and concentrated to give the crude product as a solid (45.6 g, 93%
yield). The crude product was purified by recrystallization from EtOAc (400
ml)/Hexane (900 ml) to give 42.86 g (88%) N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-
((S)-2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide with 99.7% purity. "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm
971 (1 H,br.s),9.02(1 H,s),8.71 (1 H,d,J=7.97 Hz), 8.59 (1 H, 5), 8.04 (1 H, dd,
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J=8.66, 1.79 Hz), 7.88 (1 H, d, J=8.52 Hz), 4.91 - 5.13 (1 H, m), 4.30 - 4.57 (1 H, m),
3.86 (1 H, dt, J=11.89, 3.71, 3.64 Hz), 3.43 - 3.57 (1 H, m), 3.35 - 3.45 (1 H, m), 3.04
(1 H, t, J=3.85 Hz), 2.23 - 2.40 (1 H, m), 2.05 - 2.22 (1 H, m), 1.90 - 1.98 (1 H, m),
1.86 - 1.93 (3 H, m), 1.50 - 1.78 (5 H, m), 0.98 - 1.15 (9 H, m). “C-NMR (126 MHz,
DMSO-ds) & ppm 171.23, 169.35, 159.54, 156.87, 151.17, 128.97, 128.20, 125.76 (1
C, q, J=30.52 Hz), 121.55 (1 C, br. s.), 124.04 (1 C, q, J=272.11 Hz), 114.31, 53.26,
52.39, 50.81, 47.56, 45.70, 42.77, 34.52, 32.17, 29.14 (3 C, 5), 26.49, 23.29, 20.30.
’F_.NMR (471 MHz, DMSO-dg) & ppm -60.34 (s). m/z: 507.0 [M+H]. Anal. Calcd
for CosH33sNgO2F3: C, 59.27; H, 6.56; N, 16.59; F, 11.25 Found: C, 59.44; H, 6.64; N,
16.74; F, 10.99.

ALTERNATIVE PREPARATION OF EXAMPLE 1

[00239] Example 1, Alternative Preparation, Step 1: An oven-dried 3-neck
round-bottom flask was equipped with a dried stir bar, a dried reflux condenser, and
two septa. After cooling under N, the flask was charged sequentially with
(1R,2S,5R)-2-((S)-3-(benzyloxycarbonylamino)-2-oxopyrrolidin-1-yl)-5-(zert-
butoxycarbonylamino)cyclohexanecarboxylic acid (60 g, 126 mmol; see Example 1,
Step 4), acetonitrile {800 mL), N-methylmorpheline (27.7 mL, 252 mmol), and
diphenylphosphoryl azide (29.9 mL, 139 mmol). The reaction was stirred at RT for 1
h 40 min, at which time 2-trimethylsilylethanol (90 mL, 631 mmol) was added. The
reaction was set to heat, and reached reflux 30 min later. It was allowed to reflux for
1 h, at which time it was allowed to cool to 50 °C gradually and then cooled to 15 °C
with external cooling. The reaction was quenched with the addition of acetic acid
(1.734 mL, 30.3 mmol). The reaction was concentrated in vacuo and then dissolved
in EtOAc (1.2 L). It was washed sequentially with water (1 x 0.3 L), sat. NaHCO; (2
x 0.3 L), INHCI (1 x 0.3 L), and brine (2 x 0.3 L). The organic phase was dried
(Na,SO,), filtered, and concentrated ir vacuo. A solid appeared very early on in the
concentration process. After the volatiles were removed, 800 mL 10%
EtOAc/Hexanes was added, and the mixture was stirred overnight, The solid was
collected and dried to yield terf-butyl (1R,3R,4S)-4-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-
2-oxopyrrolidin-1-yl)-3-((2-
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trimethylsilyl)ethoxycarbonylamino)cyclohexylcarbamate (60.5 g, 102 mmol, 81 %
yield). HPLC showed that the material was 72% pure, with two 12% impurities.
This material was taken into the next step without purification. The filtrate was later
concentrated to yield another 4.38 g of product. Total yicld = 64.9 g (87%).

[00240] Example 1, Alternative Preparation, Step 2: A dry 500 mL round-
bottom flask was equipped with a stir bar and charged sequentially with tert-butyl
(1R,3R,4S)-4-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-oxopyrrolidin-1-yI)-3-((2-
trimethylsilyl)ethoxycarbonylamino)cyclohexylcarbamate (60.5 g), CH,Cl; (180 mL),
and a solution of para-toluenesulfonic acid monohydrate (19.48 g, 102 mmol) in
CH,Cl; (120 mL) and methanol (30 mL). The mixture was placed on a rotary
evaporator and the bulk of the CH,Cl, was removed (bath temp ca. 20 °C). When the
mixture began to foam, the vacuum was released, and the bath temperature increased
t0 46 °C (the temperature varied between 44 and 51 °C; it was controlled with the
addition of external ice). The mixture was rotated at this temperature for exactly one
hour (gas evolution was visible throughout) and then diluted with EtOAc (1 L). The
organic phase was washed with 0.5 N NH4OH (2 x 250 mL). The aqueous washes
were combined and set aside. The organic phase was washed with sat. NH4Cl1 (1 x
250 mL) and sat. NaCl (1 x 250 mL); these aqueouS washves were discarded. The
initial combined NH,OH washes were back-extracted with EtOAc (1 x 250 mL), and
that organic extract was washed with sat. NH4CI (1 x 60 mL} and sat. NaCl (1 x 60
mL). All of the organic extracts were combined, dried (Na;SOy), filtered, and
concentrated. The residue was purified by elution through a SiO; plug (13 cm wide x
7.5 cm tall). The first eluant was pure EtOAc (ca. 4 L). The second eluant was 1:9
(10% NH4OH in MeOH)Y/CH,Cl; (ca. § L). The fractions containing the desired
product were pooled together and evaporated to afford the desired 2-
(trimethylsilyl)ethyl (1R,2S,5R)-5-amino-2-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
oxopyrrolidin-1-yl)cyclohexylcarbamate (31.6 g, 64.4 mmol, 63 % yield).

[00241] Example 1, Alternative Preparation, Step 3: A stirring solution of 2-
(trimethylsilyl)ethyl (1R,2S,5R)-5-amino-2-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
oxopyrrolidin-1-yl)cyclohexylcarbamate (400 mg, 0.82 mmol) in acetonitrile (3 mL)
was charged sequentially with diisopropylethylamine (315.8 mg, 3 eq) and
bromoacetonitrile (109.5 mg, 1.1 eq). The mixture was stirred at 40 °C for 30 h. The
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solvent was removed under reduce pressure. The residue was purified by silica gel
column chromatography, using 1.5% of methanol in dichloromethane as the eluant.
The desired 2-(trimethylsilylDethyl(1R,25,5R)-2-((8)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
oxopyrrolidin-1-yl)-5-(cyanomethylamino)cyclohexylcarbamate was obtained as a
white solid (400 mg, 93%). LC/MS found [M + H]" = 530.

[00242] Example 1, Alternative Preparation, Step 4: A stirring solution of 2-
(trimethylsilyl)ethyl(1R,2S,5R)-2-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-oxopyrrolidin- 1-
yl)-5-(cyanomethylamino)cyclohexylcarbamﬁte (400 mg, 0.76 mmol) in
dichloromethane (5 mL), was cooled to 0 °C and charged with m-CPBA (372.6 mg,
2.2 eq) in portions. The mixture was stirred at room temperature for 1.5 h. Saturated
Na;3S$;03 solution (3 mL) and saturated NaHCO3 solution (3 mL) were added and the
mixture was stirred at room temperature for 0.5h. The mixture was diluted with
dichloromethane (80 mL), washed with saturated NaHCO; (20 mL) and brine (20
mL). The solution was dried over anhydrous Na;SO,, filtered, and concentrated in
vacuo. The residue obtained was dissolved in methanol {5 mL) and the solution was
charged with NHOH-HCI (262.7 mg, 5 eq). The mixture was stirred at 60 °C for 2.5
h. After cooling to room temperature, the mixture was diluted with dichloromethane
(80 mL) and filtered through a pad of celite. The filtrate was washed with saturated
NaHCOs; (2 x 20 mL). The aqueous washes were extracted with dichloromethane (30
mL). The dichloromethane layers were combined and washed with brine (30 mL).
The solution was dried over anhydrous Na;SQ,, filtered, and concentrated in vacuo to
give 2-(trimethylsilyDethyl (1R,2S,5R)-2-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
oxopyrrolidin-1-y1)-5-(hydroxyamino)cyclohexylcarbamate (350 mg, 91%). LC/MS
found [M + H]" = 507.

[00243] Example 1, Alternative Preparation, Step 5: A solution of 2-
(trimethylsily})ethyl (1R,2S,5R)-2-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-oxopyrrolidin-
1-y1)-5-(hydroxyamino)cyclohexylcarbamate (350 mg, 0.69 mmol) in acetone (5 mL)
was stirred at room temperature for 16 h. The mixture was concentrated in vacuo. The
residue was dissolved in anhydrous THF (7 mL) and cooled to 0 °C. A solution of
MeMgBr (1.1 mL, 3M in diethyl ether, 5 eq) was added dropwise. The mixture was
stirred at room temperature for 1.5h, The reaction was quenched with water (5 mL) at

0 °C. The mixture was diluted with ethyl acetate (100 mL) and filtered through a

-77 -



;‘."‘“ 5'}_3 i
w1y

WO 2008/014360 PCT/US2007/074377

10

15

20

25

30

pad of celite. The filtrate was washed with brine (30 mL). The solution was dried over
anhydrous MgSQy, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was dissolved in
2 ml of acetonitrile and 1 ml of CS; was added. The mixture was stirred at room
temperature for 1 hours. The solvent was removed and the crude product was
purified by silica gel column chromatography, using 1.5% of methanol in
dichloromethane as the eluant, to provide the desired 2-(trimethylsilyl)ethyl
(1R,28,5R)-2-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-oxopyrrolidin-1-yl1)-5-(tert-
butylamino)cyclohexylcarbamate (160 mg, 42%). LC/MS found [M + H]" = 547,
[00244] Example 1, Alternative Preparation, Step 6: A stirring solution of 2-
(trimethylsilylethyl (1R,2S,5R)-2-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-oxopyrrolidin-
1-y1)-5-(tert-butylamino)cyclohexylcarbamate (100 mg, 0.183 mmol) in
dichloromethane (3 mL) was charged with trifluoroacetic acid (2 mL). The reaction
was stirred for 2 h at room temperature and concentrated in vacuo. The residue was
dissolved in dichloromethane (50 mL) and washed with saturated NaHCOs (20 mL).
The aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 30 mL). The
dichloromethane layers were combined and dried over anhydrous Na,SOy, filtered,
and concentrated in vacwo to give benzyl (§)-1-((1S,2R,4R)-2-amino-4-(tert-
butylamino)cyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-ylcarbamate (66 mg, 90%). LC/MS found
[M + H]" = 403,

[00245] Example 1, Alternative Preparation, Step 7: A solution of benzyl (S)-
1-((15,2R ,4R)-2-amino-4-(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-
ylcarbamate (22 mg, 0.055 mmol) in dichloromethane (2 mL) was charged
sequentially with triethylamine (11.1 mg, 2 eq) and acetic anhydride (6.1 mg, 1.1 eq).
The reaction was stirred for 1.5 h at room temperature, diluted with dichloromethane
(50 mL) and washed with saturated NaHCO; (20 mL). The organic phase was dried
over anhydrous Na;SOy, filtered, and concentrated in vacuo to give benzyl (S)-1-
((1S,2R,4R)-2-acetamido-4-(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-
ylcarbamate (22 mg, 90%). LC/MS found [M + H]" = 445,

[00246] Example 1, Alternative Preparation, Step 8: To a solution of benzyl
(S)-1-((1S,2R,4R)-2-acetamido-4-(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-oxopyrrolidin-3-
ylcarbamate (22 mg, 0.05 mmol) in methanol (2 mL) was added Pd(OH); (20 mg of
50% wet catalyst). The flask was evacuated and back-filled with hydrogen from a
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hydrogen balloon. The mixture was stirred at room temperature for 1 h and the
catalyst was removed by filtration. The filtrate was concentrated in vacuo to provide
N-((1R,25,5R)-2-((5)-3-amino-2-oxopyrrolidin-1-yl)-5-(tert- .
butylamino)cyclohexyl)acetamide (13 mg, 85%). LC/MS found [M + H] = 311.
[00247] Example 1, Alternative Preparation, Step 9: To a solution of N-
{(1R,25,5R)-2-((S)-3-amino-2-oxopyrrolidin- 1-y1)-5-(tert-
butylamino)cyclohexyl)acetamide (70 mg, 0. 225 mmol) in isopropanol (3 mL) was
added 4-chloro-6-(trifluoromethyl)quinazoline (63 mg, 1.2 eq) and triethylamine
(56.9 mg, 2.5 eq). The mixture was stirred at room temperature for 1.5 h. The solvent
was removed under reduced pressure. The residue was purified with preparative
HPLC to provide the title compound as its bis-TFA salt (110 mg, 67%). LC/MS
found [M + H]" = 507.

2 ALTERNATIVE PREPARATION OF EXAMPLE 1

g8

NHyHOTs NH,HOTs

A WCOE Pd/C [H,] A WCO2E
SlE—Ne
o’ o = i-PrOAc o o
o —

[00248] Example 1, 2™ Alternative Preparation, Step 1a: To a hydrogenator
were charged ethyl (7R,88)-8-((S)- 1-phenyl-ethylamino)-1,4-dioxa-spiro[4.5]decane-
7-carboxylate 4-toluenesulfonate salt 1A (1417 g, 2.8 moles, c.f.: W0O2004098516,
prepared analogous to US Pat.6,835,841), ethanol (200 proof, 11.4 L), and 10% Pd/C
catalyst (50% wet, 284 g). The mixture was inerted with nitrogen, then pressurized
with hydrogen gas (45 psig) and agitated vigorously at approx. 40 °C until starting
material was consumed (HPLC). The suspension was cooled, purged with nitrogen
gas and the catalyst was removed by filtration while inerted. The spent catalyst was
washed with ethanol (4.3 L). The filtrate and washings were combined and
concentrated under vacuum to a volume of 2—-3 L while maintaining the batch
between 40°-60 °C. Isopropyl acetate (5 L) was charged and the mixture was
concentrated to a volume of ~2 L until most ethanol was removed (<0.5%) and

residual moisture content was <1,000 ppm. Batch volume was adjusted to ~7.5 L by
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the addition of isopropyl acetate. The mixture was heated to 80 °C until clear, then
cooled 65°—70 °C. Seed crystals of 1 (5 g) were added and the batch was cooled to
50 °C over 2 hours, then further cooled to 20 °C over 4 hours and held for ~10 hours.
The resulting slurry was filtered and the cake was washed with isopropyl acetate (2
5 L). The product was dried under vaccum at ~35 °C until volatiles were recduced

below ~1% (LOD). Ethyl (7R,85)-8-amino-1,4-dioxa-spiro[4.5]decane-7-carboxylate
4-toluencsulfonate salt 1 was obtained as a white, crystalline solid (936 g, 83% yield;
HPLC purity: 99.8%). 'H-NMR: (300MHz, CDCl;) 8.14-7.89 (brs, 3H), 7.75 (d, J
9.0Hz, 2H), 7.15 (d, J 8.0Hz, 2H), 4.22-4.04 (m, 2H), 4.01-3.77 (m, 4H), 3.55-3.43

10 (m, 11L), 3.20-3.13 (m, 1H), 2.40-2.27 (m, 4H), 2.21-1.94 (m, 2H), 1.81-1.51 (i,
3H), 1.23 (t, J 7.0Hz, ?;H); HPLC: Waters Xterra MS C18 4.6 mm x 150 mm i.d.,
3.5um particle size, 0.05% NH4OH (5% ACN, 95% H,0, solvent A), to 0.05%
NH,4OH (95% ACN, 5% H,0, solvent B), 5% B to 20% B in 10 minutes, changed to
95% B in 25 minutes, and then changed to 5% B in | minute; 11.1 minutes

15  (aminoester 1).

2] |e
MeS Me,S

NHyHOTs  L-Z-Met-OH 0 o
=~ CO,Et EDAC 2 3,

W TEA an . Mel NH

s CbzHN WCOEt CbzHN WCO,EL
"Ha

— ) 0" o

1 / S/

2 3

[00249] Example 1, 2" Alternative Preparation, Step 1b: Ethyl (7R,85)-8-
amino-1,4-dioxa-spiro[4.5]decane-7-carboxylate 4-toluenesulfonate salt 1 (450.1g;

20  the product of reductive deprotection of a known compound - see R. J. Cherney, WO
2004/098516 and G. V. Delucca & S. S. Ko, WO 2004/110993), was combined with
1-ethyl-3-(3-dimethyl-amino-propyl)carbo-diimide hydrochloride (236.3g), 1-
hydroxy benzotriazole hydrate (171.9g), N-carbobenzyloxy-L-methionine (333.4g)
and acetonitrile (3.1 L). To the stirred mixture was added triethylamine (249.5g)

25 below 30 °C. Upon reaction completion (HPLC), the mixture was diluted with ethyl

acetate (8.2 L) and washed with aqueous 25% potassium bicarbonate solution (2x4.5
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L) followed by water (4.5 L). The organic phase was separated and concentrated
under reduced pressure to obtain a solution of ethyl (7R,85)-8-((5)-2-
benzyloxycarbonylamino-4-methylsulfanyl-butyrylamino)-1,4-dioxa-
spiro[4.5]decane-7-carboxylate 2 (1.4 L). Methyl iodide (2.39 kg) was added, the
5  vessel was shielded from light and the mixture was held under slow agitation for

approx. 24 h. To the thick yellow precipitate was added méthyl tert-butyl ether (2.7
L) and the mixture was held for approx. 1 h. The product was isolated by filtration
and the cake was washed with methyl trert-butyl ether (2x1.4 L), then dried under
vacuum, yielding [(S)-3-benzyloxy-carbonylamino-3-{((7R,8S)-7-ethoxycarbonyl-1,4-

10 dioxa-spiro[4.5]dec-8-ylcarbamoyl)-propyl]-dimethylsulfonium iodide 3 (671.4 g,
~04% yield) as an off-white solid (HPLC purity 99.9%,).

o _ —
@ .
Me,S. | NHCbz NHcoz
I (N (3
3 (o] 0
s N ':s) Cs,CO; N 5 acetone N ©
CbhzHN ~ \COzEt -~ \COzEt Y ~ \CO,Et
©\>R) DMSO ) 1N HCI @‘\(R)
(o] 0 (o] (o]
\ / | \ / _ [}
3 4 5

[00250] Example 1, 2™ Alternative Preparation, Step 2: Sulfonium salt 3

15  (619.4 g), and cesium carbonate (416.8 g) and anhydrous dimethyl sulfoxide (6.2 L)
were combined in a reactor equipped with a scrubber to neutralize volatile sulfides.
Vigorous agitation was maintained until complete conversion was obtained (HPLC).
Ethyl acetate (12.4 L) was added, followed by 20 % brine (3 L). The organic phase
was separated, washed twice with brine (2x3 L) and evaporated to obtain a solution of

20  ethyl (7R,85)-8-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-oxo-pyrrolidin-1-yl)-1,4-dioxa-
spiro[4.5]decane-7-carboxylate 4 in ethyl acetate (~0.8 L). Acetone (2.55 L) was
added, followed by aqueous 0.5 M hydrochloric acid solution (2.3 L). With good
mixing, the solution was heated to 50 to 60 °C until conversion of 4 to ethyl (1R,25)-
2-((S)-3-benzyloxycarbonylamino-2-oxo-pyrrolidin-1-yl)-5-oxo-

25  cyclohexanecarboxylate 5 was complete (HPLC). The mixture was concentrated

under reduced pressure while below 40 °C, cooled to ~30 °C, and water (4.1 L) was
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added. The resulting slurry was cooled to 5 to 10 °C and agitated for ~1 hour. The
product was filtered and the cake was washed with water (2x2.5 L). Upon
deliquoring, the cake was dried to a constant weight below 40 °C in a vacuum oven.

Cyclohexanone 5 (272g, 70% yield) was obtained (HPLC purity 98.7%).

0O O
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[00251] Example 1, 2™ Alternative Preparation, Step 3: Cyclohexanone 5
(100g) was suspended in THF (500 mL) and cooled to 0 °C. 1IN NaOH (271g) was
added at 0-5°C and the biphasic mixture was agitated at < 5 °C for at least one hour.
MTBE (500 mL) was added and the layers were separated. The bottom aqueous layer
was washed again with MTBE (500 mL) and the layers were separated.
Dichloromethane (500 mL) was charged to the product-rich aqueous layer, and the
mixture was cooled to 0 °C. 3N HCI (156 g) was charged maintaining < 5 °C. After
stirring for at least 10 min, the mixturc was warmed to 20-25 °C, and the layers werc
separated. The aqueous layer was extracted with dichloromethane (100 mL). The
organic layers were combined and solvent was exchanged into toluene via distillation.
The toluene solution volume was adjusted to approximately 1L, and p-toluenesulfonic
acid monohydrate (0.24 g) was added. Ethylene glycol (16.22 g) was added, and the
mixture was distilled at atmospheric pressure until formation of compound 7 was
complete and the pot volume was approximately 500-700 mL. The solution was
cooled to approximately 70 °C, and ethyl acetate (500 mL) was added maintaining
approximately 70 °C. The mixture was cooled and filtered to give 73 g (70 % yield)
of compound 7, (7R,85)-8-((35)-3-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxo-1-
pyrrolidinyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]decane-7-carboxylic acid.
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[00252] Example 1, 2" Alternative Preparation, Step 4: To a slurry of
compound 7 (147 g) in dry toluene (370 mL) was charged triethylamine (32.7 g) at
15-25 °C. After the slurry became a solution after 10-15 min stirring at 25°C, the
flask was cooled to -10°C and isobutyl chloroformate (44.1g) was charged at -10°-
0°C. The mixture was agitated at -10°- 0°C for about 30 min. A solution of sodium
azide (42 g) and tetrabutylammonium bromide (5.2 g) in water (130 mL) was added
at -10°- 0°C. The biphasic slurry was vigorously agitated for at least one hour and
toluene (1750 mL) followed by water (300 mL) were added. The two phases were
stirred for at least 10 min and the top organic layer was separated and dried with 4 A
molecular sieves. Acetic anhydride (76 mL) and acetic acid (28 mL) were added and
the solution was heated to 80-90 °C for 1-4 hours, until <2 AP of intermediate 9 was
detected by HPLC. The solvent was partially distilled off to approximately two thirds
of the initial volume under atmospheric pressure, the solution was cooled to ambient
temperature an.d the resultant slurry was stirred for 16 hours. Heptane (350 mL) was
slowly added and the slurry was stirred for 1h. The solids were filtered, washed with
toluene/heptane 4:1 (300 mL), and dried to give 109 g (78% yield) of compound 10,
benzyl ((35)-1-((7R,8S)-7-acetamido-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-

pyrrolidinyl)carbamate.

NHCbz NHCbz

o (o

~.NHAC Q\‘NHA(:

0
10 11
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.
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[00253] Example 1, 2" Alternative Preparation, Step 5: To a solution of
compound 10 (109 g) in acetone (760 mL) was charged IN HCI (760 mL). The
mixture was heated to 50 °C for 2.5 hours. The acetone was distilled off under
reduced pressure and the product was extracted with dichloromethane twice 1 x 1 L
and 1 x 0.5 L. Dichloromethane layers were combined and dichloromethane was
exchanged into ethyl acetate by distillation until the b.p. on the kettle reached 78°C
and the final volume was approximately 10 mL/g compound 10 input. The ethyl
acetate slurry was cooled to ambient temperature, agitated for 16 hrs and the solids
were filtered and washed with cthyl acctate (400 mL). The solid was dried to give 84
g (87% vield) of compound 11, benzyl ((35)-1-((1S5,2R)-2-acetamido-4-

oxocyclohexyl)-2-0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate.

__NHCbz :NHCbz

Q..NHAc O\\NHAC

') ﬂ‘l—[

11 7( 12
[00254] Example 1, 2" Alternative Preparation, Step 6: The TiCL(OPr),
reagent was pre-formed by adding Ti(O'Pr)s (11,5 mL) to a solution of 1M TiCls in
dichloromethane (39 mL) at 5-10°C and subsequent stirring at ambient temperature
for 15 min. Compound 11 (25 g) was dissolved in dichloromethane (500 mL) and t-
butylamine (34 mL) was added at room temperature. After 10 min the sclution was
cooled to -25 to -20 °C and the preformed titanium reagent solution was added at a
temperature below -20°C. The mixture was allowed to warm to ambient temperature
and it was agitated for 1h, A sample was taken to confirm the complete imine
formation by miniguench with sodium borohydride in methanol (absence of alcohols
indicated the complete consumption of the starting ketone 11). Borane dimethyl
sulfide (7.0 mL) was then added at 0-5°C and the reaction mixture was warmed to
ambient temperature and stirred for at least 5 hours. Dichloromethane was partially
(about half) evaporated under reduced pressure and wet ethyl acetate (300 mL,

preformed by agitating ethyl acetate with water) was added within 30-60 min. The

-84 -



-
oand
r
g

=

WO 2008/014360 PCT/US2007/074377

10

15

20

25

resulting slurry was agitated for at least 4 h, the solids were filtered and washed
several times with dichloromethane until no more than 5 M % of the product was
retained in the cake. The filtrate and washes were combined, IN HCI (200 mL) was
added and the biphasic mixture was agitated for at least 30 min (gas evolution ceased
after ~20 min). The product rich aqucous layer (upper phase) was separated and
dichloromethane (500 mL) was added. Concentrated ammonium hydroxide was
added to the agitated biphasic mixture until pH was adjusted to 8-8.5 (~15 mL). The
organic phase was separated and washed 2 x 100 mL with 14 wt % ammonium
chloride, to remove the undesired trans isomer of compound 12, and finally with
water (25 mL). Dichloromethane was exchanged into ethyl acetate by distillation
under normal pressure until the b.p. on the kettle reached 78°C and the final volume
was approximately 5 mL/g compound 11 input (~140 mL). The solution was cooled
to ambient temperature. Heptane (250 mL) was added slowly at 40-50°C and
compodun 12 started to crystallize. The slurry was agitated at room temperature for 3
hrs and the solids were filtered, washed with heptane (100 mL) and dried to give 20.1
g (70 % yield) of compound 12, benzyl ((35)-1-((1S,2R,4R)-2-acetamido-4-(tert-
butylamino)cyclohexyl)-2-o0xo-3-pyrrolidinyl)carbamate, as white, fluffy crystals.

NHCbz NH,
A NHAc Hy A _-NHAc
Pd/C
H MCOH =
7(NH 7(NH
12 13

[00255] Example 1, 2" Alternative Preparation, Step 7: Compound 12 (20 g)
was dissolved in methanol (400 mL) and 5 % Pd/C catalyst (1.8 g, 9 wt %) was
added. The mixture was hydrogenated at 25 °C and 25 psig for 3h. The catalyst was
removed by filtration, and the methanol was exchanged into ethyl acetate by
continuous distillation. The product crystallized from ethyl acetate (160 mL) upon
cooling. Heptane (160 mL) was added at 25 °C, the slurry was agitated for Lh and the
product was filtered, washed with heptane and dried to give 12.8 g (94 % yield) of
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compound 13, N-((1R,28,5R)-2-((35)-3-amino-2-0xo-1-pyrrolidinyl)-5-(zeri-

butylamino)cyclohexyl)acetamide.
OH Cl

N4K’|©,CF3 . . It;KJO,CF;;
k\N N

15

14
[00256] Examplel, 2" Alternative Preparation, Step 8: 6-(trifluoromethyl)-4-
quinazolinol, 14 (5 g; see P. H. Carter, ¢t al. PCT application WO 2005/021500) was
suspended in dichloromethane (100 mL). N,N-diisopropylethylamine (4.2 mL, 1.05
eq) and DMF (0.4 mL, 0.2 eq) were added. Oxalyl chloride (3.0 mL, 1.5 eq) was then
added to the agitated slurry at 20-25 °C under cooling (exothermic addition). The
orange slurry was agitated at 30-35 °C for 2h. Steady gas evolution was observed for
~1.5 hrs at which point the slurry became an orange solution. After cooling to 20 °C,
the reaction solution was added dropwise to 20 wt % aq K;HPO, (50 mL) under
vigorous agitation and gas evolution. The lower organic phase was separated and
washed one more time with 20 wt % aq KoHPO4 (50 mL). The organic solution was

used as is for the next step within 16h.

NH,

(}o HN—\ N

- . N7
NHAc¢ N7 CF;3 &0
+ k | —— N
! < N O,\ NHAc
NH

13 15 NH Example 1

[00257] Example 1, 2™ Alternative Preparation, Step 8: To a solution of 15 in
dichloromethane (22 mL, 5.5 mmol), solid 13 (1.55 g, 5 mmol) was added and the
mixture was agitated at room temperature until the solids dissolved. Triethylamine
(1.4 mL, 11 mmol) was added and the mixture was agitated for 24 hrs at ambient
temperature. Water (10 mL) ;;vas added, the two phases were agitated for 10 min and

the organic phase was separated. Dichloromethane was exchanged into ethyl acetate
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by continuous distillation until the b.p. on the kettle reached 78°C and the final
volume was approximately 10 mL/g compound 13 input (~15 mL). The slurry was
cooled to ambient temperature, heptane (15 mL) was slowly added and the slurry was
agitated for 16 h. The solids were filtered, washed with heptane/ethyl acetate 1:1 (5
mL) and dried to give 1.83 g (72 % yield) of beige crystals (form N-2 by XRD) of N-
((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((8)-2-oxo0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, Example 1.

EXAMPLE 2
Crystal Forms of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-o0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide
[00258]  Various crystal forms of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-oxo-
3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,

free base were prepared and characterized as described below.

PROCEDURES FOR CHARACTERIZING THE FORMS
Single Crystal Data
[00259] Data were collected on a Bruker-Nonius (BRUKER AXS, Inc., 5465 East
Cheryl Parkway Madison, W1 53711 USA) CADA4 serial diffractometer. Unit cell
parameters were obtained through least-squares analysis of the experimental
diffractometer settings of 25 high-angle reflections. Intensities were measured using
Cu Ko radiation (A = 1.5418 A) at a constant temperature with the 6-20 variable scan
technique and were corrected only for Lorentz-polarization factors. Background
counts were collected at the extremes of the scan for half of the time of the scan.
Alternately, single crystal data were collected on a Bruker-Nonius Kappa CCD 2000
system using Cu Ka radiation (A = 1.5418 A). Indexing and processing of the
measured intensity data were carried out with the HKL.2000 software package
(Otwinowski, Z. & Minor, W. (1997) in Macromolecular Crystallography, eds.
Carter, W.C. Jr & Sweet, R.M. (Academic, NY), Vol. 276, pp. 307-326) in the
Collect program suite. (Collect Data collection and processing user interface: Collect:

Data collection software, R. Hooft, Nonius B.V., 1998.) Alternately, single crystal
data were collected on a Bruker-AXS APEX2 CCD system using Cu Ka radiation (A
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= 1.5418 A). Indexing and processing of the measured intensity data were carried out
with the APEX?2 software package/program suite (APEX?2 Data collection and
processing user interface: APEX2 User Manual, v1.27; BRUKER AXS, Inc., 5465
East Cheryl Parkway Madison, WI 53711 USA).

[00260] When indicéted, crystals were cooled in the cold stream of an Oxford cryo
system (Oxford Cryosystems Cryostream cooler: J. Cosier and A.M. Glazer, J. Appl.
Cryst., 1986, 19, 105) during data collection.

[00261] The structures were solved by direct methods and refined on the basis of
observed reflections using either the SDP (SDP, Structure Determination Package,
Enraf-Nonius, Bohemia NY 11716. Scattering factors, including /" and /7, in the SDP
software were taken from the “International Tables for Crystallography”, Kynoch
Press, Birmingham, England, 1974; Vol. IV, Tables 2.2A and 2.3.1) software package
with minor local modifications or the crystallographic packages MAXUS (maXus
solution and refinement software suite: S. Mackay, C.J. Gilmore, C. Edwards, M.
Tremayne, N. Stewart, K. Shankland. maXus: a computer program for the solution
and refinement of crystal structures from diffraction data or SHELXTL®. The derived

atomic parameters (coordinates and temperature factors) were refined through full
matrix least-squares. The function minimized in the refinements was Zy,(jF | - |FCD2'
R is defined as £ |[F| - [FllE [Fol while Ry = [Evy( [Fol - [FeD2/Say [Fol'1 where w
is an appropriate weighting function based on errors in the observed intensities.
Difference maps were examined at all stages of refinement. Hydrogens were
introduced in idealized positions with isotropic temperature factors, but no hydrogen
parameters were varied.

X-ray Powder Diffraction Data (PXRD)

[00262] PXRD data were obtained using a Bruker C2 GADDS . The radiation was
CuKa (40 KV, 50mA). The sample-detector distance was 15 cm. Powder samples
were placed in sealed glass capillaries of 1mm or less in diameter; the capillary was
rotated during data collection. Data were collected for 3<20<35° with a sample
exposure time of at least 2000 seconds. The resulting two-dimensional diffraction
arcs were integrated to create a traditional 1-dimensional PXRD pattern with a step

size of 0.02 degrees 28 in the range of 3 to 35 degrees 20.
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Differential Scanning Calorimetry (DSC)

[00263] DSC experiments were performed in a TA Instruments™ model Q1000 or
2920. The sample (about 2-6 mg) was weighed in an aluminum pan and recorded
accurately recorded to a hundredth of a milligram, and transferred to the DSC. The
instrument was purged with nitrogen gas at SOmL/min. Data were collected between
room temperature and 300°C at 10°C/min heating rate. The plot was made with the

endothermic peaks pointing down.

Thermal Gravimetric Analysis (TGA)

[00264] TGA experiments were performed in a TA Instruments™ model Q500 or
2950. The sample (about 10-30 mg) was placed in a platinum pan previously tared.
The weight of the sample was measured accurately and recorded to a thousandth of a
milligram by the instrument. The furnace was purged with nitrogen gas at 100
mL/min. Data were collected between room temperature and 300°C at 10°C/min

heating rate.

PREPARATION AND ANALYSIS OF THE FORMS
[00265] The unit celi data and other properties for these examples are presented in
Table 1. The unit cell parameters were obtained from single crystal X-ray
crystallographic analysis. A detailed account of unit cells can be found in Chapter 3
of Stout & Jensen, X-Ray Structure Determination: a Practical Guide, (MacMillian,
1968).
[00266] Fractional atomic coordinates for Examples 2a, b, ¢, d, ¢, f, and g, and the
conditions at which they were measured are presented in Tables 2-9.
[00267] Additionally, characteristic powder x-ray diffraction peak positions
(degrees 2040.1 Y@ RT for Examples 2a, b, ¢, d, e, and f are presented in Table 9, all
of which are based on high quality patterns collected with a diffractometer (CuKa)
with a spinning capillary with 28 calibrated with a NIST other suitable standard.
[00268] Finally, Figures 1, 2, 3, 4, 5 and 6 present XRPD patterns for Examples
2a,b,c, e, dand f, Figures 8, 10, 13, 15, 17 and 19 disclose the TGA of Examples
2a, b, ¢, d, e and f, respectively. Figures 7,9, 12, 14, 16 and 18 disclose the DSC of
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Examples 2a, b, c, d, ¢ and f, respectively. Figure 11 discloses the Vapor Sorption

Isotherm of Example 2b.

Form Preparation, DSC and TGA Characterization
[00269] Example 2a, Form H0.5-4: 150 mg of N-((1R,25,5R)-5-(tert-
butylamine)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yDeyclohexyl)acetamide, free base was dissolved in warm n-butyl acetate saturated
with water. Heptane was added until a persistent cloud was observed. The slurry was
allowed to cool to RT. Form H0.5-4 is characterized by (.5 mole water per mole N-
((1R,28,5R)-5-(tert-butytamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, free base. Form H0.5-4 was
characterized by a DSC thermogram having a broad endotherm onset typically in the
range between ca. RT and ca. 67 °C in agreement with the TGA curve; at higher
temperatures other events may ensue. Form HO0.5-4 was characterized by a TGA
therma! curve having a weight loss typically from 0.6% to about 1.4% up to ca. 100
°C. The theoretical weight loss for Form H0.5-4 is 1.7%, however, it is not unusual
for unstable hydrates to become partially dehydrated upon drying.
[00270] Example 2b, Form N-2: 1 g of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-
((S)-2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yi)cyclohexyl)acetamide, free base was dissolved in 10 mL of water-free EtOAc at
77°C. The solution was cooled to 70°C. 10 mg of seeds of N-2 were added. To the
slurry, 18 mL of n-heptane was added over 1 hour with a syringe pump. The slurry
was cooled from 70°C to 20°C over 1 hour, and agitated at 20°C overnight. The solid
was isolated by filiration, washed with 3 mL of n-heptane, dried at 50°C in a vacuum
oven overnight, Form N-2 is N-((lR,2S,5R)-S—(tert—buty]amino)—Z-((S)—2-0x0-3;(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, free
base, a neat form (without additional molecules of water or solvent). Form N-2 was
characterized by a DSC thermogram having an endothermic onset typically between
ca. 230 °C and ca. 232 °C as a single melt with no other transformations. Form N-2
was characterized by a TGA curve having negligible weight loss at up to ca. 200 °C

and in agreement with the single-crystal structure.
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[00271] Example 2¢c, Form H1.75-5: A slurry of 50 mg of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1-
yl)cyclohexyl)acetamide, free base was vigorously agitated in 1 mL water for more
than 16 hours, Form H1,75-5 is characterized by 1.75 moles of water per one mole of
N-((1R,25,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, free base. Form H1.75-5 was
characterized by a DSC thermogram having an endotherm onset typically between ca.
RT and ca. 70 °C in agreement with the TGA curve; at higher temperatures other
events may ensue. Form H1.75-5 was characterized by TGA curve having a weight
loss of ca. 4.3% to ca. 5.3% at temperatures up to ca 100 °C. Theoretical weight loss
is ca. 5.9%, however, it is not unusual for unstable hydrates to become partially
dehydrated upon drying.

[00272] Example 2d, HAC-1: 100 mg of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-
((8)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yDcyclohexyl)acetamide, free base was dissolved in 0.1 mL of HOAc at 80°C. To
this, 0.2 mL of t-BuOAc was added and the solution was cooled to 20°C. The solution
was evaporated to dryness. The resulting solid was agitated in heptane at 50 °C for 15
hours, foliowed by cooling to 20°C. HAC-1 was filtered and dried at 25°C under
vacuum overnight. Form HAC-1 is characterized by 1 mole of acetic acid per one
mole of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- 1-yl)cyclohexyl)acetamide, free
base. Form HAC-1 was characterized by a DSC thermogram having an endothermic
onset typically at ca. 100 °C in agreement with the TGA curve; at higher temperatures
other events may ensue, Form HAC-1 was also characterized by a TGA curve having
ca. 15..3% weight loss up to ca. 200 °C. Theoretical weight loss is ca. 10.5%,
however it is not unusual for minor amount of high boiling point solvents to remain
associated with the solid. In cases like this, PXRD is diagnostic of form but not
sensitive to small amounts of adventitious solvent.

[00273] Example 2¢, Form E-1: 50 mg of N-((1R,2S,5R)-5-(ter¢-butylamino)-2-
((8)-2-0x0-3-(6-(triflucromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylcyclohexyl)acetamide, free base was dissolved in <ImL of boiling ethanol. The

solution was cooled to RT and allowed to slowly evaporate. Form E-1 is
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characterized by 1 mole of ethanol per one mole of N-((1R,25,5R)-5-(rert-
butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide, free base. Form E-1 was characterized by a DSC
thermogram having an endothermic onset typically at ca. 100 °C in agreement with
the TGA curves; at higher temperatures other cvents may ensuc. Form E-1 was
characterized by a TGA thermal curve having a weight loss of ca. 7.1% to ca. 7.6%
up to ca, 150 °C. Theoretical weight loss is ca. 8.3%, however, it is not unusual for
unstable solvates to become partially desolvated upon drying.
[00274] Example 2f, RPG-3: 30 to 40 mg of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-
2-((8)-2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylcyclohexyl)acetamide, free base was dissolved in 2 mL of racemic propylene
glycol. Water was added until a cloud was observed. The solvent was allowed to
slowly evaporate to dryness. Form RPG-3 is characterized by 1 molecule of R-
propylene glycol per one molecule of N-((1R,28,5R)-5-(¢ert-butylamino)-2-((S)-2-
0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yDcyclohexyl)acetamide, free base. Form RPG-3 was characterized by a DSC
thermogram having an endothermic onset at ca. 70 °C in agreement with the TGA
curve, at higher tempratures other events may ensue. Form RPG-3 was characterized
by a TGA curve having a weight loss of ca.16.4% up to ca. 110 °C. Theoretical
weight loss is ca. 13.1%, however it is not unusual for minor amount of high boiling-
point solvents to remain associated with the solid. In cases like this, PXRD is
diagnostic of form but not sensitive to small amounts of adventitious solvent.
[00275] Example 2g, Form IPA-1: 40 mg of N-((IR,2S,5R)-5-(zer#-butylamino)-
2-((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yDcyclohexyl)acetamide, free base was slurried in <ImL of isopropyl alcohol. The
slurry was gently heated to dissolve the remaining solid. The solution was cooled to
RT and allowed to slowly evaporate until crystals were observed. Form IPA-1 is
characterized by 1 mole of isopropyl alcohol per one mole of N-((1R,28,5R)-5-(tert-
butylamino)-2-((S)-2-ox0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylcyclohexyl)acetamide, free base.

TABLE 1

Unit Cell Parameters
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C"mcll"’““ Form | T | aAd) | bA)y | oA e go v | VA
Fxp 22 |H0.54 |50 |17.7845(7)\1.6215(3) [20.95 10(9)[90 109.062(3)[90 2684.1(2)
Exp2b  [N-2 IRT |18.7240(4)08.0171(2) [19.6568(5)90 114.935(2)[00 h675.7(1)
Exp 2c_ |H1.75-51-70 |12.7648(2)34.3 194(7)[12.9659(2)[90 99.053(1) [90 5609.4(2)
Bxp2d  JHAC-1 RT [7.0766(7) |L1L.058(2) [33.348(4) [90 % 50 2941 4(5)
Bxp2e  |E-1 150 [7.9866(3) |LL2594(6)32.680(2) [0 50 50 2938.7(2)
Fxp 2f  |RPG3 |50 [10.3004(3)]L0.5475(4)|15.4784(6)[90.045(3)[102.476(2)|109.083(2)[L547.0(1)
Fxp2z_ |IPA-1 |RT [8.4487(2) |L1.6615(3)B1.3800(9)]90 50 90 1091.7(1)

TABLE 1 (continued)

Unit Cell Parameters

Compound | Z° | Vm sg dcalc
Exp 2a 2 671 | P2; - 11.235
Exp 2b 2 669 | P, 1.258
Exp 2¢ 4 701 | P2, 1274
Exp 2d 1 735 [ P2,2,2, | 1.279
Exp 2¢ 1 735 | P2,2,2, |1.249
Exp 2f 2 774 | Pl 1.257
Exp 2g 1 773 P2,2,2, 1.217

5 [00276] The variables used in Table 1 are defined below:
T = temperature in Centigrade for the crystallographic data (RT is room
temperature which is about +22°C)
V = volume of unit cell
Z’ = number of drug molecules per asymmetric unit
10 Vm = V(unit cell) / (Z drug molecules pe.r cell)
Sg = space group

dcalc = calculated crystal density

TABLE 2
15 Atomic Coordinates for Example 2a, Form H0.5-4
Atom X Y Z Atom X Y Z

Fl 0.1718 [0.5612 |0.2388 | F138 |0.9730__10.9700 |0.6210
F2 0.1576 [0.4167 |0.1518 |F139 |1.0220 |0.7300 | 0.6430
F3 0.1277 [0.6827 |0.1463 | F140 [0.9470 | 0.7710 | 0.5532
N7 0.3729 [0.0177 |-0.0187 |O137 [0.5289 |1.1320 |0.2702
N9 0.3967 10.3613 | 00716 | HIO 0.3464 03422 | 0.0601
N1l 0.5034 [0.5324 [0.1275 |HI6 0.1889 [-0.1347 |-0.0192
N12 0.1513 [-0.3723 | -0.0803 | H&5 02780 104332 ]0.1193
NIS 0.2070 | -0.0340 | -0.0258 | H88 0.4895 10.3182 | 0.0357
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Atom X Y Z Atom X Y Z
N18 0.4944 | 0.7660 0.2016 H90 0.2688 -0.4938 | -0.1162
023 0.3677 | 0.2704 -0.0786 | H9I 0.2791 -0.3427 | -0.1635
025 0.2371 |0.2420 0.0154 H93 0.2277 0.1128 -0.0967
C82 0.2630 | 0.6176 0.1822 HO5 0.3290 -0.0521 |-0.1140
C83 0.4281 | 0.4888 0.1165 H99 0.3760 -0.3135 | -0.0574
C84 0.3027 | 0.5269 0.1466 H100 | 0.3100 -0.3067 | -0.0228
CRg6 0.3810 | 0.5754 0.1513 H102 [0.5234 0.0450 0.0773
CRg7 0.4447 | 0.2515 0.0409 H103 [ 0.4804 0.1033 0.1290
C8g9 0.2647 | -03681 |-0.1237 | HIOS |0.1184 -0.0766 | -0.1500
C92 0.2304 | -0.0122 |-0.0852 | HI06 |0.1831 -0.0821 | -0.1859
Co94 0.3163 | -0.0776 | -0.0729 {Hi10 | 0.3980 0.9063 0.2542
Co6 04172 | 0.7161 0.1933 H112 | 0.4292 -0.1628 | 0.0516
C97 0.1821 1} 0.5681 0.1300 H113 {0.3692 -0.0449 | 0.0742
Co8 0.3221 |-0.2755 |-0.0632 | HI115 |0.2715 0.8230 0.2452
Cl101 10.4735 | 0.0847 0.0816 H117 | 0.0540 -0.3914 | -0.0071
Cl104 |[0.1724 |-0.1130 |-0.1448 | HI118 |0.1047 -0.5613 | -0.0042
Cl107 }0.3915 |0.1858 -0.0261 | H119 |0.0122 -0.5664 | -0.0392
Cl108 |[0.2116 | 0.0919 0.0195 Hi21 |0.0157 -0.2070 | -0.1065
C109 |[0.3748 | 0.8103 0.2276 H122 | -0.0438 |-0.3568 | -0.1418
Cl11 {0.4081 |-0.0451 |0.0507 H123 10.0156 -0.2818 | -0.1762
Cl14 [0.2994 | 0.7605 0.2220 H126 |0.1446 -0.3645 | -0.1779
Clle [0.0592 |-0.4960 | -0.0309 | Hi28 |0.5835 0.7006 0.1755
C120 |0.0087 |-0.3106 |-0.1338 | HI130 |0.2266 0.0448 0.1189
C124 ]0.0696 |-0.4465 |-0.0977 |HI31 |0.1603 -0.0732 | 0.0701
C125 [0.1783 |-0.3101 | -0.1359 | HI32 |0.1430 0.1249 0.0800
C127 [0.5309 |0.6696 0.1690 H134 | 0.0091 -0.6633 | -0.1497
C129 |[0.1827 |0.0426 0.0774 H135 |0.1005 -0.6984 | -0.1175
C133 |[0.0611 |-0.6143 |-0.1412 | H136 | 0.0686 -0.5851 | -0.1833
F4 0.9541 | 0.9380 0.5714 H141 | 0.1830 -0.4440 | -0.0580
F5 0.9826 | 0.6800 0.5759 Hl4 0.6945 1.0312 0.5339
F6 1.0259 | 0.8300 0.6655 H21 0.7741 1.5073 0.4379
N3 0.6040 | 1.3694 0.4758 H28 0.7049 1.4602 0.3064
N13 0.6631 | 1.0203 0.5573 H29 0.6130 1.4814 0.2902
N17 0.7581 | 1.7462 0.3780 H32 0.5464 1.0615 0.5430
N19 0.6266 | 0.8793 0.6383 H34 0.6724 1.6789 0.4661
N20 0.7501 | 1.4082 0.4350 H35 0.5807 1.7062 0.4509
N22 0.7080 | 0.6517 0.7080 H38 0.8152 0.9372 0.5749
024 0.7581 | 1.1336 0.4774 H41 0.5545 1.4575 0.3823
026 0.5442 | 1.1244 0.4164 H44 0.5540 1.3350 0.5873
C27 0.6643 | 1.5023 0.3242 H45 0.6406 1.2709 0.6290
C30 0.6817 | 0.9034 0.6081 HA48 0.6272 1.8887 0.3818%
C31 05921 |1.1293 0.5402 H49 0.5627 1.7587 0.3377
C33 0.6205 | 1.6624 0.4324 HS52 0.6566 1.2721 0.3752
C36 0.5758 | 1.2019 0.4701 HS53 0.6234 1.5433 0.5534
C37 0.8201 | 0.8496 0.6069 H56 0.6965 1.4170 0.5619
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Atom X Y Z Atom X Y Z

C39 0.7568 | 0.8126 (.6288 H58 0.8887 1.9136 0.4290
C40 0.6067 ] 1.4694 0.4172 H59 0.9292 1.8759 (0.3743
C42 0.8902 | 0.7591 0.6317 H60 0.9085 1.7203 0.4146
C43 0.6042 | 1.2934 0.5840 He2 0.6632 1.7578 (0.2922
C46 0.7651 | 0.6822 0.6794 H64 0.8824 1.3038 0.5620
C47 0.6162 | 1.7663 0.3697 H65 0.8870 1.4370 0.5064
Cs0 0.8099 | 1.8166 0.3410 Ho66 0.9097 1.2396 0.5019
Csl 0.6689 ! 1,3952 0.3877 H69 0.7263 1.9822 0.2803
C53 0.7895 | 1.2775 0.4740 H70 0.8132 2.0339 0.2846
C54 0.6389 | 1.4243 0.5469 H71 0.7823 2.0761 0.3450
C57 0.8917 | 1.8331 0.3947 H73 0.8374 1.5813 0.3078
Col 0.6751 1.6998 0.3362 H74 0.8486 1.7393 0.2638
C63 0.8750 | 1.3182 0.5148 H75 0.7629 1.6701 0.2558
C67 0.9615 | 0.8066 0.6143 H77 0.8443 0.5011 0.7349
C68 0.7802 ] 1.9934 0.3099 H79 0.9456 0.5638 0.6960
C72 0.8152 | 1.6904 0.2872 H81 0.6060 0.7320 0.7067
C76 0.8381 | 0.5393 0.7029 H142 | 0.7500 1.8390 0.4090
C78 0.8982 | 0.6264 0.6799 H143 |0.5333 1.1298 0.3123
C80 0.6445 |0.7516 0.6862 Hi144 |0.5194 1.0278 0.2538

TABLE 3
Atomic Coordinates for Example 2b, Base Form N-2

Atom X Y Z Atom X Y Z

NI 0.7824 1.3195 0.3238 C71 0.9289 | 1.4591 0.5167
N2 0.1685 0.3056 -0.0178 | H72 0.9378 | 1.4237 0.5668
H3 0.1633 0.1989 -0.0196 | H73 0.9764 | 1.4359 0.5102
N4 0.6223 0.8215 0.1887 C74 0.8719 | 1.7574 0.6080
N5 0.2627 0.4840 -0.0849 | C75 0.6719 | 1.2862 0.4846
N6 0.6868 0.9765 0.2943 H76 0.6246 | 1.2933 0.4390
H7 0.7030 0.9877 0.3420 H77 0.6814 | 1.3914 0.5103
N8 0.4185 0.9718 0.0742 H78 0.6660 | 1.2009 0.5162
N9 0.0989 0.0258 -0.1003 | C79 09173 | 1.6199 0.6639
NI10 0.7913 1.3680 0.4754 HB0 0.8851 | 1.5217 0.6541
Hl1l1 0.7826 1.4618 0.4918 HR1 0.9305 | 1.6578 0.7142
N12 0.5331 0.6005 0.1813 H82 0.9647 | 1.5943 0.6584
NI13 0.3353 0.7474 0.0475 C83 0.9176 | 1.9198 0.6225
H14 0.3028 0.6896 0.0583 Hg4 0.9680 | 1.8999 0.6220
NI15 0.8501 1.6946 0.5311 HR5 0.9252 | 1.9631 0.6707
N16 0.4567 1.1267 0.1887 H86 0.8887 | 1.9992 0.5842
017 0.7470 1.1042 0.4435 Cg7 0.7960 | 1.7901 0.6131
018 0.2114 0.7470 -0.1165 | H38 0.7660 | 1.8705 0.5758
019 0.2229 0.5239 0.0583 H&9 0.8064 | 1.8325 0.6620
020 0.8588 1.0890 0.3360 H90 0.7667 | 1.6881 0.6048
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Atom X Y Z Atom X Y zZ

F21 0.5881 0.9034 ]0.4961 Col 0.206% | 0.3753 10.0494
F22 04828 |0.7754 10.4659 | C92 0.1886 | 0.3981 -0.1294
F23 0.5874 10.6500 |0.5199 | H93 0.1617 | 0.4641 -0.1751
C24 0.1049 | -0.1653 [-0.0049 | C% 0.1345 10.3960 | -0.0889
H25 0.1473 -0.2167 |-0.0125 | H95 0.1249 0.5115 | -0.0787
H26 0.0773 -0.2487 | 0.0097 | C96 0.3636 | 0.8982 | 0.1612
H27 0.1257 | -0.0826 | 0.0338 | C97 0.0560 |0.3169 | -0.1396
C28 0.0052 1-0.2107 1-0.1371 | H98 0.0300 | 0.3865 | -0.1836
H29 -0.0334 | -0.1565 | -0.1806 | H99 0.0226 10.3123 | -0.1131
H30 -0.0204 | -0.2839 | -0.1178 | C100 |0.0655 |0.1409 |-0.1647
H31 0.0423 | -0.2685 | -0.1506 JHI101 ]0.0138 |0.0994 [-0.1999
C32 -0.0102 10.0236 | -0.0618 | C102 | 0.2651 | 0.6526 [ -0.0801
H33 0.0176 | 0.111] -0.0276 | C103 [0.3727 |0.8727 |0.0930
H34 -0.0371 | -0.0447 ]-0.0399 | Cl104 |0.3129 [0.8065 |0.1831
H335 -0.0478 10.0713 -0.1077 | H105 [0.2826 | 0.7213 | 0.1525
C36 0.6347 | 0.8573 0.2590 | C106 [0.4090 | 1.0275 | 0.2081
C37 0.7956 1.1614 10.3094 | C107 10.1998 |0.2249 | -0.1544
C38 0.5429 10.6399 [0.2526 | HIO8 ]0.2268 |0.1548 |-0.1108
C39 0.5969 10.8058 [0.3661 |HI09 |0.2321 }0.2314 |-0.1820
H40 0.6303 1 0.8901 0.3943 | C110 | 0.0479 |-0.0823 | -0.0781
C41 0.5928 1 0.7673 0.2949 | Cl11 ]0.3943 ]0.5437 |-0.0102
C42 0.7174 1.0886 [0.2543 | HI112 [0.4319 |0.5306 |0.0416
H43 0.7243 1.0288 [0.2140 | HI113 [0.4226 |[0.5469 | -0.0417
C44 0.8437 14188 | 0.3806 | Cl14 10.1202 ]0.1477 |-0.2041
H45 0.8919 1.4020 ]0.3733 | HI15 |0.0955 [0.2128 |-0.2496
C46 0.8266 1.6034 10.3730 | HI116_ | 0.1283 ]0.0355 1-0.2179
H47 0.7791 1.6255 10.3797 | Cl117 03076 | 0.8411 | 0.2485
H48 0.8177 1.6396  10.3230 | Cl18 |0.2292 |0.2619 | 0.1158
C49 0.5524 [ 0.7201 0.3942 |HI119 [02846 |0.2720 | 0.1469
C50 0.6668 1.2414 1 0.2237 | H120 [0.2172 |0.1487 | 0.0989
HS1 0.6690 1.2785 |0.1776 | H121 |0.2001 |0.2924 | 0.1441
H52 0.6125 1.2182 |0.2137 | Cl122 103345 |0.4024 |-0.0337
C53 0.8609 1.3569 | 0.4595 |JHI123 0.3502 03144 |-0.0588
Hs4 0.8773 1.2398 [ 0.4636 | H124 ]0.3290 | 0.3556 |0.0092
C55 0.4991 0.5496 [0.2836 ] Cl125 |0.3458 |0.7009 | -0.0200
H56 0.4668 |0.4624 0.2569 {HI126 |0.3682 |0.7937 |-0.0371
C57 0.7010 1.3718 ] 0.284] Ci127 ;0.4561 | 1.0941 |0.1233
H58 0.6975 1.4822 | 0.2628 | HI28 104859 |1.1659 |0.1085
H59 0.6744 1.3722 [ 0.3171 C129 [0.4030 | 1.0567 |0.2762
C60 0.9137 1.6472 1 0.5099 | HI130 0.4339 |1.1390 |0.3084
H61 0.9621 1.7039 [0.5438 | C131 |0.2548 |0.7395 0.2713
C62 0.7404 1.2441 04666 | CI132 [0.3536 |0.9679 |0.2955
C63 0.5039 | 0.5898 {0.3526 | H133 |0.3500 |0.9907 | 0.3403
Ho64 0.4747 ]10.5300 [0.3726 |F134 - |0.1847 10.7359 |0.2156
C65 0.5722 [ 0.6959 |0.1556 |Fi35 ]0.2364 | 0.8060 | 0.3220
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H66 0.5642 0.6734 0.1065 F136 | 0.2859 | 0.5920 0.2960
C67 0.8949 1.7014 0.4308 F137 |0.1977 |0.8329 0.2710
H68 0.9412 1.6866 0.4211 F138 [0.2168 |0.6170 0.2301
H69 0.8818 1.8193 0.4256 F139 [0.2934 | 0.6790 0.3395
C70 0.5532 0.7632 0.4678 H140 | 0.8280 | 1.7679 0.5060

H141 | 0.1330 | -0.0400 | -0.1062

TABLE 4
Atomic Coordinates for Example 2¢, Base Form H1.75-5

Atom X Y Z Atom X Y Z
Cl 0.3942 0.1176 0.2183 Cs51 0.6094 0.0443 -0.0547
C2 0.2287 0.1174 0.0897 C52 0.6750 0.0382 | 0.0420
N3 0.1192 0.1293 0.0594 C53 0,9963 0.1572 0.4974
N4 0.1798 0.0501 0.1322 C54 0.7176 -0.0005 | 0.0684
NS 0.3753 0.0509 0.2822 Cs5 1.1985 0.0503 0.7049
N6 -0.0927 1 0.1070 -0.1055 | C56 1.1539 0.1133 0.4965
N7 -0.3691 | 0.1154 -0.3165 | C57 1.0229 0.1608 0.6162
N& -0.2260 |0.1440 -0.1970 | C58 1.0367 0.1185 0.4572
Q9 0.1323 0.1298 -0.1137 | C59 0.7341 0.1669 0.3280
010 0.0301 0.0456 0.0130 C60 1.1829 0.1168 0.6162
Cl1 0.0785 0.1332 -0.0419 | Co61 1.1435 0.1563 0.6496
Cl2 0.2431 0.0735 0.0697 C62 0.5636 0.1744 0.0306
Cl3 -0.2272 | 0.0747 -0.2281 | C63 0.6973 0.1581 0.4320
Cl4 0.0812 0.0332 0.0995 Co4 0.7972 0.1517 0.5115
Cl5 0.4135 0.0738 0.2008 C65 1.3015 0.0605 0.7775
Clo6 0.2774 0.1283 0.2010 C66 1.2257 0.0279 0.6122
C17 0.3592 0.0623 0.0929 C67 1.1287 0.0258 0.7652
Cl8 -0.3242 | 0.0799 -0.2978 | C68 0.9017 0.0664 0.4282
Cl19 -0.1859 | -0.0329 |-0.2601 | C69 0.8592 0.0308 0.4749
C20 -0.3192 | 0.1441 02671 | F70 0.7706 -0.0040 | 0.1659
C21 -0.1804 [ 0.1091 -0.1748 | F71 0.7890 -0.0119 | 0.0101
C22 -0.1842 10.0372 02149 | F72 0.6477 -0.0283 | 0.0583
C23 0.0394 0.1336 0.1281 N73 0.7366 0.2979 0.1640
C24 -0.3330 | 0.0112 -0.3340 | N74 0.9286 0.2769 0.3415
C25 -0.2347 | 0.0067 -0.2683 | N75 0.9490 0.3548 0.4399
C26 0.0308 0.0146 0.1792 N76 0.6679 0.2686 0.0076
C27 -0.3753 | 0.0465 -0.3473 | N77 0.5468 0.3015 -0.1239
C28 -0.0381 | 0.1410 -0.0545 | N78 1.1302 0.3587 0.6021
C29 0.4391 0.0161 0.3216 079 0.7689 0.2552 0.3756
C30 0.4331 -0.0152 |0.2365 080 0.8000 0.3561 0.3182
C31 -0.0565 | 0.1490 0.0571 Cgl 0.6779 0.3005 0.0685
C32 0.5574 0.0267 0.3640 C82 0.8021 0.2636 0.1953
C33 0.3907 0.0006 0.4127 C83 0.6253 0.3363 0.0330
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F34 -0.1107 | -0.0374 | -0.1835 | C84 0.8293 | 0.2641 0.3145
F35 -0.1514 1 -0.0419 | -0.3469 | C85 0.9704 ]0.2829 | 0.4523
F36 -0.2560 | -0.0605 | -0.2519 | C86 0.9612 10.3232 ] 0.6101
N37 0.9782 |1 0.0854 |0.4895 | C87 1.0815 [0.3238 | 0.6395
N38 0.8832 10.1624 ] 0.4564 | C88 0.6395 [0.3717 10.0871
N39 0.6198 10.1729 |0.1273 | C89 0.9221 0.3194 | 0.4932
N40 0.7167 ]0.1350 ]0.2533 | C90 0.5107 ]0.3694 | -0.1081
N41 0.5429 | 0.1472 | -0.0401 | C91 0.5605 10.3350 | -0.0649
N42 1.1331 10.0855 ]0.6708 | C92 0.6021 10.2715 [ -0.0843
043 09140 | 0.1821 0.2960 ]| C93 0.5266 |0.4037 ]-0.0538
044 0.8654 | 0.0771 0.3382 | C9%4 09119 10.2659 ]0.1620
C45 0.8542 10.1720 [ 0.3563 C95 0.5911 ]0.4051 0.0443
C46 0.5876 | 0.1117 ]-0.0112 | C96 1.1535  10.3924 | 0.6738
C47 0.6629 | 0.1387 | 0.1561 Cc97 0.6068 |0.4429 ]0.0984
C48 0.6954 [0.0688 |0.1114 JC98. [0.8832 |0.3710 | 0.3595
C49 0.6512 | 0.1060 | 0.0865 ] C99 1.0912 | 0.2839 | 0.4757
C50 0.5679 | 0.0801 -0.0813 | CI100 | 1.1264 |[0.2872 ]0.5933
C101 [0.9810 ]0.2861 0.2520 | O151 [0.4292 10.1756 ]0.7593
C102 [0.9190 ]0.4094 |0.3235 0152 103473 | 0.1636 | 0.8339
C103 | 1.0516 [04113 [0.6921 |HI153 [0.4310 0.1254 |0.2979
C104 [1.2130 ]0.3807 |0.7821 H154 }0.4349 ]0.1341 0.1645
Cl105 [1.2167 [0.4208 |0.6206 | HI55 [0.2779 [0.1337 [0.0447
F106 | 0.6836 [0.4427 |0.1806 |HI156 [0.2164 |0.0417 | 0.2100
F107 |0.5186 |04543 [0.1375 | HI57 [0.3714 ]0.0703 |0.3474
F108 | 0.6281 0.4715 10.0364 | HI158 |-0.0576 [0.0785 |-0.0868
Nig9 |0.3031 0.2523 | 0.0895 | HIS9 (02173 [0.0675 |-0.0123
NI10 [0.3202 [0.3294 |0.1970 | HI160 |0.4992 [0.0681 |0.2061
Nill ]0.5022 [0.3356 [0.3522 | HI6L |0.2372 ]0.1127 |0.2569
NI112 [0.0946 |0.2741 -0.0674 | H162 |0.2676 |0.1594 [0.2134
NI113 [-0.0336 [0.2377 |-0.1697 |HI163 |0.3639 {0.0302 |0.0854
N114 |-0.2016 |0.2650 |-0.2433 | H164 |0.4006 |0.0751 0.0350
0115 [0.1682 ]10.3314 |0.0829 |HI6S |-0.3534 |0.1727 | -0.2828
0116 [0.1499 10.2237 |0.1243 | HIl66 |-0.1099 | 0.0321 |-0.1626
Cl117 {02052 [0.2373 |0.0644 |HI167 |0.0215 ]0.105¢ ]0.1611
C118 102992 ]0.2930 |0.2475 |HI68 |0.0659 (0.1539 |0.1907
Cl19 |-0.0515 ]0.3401 -0.0764 | H169 | -0.3750 |-0.0142 | -0.3730
Cl120 ]0.3416 [0.2960 |0.3644 | H170 |-0.0484 | 0.0061 0.1467
Cl21 1-0.1222 [0.3701 -0.0923 | H171 }0.0783 | -0.0115 | 0.2000
Cl122 104698 10.2615 (02174 |HI72 [0.0297 [0.0317 {0.2489
C123 |-0.1737 [0.2997 [-0.1931 | HI173 |-0.4526 |0.0496 | -0.3983
C124 | -0.0044 [0.2713 |-0.1206 | H174 }-0.0573 |0.1673 {-0.1021
Cl125 |-0.2438 ]0.3311 -0.2090 Y HI175 [0.4770 | -0.0409 | 0.2650
Cl126 | -0.0754 [0.3040 |-0.1278 | HI176 |0.3484 |-0.0242 | 0.2146
C127 | 0.1701 0.2420 | -0.0535 | H177 [0.45%96 |-0.0045 10.1679
Cl128 |0.3488 [0.2578 [0.2007 | HI178 |-0.1282 ]0.1348 | 0.0707
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C129 [0.5097 02640 [0.3350 JHI79 |-0.0650 |0.1804 [0.0686
Ci30 104624 |0.2986 [0.3883 | HI80 |0.5963 [-0.0009 [0.3924
C131 | -0.0968 | 0.4077 ]-0.0362 | HI1&81 |0.5930 | 0.0381 0.3032
C132 [0.3460 | 0.2683 | 0.0015 | HI82 |0.5596 |0.0461 0.4284
CI133 | -0.1317 0.2372 |-0.2271 | HI183 |04332 |-0.0251 |0.4433
Cl134 [0.5253 103677 104289 HI84 103902 ]0.0220 |04712
CI135 |-0.2190 ]0.3662 |-0.1602 |HI185 [0.3084 |-0.0081 [0.3820
Cl36 |0.2745 | 0.2511 -0.0941 | H186 |0.9987 [0.0754 ]0.5691
C137 0.5618 104023 ]0.3689 | HI187 |0.7487 10.1066 |0.2786
C138 10.6152 ]0.3567 |0.5186 | HI188 |1.1096 |0.0983 | 0.7400
Cl139 104264 [03788 10.4754 | HIZ% |0.7448 | 0.0641 0.1858
Cl140 [0.2540 | 0.3461 0.1186 | HI90 |0.5192 ]0.0845 |-0.1565
Ci41 |0.2900 |0.3831 [0.0758 ] HI91 |0.5930 |0.0200 |-0.1086
F142 [0.0020 |0.4176 |-0.0257 | H192 ]1.0402 ]0.1792 |0.4633
F143 |-0.1497 10.4372 |-0.0806 JHI193 |1.1791 |0.0849 |0.4744
F144 |-0.1239 |0.4079 [0.0550 |HI194 |1.1975 10.1355 [0.4619
0145 |0.4346 1 0.1106 |0.5123 | HI195 |0.9975 |0.1890 [ 0.6409
0146 10.1371 0.2037 | 0.3256 | HI96 [0.9825 |0.1382 ]0.6530
0147 [0.6629 ]0.2454 ]0.5702 | HI97 [1.0259 |0.1190 ]0.3726
0148 [0.4523 102291 | 0.5970 | HI98 ]0.6972 ]0.1932 ]0.2915
0149 (03986 |0.3042 [0.6776 | HI99 |1.2687 [0.1146 |0.6366
0150 [0.3459 [0.1840 ]0.4326 | H200 |1.1831 0.1795 [0.6123
H201 | 1.1631 0.1593 10.7328 | H251 | 1.1684 | 0.4299 |0.5453
H202 [0.5306 |0.2029 |0.0082 | H252 ]0.3950 | 0.3437 |0.2241
H203 ]0.6519 [0.1824 |0.4545 |H253 |0.5749 |0.3293 |0.3230
H204 |0.6483 [0.1323 [0.4245 |H254 |0.1193 [0.3022 | -0.0335
H205 |0.8029 [0.1216 |0.5375 |H255 |0.2147 [0.2880 |0.2355
H206 |0.7957 [0.1702 [0.5801 | H256 |0.0233 [0.3437 | -0.0249
H207 | 1.3466 |0.0340 |0.8006 |H257 |0.3083 [0.3215 |0.3958
H208 [1.3500 |0.0795 [0.7383 }JH258 03160 [0.2703 |0.4028
H209 |1.2843 |0.0747 |0.8476 [|H259 ]0.5050 |0.2366 |0.1341
H210 | 1.2710 [0.0024 |0.6388 | H260 |0.4927 |0.2878 |0.1790
H211 | 1.1517 [0.0185 |0.5635 H261 | -0.3192 10.3277 | -0.2606
H212 | 1.2687 | 0.0462 | 0.5671 H262 |0.1323 | 0.2153 | -0.0854
H213 | 1.1703 [ -0.0007 |0.7926 | H263 |0.3327 |[0.2320 |0.2439
H214 j1.1105 ]0.0421 0.8313 | H264 |0.4885 ]0.2372 |0.3700
H215 11.0556 |0.0182 |0.7145 | H265 |0.5951 0.2670 | 0.3470
H216 [0.7976 | 0.0176 | 0.4203 H266 |0.4874 |0.2957 |0.4712
H217 10.9226 [0.0100 [0.4973 |H267 |0.3419 |0.2998 |0.0019
H218 | 0.8269 |[0.0390 |0.5453 H268 | 04278 10.2594 | 0.0040
H219 |0.7349 [0.3217 |0.2190 | H269 |-0.1537 |0.2100 | -0.2663
H220 | 1.0259 [0.3684 |0.4660 |H27¢0 |-0.2738 |0.3905 |-0.1734
H221 | 1.2052 [0.3497 |0.5802 | H271 |0.3087 [0.2249 |-0.1215
H222 10.7595 [0.2370 ]0.1705 | H272 |0.2609 |0.2719 | -0.1576
H223 | 0.9510 [0.2576 ]0.4964 | H273 |0.5805 [0.4266 |0.4203

-99 -



S 1E
é’,i;é i

¥

WO 2008/014360 PCT/US2007/074377

Atom X Y Z Atom X Y Z

H224 | 0.9305 0.2994 0.6498 H274 | 0.6328 0.3938 0.3368
H225 | 0.9306 0.3505 0.6365 H275 | 0.5006 0.4101 0.3051
H226 | 1.1023 0.3226 0.7234 H276 |0.6311 0.3804 0.5741
H227 | 0.6892 0.3732 0.1634 H277 | 0.5931 0.3310 0.5600
H228 " | 0.8361 0.3164 0.4802 H278 | 0.6878 0.3500 0.4880
H229 |0.4622 0.3687 -0.1842 | H279 | 0.4455 0.4020 0.5307
H230 | 0.5955 0.2449 -0.1310 | H280 | 0.3644 0.3877 0.4139
H231 | 0.4887 0.4301 -0.0865 | H281 | 0.4001 0.3335 0.5147
H232 [0.9411 0.2373 0.1483 H282 |0.2315 0.3935 0.0139
H233 [ 0.9065 0.2830 0.0906 H283 | 0.3050 0.4046 0.1373
H234 | 1,1232 0.2576 0.4474 H284 | 0.3642 0.3778 0.0457
H235 | 1.1194 0.3088 0.4371 H297 |0.5031 |0.1166 0.5720
H236 | 1.2129 0.2887 0.6081 H298 | 0.4013 0.1383 0.4327
H237 {1.1010 0.2618 0.6307 H291 |0.1415 0.2116 0.2456
H238 ]0.9841 0.3173 0.2399 H292 | 0.0561 0.1944 0.3301
H239 | 1.0614 0.2747 0.2630 H285 | 0.7189 0.2533 0.6386
H240 | 0.8608 0.4208 0.2603 H286 | 0.7007 0.2488 0.5014
H241 |[0.9250 0.4304 0.3884 H287 [0.4531 0.2087 0.6605
H242 |0.9943 0.4069 0.2987 H288 [0.5334 0.2354 0.5869
H243 | 1.0681 0.4363 0.7411 H289 | 0.4187 0.2763 0.6478
H244 | 1.0091 0.4217 0.6147 H290 | 0.4459 0.3091 0.7532
H245 | 1.0017 0.3911 0.7227 H293 | 0.3695 0.2054 0.4921
H246 | 1.2276 0.4062 0.8315 H294 | 0.2663 0.1913 0.3921
H247 11.1658 0.3601 0.8194 H295 | 0.4701 0.1653 0.8329
H248 | 1.2832 0.3671 0.7752 H296 | 0.4645 0.1639 0.6962
H249 | 1.2341 0.4465 0.6673 H299 | 0.2731 0.1523 0.8513
H250 [ 1.2881 0.4078 0.6030 H300 | 04117 0.1542 0.8909

TABLE 5

Atomic Coordinates for Example 2e, Base Form E-1

Atom X Y 4 Atom X Y Z
F18 0.2662 0.4002 | 0.0274 | F23 0.0301 0.3722 | 0.0039
F19 0.0473 0.4191 |0.0033 | CI18 0.1648 0.3165 | 0.0297
F20 0.1401 0.2386 [ 0.0059 | H31 0.2375 0.5477 |0.2387
02 0.3035 0.7582 |0.1985 | H4l 0.5018 0.4801 | 0.2585
028 0.4277 0.5819 |0.1087 | H42 0.4761 0.3850 [0.2161
N1 0.5559 0.6627 |0.1978 | H51 0.6480 0.5043 [0.1733
N6 0.2412 0.4989 | 0.1766 | H52 0.7376 0.5463 |0.2204
NE 0.0422 0.3993 [0.2139 | H6l 0.2881 0.5282 |0.1472
N10 -0.1606 | 0.2714 | 0.1828 | H91 -0.1519 [0.3157 [0.2435
N27 0.6744 0.6813 |[0.1115 |HIIl |-0.2586 [0.1707 |0.1140
N29 0.9824 0.8036 | 0.1064 | HI21 |-0.1207 {0.1964 | 0.0469
C2 0.3877 0.6687 |0.2028 | Hid4l | 0.2343 0.4431 | 0.0976
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C3 0.3235 1 0.5438 10.2136 | H211 |0.5921 0.8399 [0.1984
C4 0.4822 |0.4775 02252 | H221 |0.4827 |[0.7942 |0.1303
Cs 0.6231 | 0.5426 |0.2028 | H231 | 0.6846 | 0.8993 |0.0877
C7 0.1130 10.4242 [ 0.1780 | H232 |0.6444 |0.9699 10.1348
Cc9 -0.0900 | 0.3261 ]0.2139 | H241 | 0.9421 0.9813 | 0.1221
Cl1 -0.1488 [ 0.2295 | 0.1107 | H251 [1.0517 |0.8711 |0.1826
C12 -0.0761 0.2450 [0.0735 | H252 10.8644 [0.9484 |0.1930
Cl3 0.0600 |0.3235 ]0.0687 | H261 10.8551 ]0.7433 |0.2231
Ci4 0.1243  10.3844 [ 0.1017 | H262 10.8872 [0.6821 |0.1741
Cl5 -0.0857 [0.2914 [0.1453 § H271 | 0.8051 0.6804 |0.1028
Cl6 0.0498 ]0.3680 [0.1409 JH291 |1.0794 [0.7695 ]0.1261
C17 0.1207  10.3503 [0.0270 | H294 |0.7893 10.5312 | 0.0656
C21 0.6470 10.7650 | 0.1817 | H292 |0.6583 | 0.4189 |0.0854
C22 0.6168 ]0.7817 ]0.1361 | H293 |0.5951 0.5011 |0.0421
C23 0.7030 1 0.8953 [0.1212 JH311 {09885 ]0.9169 |0.0098
C24 0.8922 1 0.8952 [0.1304 | H312 ]0.8322 |0.8277 |0.0324
C25 0.9185 10.8727 [0.1765 [H313 [0.8750 [0.9701 |0.0523
C26 0.8353 10.7590 [0.1910 JH321 [1.2632 [0.9515 |0.0466
C28 0.5782 10.5936 [0.0987 | H322 [1.1556 1.0063 | 0.0897
C29 0.6596 10.5024 [0.0711 | H323 [1.2983 . [0.8878 | 0.0951
C30 1.0633 [ 0.8393 [0.0676 § H331 |1.1943 |0.7459 0.0197
C31 0.9326 10.8931 [0.0389 §H332 ;1.2251 [0.6857 ]0.0690
C32 1.2044 (09276 |0.0745 {H333 [1.0345 [0.6616 |0.0430
C33 1.1314  [0.7245 10.0492 | H971 |-0.8355 [0.1305 |0.1615
099 -0.4402 10.1232 10.1894 | H972 | -0.7164 |0.0043 |0.1747
Cco7 -0.7313 1 0.0985 [0.1797 | H973 [-0.7551 [0.1157 {0.2115
C98 -0.5812 | 0.1608 ] 0.1676 | H981 |-0.5951 [0.2544 |0.1716
F21 0.3052 | 0.3620 | 0.0283 | H982 |-0.5565 ]0.1430 |0.1349
F22 0.1907 [0.2403 | 0.0143 | H991 |[-0.3383 [0.1855 |0.1847

TABLE 6
Atomic Coordinates for Example 2d, Base Form HAC-1

Atom X Y Z Atom X Y Z

Cl 0.0418 [0.3612 [0.1413 | H32 -0.1504 10.2133 ] 0.0512
N2 -0.1614 | 0.2566 | 0.1827 | H21I 0.2024 | 04361 0.1001
N3 0.5574 | 0.6476 |0.1969 | H19 -0.2633 | 0.1786 | 0.1141
04 0.4002 [ 0.5938 [0.1104 | HIS -0.1260 | 0.2877 1 0.2400
NS 0.0430 103793 [0.2136 | Hé6 0.2703 10.5248 {0.1514
N6 0.2349 104911 |0.1766 | H14 0.2507  ]0.5355 ]0.2354
N7 0.6581 | 0.6819 [0.1120 J H25A [0.5017 ]0.4595 ]0.2502
09 03141 [ 0.7518 10.2032 fH25B | 04643 103765 |0.2131
C10 0.6548 10.7519 [0.1823 | H22A ]0.6302 ]0.4915 [0.1724
Cl1 0.1091 104116 [0.1779 | H22B |0.7255 ]0.5203 |0.2124
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Atom X Y Z Atom X Y Z

Ci2 0.6143 0.7805 |0.1389 | H10 0.6208 0.8184 0.1990
Cl3 -0.0977 |[0.2822 | 0.1453 | HIi2 0.4961 0.7944 0.1361
Cl4 0.3251 0.5321 10.2128 | H31A | 0.7369 0.5221 0.0663
Cls -0.0849 | 0.3037 ]0.2135 |[H3IB |0.5607 0.5108 0.0459
Cl6 0.5496 0.5972 10.0993 | H3IC | 0.6086 0.4250 0.0815
Cl7 0.8422 0.7397 [0.1888 | HI7A | 0.8651 0.7215 0.2164
N18 0.9734 0.7976 |0.1050 | H17B | 0.8826 0.6751 0.1722
Cl19 -0.1674 | 0.2302 [0.1113 |} H23A | 0.6885 0.9061 0.0978
C20 0.0380 0.3268 | 0.0698 | H23B | 0.6640 0.9626 0.1405
C21 0.1085 0.3827 | 0.1029 | H28A | 0.8869 0.9177 0.1920
C22 0.6188 0.5229 |0.1991 | H28B | 1.0495 0.8473 0.1796
C23 0.7063 0.8942 | 0.1260 | H27 0.9448 0.9635 0.1263
C24 0.3943 0.6572 |0.2042 | HI8 1.0626 0.7570 0.1189
C25 0.4808 0.4583 |0.2218 ; H39A | 1.2479 0.9507 0.0498
C27 0.8951 0.8864 |0.1321 | H39B | 1.2853 0.8792 0.0894
C28 0.9305 0.8535 |0.1757 | H39C | 1.1647 0.9911 0.0903
F29 0.2449 0.4047 |0.0277 | H38A | 0.9706 0.9352 0.0175
C30 1.0501 0.8412 | 0.0669 | H38B | 0.83802 0.9740 0.0573
C31 0.6205 0.5052 | 0.6708 | H38C | 0.8310 0.8527 0.0360
C32 -0.1018 [0.2511 |0.0743 | H40A [ 1.1575 0.7492 0.0195
C33 0.1058 0.3467 | 0.0300 | H40B | 1.0092 0.6305 0.0403
F36 0.1168 0.2494 | 0.0085 | H40C | 1.1861 0.6845 0.0608
F37 0.0041 0.4132 | 0.0068 | H7 0.7708 0.6743 0.1022
C38 0.9217 09066 |0.0421 | H35A |-0.8134 | 0.1022 0.1656
39 1.2014 0.9229 [0.0747 | H35B | -0.7586 | 0.1045 0.2107
C40 1.1073 0.7290 [0.0448 | H35C [-0.7035 | -0.0029 |[0.1830
0% -0.4446 | 0.1296 |0.1963 { HSY -0.3548 | 0.1817 0.1876
C26 -0.5724 | 0.1491 |0.1735
034 -0.5673 | 0.2213 | 0.1458
C35 -0.7251 | 0.0824 | 0.1840

TABLE 7
Atomic Coordinates for Example 2g, Base Form IPA-1

Atom X Y Z Atom X Y Z
Fl 0.1519 0.3786 | 0.0243 H4B 0.8724 0.7912 ]0.1232
F3 -0.0140 | 0.2540 | -0.0043 | H3 0.6171 0.6809 | 0.1026

F2 0.0260 10.4241 |0.0085 |HI 0.1162 10.5505 |0.1460
N4 0.8062 [0.8075 ]0.1016 | HI10 0.3362  10.7935 [0.1099
N3 0.5159 10.6834 ]0.1054 |HS 0.3991 |0.8799 ]0.1736
N2 03481 [0.7197 10.1890 | H6A 0.4782 | 0.9618 ]0.1051
N1 0.0675 . | 0.5440 |0.1700 | H6B 0.5369 | 0.8805 [ 0.0686
NS5 -0.1311 [ 04643 |0.2095 | H22 0.0665 10.4473 [0.0929
N6 -0.2941 [ 03121 [0.1828 | HS 0.7491 | 0.9735 10.1042
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Atom X Y Z Atom X Y 4
01 0.1140 | 0.8031 [0.1697 | H2I -0.3360 ] 0.1865 | 0.1167
02 0.2925 10.5779 10.1031 HI12A 10.5507 [0.4357 | 0.0989
Cl10 0.4463 | 0.7911 [0.1197 |HI2B ]0.6252 |0.5211 | 0.0660
C9 0.4471 |0.8051 [0.1677 |HI2C |0.4678 ]0.4565 |0.0549
C4 0.9030 | 0.8194 | 0.0629 | HBA 0.6698 [0.7392 |0.1786
C24 -0.0632 | 0.3232 | 0.0669 | HEB 0.6137 10.8216 [0.2153
C19 -0.0909 10.3946 [0.1378 | HI6 0.0302 ]0.6334 |[0.2243
Co6 0.5348 [0.8912 10.0992 |HI3A [0.4882 |0.6277 {0.2283
C20 -0.2139 [ 0.3158 10.1454 |HI3B |0.4421 ]0.5607 | 0.1863
Cl1 0.4342 | 0.5879 ]0.0964 | H3B 0.9771 1 0.9859 | 0.0712
C22 -0.0159 10.3962 | 0.0980 | H3C 1.0944 10.9144 | 0.0431
Ccs 0.7048 10.9021 |0.1156 | H3D 1.0915 [0.8973 | 0.0926
C17 -0.0508 ]0.4684 |0.1726 | H23 -0.2112 0.1922 | 0.0537
C21 -0.2559 02399 10.1123 | HIB -0.3052 ] 0.3848 | 0.2368
Cl4 0.1869 10.7250 | 0.1863 | H2A 0.7158 10.7853 |0.0234
Cl2 0.5279 104917 |0.0774 | H2B 0.8604 |0.8380 | -0.0010
C8 0.6155 | 0.8107 |0.1847 | H2C 0.7518 [0.9169 ]0.6270
Clé6 0.1187 | 0.6161 |0.2052 | H7A 0.6551 109825 |0.1718
Cl13 0.4041 0.6134 | 0.2080 | H7B 0.8129 | 0.9118 |0.1736
C3 1.0281 | 09129 ]0.0679 | HIA 1.0319 ] 0.6803 | 0.0846
C23 -0.1824 10.2437 10.0749 | HIB 1.0662 1 0.7077 | 0.0366
Cl8 -0.2485 j0.3861 [0.2114 [ HIC 0.9087 ] 0.6458 | 0.0495
C2 0.7981 [ 0.8420 [0.0246 | HISA |0.2542 |0.5916 | 0.2593
Cc7 0.7045 [0.9108 [0.1635 | HISB |0.2564 |0.4841 |0.2288
Cl 0.9852 [0.7023 |0.0579 | H3A -0.4990 ] 0.1985 | 0.1863
Cl5 0.2577 ] 0.5672 |0.2298 | H27 -0.6926 | 0.2734 | 0.1759
C25 0.0153 10.3263 |0.0246 | H26A |-0.7745 [0.086]1 |0.1320
F4 0.1640 | 0.2980 |0.0315 | H26B |-0.6492 |0.1771 |0.1173
F§ -0.0739 | 0.3770 | -0.0036 | H26C | -0.8259 [0.2136 | 0.1243
F6 0.0440 10.2214 [0.0112 | H28A |-0.8028 ]0.1216 | 0.2237
o3 -0.5666 |} 0.1486 [0.1890 | H28B |-0.9203 ]0.1527 | 0.1868
C27 -0.7093 1 0.1903 ]0.1763 | H28C | -0.8515 [0.2497 |0.2160
C26 -0.7420 1 0.1648 |0.1343

C28 -0.8290 | 0.1780 | 0.2024

C29 -0.8460 | 0.1070 | 0.1744

C30 -0.6990 | 0.2550 [0.1410

TABLE 8
Atomic Coordinates for Example 2f, Base Form RPG-3

Atom X Y Z Atom X Y Z
Fl 1.4700 | 0.5720 ]0.6614 | N2 0.6350 1 0.3813 [0.3765
F7 1.4119 10.5575 | 0.7000 | N6 0.2687 | 0.8628 |0.3992
F2 1.4315 1 0.5398 [0.7741 | N4 0.3398 10.7349 [0.3149
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Atom X Y zZ Atom X Y Z
F8 1.5600 | 0.5336 0.8131 N1 0.8898 0.3354 | 0.4598
F3 1.6320 | 0.5630 0.7860 NS 0.0527 0.9107 | 0.3489
F9 1.6111 | 0.5864 0.6960 Cl2 0.4202 0.2078 | 0.3911
N9 0.7997 | -0.0295 | 0.8348 01  |06129 0.7507 | 0.2839
N8 0.7989 |0.1232 0.9974 C10 0.7273 0.4981 | 0.3447
NI11 1.1628 | -0.0946 | 0.6829 Co6 0.8597 0.4735 |0.3332
N10 1.0937 | 0.0679 0.7424 C9 0.7661 0.6239 | 0.4071
N7 0.5331 |0.0253 1.0441 C20 0.1173 0.7695 | 0.2548
NI12 ] 1.3802 | -0.0414 | 0.6342 C19 0.0264 0.8385 |0.2716
03 0.8190 | 0.0931 0.7142 C5 0.9561 0.4627 | 0.4193
04 1.0177 |0.2159 0.9737 Cl7 (.2435 0.7914 | 0.3234
C34 0.7187 | 0.1296 0.9094 38 0.8573 0.6109 |0.4957
C45 1.3119 | 0.1383 0.6926 02 0.4273 0.3887 | 0.2980
C37 0.6769 | 0.0002 0.8509 C24 -0.0460 [0.6680 |0.1174
C30 0.4799 | 0.0412 0.9508 Clé 0.4606 0.7449 | 0.3864
C42 1.1869 | 0.0349 0.7058 C22 0.0802 0.6875 |0.1776
C31 0.5850 | 0.1596 0.9161 Cl4 0.5786 0.7190 | 0.3544
C49 1.4737 | 0.3643 0.7029 C7 0.9892 0.5850 | 0.4828
C33 0.5750 |-0.1179 | 0.8869 C23 -0.1359 |0.7367 |0.1342
C47 1.3487 | 0.2751 0.7153 C138 0.1707 0.9200 | 0.4061
C40 0.8584 | 0.0198 0.7679 C25 -0.0848 | 0.5788 |[0.0372
C32 0.4447 | -0.0846 | 0.8933 Cl13 0.5736 0.6259 | 0.4906
C41 0.9773 | -0.0327 | 0.7663 C21 -0.1010 | 0.8179 ]0.2096
C39 1.0115 | -0.0750 | 0.8618 C4 0.9438 0.1985 |0.3554
C35 0.9405 |0.1730 1.0250 C3 0.9469 0.2256 | 0.4509
C38 0.8681 | -0.1166 | 0.8363 Cl5 04317 0.6466 | 0.4565
C28 0.4760 | 0.0765 1.1130 C2 1.0956 0.2572 | 0.5066
C43 1.2625 |-0.1234 | 0.6483 Cl1 0.4953 0.3347 | 0.3508
C44 1.4064 | 0.0935 0.6556 Cl 0.8466 0.1026 | 0.4843
C46 1.5338 | 0.1870 0.6430 F4 -0.1040 |0.4554 {0.0598
C48 1.5649 | 0.3202 0.6666 F3 0.0211 0.6100 | -0.0030
C36 1.0000 |0.1703 1.1211 F6 -0.1869 | 0.5900 |-0.023%
C29 0.5552 |0.0482 1.2020 F10 -0.2221 | 9.5070 ]0.0190
C27 0.3192 {0.0052 1.1006 Fl1 -0.0370 | 0.4791 | 0.0400
C26 0.5156 |0.2276 1.1108 Fl2 =0.0360 |0.6334 |-0.0302
C50 1.5103 | 0.5068 0.7292 07 0.3015 0.5242 | 0.1820
N3 0.6420 | 0.6560 0.4169 OR 0.5067 0.7155 |0.1016
C55 0.4573 | 0.5719 0.0792 H12C |0.3410 0.1518 ]0.3473
C56 0.3131 | 0.5089 0.0936 H10A | 0.6770 0.5138 | 0.2867
C54 0.4592 |10.5517 -0.0152 | H6A 0.8326 0.3912 | 0.2958
05 1.1135 ]0.3136 0.8309 H6B 0.9113 0.5467 | 0.3027
06 09224 |0.3638 0.6775 H9 0.8236 0.6994 | 0.3801
C52 0.9658 |0.4383 0.7607 H95 1.0446 0.4603 | 0.4067
C53 1.0998 [ 0.4403 0.8150 H8B 0.8035 0.5371 | 0.5249
C51 0.9706 | 0.5801 0.7445 HEC 0.8845 0.6928 | 0.5336
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Atom X Y Z Atom X Y Z

HS8 0.7521 |0.0843 1.0354 HIi6 0.4967 0.8363 | 0.4153
H10 1.1043 | 0.1515 0.7516 H22 0.1413 0.6448 | 0.1660
H34 0.7767 |0.2034 0.8813 H7A 1.0479 0.6636 | 0.4601
H37 0.6246 |0.,0147 0.7931 H77B | 1.0425 0.5720 | 0.5399
H30 0.3926 | 0.0620 0.9462 H23 02199 |0.7261 §0.0931
H31A ]0.5395 |0.1776 0.8580 H18 0.1897 0.9731 |0.4584
H31B [0.6110 | 0.2396 0.9557 H13A | 0.6288 0.6865 ]0.5425
H33A ]0.5480 | -0.1985 | 0.8470 H13B [ 0.5604 0.5340 | 0.5057
H33B |0.6213 | -0.1349 | 0.9450 H21 -0.1626 | 0.83605 | 0.2204
H47 1.2884 | 0.3066 0.7391 H4A 0.8479 0.1679 |[0.3217
H32A |0.3953 |-0.0742 |0.8343 H4B 0.9856 0.1305 |0.3502
H32B | 0.3818 | -0.1587 [0.9172 H4C 0.9960 0.2797 ]0.3330
H41 0.9434 | -0.1120 | 0.7240 H15A 10.3587 0.5626 |0.4312
H39A |1.0471 | -0.1496 | (0.8633 H15B | 0.4034 0.6838 | 0.5038
H39B | 1.0801 | -0.0006 |0.9013 H2A 1.1552 0.3410 | 0.4913
H38A [0.8152 |[-0.2110 | 0.%689 H2B 1.1310 0.1867 | 0.4955
H38B | 0.8786 | -0.0998 | 0.9495 H2C 1.0948 0.2640 | 0.5683
H43 1.2434 | -0.2140 | 0.6327 HI1A 0.8496 0.1213 | 0.5456
H46 1.5955 ]0.1582 0.6190 H1B 0.8758 0.0261 | 0.4785
H48 1.6483 ]0.3822 0.6582 H1C 0.7522 0.0839 | 0.4497
H36A | 1.0650 | 0.1213 1.1285 H99 0.9009 0.3500 | 0.5070
H36B | 0.9249 [0.1270 1.1498 H7 0.3628 0.5029 | 6.2157
H36C | 1.0484 | 0.2607 1.1471 H8A 0.5335 0.7307 | 0.1555
H29A |0.5101 | -0.0427 | 1.2144 H35 0.5214 0.5322 10.1164
H29B | 0.5546 | 0.1090 1.2479 HS56A | 0.2502 0.5475 |0.0555
H29C | 0.6509 | 0.0606 1.1995 H56B | 0.2814 0.4136 | 0.0755
H27A | 0.2727 ] 0.0063 1.0399 H54A | 0.4034 0.5980 | -0.0510
H27B | 0.2829 | 0.0501 1.1386 H54B | 0.4208 0.4574 | -0.0335
H27C |0.3022 |-0.0863 | 1.1155 H354C | 0.5546 0.5867 | -0.0221
H26A | 0.6150 | 0.2666 1.1142 H5 1.0835 0.2863 | 0.8748
H26B |0.4925 |0.2636 1.1602 H6 0.9213 0.2865 | 0.6847
H26C | 0.4641 | 0.2486 1.0564 H52 0.8933 0.3997 | 0.7941
HI100 | 0.5160 |-0.0550 | 1.0510 HS3A | 1.1740 0.4907 | 0.7866
H2 0.6741 | 0.3386 0.4153 H533B | 1.1148 0.4884 | 0.8717
H4 0.3295 ]0.6914 0.2656 H51A | 1.0458 0.6226 4 0.7158
HI2A | 0.3879 |0.2319. | 0.4404 H51B | 0.9866 0.6294 | 0.8002
H12B | 0.4842 | 0.1597 04113 H51C | 0.8826 0.5788 {0.7073

" TABLE9

[00277] Characteristic powder x-ray diffraction peék positions (degrees 2640.1 )@

RT for Examples 2a, b, d, ¢, d, e. f, and g based on a high quality pattern collected
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10

20

25

with a diffractometer (CuKao) with a spinning capillary with 26 calibrated with a
NIST other suitable standard

Exp2a [Exp2b |Exp2c [Exp2d |Exp2e | Exp2f | Exp2g

5.2 5.5 5.1 53 5.4 6.3 6.9
7.9 9.1 6.9 9.6 94 9.0 8.7
17.1 12.1 7.4 13.7 11.2 11.7 9.8

17.6 14.0 10.2 14.7 13.7 15.0 10.3
19.6 19.2 18.0 19.5 19.1 17.6 11.8

COMPARATIVE PHARMACOLOGICAL CHARACTERISTICS
[00278] Assays and data comparing the pharmacological characteristics of
Example 1 and compounds found in W0O2005021500 {corresponding to US Pat
No.7,163,937, assigned to present Applicant) are presented below.

Human peripheral blood mononuclear cell binding ("CCR?2 Binding")
[00279] See e.g. Yoshimura et al,, J. Immunol. 1990, 145, 292. The human CCR2
binding assay was established with human peripheral blood mononuclear cells
(hPBMCs) using ' human MCP-1 as the tracer ligand. hPBMCs were isolated
from human leukopak (Biological Specialty Inc.) using a standard protocol with
Ficoll-Hypaque (Mediatech Cellgro). Isolated hPBMCs were washed and diluted to
1x10"/ml in binding buffer (RPMI-1640, 0.1%BSA, 20 mM Hepes, pH 7.4). '*I-
MCP-1 (NEN/Perk Elmer) was diluted to 0.45 nM in binding buffer. The compound
was diluted in binding buffer at 3-fold the final concentrations used in the binding
assay. The binding assay was performed using a 96-well filter plate (Millipore).

Total '2*I-MCP-1 binding was assessed as follows: to each reaction of a total volume

of 150 ul were added 5x10° cells, 0.15 nM 125 I-MCP-1, and compound such that the
final concentration ranged from 0 to 100 nM. The plate was incubated at room
temperature for 30 minutes followed by three washes with RPMI-1640, 0.1% BSA,
0.4 M Na(l, 20 mM Hepes, pH 7.4 using a vacuum manifold filtration (Millipore).
After washing, the plate was air-dried for 60 minutes at room temperature. This was
followed by adding 25 pl of Microscint 20 into each well. The plate was sealed and
counted on the Trilux for 1 minute. Non-specific binding was determined in the
presence of 300 nM cold MCP-1 (PeproTech Inc.). Specific 'BLMCP-1 was

calculated as the difference between total and non-specific binding. All conditions
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were tested in duplicate. The IC50 is defined as the concentration of competing
compound required to reduce specific binding by 50%.

hERG Flux
[00280] HEK?293 cells stably-expressing hERG channels were grown (37 °C, 5%
CO») in Dulbecco’s Modified Eagle’s Media supplemented with 10% Sigma fetal
bovine serum, non-essential amino acids, 2mM L-glutamine and 500 ug/ml G418, at
incubator. Cell dissociation buffer was used to extract the cells from flasks, which
were then plated into 384-well Corning poly-D-lysine coated black/clear plates at a
density of 2 x 10? cells per well (20 ul) in 10% serum media, and incubated for 15-24
hours at 37 °C in a 5% CO, incubator until a conﬂﬁent monolayer ofcglls was
obtained.
[00281] A 2 mM stock of BTC-AM dye (Molecular Probes, Eugene, OR) was
prepared in 100% DMSO and then added 1:1 to 10% (w/v) pluronic acid in DMSQ on
the day of assay. The dye was then diluted in hERG external EP buffer (140 mM
NaCl, 4.0 mM KCI, 1.8 mM CaCl,, 1.0 mM MgCl,, 10 mM HEPES, pH 7.3 and 10
mM glucose; all buffer components obtained from Sigma Chemical). This BTC dye
mixture (30 pl) was added to the cells and produced a final loading cencentration of
2.5 uM. Cells are incubated at 21 °C for 45 minutes.
[00282] Test compounds were diluted to 10 mM DMSO in 60 pl: These
compounds were then serially-diluted at a 1:2 ratio in DMSO in columns 1-10 and
11-20 of a 384-well plate. Assay-ready plates were generated by stamping 2.5 ul
from the DMSO serially diluted plate, which was prepared on the Velocity 11 BioCel.
Aqueous plates were created by adding 48 ul of EP buffer and then were diluted 30 -
45 minutes before the assay was read on the FLIPR. After dye loading, aqueous-
diluted compounds were added to the cells of the three replicate plates (10 ul)
yielding a ten point concentration range of 80 pM to 0.156 nM. Final DMSO
concentration in the assay is 1%. Assay-ready aqueous plates were prepared and
diluted on a Cybio liquid handler.
[00283] Cells loaded with dye were read on the FLIPR384 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA), which excites the dye using the 488 nm line of an argon laser.
Emission was filtered using a 540 + 30 nm bandpass filter. hERG channels are

stimulated to open by the addition of 20 ul/well EP buffer containing 66 mM K;SO,
-107 -
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and 1.3 mM TSSO, (Sigma/Aldrich). For each plate, data were pollected every
second for a period of 12 seconds, at which timé the T1 -containing stimulus buffer
was added. Data collection proceeded every second for 48 seconds, and then
continued every three seconds for an additional 2 minutes.
[00284] The dynamic range of the assay was determined from blanks and totals
wells. The totals wells (columns 21 and 22) define maximal hERG activation for the
plate (no test compound present), and the blanks wells (columns 23 and 24) define
100% hERG inhibition. The blanks wells contain 400 nM of either of the standard
hERG inhibitors dofetilide (Ficker er al., 1998) or E-4031. Raw data points in each
sample well were first corrected for cell/signal variation, negative control (blanks)
background, and normalized to the positive controls (totals) using the online FLIPR
software. Test compound concentration response curves for the hERG T1” flux data
were then fit using Excel Fit (ID Business Sclutions Limited, Surrey, UK) with a
single-site logistic equation, Y= A + ((B-A)/1 + ((C/X) ~ D))) where A= maximal
inhibition. Data were analyzed by fitting maximum amplitudes of change in
fluorescence for T1" flux for a given condition of test compound. Potencies (ICso
values) of compounds were calculated from the average of triplicate wells.
Sodium channel, site 2 binding assay

[00285] Sececalso: W. A. Catterall, et al. ./ Biol. Chem. 1981, 256, 8922. The
standard binding buffer contained 50 mM HEPES, 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 130 mM
Choline Chloride, 5.4 mM KCI, 0.8 mM MgCly, 5.5 mM glucose, 40 ug/mL LqT.
Binding reactions were initiated by adding synaptosomes (prepared from Wistar rat -
brain) to the reaction mixture containing 5 nM [H]-Batrachotoxin in a standard
binding buffer and the compound to be tested at the desirable concentration. Samples
were then mixed and incubated at 37 °C for 60 minutes. The reactions were stopped
by adding ice-cold washing buffer containing 50 mM HEPES, 50 mM Tris-HCI, pH
7.4, 1.8 mM CaCl, 0.8mM MgCl; and 1 mg/mL bovine serum albumin. The
synaptosomes were immediately collected onto glass fiber filters and washed 3 times
with washing buffers. The radioactivity of [*H]-Batrachotoxin remaining on the
filters was counted using liquid scintillation spectrometers.

Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA)
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[00286] The Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA) consists
of a specially formulated lecithin-based lipid combination referred to as the
gastrointestinal tract (GIT) lipid. The GIT lipid is used to form a membrane in a
sandwich plate assembly similar to that used in the Caco-2 assays. The GIT lipid
closely resembles in vivo membrane composition and performance as measured by
standard compounds that are known to be passively absorbed in humans. PAMPA is
widely used as an in vitre model for permeability screening of discovery compounds.
The rate of passage of compounds through the PAMPA membrane is used to
determine a permeability coefficient (Pc), which can be related to the in vivo passive
permeability of the compound.
[00287] The permeability coefficient (Pc) of a particular compound is examined in
a pH-dependent setting with apical and basolateral pH of 7.4. All experiments are
conducted in triplicate determinations.
[00288] Compounds (10 mM stocks in 100% DMSQ) were diluted 1:100 in pH 7.4
donor well buffer (pION CAT # 110151), providing a 100 uM assay solution in 1%
DMSO. Compound diluted in donor well buffer was transferred to a Whatman
Unifilter plate and filtered prior to dispensing 200 pl into the donor well of the assay
plate (pION CAT #110163). The PAMPA membrane was formed by pipetting 4 ul of
the lipid solution (pION CAT #110169) onto the filter plate (VWR CAT #13503).
The membrane was then covered with 200 pl of acceptor well buffer at pH 7.4 (pION
CAT #110139). The PAMPA assay plate (donor side and acceptor side) was
combined and allowed to incubate at room temperature for 4 hours. The plate was
then disassembled and spectrophotometer plates (VWR CAT #655801) were filled
(150 pl/well). The donor, acceptor, reference, and blank plates were read in the
SpectraMax UV plate reader. Data was captured by the pION software, which
analyzes the spectra and generates Pc values.

CCR2 Chemotaxis
[00289] The human CCR2 chemotaxis assay was conducted with the human
monocytic cell line, THP-i. THP-1 cells were first labeled with the fluorescent dye
Calcein-AM in phenol red-free, BSA-free RPMI-1640 (pH 7.4) at 37 °C for 30
minutes with gentle mixing every 15 minutes. The labeled cells were then washed and
re-suspended at 1x10°/ml in chemotaxis buffer (phenol red-free RPMI-1640, 0.1%
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BSA, pH 7.4). The test compound was diluted in chemotaxis buffer such that the
final assay concentration ranged from 0.01 nM to | uM. The ligand MCP-1
(PeproTech Inc.) was diluted to 20 nM in chemotaxis buffer. To perform the assay,
an equal volume of test compound dilutions was mixed with an equal velume of
labeled THP-1 cells (Mixture 1), and an equal volume of test compound dilutions was
mixed with an equal volume of diluted MCP-1 ligand (Mixture 2). Both mixtures
were incubated independently at 37 °C for 10 minutes followed by gentle mixing.
MCP-1-induced chemotaxis was then measured in a chemotaxis plate (Becton
Dickinson) by placing 50 pl of Mixture 1 in the top chamber and 225 pl of Mixture 2
in the bottom chamber. The plate was covered with a lid and incubated at 37°C for
30 minutes. 30 minutes later, the plate was read on a Cytofluor. All conditions were
tested in duplicate. For signal to noise determination, 50 ul of labeled THP-1 cells
alone (5x104/well) were placed into the top chamber and 225 pl of ligand MCP-1
alone was placed in the bottom chamber (final concentration of 10 nM). The
inhibition achieved by graded concentrations of test compound was calculated as a
percentage of the compound-free MCP-1 control. The IC50 is defined as the
concentration of test compound required to reach 50% inhibition of cellular
chemotaxis.
hERG Patch Clamp

[00290] Whole-cell patch-clamp was used to directly measure hERG currents in
HEK-293 cells stably expressing the cloned hERG potassium channel a subunit. The
compound was tested in an aqueous buffer with pH 7.4 at room temperature.
Repetitive test pulses (0.05 Hz) were applied from a holding potential of -80 mV to
+20 mV for 2 seconds and tail currents were elicited following the test pulses by
stepping the voltage to -65 mV. The effects from the compound were calculated by
measuring inhibition of peak tail current

Sodium channel Patch Clamp
[00291]  Whole-cell patch-clamp was used to directly measure inward sodium
currents in HEK-293 cells expressing the human cardiac sodium channel, SCN5A.
The compound was tested at a protein-free aqueous butfer. For determining steady

state inhibition, sodium currents were clicited every 5 seconds using the following
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voltage protocol: cells were held at a potential of -90 mV and stepped to -20 mV for
60 ms, Effects were calculated by measuringinhibition of peak current during the
test pulse to -20 mV. Rate-dependence of inhibition was assessed by stimulation at
frequencies of | Hz and 4 Hz.
Single-dose Pharmacokinetics in Rats

[00292] Male Sprague-Dawley rats (250-300 g) were used for the pharmacokinetic
studies. Rats were fasted overnight prior to PO dosing and fed 4 h post dose. Blood
samples (~0.3 mL) were collected from the jugular vein into KoEDTA-containing
tubes and then centrifuged at 4°C (1500-2000xg) to obtain plasma. In an oral
bioavailability study, 2 groups of animals (N=2-3 per group) received the test
compound either as an intravenous (I'V) infusion (over 10 min) via the jugular vein or
by oral gavage. Serial blood samples were obtained at 0.17 (for IV only), 0.25, 0.5,
0.75,1, 2,4, 6, §, and 24 h post dose. Plasma samples, obtained by centrifugation at
4°C (1500-2000xg), were stored at -20°C until analysis by LC/MS/MS.

Single-dose Pharmacokinetics in Monkeys
[60293] The pharmacokinetics of various test compounds were evaluated in male
Cynomolgus monkeys in a crossover-design. Monkeys were fasted overnight prior to
PO dosing and fed 4 h post dose. A group of 1-3 animals (3 to 5 kg) received the
compound by IV infusion (over 10 min) via a femoral vein and by oral gavage, with a
1-week washout between treatments. Serial blood samples (~0.3 mL) were collected
from a femoral artery at 0.17 (IV only), 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4, 6, §, and 24 h post
dose, and centrifuged at 4°C (1500-2000xg) to obtain plasma. Samples were stored at
-20°C until analysis by LC/MS/MS.

Data analysis for pharmécokinetic assays
[00294] The pharmacokinetic parameters were obtained by non-compartmental
analysis of plasma concentration vs. time data (KINETICA™ software, Version 4.2,
InnaPhase Corporation, Philadelphia, PA). The peak concentration (Cmax) and time
for Cmax were recorded directly from experimental observations. The area under the
curve from time zero to the last sampling time (AUC(0-T)) was calculated using a
combination of linear and log trapezoidal summations. The total plasma clearance
(CLTp), steady-state volume of distribution (Vss), apparent elimination half-life

(T1/2) and mean residence time (MRT) were estimated after IV administration,
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Estimations of T1/2 was made using a minimum of 3 time points with quantifiable

concentrations. The absolute oral bioavailability (F) was estimated as the ratio of

dose-normalized AUC values following oral and IV doses.

00295 Find below data for each compound as measured in the assays described
p Y
above.
Table 10. Comparative In Vitro Data
- hERG Na* channel PAMPA
Compound C(iléz l()lrll\::ll;ng FLUX binding (% permeability
so{nl ICsq (nM) inhibition) (nm/sec)
53‘8‘2“&';’; o 0.27 (1) 2,800 Not available Not available
2 Ya3
@‘5‘2“(‘)’5‘;32-131500 043£006(2) | 770 Not available Not availablo
I 9
@‘ST&Z&; 500 0.88+0.60(23) | 51,000 97%, 10,000 nM | 529 = 157 (9)
= 2
D 021300 115£007(2) | >80,000 | 54%,10,000nM | 392
Example 8a 5 3%, 10,000 nM
WOR005021500 1.83+0.80(/2) | >80,000 139, 30,000 nM 94 & 58 (10)
g;‘g’;‘(%‘;ggi 500 220+£003(2) | >80,000 | 6%,10,000nM | 2+2(2)
Example 9c, 48%, 10,000 nM
WO02005021500 096+026(19) | >80,000 | 450, 30500 v | 147 E7L )
Example 1 13%, 10,000 nM
Present Invention 2.74 £ 1.34(13) >80,000 32%, 30,000 nM 360 £ 86 (5)

Table 11a. Additional Comparative In Vitro Data

; (% Inhib.)
Wontoseisen | 024£0I60) | 83%.10000aM | G0k iy B
wontos0a1s00 | 26124 100000 | 550 30000
wostosiise | 02! 0 100000M | 300b 35000 M
esemt mention | °7 20209 | 1500 35hoonm | 9% 30000 M

Table 11b. Comparative In Vive Pharmacokinetic Data in the Rat

Compound Dose Cl F% Oral
p 1V/PO (mg/kg) (mL/min/kg) ° AUC (nM*h)
Example 2k hcn
W02005021500 2.5/25 40 68 9294
Example 8a .
W02005021500 6/72 42 1.4 690
Example 9¢, 4743 54 14 1855
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Table 11¢. Comparative In Vivo Pharmacokinetic Data in the Monkey

Compound Dose Cl F% Oral
IV/PO (mg/kg) (mL/min/kg) AUC (nM*h)

Example 2k 1/1.4 25 46 862
W02005021500
Example 8a /711 14 9.4 1896
W02005021500
Example 9c¢, 1/10 i2 26 6763
W02005021500
Example 1, 1/1 12 95 2352
Present Invention

UTILITY
[00296] Representative compounds of the examples are shown to be
modulators of chemokine receptor activity using assays know by those skilled in the
art. In this section, we describe such assays and give their literature reference. More
assays are described herein in the section titled “Comparative Pharmacological
Characteristics”, supra. By displaying activity in these assays of MCP-1 antagonism,
compounds of the examples are expected to be useful in the treatment of human
diseases associated with chemokines and their cognate receptors. The definition of

activity in these assays is a compound demonstrating an ICsg of 30 uM or lower in

concentration when measured in a particular assay.

Antagonism of MCP-1 Binding to Human PBMC
(Yoshimura et al., J. Immunol. 1990, 145, 292)

[00297] At least one compounds described in the examples have activity in the
antagonism of MCP-1 binding to human PBMC ¢(human peripheral blood
mononuclear cells) described here.

[00298] Millipore filter plates (HMABVNI1250} are treated with 100 pl of binding
buffer (0.5% bovine serum albumin, 20 mM HEPES buffer and 5 mM magnesium
chloride in RPMI 1640 media) for thirty minutes at room temperature, To measure
binding, 50 pl of binding buffer, with or without a known concentration compound, is

combined with 50 pl of 1251 labeled human MCP-1 (to give a final concentration of
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150 pM radioligand) and 50 pl of binding buffer containing 5x103 cells. Cells used
for such binding assays can include human peripheral blood mononuclear cells
isolated by Ficoll-Hypaque gradient centrifugation, human monocytes (Weiner et al.,
J. Immunol. Methods. 1980, 36, 89), or the THP-! cell line which expresses the
endogenous receptor. The mixture of compound, cells and radioligand are incubated
at room temperature for thirty minutes. Plates are placed onto a vacuum manifold,
vacuum applied, and the plates washed three times with binding buffer containing
0.5M NaCl. The plastic skirt is removed from the plate, the plate allowed to air dry,
the wells punched out and counted. The percent inhibition of binding is calculated
using the total counts obtained in the absence of any compcting compound and the
background binding determined by addition of 100 nM MCP-1 in place of the test

compound.

Antagonism of MCP-1-induced Calcium Influx

{Sullivan, et al. Methods Mol. Biol., 114, 125-133 (1999)

[00299] At least one compounds described in the examples have activity in the
antagonism of MCP-1-induced calcium influx assay described here.

[00300] Calcium mobilization is measured using the fluorescent Ca2" indicator
dye, Fluo-3. Cells are incubated at 8 x 107 cells/ml in phosphate-buffered saline
containing 0.1% bovine serum albumin, 200 mM HEPES buffer, 5 mM glucose, 1%
fetal bovine serum, 4 uM Fluo-3 AM and 2.5 mM probenecid for 60 minutes at 37°C,
Cells used for such calcium assays can include human monocytes isolated as
described by Weiner et al., J. Immunol. Methods, 36, 89-97 (1980) or cell lines which
expresses the cndogenous CCR2 receptor such as THP-1 and MonoMac-6. The cells
are then washed three times in phosphate-buffered saline containing 0.1% bovine
serum albumin, 20 mM HEPES, 5 mM glucose and 2.5 mM probenecid. The cells
are resuspended in phosphate-buffered saline containing 0.5% bovine serum albumin,
20 mM HEPES and 2.5 mM probenecid at a final concentration of 2-4 x 106 cells/ml.
Cells are plated into 96-well, black-wall microplates.(100 pl/well) and the plates
centrifuged at 200 x g for 5 minutes. Various concenirations of compound are added
to the wells (50 ul/well) and after 5 minutes, 50 pl/well of MCP-1 is added to give a

final concentration of 10 nM. Calcium mobilization is detected by using a

- 114 -



N
S
ki P

WO 2008/014360 ' PCT/US2007/074377

10

15

20

25

30

fluorescent-imaging plate reader. The cell monolayer is excited with an argon laser
(488 nM) and cell-associated fluorescence measured for 3 minutes, (every second for
the first 90 seconds and every 10 seconds for the next 90 seconds). Data are
generated as arbitrary fluorescence units and the change in fluorescence for each well
determined as the maximum-minimum differential. Compound-dependent inhibition

is calculated relative to the response of MCP-1 alone.

Antagonism of MCP-1-induced Human PBMC Chemotaxis
(Bacon et al., Brit. J. Pharmacol. 1988, 93, 966)

[00301] At least one compounds described in the examples have activity in the

antagonism of MCP-1-induccd human PBMC chemotaxis assay described here.
[00302] Neuroprobe MBA96-96-well chemotaxis chamber, Polyfiltronics MPC 96
well plate, and Neuroprobe polyvinylpyrrolidone-free polycarbonate PFDS5 8-micron
filters are warmed in a 37 °C incubator. Human Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMCs) (Boyum et al., Scand. J, Clin. Lab Invest. Suppl. 1968, 97, 31), freshly |
isolated via the standard ficoll density separation method, are suspended in DMEM at
1 x 10 7 ¢/ml and warmed at 370C. A 60nM solution of human MCP-1 is also
warmed at 37°C. Dilutions of test compounds are made up at 2x the concentration
needed in DMEM. The PBMC suspension and the 60nm MCP-1 solution are mixed
1:1 in polypropylene tubes with prewarmed DMEM with or without a dilution of the
test compounds. These mixtures are warmed in a 370C tube warmer. To start the
assay, add the MCP-1/compound mixture into the wells of the Polyfiltronics MPC 96
well plate that has been placed into the bottom part of the Neuroprobe chemotaxis
chamber. The approximate volume is 400ul to each well and there should be a
positive meniscus after dispensing. The 8 micron filter is placed gently on top of the
96 well plate, a rubber gasket is attached to the bottom of the upper chamber, and the
chamber is assembled. A 200l volume of the cell suspension/compound mixture is
added to the appropriate wells of the upper chamber. The upper chamber is covered
with a plate sealer, and the assembled unit is placed in a 379C incubator for 45
minutes. After incubation, the plate sealer is removed and all the remaining cell
suspension is aspirated off. The chamber is disassembled and the filter gently

removed. While holding the filter at a 90 degree angle, unmigrated cells are washed
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away using a gentle stream of phosphate buffered saline and the top of the filter
wiped with the tip of a rubber squeegee. Repeat this wash twice more. The filter is
air dried and then immersed completely in Wright Geimsa stain for 45 seconds. The
filter is then washed by soaking in distilled water for 7 minutes, and then a 15 second
additional wash in fresh distilled water. The filter is again air dried. Migrated cells
on the filter are quantified by visual microscopy.

[00303] Mammalian chemokine receptors provide a target for interfering with or
promoting immune cell function in 2 mammal, such as a human. Compounds that
inhibit or promote chemokine receptor function are particularly useful for modulating
immune cell function for therapeutic purposes. Accordingly, the present invention is
directed to compounds which are usetul in the prevention and/or treatment of a wide
variety of inflammatory, infectious, and immunoregulatory disorders and diseases,
including asthma and allergic diseases, infection by pathogenic microbes (which, by
definition, includes viruses), as well as autoimmune pathologies such as the
rheumatoid arthritis and atherosclerosis.

[00304] For example, an instant compound which inhibits one or more functions of
a mammalian chemokine receptor (e.g., a human chemokine receptor) may be
administered to inhibit (i.e., reduce or prevent) inflammation or infectious disease.
As a result, one or more inflammatory process, such as leukocyte emigration,
adhesion, chemotaxis, exocytosis (¢.g., of enzymes, histamine) or inflammatory
mediator release, is inhibited.

[00305] Similarly, an instant compound which promotes one or more functions of
the mammalian chemokine receptor (¢.g., 2 human chemokine) as administered to
stimulate (induce or enhance) an immune or inflammatory response, such as
leukocyte emigration, adhesion, chemotaxis, exocytosis (e.g., of enzymes, histamine)
or inflammatory mediator release, resulting in the beneficial stimulaﬁon of
inflammatory processes. For example, eosinophils can be recruited to combat
parasitic infections. In addition, treatment of the aforementioned inflammatory,
allergic and autoimmune diseases can also be contemplated for an instant compound
which promotes one or more functions of the mammalian chemokine receptor if one
contemplates the delivery of sufficient compound to cause the loss of receptor

expression on cells through the induction of chemokine receptor internalization or the
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delivery of compound in a manner that results in the misdirection of the migration of
cells.

[00306] In addition to primates, such as humans, a variety of other mammals can
be treated according to the method of the present invention. For instance, mammals,
including but not limited to, cows, sheep, goats, horses, dogs, cats, guinea pigs, rats or
other bovine, ovine, equine, canine, feling, rodent or murine species can be treated.
However, the method can also be practiced in other species, such as avian species.
The subject treated in the methods above is a mammal, male or female, in whom
modulation of chemokine receptor activity is desired. “Modulation” as used herein is
intended to encompass antagonism, agonism, partial antagonism and/or partial
agonism.

CCRS5 Binding and Functional Assays

[00307] Cell derivation and cell culture: A pool of HT 1080 cells stably expressing

endogenous CC chemokine receptor 5 (CCRS) were developed using the methods
outlined by Harrington, Sherf, and Rundlett (see United States patents US 6,361,972
and US 6,410,266). The highest-expressing clonecs were isolated using repetitive flow
cytometry, followed by sub-cloning. These cells were then cultured in 6-well dishes
at 3 x 105 cells/well and transfected with a DNA vector containing the chimeric HA-
tagged G protein Gqi5 (Molecular Devices; 5 micrograms of linearized vector DNA
in 15 microL of Ex-Gen from Fermentes was used for the transfection). Two days
after transfection, the wells were combined and plated into P100 plates. Seven days
after plating, colonies were picked, expanded, and analyzed for Gqi5 content by
Western blot. A clone (designated as 3559.1.6) having high expression of Gqi5 (from
transfection) and of CCRS (endogenous) was selected and used for the experiments
described below. The HT 1080 cells (clone 3559.1.6) were cultured with alpha-MEM
supplemented with 10% dialyzed fetal bovine serum, 2%
penicillin/streptomycin/glutamine, and 500 microgram/mL hygromycin B (final
concentration) at 37° C with 5% CO, in a humidified atmosphere.

[00308] Membrane Preparation: A cell pellet containing 1 x 108 HT1080 cells

(clone 3559.1.6) was resuspended in 5 mL of ice-cold Membrane Prep Buffer (50
mM HEPES, 5 mM MgCl,, 1 mM CaCl,) and homogenized at high-speed on a

Polytron homogenizer for 20 sec on ice. The homogenate was diluted with another
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25 mL of Membrane Prep Buffer and centrifuged for 12 min (48,000 x g at 4°C). The
cell pellet was resuspended in 5 mL of Membrane Prep Buffer before being
rehomogenized as described previously. The homogenate was diluted with 5 mL of
Membrane Prep Buffer and assayed for CCRS protein concentration.

[00309] Binding assay: The freshly-prepared homogenate from the Membrane
Preparation described above was diluted in Binding buffer (50 mM HEPES, 5 mM
MgClz, | mM CaCls, 0.1% BSA; onc complete protcase inhibitor tablet was added
before assay) to achieve a final protein concentration of 10 micrograms/well (solid
whitc 96-well plates from Corning, ITnc.). This membrane preparation was mixed
with WGA-SPA beads (Amerhsam; pre-soaked in Binding buffer) to give a
concentration of 200 micrograms/well. The membrane/SPA bead mix (100
microliters/well) was then added to a plate that had been pre-dotted with 2 microliters
DMSO containing various concentrations of test articles (pure DMSO for negative
control; various concentrations of examples of this invention for test articles; 500 nM
MIP-1 beta as a positive control). The binding assay was initiated through the
addition of 50 microliters of ['°I]-MIP-1 beta (Perkin Elmer; material was diluted in
Binding buffer such that the addition of 50 microliters/well gives a final concentration
of 0.1 nM ['®1]-MIP-1 beta). The plate was sealed and allowed to stand at room
temperature for 4 — 6 h before being counted on a Packard TopCount. The percentage
bound for the test article was calculated, using negative and positive controls to
define the window for each experiment.

[00310] Fluorometric Imaging Plate Reader (FLIPR)-based Functional assay:
HT1080 cells (clone 3559.1.6) were plated at 10,000 cells/well (30 microliters) in
384-well plates (black/clear bottom Biocoat PDL, Beckton Dickinson) and charged

with 30 microliters/well of Fluro-4 AM fluorescent dye (prepared by dissolving 1 mg
Fluro-4 AM in 440 microliters DMSO and diluting with 100 microliters of pluronic
solution before diluting further with 10 mL of Hanks buffer). The cells were
incubated at 37° C with 5% CO; for 30 min before being washed three times and
suspended in Assay Buffer (20 mM HEPES, 1.2 mM CaCl,, 5§ mM MgCl,, 2.5 mM
Probenecid, 0.5% BSA, 1x Hanks). The test article was serially diluted in DMSO and
then diluted 1:10 with Assay Buffer before being added to the cells (10

microliters/well). Using FLIPR, the plates were read (10 ~ 70 sec) for induction of
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flux (i.e. agonist activity). The cells were then further charged with Agonist Solution
(30 microliters/well; prepared by diluting 30 microliters of 100 microMolar MIP-1
beta in 100 mL of Assay Buffer; this protocol delivers a final concentration of 5 nM
MIP-1 beta in the assay) and the plates were read using FLIPR for one minute.
Antagonist activity of the test article was determined relative to 0.4% DMSO/Buffer
negative control.

[00311] At least one compound of the disclosure is an inhibitor of both CCR2
and CCRS5 and may be used to treat diseases associated with either chemokine. The
compounds of the present invention are considered dual antagonists.

[00312] Diseases or conditions of human or other species which can be treated
with inhibitors of chemokine receptor function, include, but are not limited to:
inflammatory or allergic diseases and conditions, including respiratory allergic
diseases such as asthma, ailergic rhinitis, hypersensitivity lung diseases,
hypersensitivity pneumonitis, eosinophilic cellulitis (e.g., Well’s syndrome),
eosinophilic pneumonias (e.g., Loeffler’s syndrome, chronic eosinophilic
pneumonia), cosinophilic fasciitis (e.g., Shulman’s syndrome), delayed-type
hypersensitivity, interstitial lung diseases (ILD) (e.g., idiopathic pulmonary fibrosis,
or ILD associated with rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus,
ankylosing spondylitis, systemic sclerosis, Sjogren’s syndrome, polymyositis or
dermatomyositis); systemic anaphylaxis or hypersensitivity responses, drug allergies
(e.g., to penicillin, cephalosporins), eosinophilia-myalgia syndrome due to the
ingestion of contaminated tryptophan, inscct sting allergies; autoimmune discascs,
such as rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis, multiple sclerosis, systemic lupus
erythematosus, myasthenia gravis, juvenile onset diabetes; glomerulonephritis,
autoimmune thyroiditis, Behcet’s disease; graft rejection (e.g., in transplantation),
including allograft rejection or graft-versus-host disease; inflammatory bowel
diseases, such as Crohn’s disease and ulcerative colitis; spondyloarthropathies;
scleroderma; psoriasis (including T-cell mediated psoriasis) and inflammatory
dermatoses such as an dermatitis, eczema, atopic dermatitis, allergic contact
dermatitis, urticaria; vasculitis (e.g., necrotizing, cutaneous, and hypersensitivity
vasculitis); eosinophilic myositis, eosinophilic fasciitis; cancers with leukocyte

infiltration of the skin or organs. Other diseases or conditions in which undesirable
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inflammatory responses are to be inhibited can be treated, including, but not limited
to, vasculitis, vulnerable plaques, venous neointimal hyperplasia reperfusion injury,
dialysis-graft ncointimal hyperplasia, artio-venous shunt intimal hyperplasia,
atherosclerosis, certain hematologic malignancies, cytokine-induced toxicity (e.g.,
septic shock, endotoxic shock), polymyositis, dermatomyositis. Infectious discases or
conditions of human or other species which can be treated with inhibitors of
chemokine receptor function, include, but are not limited to, HIV.

[00313] Diseases or conditions of humans or other species which can be treated
with promoters of chemokine receptor function, include, but are not limited to:
immunosuppression, such as that in individuals with immunodeficiency syndromes
such as AIDS or other viral infections, individuals undergoing radiation therapy,
chemotherapy, therapy for autoimmune disease or drug therapy (e.g., corticosteroid
therapy), which causes immunosuppression; immunosuppression due to congenital
deficiency in receptor function or other causes; and infections diseases, such as
parasitic diseases, including, but not limited to helminth infections, such as
nematodes (round worms); (Trichuriasis, Enterobiasis, Ascariasis, Hockworm,
Strongyloidiasis, Trichinosis, filariasis); trematodes (flukes) (Schistosomiasis,
Clonorchiasis), cestodes (tape worms) (Echinococcosis, Taeniasis saginata,
Cysticercosis); visceral worms, visceral larva migraines (e.g., Toxocara), eosinophilic
gastroenteritis (¢.g., Anisaki sp., Phocanema sp.), cutaneous larva migraines
(Ancylostona braziliense, Ancylostoma caninum). The compounds of the present
invention are accordingly useful in the prevention and treatment of a wide variety of
inflammatory, infectious and immunoregulatory disorders and diseases.

[00314] In addition, treatment of the aforementioned inflammatory, allergic and
autoimmune diseases can also be contemplated for promoters of chemokine receptor
function if one contemplates the delivery of sufficient compound to cause the loss of
receptor expression on cells through the induction of chemokine receptor
internalization or delivery of compound in a manner that results in the misdirection of
the migration of cells.

[00315] Inanother aspect, the instant invention may be used to evaluate the
putative specific agonists or antagonists of a G protein coupled receptor. The present

invention is directed to the use of these compounds in the preparation and execution
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of screening assays for compounds that modulate the activity of chemokine receptors.
Furthermore, the compounds of this invention are useful in establishing or
determining the binding site of other compounds to chemokine receptors, e.g., by
competitive inhibition or as a reference in an assay to compare its known activity to a
compound with an unknown activity. When developing ncw assays or protocols,
compounds according to the present invention could be used to test their
effectiveness. Specifically, such compounds may be provided in a commercial kit,
for example, for use in pharmaceutical research involving the aforementioned
diseases. The compounds of the instant invention are also useful for the evaluation of
putative specific modulators of the chemokine receptors. In addition, one could
utilize compounds of this invention to examine the specificity of G protein coupled
receptors that are not thought to be chemokine receptors, either by serving as
examples of compounds which do not bind or as structural variants of compounds
active on these receptors which may help define specific sites of interaction.

[00316] Compounds disclosed herein are useful to treat or prevent disorders
selected from rheumatoid arthritis, osteoarthritis, septic shock, atherosclerosis,
aneurism, fever, cardiovascular effeéts, haemodynamic shock, sepsis syndrome, post
ischemic reperfusion injury, malaria, Crohn’s disease, inflammatory bowel diseases,
mycobacterial infection, meningitis, psoriasis, congestive heart failure, fibrotic
diseases, cachexia, graft rejection, autoimmune diseases, skin inflammatory diseases,
multiple sclerosis, radiation damage, hyperoxic alveolar injury, HIV, HIV dementia,
non-insulin dependent diabetes mellitus, asthma, allergic rhinitis, atopic dermatitis,
idiopathic pulmonary fibrosis, bullous pemphigoid, helminthic parasitic infections,
allergic colitis, eczema, conjunctivitis, transplantation, familial eosinophilia,
eosinophilic cellulitis, eosinophilic pneumonias, eosinophilic fasciitis, eosinophilic
gastroenteritis, drug induced eosinophilia, cystic fibrosis, Churg-Strauss syndrome,
lymphoma, Hodgkin’s disease, colonic carcinoma, Felty’s syndrome, sarcoidosis,
uveitis, Alzheimer, Glomerulonephritis, and systemic lupus erythematosus,
esophageal squamous cell carcinoma, neuropathic pain, and obesity.

[00317] In another aspect, the compounds are useful to treat or prevent
inflammatory disorders selected from rheumatoid arthritis, osteoarthritis,

atherosclerosis, aneurism, fever, cardiovascular effects, Crohn’s disease,
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inflammatory bowel diseases, psoriasis, congestive heart failure, muitiple sclerosis,
autoimmune diseases, skin inflammatory diseases.
[00318] TIn another aspect, the compounds are used to treat or prevent
inflammatory disorders selected from rheumatoid arthritis, osteoarthritis,
atherosclerosis, Crohn’s disease, inflammatory bowel diseases, and multiple sclerosis.
[00319] In another aspect, examples disclosed herein may be useful in for the
treatment of a variety of cancers, including, but not limited to, the following:

carcinoma including that of the bladder (including accelerated and metastatic
bladder cancer), breast, colon (including colorectal cancer), kidney, liver, lung
(including small and non-small cell lung cancer and lung adenocarcinoma), ovary,
prostate, testes, genitourinary tract, lymphatic system, rectum, larynx, pancreas
(including exocrine pancreatic carcinoma), esophagus, stomach, gal] bladder, cervix,
thyroid, and skin (including squamous cell carcinoma);

hematopoietic tumors of lymphoid lineage including leukemia, acute
lymphocytic leukemia, acute lymphoblastic leukemia, B-cell lymphoma, T-cell
lymphoma, Hodgkin’s lymphoma, non-Hodgkin’s lymphoma, hairy cell lymphoma,
histiocytic lymphoma, and Burketts lymphoma;

hematopoietic tumors of myeloid lineage including acute and chronic
myeclogenous leukemias, myelodysplastic syndrome, myeloid leukemia, and
promyelocytic leukemia;

tumors of the central and peripheral nervous system including astrocytoma,
neuroblastoma, glioma, and schwannomas;

tumors of mesenchymal origin including fibrosarcoma, rhabdomyoscarcoma,
and osteosarcoma; and

other tumors including melanoma, xenoderma pigmentosum,
keratoactanthoma, seminoma, thyroid follicular cancer, and teratocarcinoma.
[00320} 1n another embodiment, disclosed herein are methods of treating cancer,
wherein the cancer is selected from breast cancer, liver cancer, prostate cancer, and
melanoma. Additionally, compounds disclosed herein may be useful in the treatment
of ovarian cancer, and multiple myeloma. |
[00321] The present invention provides methods for the treatment of a variety of

non-cancerous proliferative diseases.
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[00322] Combined therapy to prevent and treat inflammatory, infectious and
immunoregulatory disorders and diseases, including asthma and allergic diseases, as
well as autoimmune pathologies such as rheumatoid arthritis and atherosclerosis, and
those pathologies noted above is illustrated by the combination of the compounds of
this invention and other compounds which are known for such utilities. For example,
in the treatment or prevention of inflammation, the present compounds may be used
in conjunction with an anti-inflammatory or analgesic agent such as an opiate agonist,
a lipoxygenase inhibitor, a cyclooxygenase-2 inhibitor, an interleukin inhibitor, such
as an interleukin-1 inhibitor, a tumor necrosis factor inhibitor, an NMDA antagonist,
an inhibitor or nitric oxide or an inhibitor of the synthesis of nitric oxide, a non-
steroidal anti-inflammatory agent, a phosphodiesterase inhibitor, or a cytokine-
suppressing anti-inflammatory agent, for example with a compound such as
acetaminophen, aspirin, codeine, fentaynl, ibuprofen, indomethacin, ketorolac,
morphine, naproxen, phenacetin, piroxicam, a steroidal analgesic, sufentanyl,
sunlindac, interferon alpha and the like. Similarly, the instant compounds may be
administered with a pain reliever; a potentiator such as caffeine, an H2-antagonist,
simethicone, aluminum or magnesium hydroxide; a decongestant such as
phenylephrine, phenylpropanolamine, pseudophedrine, oxymetazoline, ephinephrine,
naphazoline, xylometazoline, propylhexedrine, or levodesoxy-ephedrine; and
antitussive such as codeine, hydrocodone, caramiphen, carbetapentane, or
dextramethorphan; a diuretic; and a sedating or non-sedating antihistamine.
Likewise, compounds disclosed herein may be used in combination with other drugs
that are used in the treatment/preveniion/suppression or amelioration of the diseases
or conditions for which compound of the present invention are useful. Such other
drugs may be administered, by a route and in an amount commonly used therefore,
contemporaneously or sequentially with a compound of the present invention. When
a compound is used contemporaneously with one or more other drugs, a
pharmaceutical composition containing such other drugs in addition to the compound
of the present invention may be used. Accordingly, the pharmaceutical compositions
include those that also contain one or more other active ingredients, in addition to a

compound of the present disclosure.
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[00323] Examples of other active ingredients that may be combined with a
compound of the present invention, either administered separately or in the same
pharmaceutical compositions, include, but are not limited to: (a) integrin antagonists
such as those for selectins, ICAMSs and VLA-4; (b) steroids such as beclomethasone,
methylprednisolone, betamethasone, prednisone, dexamethasone, and hydrocortisone;
(c) immunosuppressants such as cyclosporin, tacrolimus, rapamycin and other FK-
506 type immunosuppressants; (d) antihistamines (H1-histamine antagonists) such as
bromopheniramine, chlorpheniramine, dexchlorpheniramine, triprolidine, clemastine,
diphenhydramine, diphenylpyraline, tripelennamine, hydroxyzine, methdilazine,
promethazine, timeprazine, azatadine, cyproheptédine, antazoline, pheniramine
pyrilamine, astemizole, terfenadine, loratadine, cetirizine, fexofenadine,
descarboethoxyloratadine, and the like; (¢) non-steroidal anti-asthmatics such as b2-
agonists (terbutaline, metaproterencl, fenoterol, isoetharine, albuteral, bitolterol, and
pirbuterol), theophylline, cromolyn sodium, atropine, ipratropium bromide,
leukotriene antagonists (zafirlukast, montelukast, pranlukast, iralukast, pobilukast,
SKB-102,203), leukotriene biosynthesis inhibitors (zileuton, BAY-1005); (f) non-
steroidal antiinflammatory agents (NSAIDs) such as propionic acid derivatives
(alminoprofen, benxaprofen, bucloxic acid, carprofen, fenbufen, fenoprofen,
fluprofen, flurbiprofen, ibuprofen, indoprofen, ketoprofen, miroprofen, naproxen,
oxaprozin, pirprofen, pranoprofen, suprofen, tiaprofenic acid, and tioxaprofen), acetic
acid derivatives (indomethacin, acemetacin, alclofenac, clidanae, diclofenac,
fenclofenac, fenclozic acid, fentiazac, furofenac, ibufenac, 1soxepac, oxpinac,
sulindac, tiopinac, tolmetin, zidometacin, and zomepirac), fenamic acid derivatives
(flufenamic acid, meclofenamic acid, mefenamic acid, niflumic acid and tolfenamic
acid), biphenylcarboxylic acid derivatives (diflunisal and flufenisal), oxicams
(isoxicam, piroxicam, sudoxicam and tenoxican), salicylates (acetyl salicylic acid,
sulfasalazine) and the pyrazolones (apazone, bezpiperylon, feprazone, mofebutazone,
oxyphenbutazone, phenylbutazone); (g) cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitors; (h)
inhibitors of phosphodiesterase type [V (PDE-IV); (i) other antagonists of the
chemokine receptors; (j) cholesterol lowering agents such as HMG-COA reductase
inhibitors (lovastatin, simvastatin and pravastatin, fluvastatin, atorvsatatin, and other

statins), sequestrants (cholestyramine and colestipol), nicotonic acid, fenofibric acid
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derivatives (gemfibrozil, clofibrat, fenofibrate and benzafibrate), and probucol; (k)
anti-diabetic agents such as insulin, sulfonylureas, biguanides (metformin), a-
glucosidase inhibitors (acarbose) and glitazones (troglitazone and pioglitazone); (1)
preparations of interferons (interferon alpha-2a, interferon-2B, interferon alpha—N3,
interferon beta-1a, interferon beta-1b, interfcron gamma-1b); (m) antiviral
compounds such as efavirenz, nevirapine, indinavir, ganciclovir, lamivudine,
fameiclovir, and zalcitabine; (o) other compound such as S-aminosalicylic acid and
prodrugs thereof, antimetabolites such as azathioprine and 6-mercaptopurine, and
cytotoxic cancer chemotherapeutic agents. The weight ratio of the compound of the
present invention to the second active ingredient may be varied and will depend upon
the effective doses of each ingredient.

[00324] Generally, an effective dose of each will be used. Thus, for example,
when a compound is combined with an NSAID the weight ratio of the compound of
the present invention to the NSAID will generally range from about 1000:1 to about
1:1000, or alternatively from about 200:1 to about 1:200. Combinations of a
compound of the present invention and other active ingredients will generally also be
within the aforementioned range, but in each case, an effective dose of each active
ingredient should be used.

[00325] In treating cancer, a combination of chemotherapeutic agents and/or other
treatments (e.g., radiation therapy) is often advantageous. The second (or third) agent
may have the same or different mechanism of action than the primary therapeutic
agent. It may be especially useful to employ cytotoxic drug combinations wherein
the two or more drugs being administered act in different manners or in different
phased of the cell cycle, and/or where the two or more drugs have overlapping
toxicities or side effects, and/or where the drugs being combined each has a
demonstrated efficacy in treating the particular disease state manifested by the
patient.

[00326] Accordingly, compounds disclosed herein (or other formulae disclosed
herein) may be administered in combination with other anti-cancer and cytotoxic
agents and treatments useful in the treatment of cancer or other proliferative diseases.
The invention herein further comprises use of the compounds herein (or other

formulae disclosed herein), in preparing medicaments for the treatment of cancer,
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and/or it comprises the packaging of the compounds of herein together with
instructions that the compounds be used in combination with other anti-cancer or
cytotoxic agents and treatments for the treatment of cancer. The present invention
further comprises combinations of the compounds of and one or more additional

S agents in kit form, ¢.g., where they are packaged togethcer or placed in separate
packages to be sold together as a kit, or where they are packaged to be formulated
together. '
[00327] The second (or more) anti-cancer agents may be selected from any one or
more of the following:

10 alkylating agents (including nitrogen mustards, alkyl sulfonates, nitrosoureas,
ethylenimine derivatives, and triazenes); anti-angiogenics (including matrix
metalloproteinase inhibitors); antimetabolites (including adenosine deaminase
inhibitors, folic acid antagonists, purine analogues, and pyrimidine analogues);
antibiotics or antibodies (including monoclonal antibodies, CTLA-4 antibodies,

15  anthracyclines); aromatase inhibitors;

cell-cycle response modifiers; enzymes; farnesyl-protein transferase
inhibitors;

hormonal and antihormonal agents and steroids (including synthetic analogs,
glucocorticoids, estrogens/anti-estrogens [e.g., SERMs], androgens/anti-androgens,

20  progestins, progesterone receptor agonists, and luteinizing hormone-releasing
[LHRH] agonists and antagonists); insulin-like growth factor (IGF)/insulin-like
growth factor receptor (IGFR) system modulators (including IGFR1 inhibitors);
integrin-signaling inhibitors; kinase inhibitors (including multi-kinase inhibitors
and/or inhibitors of Src kinase or Src/abl, cyclin dependent kinase [CDK] inhibitors,

25  panHer, Her-1 and Her-2 antibodies, VEGF inhibitors, including anti-VEGF
antibodies, EGFR inhibitors, mitogen-activated protein [MAP] inhibitors, MEK
inhibitors, Aurora kinase inhibitors. PDGF inhibitors, and other tyrosine kinase
inhibitors or serine /threonine kinase inhibitors;

microtubule-disruptor agents, such as ecteinascidins or their analogs and

30  derivatives; microtubule-stabilizing agents such as taxanes, and the naturally-

occurring epothilones and their synthetic and semi-synthetic analogs;

microtubule-binding, destabilizing agents (including vinca alkaloids); and
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topoisomerase inhibitors; prenyl-protein transferase inhibitors; platinum
coordination complexes; signal transduction inhibitors; and other agents used as anti-
cancer and cytotoxic agents such as biological response modifiers, growth factors,

and immune modulators.

[00328] Additionally, the compounds of the present invention can be formulated or
co-administered with other therapeutic agents that are selected for their particular
usefulness in addressing side effects associated with the aforementioned conditions.
For example, compounds of the invention may be formulated with agents to prevent
nausea, hypersensitivity and gastric irritation, such as antiemetics, and H; and H,
antihistaminics.

The above other therapeutic agents, when employed in combination with the
compounds of the present invention, can be used, for example, in those amounts
indicated in the Physicians’ Desk Reference (PDR) or as otherwise determined by one
of ordinary skill in the art.

[00329] The compounds are administered to a mammal in a therapeutically
effective amount. By “therapeutically effective amount” it is meant an amount of a
compound of the present disclosure that, when administered alone or in combination
with an additional therapeutic agent to a mammal, is effective to prevent or

ameliorate the disease condition or the progression of the disease.

DOSAGE AND FORMULATION
[00330] The compounds of this disclosure can be administered in such oral dosage
forms as tablets, capsules (cach of which includes sustained release or timed release
formulations), pills, powders, granules, elixirs, tinctures, suspensions, syrups, and
emulsions. They may also be administered in intravenous (bolus or infusion),
intraperitoneal, subcutaneous, or intramuscular form, all using dosage forms well
known to those of ordinary skill in the pharmaceutical arts. They can be administered
alone, but generally will be administered with a pharmaceutical carrier selected on the
basis of the chosen route of administration and standard pharmaceutical practice.
[00331] The dosage regimen for the compounds of the present invention will, of

course, vary depending upon known factors, such as the pharmacodynamic
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characteristics of the particular agent and its mode and route of administration; the
species, age, sex, health, medical condition, and weight of the recipient; the nature
and extent of the symptoms; the kind of concurrent treatment; the frequency of
treatment; the route of administration, the renal and hepatic function of the patient,
and the effect desircd. A physician or veterinarian can determine and prescribe the
effective amount of the drug required to prevent, counter, or arrest the progress of the
disorder.

[00332] By way of general guidance, the daily oral dosage of each active
ingredient, when used for the indicated effects, will range between about 0.001 to
1000 mg/kg of body weight, or between about 0.01 to 100 mg/kg of body weight per
day, or alternatively, between about 1.0 to 20 mg/kg/day. Intravenously, the doses
will range from about 1 to about 10 mg/kg/minute during a constant rate infusion.
Compounds of this invention may be administered in a single daily dose, or the total
daily dosage may be administered in divided doses of two, three, or four times daily.
In one embodiment, the daily oral dosage of the active ingredient is between 3 and
600 mg either administered once daily or in divided doses administered twice daily.
Alternatively, the active ingredient may be administered in doses of 10-20 mg
administered twice daily or 40 to 100 mg administered once daily. Alternatively, the
active ingredient may be administered a dose of 12.5 mg twice a day or 75 mg once a
day. Alternatively, the active ingredient may be administered in doses of 3, 10, 30,
100, 300, and 600 mg administered either once or twice a day.

[00333] Compounds of this invention can be administered in intranasal form via
topical use of suitable intranasal vehicles, or via transdermal routes, using
transdermal skin patches. When administered in the form of a transdermal delivery
system, the dosage administration will, of course, be continuous rather than
intermittent throughout the dosage regimen.

[00334] The compounds are typically administered in admixture with suitable
pharmaceutical diluents, excipients, or carriers (collectively referred to herein as
pharmaceutical carriers) suitably selected with respect to the intended form of
administration, that is, oral tablets, capsules, elixirs, syrups and the like, and

consistent with conventional pharmaceutical practices.
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[00335] For instance, for oral administration in the form of a tablet or capsule, the
active drug component can be combined with an oral, non-toxic, pharmaceutically
acceptable, inert carrier such as lactose, starch, sucrose, glucose, methyl callulose,
magnesium stearate, dicalcium phosphate, calcium sulfate, mannitol, sorbitol and the
5 like; for oral administration in liquid form, the oral drug components can be

combined with any oral, non-toxic, pharmaceutically acceptable inert carrier such as
ethanol, glycerol, water, and the like. Moreover, when desired or necessary, suitable
binders, lubricants, disintegrating agents, and coloring agents can also be
incorporated into the mixture. Suitable binders include starch, gelatin, natural sugars

10 such as glucose or beta-lactose, corn sweeteners, natural and synthetic gums such as
acacia, tragacanth, or sodium alginate, carboxymethylcellulose, polyethylene glycol,
waxes, and the like. Lubricants used in these dosage forms include sodium oleate,
sodium stearate, magnesium stearate, sodium benzoate, sodium acetate, sodium
chloride, and the like. Disintegrators inciude, without limitation, starch, methyl

15  cellulose, agar, bentonite, xanthan gum, and the like.
[00336] The compounds of the present invention can also be administered in the
form of liposome delivery systems, such as small unilamellar vesicles, large
unilamellar vesicles, and multilamellar vesicles. Liposomes can be formed from a
variety of phospholipids, such as cholesterol, stearylamine, or phosphatidylcholines.

20 [00337] Compounds of the present invention may also be coupled with soluble
polymers as targetable drug carriers. Such polymers can include
polyvinylpyrrolidone, pyran copolymer, polyhydroxypropylmethacrylamide-phenol,
polyhydroxyethylaspartamidephenol, or polyethyleneoxide-polylysine substituted
with palmitoyl residues. Furthermore, the compounds of the present invention may

25  be coupled to a class of biodegradable polymers useful in achieving controlied release
of a drug, for example, polylactic acid, polyglycolic acid, copolymers of polylactic
and polyglycolic acid, polyepsilon caprolactone, polyhydroxy butyric acid,
polyorthoesters, polyacetals, polydihydropyrans, polycyanoacylates, and crosslinked
or amphipathic block copolymers of hydrogels.

30 [00338] Dosage forms (pharmaceutical compositions) suitable for administration
may contain from about 1 milligram to about 100 milligrams of active ingredient per

dosage unit. In these pharmaceutical compositions the active ingredient will
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ordinarily be present in an amount of about 0.5-95% by weight based on the total
weight of the composition.

[00339] Gelatin capsules may contain the active ingredient and powdered carriers,
such as lactose, starch, cellulose derivatives, magnesium stearate, stearic acid, and the
like. Similar diluents can be used to make compressed tablets. Both tablets and
capsules can be manufactured as sustained release products to provide for continuous
release of medication over a period of hours. Compressed tablets can be sugar coated
or film coated to mask any unpleasant taste and protect the tablet from the
atmosphere, or enteric coated for selective disintegration in the gastrointestinal tract.
[00340] Liquid dosage forms for oral administration can contain coloring and
flavoring to increase patient acceptance.

[00341] In general, water, a suitable oil, saline, aqueous dextrose (glucose), and
related sugar solutions and glycols such as propylene glycol or polyethylene glycols
are suitable carriers for parenteral solutions. Solutions for parenteral administration
may contain a water soluble salt of the active ingredient, suitable stabilizing agents,
and if necessary, buffer substances. Antioxidizing agents such as sodium bisulfite,
sodium sulfite, or ascorbic acid, either alone or combined, are suitable stabilizing
agents. Also used are citric acid and its salts and sodium EDTA. In addition,
parenteral solutions can contain preservatives, such as benzalkonium chloride,
methyl- or propyl-paraben, and chlorobutanol.

[00342] Suitable pharmaceutical carriers are described in Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, a standard reference text in
this field.

[00343] Representative useful pharmaceutical dosage-forms for administration of

the compounds of this invention can be illustrated as follows:

Capsules

[00344] A large number of unit capsules can be prepared by filling standard two-
piece hard gelatin capsules each with 100 milligrams of powdered active ingredient,
150 milligrams of lactose, 50 milligrams of cellulose, and 6 milligrams magnesium

stearate.
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Soft Gelatin Capsules

[00345] A mixture of active ingredient in a digestable oil such as soybean oil,
cottonseed 0il or olive oil may be prepared and injected by means of a positive
displacement pump into gelatin to form soft gelatin capsules containing 100

milligrams of the active ingredient. The capsules should be washed and dried.

Tablets

[00346] Tablets may be prepared by conventional procedures so that the dosage
unit is 100 milligrams of active ingredient, 0.2 milligrams of colloidal silicon dioxide,
5 milligrams of magnesium stearate, 275 milligrams of microcrystalline cellulose, 11
milligrams of starch and 98.8 milligrams of lactose. Appropriate coatings may be

applied to increase palatability or delay absorption.

Injectable

[00347] A parenteral composition suitable for administration by injection may be
prepared by stirring 1.5% by weight of active ingredient in 10% by volume propylene
glycol and water. The solution should be made isotonic with sodium chloride and

sterilized.

Suspension

[00348] An aqueous suspension can be prepared for oral administration so that
each 5 mL contain 100 mg of finely divided active ingredient, 200 mg of sodium
carboxymethyl cellulose, 5 mg of sodium benzoate, 1.0 g of sorbitol solution, U.S.P.,

and 0.025 mL of vanillin.

[00349] Where the compounds of this invention are combined with other
anticoagulant agents, for example, a daily dosage may be about 0.1 to 100 milligrams
of the compound of Formula I and about 1 to 7.5 milligrams of the second
anticoagulant, pcr-kilogram of patient body weight. For a tablet dosage form, the
compounds of this invention generally may be present in an amount of about 5 to 10
milligrams per dosage unit, and the second anti-coagulant in an amount of about 1 to

5 milligrams per dosage unit.
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[00350] Where two or more of the foregoing second therapeutic agents are
administered with the compound of the examples, generally the amount of each
component in a typical daily dosage and typical dosage form may be reduced relative
to the usual dosage of the agent when administered alone, in view of the additive or
synergistic effect of the therapeutic agents when administered in combination.
{00351] Particularly when provided as a single dosage unit, the potential exists for
a chemical interaction between the combined active ingredients. For this reason,
when the compound of the examples and a second therapeutic agent are combined in
a single dosage unit they are formulated such that although the active ingredients are
combined in a single dosage unit, the physical contact between the active ingredients
is minimized (that is, reduced). For example, one active ingredient may be enteric
coated. By enteric coating ong of the active ingredients, it is poésible not only to
minimize the contact between the combined active ingredients, but also, it is possible
to control the release of one of these components in the gastrointestinal tract such that
one of these components is not released in the stomach but rather is released in the
intestines. One of the active ingredients may also be coated with a material which
effects a sustained-release throughout the gastrointestinal tract and also serves to
minimize physical contact between the combined active ingredients. Furthermore,
the sustained-released component can be additionally enteric coated such that the
release of this component occurs only in the intestine. Still another approach would
involve the formulation of a combination product in which the one component is
coated with a sustained and/or enteric release polymer, and the other component is
also coated with a polymer such as a low viscosity grade of hydroxypropyl
methylcellulose (HPMC) or other appropriate materials as known in the art, in order
to further separate the active components. The polymer coating serves to form an
additional barrier to interaction with the other component.

[00352] These as well as other ways of minimizing contact between the
components of combination products of the present invention, whether administered
in a single dosage form or administered in separate forms but at the same time by the
same manner, will be readily apparent to those skilled in the art, once armed with the

present disclosure.
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[00353] Additionally, certain compounds disclosed herein may be useful as
metabolites of other compounds. Therefore, in one embodiment, compounds may be
useful either as a substantially pure compound, which may also then be incorporated
into a pharmaceutical composition, or may be useful as metabolite which is generated
after administration of the prodrug of that compound. In one embodiment, a
compound may be useful as a metabolite by being useful for treating disorders as
described herein.

[00354] “Substantially pure” as used herein is intended to include a compound
having a purity greater than about 90 Weight percent, including about 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99, and 100 percent.

[00355] As one example, a compound disclosed herein may be substantially pure
in having a purity greater than about 90 percent (by weight), where the remaining less
than about 10 percent of material comprises other metabolite of the compound, a
prodrug of the compound, and/or reaction and/or processing impurities arising from
its preparation. '

{00356] Obviously, numerous modifications and variations of the present invention
are possible in light of the above teachings. Tt is therefore to be understood that
within the scope of the appended claims, the invention may be practiced otherwise

that as specifically described herein.

IN VIVO ASSAYS AND EFFICACY
[00357] N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin- I -yl)cyclohexyl)acetamide (also
referred to as “Example 1) was evaluated in the following in vivo assays as

described below.

Section 1. Example 1 blocked mononuciear cell recruitment to the skin
following intradermal (ID) MCP-1 challenge in cynomolgus monkey.

[00358] Intradermal injection of MCP-1 results in the infiltration of mononuclear
cells to the injection site. This model was initially developed to assess the inhibitory

effect of CCR2 antagonists on the infiltration of mononuclear cells to the skin tissue
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injected with human MCP-1. The cellular infiltrate can be measured semi-

quantitatively by histological scoring.

Methods

[00359] Each monkey was dosed with Example 1 or its vehicle control (0.05S N
HCI) once daily for three days. Example 1 was orally administered at doses of 0, 5,
10, or 20 mg/kg to groups of 4 cynomolgus monkeys (2 per sex per group).
Immediately after dosing on Day 3, all animals received 2 intradermal injections of
10 pg (50 pL/injection ) of human MCP-1 (R & D Systems) and 2 intradermal
injections of its DPBS control (50 ul/injection) at separate sites on the dorsal thorax.
Dermal biopsies of all sites were obtained at approximately 18 hours following MCP-
1 (or DPBS) challenge. Biopsies were processed for semi-quantitative histological
evaluation. Representative sections of skin samples were examined by light
microscopy; microscopic lesions and cellular infiltration were noted and their
incidences were tabulated.

[00360] In addition to biopsy analysis, blood was collected and evaluated for
complete blood counts and cell differentials. Also evaluated were plasma samples for
compound (and metabolite) concentrations, and serum samples for systemic MCP-1

levels.

Results

[00361] The recruitment of mononuclear cells to the skin of vehicle-treated control
animals in response to MCP-1 challenge was significant (mean histologic score of 2.0
with a range of 1-3, Table 10). Example 1 at 5, 10, and 20 mg/kg inhibited this
dermal mononuclear cell infiltration by 75%, 95% and 95%, respectively (Table 10
and Figure 20). The compound also blocked the infiltration of other cell types such
as eosinophils and neutrophils (Table 12). The plasma concentrations of Example 1at
18 hours and their relationship to levels of inhibition and Cyno chemotaxis IC90
values are summarized in Table 12. Based on the IC50 value of 7.1 = 2.7 nM for
Example 1 in cyno chemotaxis assay, the 5, 10 and 20 mg/kg doses resulted in free
plasma concentrations of 0.8-, 2.1-, and 4.3-fold the chemotaxis IC90 at 18 hours post
dosing (Table 12).
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Summary of effects of Example 1 on infiltration of mononuclear cells and other

cell types in response to MCP-1 challenge in cynomolgus monkeys ab

Doif(:s Free plasmp E(})]ld ' Mononuclear cell | ppay© Eosd Total cell
mg/kg concentration emotaxis score score
(nM) 1C90 (range) Ef:ée score (range)

o ge) (range)
(inhibition%o)

0 0 0 20 03 1.5 4.0
(1-3 ©-1 0.5-3) Q@ -66)
(0%)

5 99 08 0.5 0.1 1.4 2.0
0-D 0-05 | (1-2) (1-3)
(75%)

10 248 2.1 0.1 0.1 0.8 1.0
(0-0.5) ©0-05) |(05-1) |(05-2)
(95%)

20 512 43 0.1 0 0.8 0.9
(0-0.5) 0-0) |©5-1) [(©05-1)
(95%)

 An arbitrary scaling system from 0 to 4 was utilized with each number representing

a particular designation of inflammatory infiltrate as follows: 0, unremarkable number
of inflammatory cells; 0.5, trace; 1, minimal; 2, mild; 3, moderate; 4, marked

infiltration.

® Mean values are an average of 8 MCP-1 site biopsies, representing 2 separate

biopsies from 4 monkeys per group. Ranges represent the spread of average

histological scores for 2 biopsies per animal.

¢ PMN stands for polymorphonuclear cell (neutrophil).
4 Eos is an abbreviation for eosinophils.

° Total score is a mathematical sum of mean values for each cell type to demonstrate

the dose response.
[00362] Evaluation of changes in serum inflammatory mediators showed-an

increase (approximately 3-4 fold) in MCP-1 level in Example 1-treated groups

relative to vehicle control. In addition, complete blood count (CBC) analysis showed
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an increase (~2-fold) in neutrophils in Example 1-treated groups, relative to vehicle
control, at 18 hours on Day 4 following three days of dosing.

[00363] To refine the dose (concentration) response oftExample 1 in a more
readily quantifiable system, we used hCCR2 KI mice to evaluate the effect of
Example 1 monocyte/macrophage infiltration in thioglycollate (TG)-induced

peritonitis model with flow cytometry-based methodology.

Section 2. Example 1 inhibited monocyte/macrophage infiltration in 48-hour TG
peritonitis model in hCCR2 KI mouse

[00364] TG-induced peritonitis model has been used as a model of recruitment of
monocytes/macrophages to inflammation site. Both in-house and published studies
have demonstrated that monocyte/macrophage recruitment in this model is CCR2-
dependent. See Boring L. et al., Impaired monocyte migration and reduced type 1
(Thl) cytokine responses in C-C chemokine receptor 2 knockout mice. J Clin Invest.,
100(10):2552-61. (1997); and Kuziel, W.A. et al., Severe reduction in leukocyte
adhesion and monocyte extravasation in mice deficient in CC chemokine receptor 2.

Proc Natl Acad Sci U S A. 94(22):12053-8 (1997).

Methods

[00365] For the 48-hour TG peritonitis study, Example | was dosed twice a day
with the first dose given one hour prior to TG injection. Total peritoneal cell counts
were obtained on isolated cells by a cell counter. Blood was also collected in heparin
from the retro-orbital sinus at the end of each study for flow cytometry and in EDTA
for determination of drug concentration.

[00366] For flow cytometric analysis, peritoneal exudate cells (lx106) were
washed once with FACS buffer (PBS/0.5% BSA) and resuspended in FACS buffer.
Cells were incubated with an Fe-blocking antibody (BD Pharmingen) on ice for 15
min followed by addition of the following antibodies (BD Pharmingen): PE
conjugated anti-F4/80, FITC conjugated anti-Ly6C, and Alexa 647 conjugated anti-
hCCR2. After 45 min on ice, cells were fixed by BD Cytofix for 15 min on ice,
washed twice with FACS buffer, and resusbended in 200 ul FACS buffer. Cellular

events (40,000) were acquired for each sample and data were analyzed using FloJo
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software (TreeStar). A FSC/SSC gate was set to include all monocytes (low SSC,
higher FSC) while excluding granulocytes from the analysis. This gated population
was then analyzed for LyoC (FITC), F4/80 (PE) expression. Peritoneal
monocytes/macrophage numbers were determined by multiplying total peritoneal cell
counts obtained by the ccll counter and the percentage of monocytes/macrophages
identified by F4/80" cells from flow cytometry. Statistical significance of differences
between means was analyzed using the paired two-tailed t test with significance set at

p values below 0.05.

Results

[00367} Example | was evaluated in the hCCR2 KI mouse TG peritonitis model to
determine its EC50 in inhibiting monocyte/macrophage infiltration. Mice were
administered thioglycollate, and dosed orally with Example 1 at 1, 25, or 100 mg/kg
BID. Forty eight hours post TG treatment, peritoneal lavage was obtained for cellular
infiltrate analysis by flow cytometry.

[00368] To distinguish between the recruited monocyte/macrophages versus
resident macrophages and granulocytes, staining of both F4/80 and Ly6C
monocyte/macrophage surface markers was used to define the recruited
monocyte/macrophages. A dose-dependent inhibition in monocyte/macrophage
infiltration was observed (Figure 21). Doses of 1, 25, and 100 mg/kg gave an
inhibition of 24%, 74% and 78%, respectively. In three separate studies with multiple
doses, the average EC50 for inhibition of monocyte/macrophage infiltration by this
analysis was estimated to be 3.9 nM.

[00369] To assess the in vivo level of receptor occupancy by Example 1 in the 48-
hour thioglycolate peritonitis model in the hCCR2 KI mouse, plasma levels of both
Example 1 and mouse MCP-1 were measured. The caveat for this estimation is that
only CCR2 and its major ligand MCP-1, were taken into consideration. The receptor
occupancy of a ligand in the presence of a competitive inhibitor is defined by the
Gaddum equation:

[RL] - 1
[R] P+ (Ko /LD (L+[I] /K
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[00370] Since Example 1 is a competitive inhibitor of MCP-1 binding to CCR2,

‘the amounts of both mouse MCP-1/CCR2 receptor complex and Example 1/CCR2

receptor complex can be determined using the serum levels of both mouse MCP-1
and protein-unbound Example 1 in plasma. The Ky for mouse MCP-1 binding to
hCCR2 is 0.91 +/- 0.08 nM (n=8) which was determined in cold competition ligand
binding experiments using 125L human MCP-1. The average K; for Example 1
binding to hCCR2 1s 1.3 nM. The fraction of mousec MCP-1/CCR2 receptor
complexes 1s determined using the form of the equation described above. To
determine the fraction of Example 1/CCR2 complexes the equation is re-defined as:

[RI] - 1
[R] I+ (&i/{I]) (1 +[L]/ Ky)

Finally, the amount of CCR2 free is determined from:

[CCR2Jip1a1 = [CCR2]fee + [mouse MCP-1/CCR2] + [Exampie 1/CCR2]

[00371]

infiltration into the peritoneum at 48 hour reflects the percentage of Example

As shown in Table 13, the percent inhibition of monocyte/macrophage

1/CCR2 receptor complex.

TABLE 13
Determination of in vive receptor occupancy of Example 1 in blood of h(CCR2

K1 mice in the 48-hour TG peritonitis model

Dose Concentration | Concentration | % mouse | % of % free % inhibition of
(mg/kg) | of Mouse of free MCP-1 Example CCR2 monocyte/
MCP-1 in Example | in bound 1-bound macrophage
plasma (nM) plasma (nM) CCR2 CCR2 infiltration”
(fold IC90
CCR2 binding)
i00 0.015 53 0.04 97.6 24 78
(1.8)
25 0.017 14 0.16 91.2 8.6 74
(0.5)
1 0.005 1.4 0.26 51.4 483 24
(0.05)
0 0 0 0 0 1 100 0
(vehicle)
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Section 3. Chronic Efficacy Studies

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)

Methods

[060372] To assess the effect of Example 1 on chronic models of disease, we used.
the EAE model of multiple sclerosis in hCCR2 KI mice. To study the effect of
Example | on EAE model, 10 mice per group were used. On day 0, hCCR2 KI mice
were immunized subcutancously with a total of 200 pl of 300 pg myelin
oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 35-55 (Genemed Synthesis) mixed 1:1 with 300
ug Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) (Becton-Dickinson) in incomplete Freund’s
adjuvant (IFA) (Sigma-Aldrich). On day 0 (two hours post-immunization) and day 2,
mice were injected intraperitoneally with 100 ul of 400 ng pertussis toxin. Clinical
scoring began on day 10, continued three times per week throughout the study, and
was based on a scale of 0-5: 0, no signs of disease; 0.5, partial tail weakness; 1, limp
tail or waddling gait with tail tonicity; 1.5, waddling gait with partial tail weakness; 2,
wadding gait with limp tail (ataxia); 2.5 (ataxia with partial limb paralysis; 3, full
paralysis of one limb; 3.5, full paralysis of one limb with partial paralysis of a second
limb; 4, full paralysis of two limbs; 4.5, moribund; 5, death. Oral dosing of Example 1
at 25 mg/kg and 55 mg/kg (BID) was initiated on day 1.

Results

[00373] Example 1 at both doses reduced the area under curve (AUC) of the
clinical score by 49% (p < 0.05) (Figure 22). The IC50 is 3.7 nM for Example 1 in
1231 mouse MCP-1 binding to hCCR2-expressing cells, hPBMCs (mimicking hCCR2
KI setting). Based on this IC50 value, the 25 and 55 mg/kg doses resulted in a free
plasma trough concentration of 1- and 3-fold the binding IC90. Histological
evaluation of the spinal cord on Day 22 did not demonstrate a significant difference in
total inflammatory cellular infiltrate between mice treated with Example 1 versus

vehicle. A marked neutrophil infiltrate was observed in mice treated with compound.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A compound that is N-((1R,2S5,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-oxo0-
3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, or

a pharmaccutically acceptable salt thereof.

2. A compound of claim 1 that is a crystalline form of N-((1R,2S,5R)-5-
(tert-butylamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-
ylamino)pyrrolidin-1-yi)cyclohexyl)acetamide, or a pharmaceutically acceptable salt

thereof.
3. The crystalline form of claims 1-2, comprising the N-2 form.

4, The crystalline form of claims 1-3 characterized by unit cell
parameters substantially equal to the following:
Cell dimensions:
a=18.7240(4)
b=28.0171(2)
c =19.6568(5)
a=90
B=114.935(2))
v =190
V(A =2675.7(1)
Space group P2,2,2,
Molecules/unit cell 2

wherein said crystal is at a temperature of about +22°C (RT).
5. The crystalline form of claims 1-4 characterized by a powder x-ray

diffraction pattern comprising three or more of 20 values (CuKa A=1.5418 A)
selected from 5.5,9.1, 12.1, 14.0 and 19.2, at a temperature of about 22°C.
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6. The crystalline form of claims 1-5 further characterized by a powder x-
ray diffraction pattern comprising four or more of 20 values (CuKa 2=1,5418A)

selected from 5.5, 9.1, 12.1, 14.0 and 19.2 at a temperature of about 22°C.,

7. The crystalline form of claims 1-6 characterized by fractional atomic

coordinates substantially as listed in Table 3.

8. The crystalline form of claims 1-7 having a power x ray diffraction

pattern substantially according to Figure 2.

9. A pharmaceutical composition comprising a compound of claims 1-8,

and a pharmaceutically acceptable carrier or diluent.

10. A method of treating a disease in a mammal comprising administering
to the mammal a therapeutically-effective amount of a compound according to claims
1-9 wherein the disease is selected from diabetes, obesity, metabolic syndrome,
stroke, neuropathic pain, ischemic cardiomyopathy, psoriasis, hypertension,
scheroderma, osteoarthritis, aneurism, fever, cardiovascular disease, Crohn’s disease,
congestive heart failure, autoimmune diseases, HIV-infection, HIV-associated
dementia, psoriasis, idiopathic pulmonary fibrosis, transplant arteriosclerosis,
physically- or chemically-induced brain trauma, inflammatory bowel disease,
alveolitis, colitis, systemic lupus erythematosus, nephrotoxic serum nephritis,
glomerulonephritis, asthma, multiple sclerosis, atherosclerosis, vasculitis, vulnerable
plaques, rheumatoid arthritis, restenosis, venous neointimal hyperplasia, dialysis-graft
neointimal hyperplasia, arterio-venous shunt intimal hyperplasia, organ

transplantation, chronic allograft nephropathy, and cancer.
11. A method of ¢claim 10 wherein the disease is selected from diabetes,

obesity, Crohn’s disease, systemic lupus erythematosus, glomerulonephritis, multiple

sclerosis, atherosclerosis, restenosis, and organ transplantation.
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12. A method of claims 10-11 wherein the disease is selected from

multiple sclerosis, atherosclerosis, Crohn’s disease, and diabetes.

13. A method of claims 10-12 in whibh the disease is diabetes.

5
14. A method of claims 10-12 in which the disease is atherosclerosis.
15. A method of claims 10-12 in which the disease is Crohn’s disease.
10 16. A method of claims 10-12 in which the disease is multiple sclerosis.

17. A process for preparing a compound having the formula (X)
NRR,

o]
H

N R
;; \\\ T 10
o
o

X

z;j

15 comprising the steps of:
hydrolyzing the ester moiety of the compound of formula V with a

hydrolyzing agent to form the acid of compound VI at temperatures from about -5 to

about 5 °C:
\NR-‘RZ \\NR1R2
{ { o
L — Q\\\COZH
o] o
V' vi
20 reacting a compound of formula Vla, HO-Z-OH, with a compound of formula

1V (optionally in situ) in the presence of an acid catalyst to give a compound of

formula VII having a carboxylic acid moiety:
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NR{R;
{ X,
" HO-Z-OH = WCO:H
Via

CJ
vl
transforming the carboxylic acid moiety of the ketal of formula VII to a
corresponding isocyanate of formula VIII;
NRR;

{ Ao

wNCo

-

Z

><:>...z

VIII;
contacting the isocyanate of formula VIIT with a compound of formula

R1oCOW in the presence of a corresponding acid anhydride, (R,0CO);0, to form the
amide of formula IX having a ketal moiety:

NRiR,

0
H

Dy
CJ

IX; and

hydrolyzing the ketal moiety of the amide of formula IX to form the
compound of formula X,

wherein:

zg

10

Ry, and Ry are independently hydrogen or an amine-protecting group;
15

R4 and Ryp are independently C,_galkyl or optionally substituted benzyl;
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Rg and Ry are independently hydrogen or Cj.galkyl;
W is OH or OC,.¢alkyl;
<\/ \:\
: —7(Tadous .
Z 15 —(CT1T2)2-, —(CT1T2)3-, or slo-4 ; and

T 1, T2 and T3 at each occurrence are independently selected from hydrogen,
5  Cjaalkyl, Cyaalkenyl, halogen, hydroxy, cyano, nitro, CF3, OCy.alkyl, OCF;, and
C(=O)C| .43].1()(1 .

[00374] 18. The process according to claim 17 wherein the reductively aminating
step comprises:

10 a) adding a Lewis Acid to a solution of compound X and the amine
having the formula, HNRgRg_ in an aprotic solvent to form an imine-enamine of

formula Xa;

Xa

; and
b) treating the imine-enamine of formula Xa with a reducing agent to

15 afford the compound of formula X having a pyrollindonyl amine moiety.

19. The process of claims 17-18 wherein:
the compound of formula VII is (7R,88)-8-((35)-3-
(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-0x0-1-pyrrolidinyl}-1 ,4-di0);aspiro[4.5]decane—?—
20  carboxylic acid, or a salt thereof;
the compound of formula VIIa is benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-(azidocarbonyl)-
1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

144 -



R

WO 2008/014360 PCT/US2007/074377

10

15

20

the compound of formula VIII is benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-isocyanato-1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-y1)-2-0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

the compound of formula IX is benzyl ((35)-1-((7R,8S5)-7-acetamido-1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-y1)-2-ox0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

the compound of formula X is benzyl ((35)-1-((1S,2R)-2-acctamido-4-
oxocyclohexyl)-2-oxo-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof; and

the compound of formula XI is benzyl ((35)-1-((15,2R,4R)-2-acetamido-4-

(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-o0xo-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof.

20. A compound selected from

(7R ,85)-8-((35)-3-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-0xo0-1-pyrrolidinyl)-1.,4-
dioxaspiro[4.5]decane-7-carboxylic acid, or a salt thereof;

benzyl ((35)-1-((7R,8S)-7-(azidocarbonyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-
oxo-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

benzyl ((35)-1-((7R,85)-7-isocyanato-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-
pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

benzyl ((35)-1-((7R,8S)-7-acetamido-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl)-2-0x0-3-
pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof;

benzyl ((35)-1-((18,2R)-2-acetamido-4-oxocyclohexyl)-2-oxo-3-
pyrrolidinyl}carbamate, or a salt thereof; and

benzyl ((35)-1-((1S,2R,4R)-2-acctamido-4-(tert-butylamino)cyclohexyl)-2-

0x0-3-pyrrolidinyl)carbamate, or a salt thereof.
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FIG. 1

Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S8,5R)-5-(tert-butylamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)eyclohexylacetamide, hemi-hydrate, Form H0.5-4
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FIG. 2

Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide, free base, Form N-2
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FIG.3

Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylcyclohexyl}acetamide, 1.75 moles H,O, Form H1.75-5
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FIG. 4

Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
ylecyclohexyl)acetamide, mono-ethanol solvate, Form E-1
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FIG. S

Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5R)-5-(¢terf-butylamino)-2-
((5)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethylyquinazolin-4-ylamine)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide, mono-acetic acid solvate, Form HAC-1
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FIG. 6
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Experimental and simulated powder patterns of N-((1R,2S,5SR)-5-(tert-butylamino)-2-
((S)-2-0x0-3-(6-(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-
yl)cyclohexyl)acetamide, mono-R-propylene glycol solvate, Form RPG-3
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FIG. 7

DSC of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamine)-2-((S)-2-0x0-3-(6~-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamine)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, hemi-
hydrate, Form H0.5-4
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FIG. 8

TGA of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-

(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrelidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,
hemi-hydrate, Form H0.5-4
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F1G. 9

DSC of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, free base
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FI1G. 10

TGA of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-ox0-3-(6-
(trifftuoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,

free base Form N-2
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FIG. 11

Vapor Sorption Isotherm of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-d-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexylacetamide,
free base Form N-2 at 25 °C
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DSC of N-((1R,2S5,5R)-5-(fert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, 1.75 moles

H;0, Form H1.75-5
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FIG. 13

TGA of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamine)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,
1.75 moles H;O, Form H1.75-5

l‘-\\\
AN
AN
\
\
\
a3 3
i 5.276% wi loss @100C
1\ (0.5776mg)
B \
g 1315 Y
& \\
\\
Ay
A
.. ——
244 \
AY
Y
\\
3
Y
f;?. M v M T T ¥ T M L T M
0 50 100 150 200 250 300

Temperature (°C) Universat V4.1D TA Instruments



1
—,
I
——
b
S
]
e Y]

WO 2008/014360 ' PCT/US2007/074377

14/27

FIG. 14

DSC of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamine)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,
mono-acetic acid solvate, Form HAC-1
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FIG. 15

PCT/US2007/074377

TGA of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
" (trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,

mono-acetic acid solvate, Form HAC-1
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FIG. 16

DSC of N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butylamine)-2-((S)-2-o0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazelin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-
ethanol solvate, E-1
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FIG. 17
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TGA of N-((1R,28,5R)-5-(terz-butylamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-

(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,
mono-ethanol solvate, E-1
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FIG. 18

DSC of N-((1R,28,5R)-5-(tert-butylamino)-2-((S)-2-o0x0-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin-4-ylamino)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide, mono-R-

propylene glycol solvate, Form RPG-3
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FI1G. 19

TGA of N-((1R,2S,5R)-5-(fert-butylamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-
(trifluoromethyl)quinazolin4-ylaminoe)pyrrolidin-1-yl)cyclohexyl)acetamide,
mono-R-propylene glycol solvate, Form RPG-3
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FIG. 20

Intradermal challenge model in cynomolgus monkey: Example 1 inhibited
mononuclear cell recruitment to skin
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FIG. 21

48-hour TG peritonitis in hCCR2 KI mouse: Example 1 inhibition of
monocyte/macrophage infiltration into peritoneal cavity
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Figure 22

hCCR2 KI mouse EAE: Example 1 treatment reduced clinical score
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Figure 23

Proton NMR spectra of Example 1, 2 Alternative Preparation, Step 3— Compound 7
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Figure 24

Proton NMR spectra of Example 1, 2" Alternative Preparation, Step 4 — Compound 8
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Figure 25

Proton NMR spectra of Example 1, 2 Alternative Preparation, Step 4 — Compound 9
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Figure 26
Proton NMR spectra of Example 1, 2™ Alternative Preparation, Step 4 — Compound 10
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MODULADORES DE LA ACTIVIDAD DEL
RECEPTOR DE QUIMIOCINA, FORMAS
CRISTALINAS Y PROCESOS

Basada en la solicitud Internacibnal
PCT/US2007/074377
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MODULADORES DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE QUIMIOCINA,
FORMAS CRISTALINAS Y PROCESOS

Campo de la Invencidn

La presente invencién proporciona N-{ (1R, 2S,5R)-5-{tert-
butilamino)-2-((S)-2-oxo-3- (6- (trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidin~l—il)ciclohexil)acetam;da, 0 una sal, solvato o
profarmaco farmacéuticamente aceptable de los mismos, qQue tiene una
combinacidn inesperada de caracteristicas farmacocldgicas deseables. Las
formas cristalinas de la presente invencidén también se proporcionan.
Las composiciones farmacéuticas que contienen los mismos y los métodos
de uso dg los mismos como agentes para el tratamiento de enfefmedades
inflamatorias, enfermedades alérgicas, autoinmunes, metabdlicas, céncer
y/o cardiovasculares también es un objetivo de esta invencidén. La
presente descripciég también proporciona%un pioceso para preparar 1os
compuestos de la férmula (I), incluyendo N-{(1R,2S,5R)-5-(tert-
butilamine)-2-( (S) -2-oxo-3- (6~ (trifluorometil)quinazolin-4-

ilamino)pirrdlidin-l—il)ciclohexil)acetamida:
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en donde R', R%®, R, RY y son comc se describen
en la presente. Los compuestos que son intermediarios utiles

de los procesos también se proporcionan en la presente.

Antecedentes de la Invencidn

Las quimiocinas son citocina quimiotdcticas, de peso
molecular de 6-15 kDa, que se liberan por una amplia variedad
de células para atraer y activar, entre otros tipos de
células, macréfagos, linfocitos T y B, eosindéfilos, basdéfilos
v neutrdéfilos (revisidn en: Charo and Rasonhoff, New Eng. J.
Med. 2006, 354, 610-621; Luster, Néw Eng. J. Med. 1998, 338,
436-445 y Rollins, Blood, 1997, 90, 909-928). Existen dos
principales clasés de quimiocinas, CXC y CC, dependiendo de
éi las primeras dos cisteinas en la secuencia de aminodcido
se separan por un aminodcido sencillo (CXC) o estéan
advacentes (CC). Las quimiocinas CXC, tales como interleucina
8 (IL-8), proteina 2 activada por neutréfilo (NAP-2) vy
proteina activada estimuladora def; crecimiento de melanoma

(MGSA) son guimiotdcticas principalmente para los neutrdfilos

y linfocitos T, mientras que las quimiocinas CC, tales como
RANTES, MIP-la, MIP-1B, las pro:teinas quimiotdcticas de
monccitos (MCP-1, MCP-2, MCP-3, .MCP—4, y MCP-5) vy las
eotaxinas (-1 y -2) son quimioté%ticas para, entre otros

tipos de células, macrdéfagos, 1linfocitos T, eosindfilos,

células dendriticas y basdfilos. También existen las
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guimiocinas 1infotactina—1, linfotactina-2, (ambas
quimiocinas C), y fractalguina {una quimocina CX3;C) que no
caen en ambas de ‘'las subfamilias de quimocina principales.
Las quimiocinas se enlazan a receptores de superficie
celular especificos que pertenecen a la familia de proteinas
de siete dominios de transmembrana acopladas a la proteina G
(revisién en Horuk, Trends Pharm.#Sci., 1994, 15, 159-165)
gque se llaman “receptores de guimiocina”. En el enlace de sus
ligandos similares, los receptores de quimiocina transducen
una seflal intracelular a través de las proteinas G triméricas
asociadas, lo que resulta en, entre otras respuestas, un
rapido incrementé en la concentraci%n de calcio intracelular,
cambios en la forma celular, incremento en la expresidén de
moléculas de adhesidén celular, desgranulacidn y promecidén de
la migracidén celular. Hay al menos diez receptores de
quimiocina humana que se enlazan o0 responden a las
guimiocinas CC con los siguientes patrones caracteristicos
{revisado en Zlotnik and Oshie Immunity 2000, 12, 121): CCR-1
(0 “CKR-1" o “CC-CKR-1”) [MIP-la, MCP-3, MCP-4, RANTES] (Ben-
Barruch, et al., Cell 1993, 72, 415-425, and Luster, New Eng.
J. Med., 1998, 338, 436-445); CCR-2A y CCR-2B (0 “CKR-
2A"/"CKR-2B" o “CC-CKR-2A"/"CC-CKR-2B") [MCP~1, MCP-2, MCP-3,
MCP-4, 'MCP-5] (Charo, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1994, 91, 2752-2756, and Luster, Néﬁ Eng. J. Med. 1998, 338,

1

436-445); CCR-3 {o “"CKR-3" o “CC-CKR-3") [eotaxina-1,

e
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eotaxina-2, RANTES, MCP-3, MCP-4] (Combadiere, et al., J.
Biol. Chem. 1995, 270, 16491-16494; and Luster, New Eng. J.
Med. 1998, 338, 436-445); CCR-4 i%o “CKR-4" o “CC-CKR-4")
[TARC, MDC) (Power et al., J. Biol. Chem. 1895, 270, 19495-

19500, and Luster, New Eng. J. Med. 1998, 338, 436-445); CCR-
5 (o “CKR-5" o "CC-CKR-5") [MIP-lc, RANTES, MIP—lB] (Sanson,
et al., Biochemistry 1996, 35, 3362-3367); CCR-6 (0 “CKR-6" 6
"CC-CKR-6") [LARC] (Baba et al., J. Biol. Chem. 1997, 272,
14893-14898); CCR-7 (o “CKR-7" o “CC-CKR-7") [ELC] (Yoshie et
al., J. Leukoc. Biol. 1997, 62, 634-644); CCR-8 (o “CKR-8" o
"CC-CKR-8") [I-309] (Napolitano et al., J. Immunol. 1996,
157, 2759-2763); CCR-10 (o *“CKR-10" o "CC~-CKR-10") [MCP-1,
MCP-3] (Bonini et al., DNA and Cell Biol. 1997, 16, 1249-
1256); y CCR-11 [MCP-1, MCP-2, y MCP-4] (Schweickert, et al.,
Biol. Chem 2000, 275, 90550). ’

L

Ademas de los receptores de quimiocina de mamiferos, los
citomegalovirus de mamifero, virus dell herpes y virus de
viruela, han demostrado que expresan, en células infectadas,
proteinas con las propiédades de enlace de'los receptores de
quimiocina (revisidén en: Wells and Schwartz, Curr. Opin,
Biotech. 1897, 8, 741-748). Las quimiocinas CC humanas, tales
como RANTES y MCP-3, pueden causar una rdpida movilizacidn:
del calcio pof medic de esto; receptores viralmente

codificados. La expresidén del receptor puede tolerar la

infeccidén al permitir la subversién de 1la vigilancia 2%
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respuesta del -‘sistema inmune nérmal a una infeccidn.
Adicionalmente, los receptores de quimiocina humanos“ tales
como CXCR4, CCRZ, CCR3, CCR5 vy CCR8, pueden actuar como co-
receptores para la infeccidén de células de mamifero por.
microbios Ccomo con, por ejemplo, los virus de
inmunodeficiencia humana (VIH).

Los receptores de quimiccina y sus similares se han
implicado como mediadores importantes de trastornos y

enfermedades inflamatorias, infecciosas e inmunoreguladoras,

que incluyen el asma y enfermedades alérgicas, asi como

patologias autoinmunes tales como artritis reumatoide vy
esclerosis muiltiple; y enfermedades metabdlicas, tales como
ateroesclerosis y diabetes (revisade en: Charo and Rasonhbff;
New Eng. J. Med. 2006, 354, 610-621; Z. Gao and W. A. Metz,
Chem. Rev. 2003, 3733; P. H. Carter, Current Opinion 1in
Chemical Biology 2002, 6, 510; Trivedi, et al, Ann. Reports
Med. Chem. 2000, 35, 191; Saunders and: Tarby, Drug Disc.
Today 1999, 4, 80; Premack and Schall, Nature Medicine 1996,
2, 1174). Por ejemplo, el guimiocatrayente de monocito de
quimiocina 1 (MCP-1) vy su receptor del Receptor 2 de
Quimiocina 2 CC {CCR-2) juegan un papel esencial en atraer
leucocitos a los sitios de inflamacidén y posteriormente en
activar estas células. Cuando la quimiocina MCP-1 se enlaza a
CCR-2, se induce un incremento réapido en la concentracidén de

calcio intracelular, se incrementa la expresidén de las
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moléculas de adhésién celular, y la promocidén de la migracidn
de leucocitos. La demostracidén de la importancia de 1la
interaccidén MCP-1/CCR-2 se ha proporcionado por experimentos
con ratones genéticamente modificadgs. Los ratpnes MCP-1""" no
fueron capaces de reclutar monocitocs en 1los sitios de
inflamacidn después de varios tipos diferentes de pruebas
inmuncgénicas (Bao Lu, et al., J. Exp. Med. 1998, 287, 601).

Similarmente, los ratones CCR-2 -/- no fueron capaces de

reclutar monocitos o producir el; interferdén Y cuando se
aplica la prueba inmunogénica con‘varios agentes exdgenos;
por otro lado, los leucocitos de los ratones sin CCR-2 no
migraron en respuesta al MCP-1 (Landin Boring, et al., J.
Clin. Invest. 1897, 100, 2552), por lo que se demuestra la
especificidad de la interaccidén MCP-1/CCR-2. Otros dos grupoé
han reportado independientemente resultados equivalentes coh
diferentes cepas de ratones CCR-2 -/~ (William A. Kuziel, et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94, 12053, y Takao
Kurihara, et al., J. Exp. Med. 1997, 186, 1757). La
viabilidad y generalmente la salud normal de los animales
MCP-1 -/- ¥y CCR;Z -/- es notable, en que la disrupcidn de 1la
interaccidén MCP-1/CCR-2 no induce una crisis fisiolégica.
Tomados en conjunto, estos datos flevan a la conclusidn de
que las moléculas que blogquean las acciones de MCP-1/CCR2
serian uUtiles en el tratamiento de un numero de trastornos

inflamatorios y autoinmunes (revisado en: M. Feria and F.
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Diaz-Gonzdlez, Exp. Opin, Ther. Patents 2006, 16, 49: and J.
Dawson, W. Miltz, and C. Wiessner, C. Exp. Opin. Ther.
Targets 2003, 7, 35). Esta hipdétesis no se ha validade en un
nimerc de diferentes modelos de enfermedad animal, como se
describe a continuacidn.

Se conoce gque MCP-1 se sobréregula en pacientes con
artritis reumatoide (Alisa Xoch, et al., J. Clin. Invest:

1992, 90, 772-779) . Por ‘'otro lado, varios estudios

preclinicos han demostrado el valor terapéutico potencial del

antagonismo de la interaccidn MCP-1/CCR2 en el tratamiento de
la artritis reumatoide. Una vacuna . de ADN que codifica MCP-1

se ha mostrado recientemente para aliviar 1la artritis

inducida por poliadyuvantes crénicos en ratas (Sawsan
Youssef, et al., J. Clin. Invest. 2000, 106, 361).
Similarmente, los sintomas de la enfermedad podrian

controlarse por medio de la administracidén directa de
anticuerpos para MCP-1 a las ratas con artritis inducida por
colageno (Hiroomi Ogata, et al., J. Pathol. 1997, 282, 106},
O artritis _induéida por. la pared ?celular de estreptococos
(Ralph C. Schimmer, et al., J. Immunol. 1998, 160, 1466).
Quiza mds significativamente, un antagonista péptido de MCP-
1, MCP-1(9-76), Se muestra que previene tanto el inicio de la
enfermedad como la reduccidén de los sintomas de la enfermedad

(dependiendo del tiempo de administracién) en el modelo  de

ratén MRL-lpr de. artritis (Jiang-Hong Gong, et al., J. Exp.
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Med. 1997, l86> 131). Adicionalmente, se ha demostrado que la
administracioén de antagonistas CCRZ de molécula pequefia
reduce el registro <clinico en modelos de roedores con
artritis (C. M. Brodmerkel, et al, J. Immunocl. 2005, 175,
5370; and M. Xia, et al. Solicitud de Patente de EUA 0069123,
2006). La administracién de un anticuerpo anti-CCR2 tuvo
efectos variados en CIA de murino,‘dependiendo del tiempo de
administracidén (H. Bruhl, et al. J. Immunol. 2004, 172, 890).
Los estudios recientes con ratonesmCCRZ-/— han sugerido gque
la eliminacidn de CCR2 pueden exacérbar modelos de artritis
en roedores en circunstancias experimentales especificas (M.
P. Quinones, et al. J. Clin. Invest. 2004, 113, 856: M. P.
Quinones, et al. J. Mol. Med. 2006, 84, 503).

Se conoce gque el MCP-1 se sobreregula en lesiones
ateroesclerdticas, y se ha moéfrado gque los niveleé
circulantes de MCP-1 se reducen a través del tratamiento con
agentes terapéuticos (Abdolreza Rezaie-Majd, et al,
Arterioscler. Thromb. Vasc. Bicl. 2002, 22, 1194 - 1199).
Varios estudios clave han demostrado el valor potencial
terapéutico del antagonismo de la interaccidn MCP-1/CCR2 en
el tratamiento de la atercesclerosis. Por ejemplo, cuando los
ratones MCP-1 -/- se aparean con fatones deficientes en el
receptor LDL, se observa una reduccidn del 83% en la
deposicidn de 1lipido adrtico (Long Gu, et al,, Mol. Cell

1998, 2, 275). Similarmente, cuando el MCP-1 se extirpa
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geneticamente de los ratones que ya sobreexpresan la
apolipoproteina B humana, los ratones resultantes se
protegieron de la formacidén de lesidn atercesclerdtica con
relacién a los ratones de control MCP-1 +/+ apoB (Jennifa
Gosling, et al., J. Clin. 1Invest. 1999, 103, 773).
Similarmente, cuando los ratones CCR-2 -/- se cruzan con
ratones con apolipoproteina E -/-, se observa una reduccidn
importante en la incidencia de lesiones ateroesclerdticas
(Landin Boring, et al. Nature 1998, 394, 894; T. C. Dawson,
et al. Atherosclerosis 199, 143, 205). Finalmente, cuando los
ratones E -/- con apolipoproteina se les administra un gen
gue codifica un antagonista peéptido de CCR2, entonces el
tamafioc de lesidén se reduce y la estabilidad de placa se
incrementa (W. Ni et al. Circulation 2001, 103, 2096 — 2101).
El transplante de médula désea de ratones CCR2-/- en ratones
ApoE3-Leiden inhibidé la aterogénesis temprana (J. Guo, et al.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol..?2003, 23, 447), pero tuvo
efectos minimos en lesiones avaﬁzadas (J. Gou, et al.
Arterioscler. Thoﬁb. Vasc. Biol.. 2005, 25, 1014).

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tipicamehte
muestran resistencia a la insulina como una de las
caracteristicas de marca de contraste de la enfermedad. La
resistencia a la insulina también se asocia con el
agrupamiento de anormalidades conocidas como el “sindrome

metabdlico” o “sindrome X", el  cual incluye obesidad,
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ateroesclerosis, hipertensidn, y dislipidemia (revisado en:
Eckel, et al. Lancet 2005, 365, 1415). Es bien reconocido que
la inflamacidén juega un papel en ekacerbar el proceso de la
enfermedad en la diabetes tipo 2 y las patologias del
“sindrome X” (revisado en: Chen, Pharmacological Research
2006, 53, 469; Neels and Olefsky, J. Clin. Invest. 2006, 116,
33; Danadona and Aljada, Am J Cardiol. 2002 90, 27G-33G;
Pickup and Crook, Diabetologia 1998, 41, 1241). El MCP-1 se
reconoce que juega un papel en la resistencia de la insulina
inducida por obesidad. En cultivo, los preadipocitos humanos
constitutivamente expresan MCP-1 {Gerhardt, Mol. Cell.
Endocrinology 2001, 17%, 8l). El1 CCR2 se expresa en
adipocitos; la adicidén de MCP-1 para adipocitos in vitro
disminuye la absorcidén de glucosa estimulada por insulina y
la expresidén de varios genes adipogénicos (LpL, adipsina,
GLU-4), aP2, receptor adrenérgico'BB, Y PPARV) (P, Sartipy
and D. Loskutoff, Proc. Natl. Acad. Sci USA 1999, 96, 6902).
Los pacientes con diabetes tipo 2 tuvieron niveles mayores de
MCP-1 circulante que los controles no diabéticos (S. Nomura,

et al. Clin. Exp. Immuncl. 200, 121, 437), y la liberacidén de

'

MCP-1 de tejido adiposo puede reducirse por el tratamiento
con terapias anti-diabéticas tales comoA metformina o
tiazolidindionas (J. M. Brufii, et al. J. Clin. Endocrinol.
Metab. 2005, 90, 2282). Similarmente, el MCP-1 también se

sobreexpresa en mecdelos de obesidad experimentales de murino,

o
[
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y se produjo principalmente por tejido adipOSO’(Sarpipy and
Loskutoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100, 7265). En
ratones obesos, la expresidn de MCP-1 tanto precedié como
sucedid concurrentemente con el com;enéo de la resistencia de
insulina (H. Xu, et. J. Clin. Invest. 2003, 112, 1821). Otro
estudico muestra que la expresidén de MCP-1 se correlaciona
positivamente con masa corporal en el tejido adiposo
perigonadal de ratones (Weisberg, et al. J. Clin. Invest.
2003, 112, 1796). Consistente con éstos datos, el desarrollo
de la resistencia ae insulina en ratones db/db se alivid ya
sea por medio de la eliminacidén genética de MCP-1 o por
expresion inducida por el gen de un péptido negativo
dominante (H. Kanda, et al. J. Clin. Invest. 2006, 116,
1494). La conversidn 1ldgica también se puede demostrar{
sobreexpresién de MCP-1 en tejido adiposo promovido por la
resistencia a la. insulina (N. Kaméi, et al. J. Biol. Chemn.
2006, 281, 26602). Un resultade conflictivo que muestra que
la eliminacién genética de MCP-1 no afecta la resistencia a
la insulina en los ratones db/db también ha aparecido (F. Y.
Chow. et al., Diabetologica 2007, 50, 471). Consistente con
los datos en MCP-1, 1los estudio% directos con CCR2 (el
receptor MCP-1l) ha demostrado qué juega un papel en la
formacidén de obeéidad Yy resistencia a la insulina inducida
por obesidad. El mantenimiento de una dieta alta en grasa

incrementa los numercs de monocitos inflamatorios CCR2*
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circulantes en ratones tanto tipo silvestre (C. L. Tsou, et
al. J. Clin. Invest. 2007, 117, 902) como ApoE’" (F. Tacke,
et al. J. Clin. Invest. 2007, 117, 185). La eliminacién
genética de CCR2 redujo los numeros de macrdéfagos activados
en tejido adiposo de murino (C. N. Lumeng, et al. Diabetes
2007, 56, 16), pero no afectdé a una poblacién de macrdfagos
adiposos M2 no obstante para mantener el estado ‘magro” (C.
N. Lumeng, et al. J. Clin. Invest. 2007, 117, 175). La
eliminacidén genética de obesidad inducida por dieta reducida
por CCDR2 y sensibilidad de insulina mejorada en‘modelo de
obesidad inducida por dieta (S. P. Weisberg, et al. J. Clin.
Invest. 2006, 116, 115; P Cornelius; RP Gladue, RS Sebastidn,
Patente de WO 2006,/013427 A2) 2006), dependiendo de las
condiciones experimentales (A. Chen, et al. Obes. Res. 2005,
13, 1311). La administracién de una molécula peguefia CCR2
antagonista también mejora la sensibilidad de insulina en
este mismo modelo (S. P. Weisberg, et al. J. Clin. Invest.
2006, 116, 115).

Dos estudios describieron el pépel importante de CCR2 en
inflamacién vascular inducida por hipertensién, remodelacidn,
e hipertrofia (E Bush et al., Hipertensidén 200, 36, 360; M
Ishibashi, et al. Circ. Res. 2004, 94, 1203).

Se concce qgue las MCP-1 se scbreregulan en esclerosis
miltiple humana, y se ha mostrado qee la terapia efectiva con

interferén B-1b reduce la expresién de MCP-1 en células
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mononucleares de sangre periféricéf lo 'que sugiere que 1la
MCP-1 juega un papel en el progreso de la enfermedad {Carla
Tarlori, et al., J. Neuroimmunol. 2002, 123, 170-179). Otros
estudios han demostradd el valor terapéutico potencial del
antagonismo de la interaccidn MCP-1/CCR-2 en el tratamiento
de la esclerosis mﬁitiple; todos estos estudios se han
demostrado en encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) ,
el modelo animal convencional para esclerosis multiple. La
administracidén de anticuerpos para ﬁCP—l a animales con EAE,
disminuye de manera importante la recurrencia de la
enfermedad (K. J. Kennedy, et al., J. Neuroimmunol. 1998, 92,
98). Adicionalmente, dos reportes recientes han mostrado
ahora que los ratones CCR-2 -/- sonﬁresistentes a EAE (B. T.
Fife, et al., J. Exp. Med. 2000, 195, 899; Leonid Izikson, et
al., J. Exp. Med. 2000, 192, 1075). Un reporte posterior
extiende estas obsefvaciones iniciales al examinar 1los
efectos de la eliminacidén de CCR2Z en ratones de diferentes
cepas (S. Gaupp, et al. Am. J. Pathol. 2003, 162, 139).
Notablemente, la administracidén de un antagonista CCR2 de
molécula pequefia también bloqued la progresién de la
enfermedad en ratones C57BL/6 (C. &. Brodmerkel, et al. J.
Immunol. 2005, 17%, 5370}.

Se conoce que la MCP-1 se sobreregula en pacientes que

desarrollan el sindrome de obliteracién de bronquiolitis

después del transplante de pulmén (Martine Reynaud-Gaubert,
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et al., J. of Heart and Lung Transplant., 2002, 21, 721-730;
John Belperio, et al., J. Clin. Inyest. 2001, 108, 547-556).,
En el modele murino del sindrome de obliteracidén de
bronquiclitis, la administracién de un aﬁticuerpo a MCp-1
lleva al alivio de la obstruccidén &e las vias respiratorias;
similarmente, los ratones CCR2 -/- son resistentes a 1la
obstruccién de las vias respiratorias en. el mismo modelo
(John Belperio, et al., J. Clin. Invest. 2001, 108, 547-556).
Estos datos sugieren gue el antagonismo de MCP-1/CCR2 puede
ser benefico en el tratamiento del rechazo de érganos después
del transplante. Ademas, los estudios han mostrado que la
disrupcion del eje MCP-1/CCR2 es' capaz de prolongar la
supervivencia del transplante de isleta (I Lee et al. J
Immunol 2003, 171, 6929; R Abdi et al., J Immunol 2004, 172,
767). En modelos de injerto de ratas, CCR2 y MCP-1 se mostrd
para sobreregular en injertos que desarrollan vasculopatia de
injerto (K Horiguchi et al., J Hea;t Lung Transplant. 2002,
21, 1090}. En otro estudio, la terapia de gen anti-MCP-1
atenua con la vasculopatia de injerto (A Saiura et al.,
Artherioscler Thromb Vasc Biol 2004, 24, 1886). Un estudio
descrbié la inhibicién de la formacidén neointima de injerto
de la vena experimental de MCP-1 (H Tatewaki et al., J Vasc
Surg. 2007, 45, 1236).

Otros estudios han demostrado el valor terapéutico

potencial del antagonismo de la interaccidn MCP-1/CCR2 en el
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tratamiento del asma. La detencién de MCP-1 con un anticuerpo
neutralizante en ratones con prueba inmunogénica con
ovalbumina resulta en wuna reduccidén marcada en las
hiperrespuestas bronquiales y la inflamacidn (Jose-angel
Gonzalo, et al., J. Exp. Med. 1998, 188, 157). Se prueba que
es posible reducir la inflamacidén alérgica de las vias
respiratorias en ratones con prueba inmunogénica con huevos
de Schistosoma mansoni a través- de la administracidén de
antiéuerpos para MCP-1 (Nicholas W. Lukacs, et al., J.
Immunol. 1997, 158, 4398). Consistente con esto, los ratones
MCP-1 -/- exhiben una respuesta reducida a 1la prueba
inmunogénica con huevos de Schistosoma mansoni (Bao Lu, et
al., J. Exp. Med. 1998, 187, 601).

otros estudios han demostrado el valor terapéutico
potencial del antagcnismo de la interaccidn MCP-1/CCR2 en el
tratamiento de enfermedades del rifidén. La administracién de
anticuerpos para MCP-1 en un modelo murinc de nefritis
glomerular, resulta en una reducciép marcada en la formacidn
creciente glomerular y la deposicigh del coldgeno de tipo I
(Clare M. Lloyd,‘ et al., J. Exp. Med. 1997, 185, 1371).
Ademas, los ratones MCP-1 -/- con nefritis de suero
nefrotdédxico inducido muestran importantemente menos déﬁo
tubular que sus éontrapartes MCP-1 +/+ (Gregory H. Tesch, et
al., J. Clin. Invest. 1999, 103, 73).

Varios estudios han demostrado el valor terapéutico
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potencial del antagonismo de la interaccidén MCP-1/CCR2 en el
tratamiento del lupus eritematoso sistémico. Los ratones
CCR2™'" nmuestran supervivencia prolongada vy <reducen la
enfermedad renal con relacidn a su contraparte WT en un
modeloe murino de lupus eritematoso sistémicb (G. Perez de
Lema, et al. J. Am. Soc. Neph. 2005, 16, 3592). Estos datos
son consistentes con la actividad que modifica la enfermedad
encontrada en estudios recientes en la eliminacidén genética
de MCP-1 (S. Shimizu, et al. Rheumatology (Oxford) 2004, 43,
1121; Gregory H. Tesch, et al., J. ﬁxp. Med. 1999, 190, 1813)
o la administracidn de un antagonista péptido de CCR2 (H.
Hasegawa, et al. Artritis & Rheumatism 2003, 48, 2555) en
modelos de rcedores de lupus.

Un incrementc marcado de 30 veces en linfocitos de la
lamina propria CCR2" se observd en los intestincs delgados de
pacientes con enfermedad de Crohn con felacién al ileo sin
enfermedad (S. J. Connor, et al. Gut 2004, 53, 1287). También‘
se nota, Jgue hayluna expansidén en ef subconjunto de monocitos
CCR2'/CD14%/CD56" circulantes en pacientes con enfermedad de
Crohn activa con relacién a los controles. Diversos estudios
en roedores han demostrado el valor terapéutico potencial de
antagonismo de la interaccidén MCP-1/CCR2 en el tratamiento de
enfermedad de Crohn/colitis. ﬁgs ratones CCR2/™ se
protegiercon de los efectos de la colitis inducida por.sulfato

de scdio de dextrano (Pietro G. Andres, et al., J. Immunol.
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200, 164, 6303). La administracién de un antagonista de
molécula pequefia de CCR2, CCR5 y CXCR3 (afinidades de enlacé
de murino = 24,v236 y 369 nM, respectivamente) también se
protege contralla colitis inducida por sulfato de sodio de
dextrano (H. Tokuyama, et al. Int. Immunol. 2005, 17, 1023).
Finalmente, los ratones MCP-1-/- .mostraron dafio coldnico
reducido substancialmente (tanfo macroscédpico como
histoldégico) en un modelo inducido por haptenoc de colitis (W.
I. Khan, et al., Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol.
2006, 291, G803).

Dos repcrtes describen la sobreexpresidén de MCP-1 en las
células epiteliales intestinales y?nmcosa del intestino de
pacientes con enfermedad del intestino inflamatorio (H. C.
Reinecker, et al., Gastroenterology 1995, 108, 40 and Michael

C. Grimm, et al.u J. Leukoc. Biol. 1996, 59, 804).

Un estudio describid la asociacidén del polimorfismo del

promotor en el gen MCP-1 con esceroderma (esclerosis
sisteémica) (S Karrer et al., J Invest Dermatol. 2005, 124,
92). En modelos- relacionados de .fibrosis de tejidos, la

inhibicidn del eje CCR2/MCP-1 reduce la fibrosis en la'piel
(T Yamamoto and K Nishioka, J Invest Dermatol 2003, 121, 510;
AM Ferreira et al., J Invest Deramtol. 2006, 126, 1900),
pulmén (T Okuma et al., J Pathol. 2004, 204, 594; M Gharace-
Kermani et al., Cytokine 2003? 24, 266), rifiédn (K Kitagaea et

i

al., Am J Pathol. 2004, 165, 237; T Wada et al., J Am Soc
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Naphrol 2004, 15, 940), corazdén (S Hayashidani et al.,
Circulation 2003, 108, 2134) e hiquo (S Tsuruta et al., Int
J Mol Med. 2004, 14, 837). B

Un estudio ha demostrado el valor terapéutico potencial
del antagonisme de la interaccidén MCP-1/CCR2 en el
tratamiento de alveolitis. Cuando ratas con lesidén pulmonar
del complejo inmune IgA se tratan intravenosamente con
anticuerpos sacados de rata MCP-1 (JE), los sintomas de la

alveolitis se alivian parcialmente (Michael L. Jones, et al.,

J. Immunol. 1992, 149, 2147).

Varios estudios han demostrado el valor terapéutico

potencial del antagonismo de la interaccién MCP-1/CCR2 en el
tratamiento de céncer (revisado en: M. J. Craig and R. D.
Loberg, Cancer Metastasis Rev. 2006, 25, 611; I. Conti and B.
Rollins, Seminars in Céancer Biologf 2004, 14, 149; R. Giles
and R. D. Loberg, Curr. Céncer Drﬁg Targets 2006, 6, 659).
Cuando ratones :inmunodeficientes gque portan células de
carcinoma de mama humano se trataron con un anticuerpo anti-
MCP-1, se observo la inhibicidn de micrometdstasis de pulmén
y el incremento en la supervivencia (Rosalba Salcedo, et al.,
Blood 2000, 96, 34-40). Usando especies con tumor clinico
humano, la expresién CCR2 se asocid con la progresién de
cancer de préstata (Y. Lu, et l.flJ. Cell. Biochem. 2007,
101, 676). Se ha mostrado in vitro, la expresidén MCP-1 para

mediar el crecimiento y la invasidn de la célula de céncer de
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préstata (Y. Lu et al., Prostate 2006, 66, 1311);
adicionalmente, MCP-1 expresado por las células de cédncer de
préstata inducido por los progenitores de la médula dJ&sea
humana para la reabsorcidén del hueso (Y. Lu, et al., Céncer
Res. 2007, 67, 3646).

Estudios miltiples han descrito el wvalor terapéutico
potencial del antagonismo de la interaccidén de MCP-1/CCR2 en
el tratamiento de las restenosis. En humanos, los niveles de
MCP-1 se correlacionan directamente con el riesgo para'las
restenosis (F. Cipollone, et al. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol.. 2001, 21, 327). Los ratones deficientes en CCR2 o en
MCP-1 muestran reducciones en el &rea intima y en la relacidn
intima/media (con relacidén a las camadas de tipo silvestre)
después de la lesién de la arteria {(Merce Roque, et al.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2002, 22, 554; A. Schober,
et al. Circ. Res. 2004, 95, 1125; W. J. Kim, et al. Biochem
Biophys Res Comdn. 2003, 310, 936) . En ratones, la
transfeccidén de un inhibidor negat%vo dominante de MCP-1 en
el misculo esqueletal (K. Egashirai et al. Circ. Res. 2002,
90, 1167) también reduce la hiperplasia intima después de la
lesidén arterial. E1 blogueo de CCR2 usando un anticuerpo
neutralizando reduce la hiperplasia neointima después de que
se coloca en endoprotesis vascular en primates (C. Horvath,
et al. Circ. Res. 2002, 90, 488).

Dos reportes describen la sobreexpresidén de ratas MCP-1

TN e
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con trauma de éerebro inducido (J. S. King, et al., J.
Neuroimmunol. 1994, 56, 127, and Joan W. Berman, et al., J.
Tmmunol. 1996, 156, 3017). Ademds, los estudios han mostrado
que tanto ratones CCR2™/" (0. B. Dimitrijevic, et al., Stroke
2007, 38, 1345) como MCP-1"" (P., M. Hughes, et al., J.
Cereb. Blood Flow Metab. 2002, 22, 308) se protegen
parcialmente de la lesidn por isguemia/reperfusioén.

Se conoce gue los monocitos/macrdfagos juegan un papel
importante en el desarrollo del dolor neuropdtico (Liu T, van
Rooijen N, Tracey DJ, Pain 2000, ?86, 25). Consistente con
esta nocidén, un papel potencial para CCR2 en el tratamiento
de tanto el dplor inflamatoric c¢omo neurcopdtico se han
descrito recientemente. Los ratones CCR27/~ muestran
respuestas alferadas para dolor inflamatorio con relacidn a
sus contrapartes WT, incluyendo comportamiento de dolor
reducido después de la inyeccidén de formalina entre las
plantas y reduce ligeramente la alodinia mecdnica déspués de
la inyeccidén CFA entre plantas (C. Abbadie, et al. Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 2003, 100, 7947). Ademds, los ratones
CCR2™/" no desplegan alodinia mecéanica importante después de
lesidén de nervio cidtico. De forma similar, un antagonista
CCR2 de molécula pequefia reduce labalodinia mecanica a ~80%
de niveles pre-lesidén después de la administracidn oral (C.
Abbadie, J. A. Lindia, and H. Wang, WO PCT 110376, 2004).

Un estudio describid el papel critico de MCP-1 en

27
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cardiomiopatia isquémica (N. G. Frangogiannis, et al.,
Circulation 2007, 115, 584). Otro estudio describe 1la
atenuacidén de insuficiencia cardiaca experimental seguido por
la inhibicién de MCP-1 (S Hayashidani et al., Circulation
2003, 108, 2134).

Otros estudios han proporcioﬁadO' evidencia de que 1la
MCP-1 se sobreexpresa en varios estados de enfermedad no
mencionados arriba. Estos reportes proporcionan una evidencia
correlativa de que los antagonistas de MCP-1 podrian ser
terapéuticos uUtiles para tales enfermedades. Otro estﬁdio ha
demostrado la sobreexpresidn de: MCP-1 en aloinjertos
cardiacos de roedores, lo que sugiere un papel para la MCP-1
en la patogénesis de la artericesclerosis de transplante
(Mary E. Russell, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90,
6086). La sobreegpresién de MCP-1 se ha notade en las células
endoteliales de pulhén de pacientes con fibrosis pulmonar
idiopdtica (Harry N. Antoniades, et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1992, 89, 5371). Similarmgnte, la .sobreexpresidn de
MCP-1 se ha notado en la piel de pacientes con psoriasis (M.
Deleuran, et al., J. Dermatol. Sci. 1996, 13, 228, and R.
Gillitzer, et al., J. Invest. Dermatol. 1993, 102, 127)} los
hallazgos correlativos con predominancia de células CCR2+
también se han reportado (C. Vestergaard, et al. Acta Derm.

Venerol. 2004, 84, 353). Finalmente, un reporte reciente ha

mostrado que MCP-1 se sobreexpresa en los cerebros y fluido
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cerebroespinal de pacientes con demencia asociada con el VIH-
1 (Alfredo Garzino-Demo, WO 99/46991).

Ademas, se ha demostrado gqgue el polimorfismo CCR2 se
asocia con 1la safcoidosis al menos en un subconjunto de los
pacientes (P. Spagnolo, et al. Am J Respir Crit Care Med.
2003, 168, 1162).

También deberd notarse que CCR-2 se ha implicado como un
co-receptor para algunas cepas de VIH (B. J, Doranz, et al.,
Cell 1996, 85, 1149). También se ha;determinado que el uso de
CCR-2 como un co;receptor del VIH estd correlacionado con el
progreso de la enfermedad (Ruth I. Connor, et al., J. Exp.
Med. 1997, 185, 621). Este hallazgo es consistente con el
reciente hallazgo de qgue la presencia de un mutante CCR-2,
CCR2-641I, estd correlacionado posit#vamente con el retardo en

el inicio del VIH en la poblacién humana (Michael W. Smith,

et al., Science 1997, 277, 959). No obstante que la MCP-1 no

se ha implicado en estos procesos, puede ser que los
antagonistas de MCP-1 gue actuan por medio del enlace al CCR-
2 puedan tener efectos terapéuticos benéficos en el retardo
del progreso de la enfermedad para el SIDA en pacientes
infectados con el VIH.

Se notara qﬁe CCR-2 también :es el receptor para las
gquimiocinas MCP-2, MCP-3 y MCP-4 (Luster, New Eng. J. Med.
1998, 338, 436-445). Ya que 1los nuevos compuestos de la

férmula (I) descritos en la presente, antagonizan la MCP-1
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por el enlace al receptor CCR-2, puede ser gque estos
compuestos de la fdérmula (I} también sean antagonistas

efectivos de las acciones de MCP-2, MCP-3 y MCP-4 qQue estdn

mediadas por CCR-2. En consecuencia, cuandc se  hace
referencia a “antagonismo del MCP-1”, se supone gue esto es
un equivalente de “antagonismo de la estimulacidén de

quimiocina de CCR-2*".

En consecuencia, los compuestos que modulan la actividad
de gquimiocina pueden demostrar un intervalo amplio de
utilidades al tratar enfermedades inflamatorias, alérgicas,
auvtoinmunes, metabdlicas, cancer vy/¢ cardiovasculares. La
Publicacidén de Solicitud de Patente de EUA. W02005021500 Al
(incorporado en la presente para referencia y se asigna a la
solicitud presente) describe compuestos que modulan la
actividad MCP-1, MCP-2, MCP-3 y MCP-4 por medio de CCR2. La
referencia también describe varios procesos para preparar
estos compuestos incluyendo sintesis de etapa multiple que
incluye la introduccidén vy la elimiﬁécién posterior de grupos
protectores.

Es deseable encontrar nuevos compuestos con
caracteristicas farmacoldgicas mejoradas comparadas con
moduladores de ia guimiocina conécida. Por ejemplo, es
deseable encontrar nueveos compuestos con actividad inhibidora
CCR-2 mejorada vy selectividad para CCR-~-2 contra otros

receptores acoplados a la proteina G (esto es, receptor
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SHT2A) . También es deseable encontrar compuestos con
caracteristicas ventajosas y mejoradas en una o mds de las
siguientes categorias:

(a) propiedades farmacoldégicas (esto es, solubilidad,
permeabilidad, receptibilidad para formulaciones de
liberacidén sostenida);

{b) requerimientos de dosis (por ejemplo, dosis
inferiores y/o0 dosis una vez diaria);

(c) factores los cuales disminéyen las caracteristicas a
través de un pico de concentracién de sangre (esto es,
liberacidén y/o volumen de la distribucidn);

(d) factores gue incrementan la concentracidén de farmaco

activo al receptor (esto es, proteina enlazada, volumen de

distribucidn);

{e) factores que disminuyen la responsabilidad de
interacciones clinicas fdrmaco-farmaco (inhibicidén o)
induccién de la enzima P450 dé citocromo, tales como

inhibicidén de CYP 2D6, ver G.K. Dresser, J.D. Spence, D.G.
Bailey, Clin. Pharmacolkinet. 2000, 38, 41-57, la cual se
incorpora en la presente para referencia);

(£} factores que disminuyen el potencial para efectos
secundarics adversos (por ejemplo,t;eceptores acoplados a 1la
proteina G . superiores a la selectividad farmacoldgica,
reactividad metabdlica o quimica potencial, penetracién CNS

limitada, selectividad del canal de ion). Es especificamente
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deseado encontrar compuestos que tienen una combinacidn
deseada de lés caracteristicas farmacoldgicas antes
mencionadas.

Tambieén se desea en la técnica proporcionar procesos
nuevos y/o mejorados para preparar tales compuestos. Estos
procesos pueden caracterizarse, ‘sin limitaciédn, por a)

5
adaptacidén facil para produccidén a grande escala, tales como
planta piloto o escalas de manufactura; b) etapas de procesos
y/o técnicas que faciliten mejoras en la pureza (incluyendo
pureza quimica)> estabilidad y/o facilidad de manejo de los
intermediarios y/o compuestos finafés; y/0 C) menores etapas
de proceso,

Sumario de la Invencidén’

La presente invencién proporciona antagonistaé o)
agonistas/antagonistas parciales novedosos de la actividad
del receptor MCP-1: N-((1R,2S,5R}-5-(tert-butilamino)-2-((S)-
2-0x%x0-3- (6~ (trifluorometil)quinazolin-4~ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, o wun sal, solvato o profdrmaco
farmacéuticamente aceptables de 1los mismos, gque tiene una

combinacidén inesperada de caracteristicas farmacoldgicas

‘deseables. Las formas cristalinas de la presente invencidén

también se proporcionan. Las composicicnes farmacéuticas que
contienen los mismos y los métodos de uso de los mismos como
agentes para el tratamiento de enfermedades inflamatorias,

enfermedades alérgicas, autoinmunes, metabdlicos, céncer y/o
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cardiovasculares también es un objegivo de esta invencidn. La
presente descripcidn también proﬁorciona un proceso para
preparar los cormpuestos de la fdérmula (I), incluyendo N-
((1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-
(trifluorometil)qguinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-

il)ciclohexil)acetamida:

en donde R', R®, R®, R' Vv son como se describen

en la presente. Los compuestos que son intermediarios udtiles
de los procesos también se proporciénan en la presente.

La presente descripcidén también proporciona el
uso de N—((iR,2S,5R)—5-(tert—butilamino)—z—((S)—2—

oxo-3~(6-(trifluorometil)guinazolin-4-

ilamino)pirrolidin-1l-il)ciclohexil)acetamida, 0 un
sal, solvato 0 profarmaco farmacéuticamente
aceptables, para la manufactura de un medicamento

para el tratamiento de enfermedades inflamatorias,
enfermedades alérgicas, autoinmunes, metabdlicos,

cédncer y/o cardiovasculares.
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Breve Descripcidn de las Figuras

Figura 1. Patrones en polvo experimentales y simulados
de N—((lR,2S,5R)—5—(tert—butiiamino)—Z—((S)—2—oxo—3~(6—
(trifluorometil)quinazolin—4—i1amin0)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida, hemi-hidrato, Forma HO.5-4.

Figura 2. Patrones en polvo experimentales y simulados
de N-((1R,2S,5R})-5-(tert-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3- (6-
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base libre, Forma N-2.

Figura 3. Patrones en polvo experimentales y simulados
de N~((lR,2S,5R)—5—(tert—butiiamino)—2—((S)—2—oxo-3~(6—
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, 1.7%5 moles H;O, Forma Hl.75-5.

Figura 4. Patrones en polvo experimentales y simulados
de N—((lR,2S,5R)—5—(tert—buti}amino)—2—((S)—2—oxo—3—(6—
(trifluorometil)quinazolin~4—ilaminé)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida, solvato de mono-etanol, Forma E-1.

Figura 5. Patrones en polvo experimentales y simulados
de N~ ((1R,2S,5R) -5~ (tert-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3~(6-
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, solvato de dcido mono-acético, Forma
HAC-1.

Figura 6. Patrones en polvo experimentales y simulados
de N-((1R,2S,5R)-5-({tert-butilamino)-2-((S)-2-oxo0-3-(6-

(trifluorometil)quinazeolin-4-ilamino)pirroelidin-1-



10

15

20

25

- 28 -

A

n ol Aa0
il)ciclohexil)acetamida, solvato dg mono-R-propilen glicol,
Forma RPG-3.

Figura 7. DSC de N-{(IR,2S,5R)-5- (tert-butilamino)-2-
{((S)-2-ox0-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrelidin-1-il)ciclohexil)acetamida, hemi-hidrato,
Forma HO.5-4.

Figura 8. TGA de N—((lR,ZS,éR)—5—(tert—butilamino)—2—
((S)-2-0ox0-3-(6-(triflucrometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, hemi-hidrato,
Forma HO.5-4.

Figura 9. DSC de N-{{1R,2S5,5R)-5-(tert-butilamino)-2-
((8)-2-0ox0-3-(6-({trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, base libre,
Forma N-2. | .

Figura 10. TGA de N-((1R,28,5R)-5-(tert-butilamino) -
2-((S)-Z2-0x0-3-{6-(triflucrometil)qguinazolin-4-
ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, base libre,
Forma N-2.

Figura 11. Isotermia de Sorcién de Vapor de N-
({1R,25,5R) -5~ (tert-butilamino)-2-((S)-2-ox0-3-(6-
(trifluorometil)quinazolin—4—ilamino)pirrolidian-
il)ciclohexil)acetamida, base libre, Forma N-2 a 25¢C,

Figura 12. ° DSC de N-((IR,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-
2-((8S)-2-0ox0-3-(6-(trifluorometil)qguinazolin-4-

ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, 1.75 moles H0,

¢¢//L '51'2;:713
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Forma H1.75-5.
Figura 13. TGA de N-{{lR,25,5R)-5-{tert-butilamino)-

2-{(8)-2-ox0-3-{6-(trifluorometil)qiinazolin-4-
ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, 1.75 moles H,0,
Forma H1.75-5,

Figura 14. DSC de N-{{1lR,2S5,5R)-5-(tert-butilamino)-
2-({(S)-2-0ox0-3-(6-(triflucrometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidin—l—il)ciclohexil)dcetamida, solvato de
acido mono-acético, Forma HAC-1.

Figura 15. TGA de N-({1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-
2-((S)-2-ox0-3-(6-(trifluorcmetil)guinazolin-4-
ilamino)pirrolidin-1l-il)ciclohexil)acetamida, solvato de
acido mono-acético, Forma HAC-1,

Figura 16. DSC de N-{(1R,2S8,5R)-5-(tert-butilamino) -
2—((S)~2—oxo—3—(6—(trifluorometil)quinazolinv4-
ilamino)pirrolidin—l—il)ciclohexil);cetamida, solvato de
mono-etanol, Forma E-1,

Figura 17. TGA de N-{((1R,2S8,5R)-5-(tert-butilamino) -
2-((8)-2-0ox0-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidin-l—il)ciclohexil)qcetamida, solvato de

mono-etanol, Forma E-1.

Figura 18. DSC de N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-
2-({(8S}-2-0x%x0-3-(6-(trifluorometil)gquinazolin-4-
ilamino)pirrolidin-1l-il})ciclohexil)acetamida, solvato de

mono-R-propilen glicol, Forma RPG-3.
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Figura 19. TGA de N-((1lR,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-
2-{((S)-2-0ox0o-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-
1lamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, solvato de

mono-R-propilen glicol, Forma RPG-3.

Figura 20, _ Modelo de desafio intradermal en monos
cinomdélogos: El1 Ejemple 1 inhibe el reclutamiento celular
mononuclear a la piel. |

Figura 21, Peritonitis TG de 48 horas en ratdédn hCCR2
KI: Ejemplo 1 inhibicidn de la infiltracidén de
monocito/macréfago en la cavidad peritoneal.

Figura 22. EAE en ratdén hCCR2 KI (encefalomielositis
autoinmune experimental) : Ejemﬁlo 1 tratamiento de
calificacidn clinica reducida.

Figura 23. Espectro de RMN de protones del Ejemplo
1, 29 Preparaciéﬁ Alternativa, Etapa 3- Compuesto 7.

Figura 24. Espectro de RMN de protones del Ejemplo
1, 2% Preparacidén Alternativa, Etapa 4 - Compuesto 8.

Figura 25. Espectro de RMN de protones del Ejemplo
1, 2% Preparacién Alternativa, Etapa 4 - Compuesto 9.

Figura 26. Espectro de RMN de protones del Ejemplo
1, 2% Preparaciédn Alternativa, Etapa 4 - Compuesto 10.

Figura 27. - Espectro de RMN de protones del Ejemplo
1, 2% preparacién Alternativa, Etapa 5- Compuesto 11.

Descripcién Detallada de la Invencidn

La presente invencidn proporciona un antagonista o
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agonistas/antagonistas parciales novedosos de la actividad
del receptor MCP-1: N-{(1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-2-((S)-
2—oxo—3—(6-(trifluorometil)quinazolin—4—ilamino)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida, o un sal, solvato o pfoférmaco
farmacéuticamente aceptables de los mismos, que tiene una
combinacidén inesperada de caracteristicas farmacoldgicas
deseables. Las formas cristalinas de la presente invencidén
también se proporcionan. Las composiciones farmacéuticas que
contienen los mismos y los métodos de uso de los mismos como
agentes para el tratamiento de enfermedades inflamatorias,
enfermedades alérgicas, autoinmunes, metabdlicas, cancer vy/o
cardiovasculares también es un objetivo de esta invencidn. La
presente descripcidén también vpropprciona un proceso para
preparar los compuestos de la fdérmula (I), incluyendo N-
((1R,2S,5R) -5- (tert-butilaminoe) -2-( (S)-2-o0x0-3- (6-

(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-

il)ciclohexil)acetamida:

en donde R*, R®, R?, R vy (::) son como se describen
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en la presente. Los compuestos que son intermediarios utiles
de los procesos también se proporcionan en la presente.

La N-((1lR,2S,5R)-5-{tert-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-
(trifluorometil)quinazolin-4—i1aminq)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida, demuestra inesperadamente una
combinacion deseable de caracteristicas farmacoldgicas
incluyendo un grado alto sorpresivamente de biodisponibilidad
oral en combinacidén con indicaciones que es altamente eficaz
y tiliene criterios de seguridad excelentes.

Los moduladores conocidos de 1los receptores CCR2Z2, tales
como aguellos descritos en la publicacidédn de Patente
Wo2005021500 Al publicado el 10 detharzo de 2005 (Patente de
EUA No. 7,163,837, presentada el 16 de Enero de 2007,
asignado para la Solicitud actual) gque demuestra un grado
adecuado de permeabilidad de membrana (un factor critico de
biodisponibilidad oral), no son suficientemente eficaces,
como se mide por su capacidad de eniazar a CCR2 (una medicidn
de eficacia), y/0o carecen de criterios apropiados para
seguridad comc se indica por la selectividad del canal de
iones como se mide por hERG y estudios del canal de iones
Na+.

En contraste, como se ilustra poOr los datos presentados
en la presente en la seccidn titulada “Caracteristicas
farmacolégicas comparativas”, infra, la relatividad de

molécula polar, N-{(1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-2-((S)-2~
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oxo—3-(6—(trifludrometil)quinazolin¥4—i1amino)pirrolidin~l—
il)ciclohexil)acetamida demuestra un grado sorpresivamente
alto de permeabilidad de membrana, y todavia mantiene la
capacidad de enlazar a CCR2 potente junto con selectividad
del canal de iones excelente.

En consecuencia, 1la presente ?invencién_ proporciona un
modulador de quimiocina nuevo que tiene caracteristicas
farmacoldgicas mejoradas qgue se esperan para ser Utiles en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, alérgicas,
autoinmunes, metabdlicas, de cdncer y/o cardiovasculares.

MODALIDADES

En una modalidad, la descripcidon se dirige a N-
((1R,28,5R)—5—(tert—butilamino)—2—((S)—2—oxo—3-(6—
(trifluorometil)qﬁinazolinw4—ilamino)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida, y sales farmacéuticamente aceptables
de los mismos.

Otra modalidad es una forma cristalina de N-((lR,2S,5R)-
5- (tert-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluorometil)quinazolin—4—ilamin65pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida, base libre.

Otra modalidad es una forma cristalina de N-{((lR,2S,5R}-
5-(tert-butilamino)-2-((S)~2-0x0-3~(6-
(crifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base 1libre, 1la forma cristalina

comprende de la forma N-2.
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Otra modalidad es una forma N-2 caracterizada porque (o
tiene) pardmetros de célula unitaria substancialmente igual a
lo siguiente:

Dimensiones de célula:

a = 18.7240 (4)
b = 8.0171 (2)

c = 19.6568 (5)
o = 90

B = 114.935 (2))
Y = 90

V(AY) = 2675.7(1)
Grupo de espacio P2:2:2;
Moléculas/célula unitaria 2

en donde el cristal es a una temperatura de alrededor de
+22°C (TA).

Otra modalidad es una forma N-2 caracterizada por (o
tiene) un patrén de difraccidén de polvo de rayos X que
comprende tres o méds valores 20 (CuKa A = 1.54183)
seleccionadoé de 5.5, 9.1, 12.1, 14.0 vy 19.2, a una
temperatura de alrededor de 22°C,.

Otra modalidad es una forma N-2 caracterizada por (o

_tiene) un patrén de difraccidn de polvo de rayos X que

comprende ademds cuatro o0 mds valores 20 (CuKo A = 1.5418A)
seleccionados del grupo que de 5.5, 9.1, 12.1, 14.0 y 19.2 a

una temperatura de alrededor de 22°C.
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Otra modalidad es una forma N-2 caracterizada por (o
tiene) coordenadas atdémicas fraccionales substancialmente
como se enlistan en la Tabla 3.

Otra modalidad es una forma N-2 caracterizada por (o
tiene) un patron de difraccidén de polvo de rayos X
substancialmente de acuerdo a la figura 2.

Otra modalidad es una forma cristalina de N—((lR,?S,SR)—
5-{tert-butilamino)~-2-{{S)-2-0ox0o-3-(6~
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, sal del &cido di-bencensulfénico,
gque comprende la forma H1.75-5 (1.75 moles de agua),
caracterizada por los parémetrés de qélula unitaria
encontrados en la Tabla 1; 3 é 4 o mads valores 20 (CukKa A =
1.5418A) seleccionados de la Tabla 9; coordenadas’ atdémicas
fraccionales substancialmente como se enlistan en la Tabla 4;
y/o0 un patrén de difraccién de polve de rayos X
substancialmente de acuerdo a la figura 3.

Otra modalidad es una forma cristalina de N- ((1R,2S,5R)-
5—(tert—butilamino)—2—((S)—2—oxo—3—g§— |
(trifluorometil)qﬁinazolin—4-ilamin6)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida, base libre, que comprende la forma
HO0.5-4 (hemi-hidrato), caracterizada por los paradmetros de

célula unitaria encontrados en la Tabla 1; 3,6 4 o mas
valores 20 (CuKa A = 1.54183) seleccionados de la Tabla 9;

coordenadas atdmicas fraccionales substancialmente como se
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enlistan en la Tabla 2; y/o un patrdn de difraccién de polvo
de rayos X substancialmente de acuerdo a la figura 1.

Otra modalidad es una forma cristalina de N-{{lR,2S,65R)-
5-({tert-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base libre, que comprende la forma
E-1 {solvato de mono-acetona), caracterizada por los
parametros de célula unitaria encontrados en la Tabla 1; 3 6
4 o mas valores 20 (CuKoo A = 1.5418A) seleccionados de 1la
Tabla 9; coordenadas atdémicas fraccionales substancialmente
como se enlistan en la Tabla 5; y/o un patrén de difraccidn
de polvo de rayos X substancialmente de acuerdo a la figura
4,

Otra modalidad es la forma cristalina de N-((1R,2S,5R)-
5-(tert-butilamino)-2-((8)-2-oxo-3-(6-
(trifluorometil)quinazolin—4—ilamin6)pirrolidin—l~
il)ciclohexil)acetamida, base libre, gque comprende ia forma
(solvato de 4dacido mono-acético), caracterizada por los
parametros de célula unitaria encontrados en la Tabla 1; 3 &
4 o mds valores 28 (CuKa A = 1.5418A) seleccionados de la
Tabla 6; coordenadas atodmicas fracciohales substancialmente
comoc se enlistan en la Tabla 6; y/o un patrdén de difraccidn
de polvo de rayos X substancialmente de acuerdo a la figura
5.

Otra modalidad es una forma cristalina de N-((1R,2S,5R)-
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5-{tert-butilamino}-2-((S)-2-ox0-3-(6-
(trifluorcometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base libre que comprende la forma
IPA-1 (solvato de mono-isopropanol), caracterizada por los
parametros de célula unitaria encoﬂérados en la Tabla 1; 3 &
4 o mas valores 20 (CuKa A = 1.5418A) seleccionados de la
Tabla 9; coordenadas atdmicas fraccionales substancialmente
como se enlistan en la Tabla 7.

Otra modalidad es una forma cristalina de N-((1R,2S,5R)-
5;(tert—butilamino)—2v((S)-2—oxo—3—(6—
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base libre que comprende la forma
RPG-3 ({solvato de mono-R-propilen glicol), caracterizada por
los pardmetros de célula unitaria . encontrados en la Tabla 1;
3 64 o mds valores 20 (CuKa A = 1.5418A) seleccionados de la
Tabla 9; coordenadas atdmicas fraccionales substancialmente
como se enlistan en la Tabla 8 y/o un patrdon de difraccidn de
polvos de rayos X substancialmente ée conformidad a la figura
6.

Otra meodalidad, es una composicidn farmacéutica, que
comprende un portador farmacéuticamente aceptable y un
compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para la modulacidn de 1la
quimiocina o la actividad del receptor de la quimiocina, que

comprende administrar a un pacienté que necesite del mismo
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una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de los
ejemplos.

Otra modalidad es un método para la modulacidén de la
actividad del receptor CCR-2 que comprende administrar a un
paciente gue necesita del mismo una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para la modulacién de MCP-1,
MCP-2, MCP-3, y MCP-4 y la actividad MCP-5 que estad mediada
por el receptor CCRZ‘que comprende administrar a un paciente
gque necesita del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva
de un compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un meétodo para la modulacidn de la
actividad MCP-1 gue comprende administrar a un paciente que
necesita del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de
un ccompuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para inhibir la actividad
CCRZ2 y CCR5 que comprende administrar a un paciente gque
necesita del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para tratar trastornos, gue
comprende administrar a un pacienté que necesita del mismo
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de los
ejemplos, los traétornos se seleccionan de otra modalidad es
un metodo para tratar trastornos, que comprende administrar

al paciente que necesita del mismo una cantidad
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terapéuticamente efectiva de un compuesto de los ejemplos,
los trastornos se seleccionan de diabetes, obesidad, sindrome
metabdlico, apoplejia, dolor neurcpdtico, cardiomiopatia
isquémica, psoriasis, hipertensidn, esqueroderma,
osteoartritis, aneurisma, fiebre, énfermedad cardiovascular,
enfermedad de Crohn, insuficiencia cardiaca congestiva,
enfermedades autoinmunes, infeccidn por  VIH, demencia
asociada con VIH, psoriasis, fibrosis pulmonar idiopé&tica,
arterioesclerosis jelola transplante, trauma cerebral

fisicamente o quimicamente inducido, enfermedad inflamatoria

del intestino, ~alveolitis, colitis, lupus eritemétoso
sistémico, nefritis de suero nefrotdxico, nefritis
glomerular, asma, esclerosis miltiple, arterioesclerosis,
vasculitis, placas vulnerables, artritis reumatoide,
restenosis, hiperplasia necintima venosa, hiperplasia

neointima de injerto de didlisis, hiperplasia intima de
derivacién arteriovencsa, transplante de érganos, nefropatia
de aloinjerto crdnico y céncer. ’

Otra modalidad es un método para tratar trastornos, que
comprende administrar a un paciente gue necesita del mismo
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de los
ejemplos, en donde los trastornos se seleccionan de diabetes,
obesidad, enfermedad de Crohn, pso;iasis, fibrosis pulmonar
idiopatica, arterioesclerosis por transplante, trauma

cerebral fisicamente o0 quimicamente inducido, enfermedad
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inflamatoria del intestino, alveolitis, colitis, lupus
eritematoso sistémico, nefritis de suero nefrotédxico,
nefritis glomerular, asma, esclercsis maltiple,
arterioesclerosis y artritis reumatoide, restencsis,

transplante de dérganos, y cancer.

Otra modalidad es un método para tratar trastornos, que
comprende administrar a un paciente qﬁe necesita del mismo
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de los
ejemplos, en donde los trastornos se seleccicnan de diabetes,
obesidad, enfermedad de Crohn, lupﬁs eritematoso sistémicb,
nefritis glomerular, esclerosis miltiple, arterioesclerosis,
restenosis vy tranSplanteAde drgancs.

Otra modalidad es un método para tratar trastornos, que
comprende adminiétrar & un paciente que necesita del mismo
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de los
ejemplos, en donde 1los trastornos se seleccionan de
esclerosis multiple, arterioesclerosis, enfermedad de Crohn_y
diabetes.

Otra modalidad es un método para tratar trastornos, que
comprende administrar a un paciente que necesita del mismo
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de los
ejemplos, en donde los trastornos se seleccionan de
restenosis, transélante de drganos, ; cancer.

Otra modalidad es un método para tratar diabetes, que

comprende administrar a un paciente que necesita del mismo
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una cantidéd terapéuticamente efectiva de un compuesgo de 1los
ejemplos.

Otra modalidad es un método para tratar la enfermedad de
Crohn, que comprende administrar a un paciente que necesita
del mismo una canﬁidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para tratar la esclerosis
multiple, que comprende administrar a un paciente que
necesita del mismo una cantidad terapéuticamente eféctiva de
un compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para tratar la
ateroesclerosis, que comprende administrar a un paciente que
necesita del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para tratar la restenosis,
que comprende administrar a un paciente gque necesita del
mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto
de los ejemplos.

Otra modalidad es un método péra tratar el transplante
de Organos, que comprende administrar a un paciente que
necesita del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para tratar el cancer, que
comprende administrar a un pacienté que necesita del mismo

una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de los
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ejemplos.

Otra modalidad es un método para tratar el cdncer, en
donde el cancer se selecciona de céncer de mama, cancer de
higado, céncer dé préstata y melanoma.

Otra modalidad es un método para tratar enfermedades
inflamatorias, enfermedades alérgicas, autoinmunes,
metabdlicas, cancer y/c¢ cardiovasculares que comprende
administrar a un paciente que necesita del mismo una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de los ejemplos.

OCtra modalidad es un métodos para tratar enfermedades
inflamatorias, alérgicas, autoinmunes, metabolicas, cdncer
y/o cardiovasculares las cuales spn al menos parcialmente
mediadas por CCR-2, que comprende ;dministrar a un paciente
que necesita del mismo una cantidad\terapéuticamente efectiva
de un compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad es un método para la modulacidn de 1la
actividad CCR2 gue comprende administrar a un pacienté que
necesita del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto de los ejemplos.

Otra modalidad és un método para la modulacidn de la
actividad MIP-1P waANTES que es mediada por el receptor CCRS
que comprende administrar a un paciente gque necesite del
mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto
de los ejemplos.

Otra modalidad es un compuestb de los ejemplos en la

— e
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preparacidén de un medicamento para el tratamiento de

ot

diabetes, obesidad, sindrome metgbélico, apoplejia, dolor
neuropatico, cardiomiopatia " isquémica, psoriasis,
hipertensidn, esqueroderma, osteocartritis, aneurisma, fiebre,
enfermedad cardiovascular, enfermedad de Crohn, insuficiencia
cardiaca congestiva, enfermedades autoinmunes, infeccién por
VIH, demencia asociada con VIH, psoriasis, fibrosis pulmonar
idiopdtica, arteriocesclerosis por transplante, trauma

cerebral fisicamente o quimicamente inducido, enfermedad

inflamatoria del intestino, alveclitis, colitis, lupus
eritematoso sistémico, nefritis de suero nefrotdéxico,
nefritis glomerular, asma, esclerosis miitiple,

arterioesclerosis, wvasculitis, placas vulnerables, artritis
reumatoide, restenosis, hiperpl?sis neointima venosa,
hiperplasia neointima de injerto %de didlisis, hiperplasia
intima de derivacién arteriovenosa, transplante de &rganocs,
nefropatia de aloinjerto crénica y céncer.

Otra modalidad es un compuesto de los ejemplos para uso
en la terapia.

La invencidn puede abarcarse en otras formas especificaé
sin salirse del espiritu o atributos esenciales de la misma.
Esta invencidn témbién abarca todaszlas combinaciones de los
aspectos alternativos y modalidades de la invencidn notada en

la presente. Se entenderd que cuvalesquiera vy todas las

modalidades pueden tomarse en conjunto con cualesquiera de
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otra modalidad para describir modalidades adicionales de la
presente invencidn. Adicionalmente, cualesquiera de 1los
elementos de una modalidad (incluyendo aspecto preferidos)
pueden combinarse con cualesquiera y todos 1los otros
elementos de cualesquiera de las n@dalidades para describir
modalidades adicionales. |

MODALIDADES DE PROCESO

La presente descripcidn proporciona un proceso novedoso

para hacer los cémpuestos de la fdérmla I:

Incluyendo N-((1R,25,5R) -5~ (tert-butilamino)-2-((S)-2-
oxo—3—(6-(trifluorometil)quinazolin—4—ilamino)pirrolidin—l-
il)ciclohexil)acetamida o una saa farmacéuticamente del
mismo.

En una 1% modalidad, la descripciéﬁ proporciona un
procesc para preparar un compuesto de la fdérmula IV, el
proceso comprende}

acoplar un derivado de aminodcido de la estructura III,
© una sal del mismo, con una ciclohexanona de la fdérmula II,

0 una sal del mismo (ver preparacién en W02005021500), para



10

15

20

25

proporcionar un compuesto de la estructura IV, o una sal del

mismo que tiene una cadena lateral de amida substituida
\I

e}
IE\JHR] NR,
Z \\‘\“\C Oz R4 NR | R H ‘“\\\COZR4
Y-
8]
0 R/ R,
\%
NR|R;
en donde:

Ra ¥ Rp son independientemente alcoxi Ci-g;
© Ra ¥ Rp junto con el carbono al cual ambos se enlazan
se combinan paré‘ formar un carbonilo, un tiocarbonilo, un
acetal ciclico o tiocacetal ciclico, en donde el acetal
ciclico o tioacetal ciclico se selecciona de -0-Z-0O- Yy —-S-%Z-
S-, Z es -(CTiT2)2, —(CT1T2)3, ©
‘ ;V -
&
—7 (V3o
y T, T, y T3 cada gque se presenta se selecciona
independientemente de hidrdgeno, alquilo Ci.s, alguenilo Cj.4,
haldégeno, hidroxi, ciano, nitro, C$3, Oalquilo C;-4, OCF;, y
C(=0)alguilo Ci., (preferiblemente iﬁ, T, v T3 son cada uno
hidrdégeno) ;
Ri, Rz ¥ Rz son independientemente hidrégeno o un grupo
protector amina;
Ry es alquilo C;¢ inferior o Dbencilo substituido

opcionalmente;
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Y es haldgeno, SMe, S(Me)'Ri;, o OSO;Ri;;
V es OH, haldgeno o 0SO3R;3;
Riz es hidrdgeno, alquilo Cig, -(CHz)C(0)0O alquilo Ci.g, ©

-(CHz)C(0)0 algquilo Ci¢; vy
| Ri;3 cada que se presenta es alguilo Cp.g.

Los grupos protectores amina preferidos son grupos que
se pueden remover por hidrélisis o hidrogendlisis bajo
condiciones estdndar. Tales grupos incluyén sin limitacidn,
un grupo carbobenciloxi (Cbz), un tert—bdtiloxicarbonilo
(BOC), un grupo fluorenilmetiloxicé;bonilo (FMOC), wun grupo
bencilo (Bn) o un grupo p-metoxibencilo (PMB). M&s preferidos
son grupos Cbz, BOC, 0 Bn (especialmente Cbz y Bn).

En una 2°® modalidad, la presente descripcién proporciona
un procesc novedoso en donde:

Ra ¥ Rp junto con los &tomos de carbono al cual ambos se
enlazan combinados para formar un carbonilo o un grupo 1,3-
dioxolano (especialmente un grupo 1,3-dioxolano):

R, es hidrégéno; :

R; es Cbz;

R3; es hidrdgeno;

Rs es alquilo Ci¢;

Y es S(Me); vy

LA

V es OH.
En una 3?® modalidad, donde Y es -SMe, la descripcidn

proporciona un proceso que ademds comprende alquilacidén del
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compuesto de la férmula IV con un grupo R;;X, donde X és un
halégeno, para formar una sal de sulfonioc del mismo. E1L
agente de alguilacidén es preferiblemente yoduro de metilo.

En una 4®* modalidad, 1la descripcidn proporciona un
proceso en donde ciclohexanona de la férmula IV es una sal de
toluensulfonato.

En una 5¢ vmodalidad, la déécripcién proporciona un
proceso en donde el compuesto de la férmula IV es una sal de
sulfonio.

En una 62 modélidad, la descripcidn proporciona un
procesc en donde el acoplamiento se conduce bajo wuna
atmdésfera inerte, tal como nitrégené 0 argdén (preferiblemente
nitrégeno) en un .solvente aprético tal como proprionitrilo,
acetato de isopropilo,iacetato de n-butilo, acetato de tert-
butilo o acetonitrilo (especialmente acetonitfilo y/0 acetato
de etilo).

En una 7* modalidad, la descripcidédn proporciona un
proceso en donde el acoplamiento se puede obtener por el
contacto con un compuesto de la fdérmula II con un reactivo de
acoplamiento diimida en la presencia de un activador, ¥ una
base de amina terciaria. El reactivo de acoplamiento diimida
incluye reactivos, por ejemplo tal como EDAC. LOS Ejemplos de
activadores incluyen HOBt ((el términc incluye hidratos del
mismo) vy N',Nﬂ—4—dimetilamino—piri§ina. Una base de amina

terciaria, incluye por ejemplo, triétilamina, N-N-disopropil-~
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N-etil amina y tri-n-propilamina.

En una 82 modalidad, 1la descripcidén proporciona un
proceso en donde el reactivo de aco;lamiento diimida es EDAC,
el activador, es HOBt, (el término incluye hidratos del
mismo) y la base de amina terciaria es trietilamina.

En una 9 modalidad, la desqripcién proporciona un
proceso en dondellas relaciones en mol de un compuesto de la
férmula II para el reactivo de acoplamiento diimida para el
activador para la amina terciaria es alrededor de uno hasta
alrededor de 0;090 - 1.50 hasta alrededor de 0.95-1.50 hasta
alrededor de 2.00 hasta 3.00, respectivamente. Las relaciones
en mol son preferiblemente una hasta alrededor de 0.09% -
1.05 hasta alrededor de 0.95-1.10 y hasta alrededor de 2.10
hasta 2.20, respectivamente.

En una 10® modalidad, 1la deécripcién proporciona un
proceso novedeso para preparar un éompuesto de la férmula V

que tiene una porcidn éster:

NR,R;

(o

wCO2Rs

4

el proceso comprende:

ciclizar la cadena lateral del derivado de aminodcido de
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un compuesto de la férmula IV, o una sal del mismo, para
proporcionar un compuesto de la férmula V que tiene una
porcidén éster.

En una 11®* modalidad donde R, y' Ry, son independiéntemente
alcoxi Ci4, © Ra ¥ Ry junto con el“carbono al cual ambos se
enlazan combinados para formar un tiocarbonilo, un acetal
ciclico o tioacetal ciclico, la descripcidn proporciona un
proceso que adeﬁés comprende opcionalmente la etapa de
hidrolizar los grupos R, vy R, de modo que la combinacidn de Ra
Y Rp Jjunto con el carbono al cual ambos se enlazan para

formar un carbonilo. La hidrolizacién se puede conducir en un

v
1

solvente tal éomo acetona, butanona, acetonitrilo e
isopropanol, o soluciones acuosas del mismo, y se conduce
preferiblemente en acetona acuosa. Preferiblemente, 1la etapa
de hidrdlisis sigue la etapa de ciclizacidn.

En una 12®* modalidad, 1la de§cripcién proporciona un
proceso en donde la ciclizacidn s; conduce al combinar un
compuesto de 1la fé;mula IV, o una sal del mismo, con una base
en la presencia de un solvente. Tales bases pueden ser, por
ejemplo sin limitacidn, carbonato de cesio, bicarbonato de
cesio, carbonaté de potasio, tert-butilato de sodio,
hexametildisilazida de sodio, Yy preferiblemente carbonato de
cesio.

En una 13® modalidad, la descripcidn proporciona un

proceso en donde la ciclizacidn se conduce bajo una atmdésfera
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inerte, tal como nitrdégeno 0 argon (preferiblemente
nitrégeno) en un solvente gque incluye, por ejemplo sin
limitante, DMSO, DMF, DMA, N-metilpirrolidena, sulfolano
(especialmente DMSO y/o DMF).

En una 14®* modalidad, 1la descripcidn proporciona. un

proceso para preparar un compuesto de la fdédrmula VI:

\\\NR1R2

Vi

el proceso éomprende:

hidrolizar la porcidén éster del compuesto de la férmula
V con un agente de hidrolizacidén para formar el &cido del
compuesto VI a temperaturas desde alrededor de -5 hasta
alrededor de 5°C. Los agentes de hidrolizacidén de éster son
bien conocidos por aquellos expertos en la técnica e incluyen
hidréoxidos de metal alcalino, MOH, donde M es Li, Na o K,
preferiblemente el agente de hidrolizacidn es NaOH acuoso.
Preferiblemente la etapa de hidroiizaéién se realiza bajo
condiciones bifdsicas con un ‘soivente orgdnico que es
parcialmente mezélable en agua. Los solventes organicos
preferidos son eteres aciclicos o ciclicos que incluyen THF,
2-metilo THF, 1,2-dimetoxietaen, 1,4-dioxano, eépecialmente

THF ,
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Alternativamente, en una 15° modalidad, donde Ra ¥ Rp
junto con el &tomo al cual ambos se enlazan combinados para
formar un carbonile, la descripcién proporciona un proceso

para preparar un compuesto de la fdérmula VII:
NRR, sﬂﬁﬁﬁ
N
oY L g

o
HO-Z-OH

COH
\\\COZH - w2
Via
0 l;:: C j
- Z

Vi vil

nz
1 1P-4

el proceso comprende:

reaccionar un compuesto de la férmula VIa, HO-Z-0H, con
un compuesto de la fdérmula IV (opcionalmente in situ) en la
presencia de un catalizador &cido para dar un compuesto de la

férmula VII,

2 yf “i,
é?;§§
en donde Z es -(CTiTy)3-, -(CTiT2)3-, O —/ (Tadoa vy
Ty, T y T3 cada gue se presentan sge seleccionan
independientemente de hidrégeno, alquilo Ci.4, alquenilo Ci.4,
halégeno, hidroxi, ciano, nitro, CF;, Oalquilo C;.s, OCFs, Yy
C{=0)algquilo C;.4 (preferiblemente Tl, T, v T3 son cada uno
hidrdgeno) .

Preferiblemente el compuesto de la férmula VIa es etilen

glicol y el catalizador &cido es &cido p-toluensulfdénico, o
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un hidrato del mismo.
En una 16®* modalidad, la descripcién proporciona un
proceso para preparar un compuesto de la férmula VIII:

\\\NR1R2

0
NCO

N

&

ViKl

vl — .

)

el proceso comprende:

transformar el cetal de la férmula VII a un isocianato
intermediario de la fdérmula VIII. La transformacidn se
conduce preferiblemente por medig de una configuracidn
Curtius. | |

En una 17* modalidad, la descripcidn proporciona un
proceso en donde la etapa de transformacidn se conduce por
medio de una configuracidén Curtius que comprende las efapas
de:

a) mezclar una solucidn substancialmente anhidra
de la férmula VII con una base (la base es por
ejemplo, sin limitacidn, una algquilamina,
especialmente una amina terciaria, preferiblemente
trietilamina) ;

b) agregar un haloformiato {por ejemplo, un

cloroformiato, preferiblemente i-Bu0,CCl) a la solucidén a una

Al
o
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temperatura desde alrededof de -10°C hasta alrededor dé 05C
para formar un anhidrido mezclado}del acido de la férmula
VITI;

c) tratar el anhidrido mezclado con un reactivo de
azida (preferibiemente NaN3 ) en la presencia de un
catalizador de tfansferencia de fase (preferiblemente una sal
de tetralguilamonio tal como bromuro de tetrabutilamonio a
alrededor de 5% mol) a una temperatura de alrededor de -10°C
hasta alrededor de 0°C para formgr la azida 4&cida de 1la

férmula VIIa:

Vlla Py
d) calentar una solucidén substancialmente anhidra

de la azida de acilo de la férmula VITa para formar

el 1isocianatoc correspondiente de 1la férmula VIII.

Preferiblemente la solucidn substancialmente anhidra

de azida de acilo se seca sobre tamices moleculares.
En una 18* modalidad, 1la descripcién proporciona un

proceso para preparar un compuesto de la fdrmula IX que tiene

una porcidén cetal:




A
NRJR, "
{ o
RyoCOW : “\n\ﬂ/ﬁw
Vil
(e}

~Z

X

el proceso comprende:

poner en contacto el isocianato de la fdérmula VIII
{opcionalmente iq situ) con un compuesto de la fdérmula R1oCOW
10 (por ejemplo, &cido acético) en la presencia de un anhidrido
dcido correspondiente (esto es, (R19C0),0) para formar la
amida de la fdérmula IX en donde:
Rig es alquilo Ci.¢ (Rip es preferiblemente metilo) : v
W es OH o Oalgquilo Cig.
15 En una 19® modalidad -la descripcién proporciona un

proceso para preparar un compuesto de la fdérmula X:

JNRiR;

s

H
\‘\N

2z

Ryo

20 °
o]
X
' "el proceso comprende:
hidrolizar la porcién cetal de la amida de la férmula IX

para formar un compuesto de la férmula X. Las condiciones Y

25 reactivos de hidrolizacidén de cetal son bien conocidos por
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aquellos expertos en la técnica. | La hidrélisis
preferiblemente se conduce al calentar wuna solucidén del
compuesto IX que tiene una porcién cetal en un solvente
organico (por ejemplo acetona) y &cido clorhidrico (alrededor
de 1 N) a alrededor de 45°C hasta alrededor de 55°C durante
alrededor de 2-4 horas.

En una 20% modalidad, la dgscripcién proporciona un

proceso para preparar un compuesto de la férmula XI:

NRyR,
N
HNRBRg ~ \\\NTR")
o]
ﬁ\
Rs” Ry
Xl

el proceso comprende:

aminar reductivamente el compuesto de la fdérmula X con
una amina de 1a‘férmula HNRgRy en la presencia de un 4&acido
Lewis seguido por un agente reductor para formar un compuesto
de la fdrmula XI que tiene una porcidén pirrclidonilo amina.

En una 21* modalidad, 1la descripcién proporciona un
proceso en donde aminar reductivamente comprende las etapas
de: "

a) agregar un acido Lewis (preferiblemente un reactivo
de titanio que incluye, sin limite, TiCl, (0O-iso-propil),) a
una solucién del compuesto X y la amina que tiene la férmula

HNRgRy en un solvente aprdético para formar una imina-enamina
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de la fdrmula XA:
—

Xa HE

b) tratar la imina-enamina de la férmula Xa con un agente
reductor (preferiblemente borano dimetil sulfuro) para proporcionar el
compuesto de la fdrmula XI que tiene una porcién pirolindonil amina.

En las etapas anteriores, el solvente aprético puede éer por
ejerplo, sin limitacién, dicloreometano, acetonitrilo, DMSO, IMF, y N-
metil-pirrolidinona (preferiblemente diclorometano).

En un 22* modalidad, la descripcidn proporciona un proceso en
donde la amina de la f£érmula HN(Rg) (Rg) es preferiblemente tert-butil
amina.

En una 23® modalidad, la descripcidn proporciona un proceso para

preparar un compuesto de la férmula XII:

N R
W 10
o
N
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el proceso comprende:

desproteger la amina de pirollidonilo de 1la férmula XI
para formar un'compuesto de la férmula XII.

En una 24* modalidad, la descripcidén proporciona un
proceso en donde la etapa de desproteccidén se lleva a cabo
por hidrogenacidén por una solucidén del compuesto de 1la
formula XII en la presencia de un catalizador tal como
paladio. Preferiblemente la hidrogenacidén se lleva a cabo a
alrededor de 20 hasta alrededor de 40 psig (2.812 kg/cm?) en
un solvente, incluyendo, sin limitacién, metanol, sobre
catalizador 5% Pd/C a alrededor de 25°C durante alrededor de
dos hasta alrededor de seis horas.

En una 25% modalidad, la d%scripcién proporciona un
Proceso para preparar un compuesto de la férmula T que

comprende acoplamiento del compuesto de la férmula XITI con un

@_LG

para proporcionar un compuesto de la férmula I en donde:

compuesto de la férmula

El HET es un anillo heteroar%lo de 3-14 miembros gque
tiene uno hasta cuatro heterodtomos geleccionados de N, O o S
{preferiblemente uno hasta tres heterodtomos, especialmente
uno hasta dos A&tomos de nitrégenoy en al mencs uno de 1los
anillos (HET es preferiblemente un quinazolin-4-il1 -6-

substituido, mé&s preferiblemente 6-trifluorometil-quinazolin-
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4-i1); y

LG es un grupo saliente seleccionado de haldégeno o
OSO2R16, en donde Rj;s es fenilo, un heteroarilo de 5 hasta 7
miembros gue tiene uno o mas étomoéjseleccionados de N, S, o
0, alguilo Ci;., 0 un cicloalquilo de 3 hasﬁa 7 miembres,
todos los cuales son substituidos opcionalmente pPOor unc hasta
tres grupos seleccionados de haldgeno, CFs; y alquilo Cj.¢
{(preferiblemente LG es un haldgenc, especialmente cloro).

Un grupo saliente como se usa en la presente incluye, sin
limitacidn, grupos tal como haldgenos, mesilato, nonaflatos,
sulfonatos, tosilatos y triflatos. Un grupo saliente preferido es
halégeno o 0SOsR;6, en donde R es fenilo, un heteroarilo de 5 hasta 7
miembros que tiene uno o mds Atamos seleccionados de N, S u 0, algquilo
Ci-s, O un cicloalgquilo de 3 hasta 7 miembros, todos los cuales son
substituidos opcionalmente por uno hasta tres grupos seleccionados de
haldgeno, CF;, y alguilo Ci. En la modalidad mds preferida LG es un
haldgeno, especialmente cloro. .

En una 26* modalidad, la descripcién proporciona un
pProceso para preparar un compuesto de la fédrmula X:

ViR

.t

I:‘10

XTI
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Comprende las etapas de:

9 -

. n“'.' '};
: Jl ¥ R

hidrolizar la porcidn éster del compuesto de la férmula

V con un agente de hidrolizacidén para formar el &cido del

compuesto

alrededeor de 5

reaccionar un compuesto de la fdérmula Via,

un compuesto de la férmula IV

VI

a temperaturas

eC.

NR{R,

(s

=

-V

desde

alrededor de -5 hasta

NR{R,

(BS

\\\C O;Rg — Q\\\CO 2H
o]

1HZ

Vi

(opcionalmente in situ)

HO-Z-0OH, con

en la

presencia de un catalizador dcido para dar un compuesto de la

férmula VII qgue tiene una porcidn de &cido carboxilico:

reaccionar

{preferiblemente

glicol),-

situ)

con un compuesto de la férmula IV

en

la

vi

un

HO-Z-OH

Via

compuesto

alguilen

presencia

NRR

(o

\\\COZH

-

Vil

Xz

de la férmula Via,

glicol,

de

especialmente

un catalizador

HO-Z-0OH

etilen

(cpcionalmente in

acido
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(preferiblemente &cido p-toluensulfénico, o un hidrato del

misme) para dar un compuesto de la férmula VIT gue tiene una

porcidn de dcido carboxilico:

o (_)im
— HO-Z-OH =
AW COH WCOMH
Via
Z
Vi Vil

transformar la porcidn de acido carboxilico del cetal de
la férmula VII a un isocianato intermediario correspondiente

de la férmula VIITI:

NRR;

VIII;
poner en contacto el isocianato de la fdérmula
VIIT (opcionalmente in situ}, con un compuesto de la
férmula R10COW (por ejemplo, 4&cido acético) en 1la
presencia de ﬁn anhidrido &cido correspondiente (esto

es (R319C0),0) para formar la amida de la férmula IX

gue tiene una porcidn cetal:




vk T‘\,
o By
Sy
b U

$NR1R2

zg

0
H

Q\\\Nl(nw
5 -

la porcidn cetal de

IX; vy
hidrolizar la amida de 1la

férmula IX para formar el compuesto de la férmula X
' L
10

o
H -

N R
:; \\\ \n/ 10 .
0
(8]

¥
v

z;]

en donde:

Ri, ¥ Rz son independientemente hidrdégeno o un grupo

15 protector amina;

Ry ¥ Rig son independientemente alquilo Ci¢ o bencilo

substituido opcionalmente;

Rs ¥ Ry son independientemente hidrégeno o alquilo Cio6;
W es OH o Oalquilo Ci.5;

20

Z es —(CTiTy) 2~, -(CT1T3)3-, ©

&,

</ \’3 _
—7 (Tados ' Y

T:, T2 ¥ Ty cada gue se presentan son independientemente

seleccionados de hidrdgeno, alquilo Cj.s, alquenilo Cy.,
25 haldgeno, hidroxi, ciano, nitro, CF3, Oalquilo Ci.4, OCFa1, vy

a



10

15

20

25

C(=0O)alquilo Ci4.

En una 27* modalidad, la descripcién proporciona un
proceso para preparar un compuesto de la férmula XI en donde:

el compuesto de la férmula VII?es dcido (7R, 88)-8-((38)-
3—(((benciloxi)carbonil)amino)-2~oxo—1—pirrolidinil)—1,4—
dioxaespiro[4.5]decano—7—carboxi1ico, O una sal del mismo;

el compuesto de la férmula VIIa es ((38)-1-((7R,88)-7-
(azidocarbonil)—i,4—dioxaespiro[4.5]der8-il)—2—oxo—3—
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo;

el compuesto de la férmula VIII es ((3S)-1-((7R,88)-7~-
isocianato—l,4-dipxae5piro[4.5]dec-8—il)—2—oxo—3~
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo;

el compuesto de la fdrmula IX es ((38)-1-
((7R,88)F7—acetamido—l,4-dioxaespiro{4.5]dec—8—il)~2~
oxo-3-pirrolidinil)carbamato de bencilo, 0 una sal
del mismo;

el cohpuesto de la'férmulaix es ((3S8)-1-((1s,2R)-
2-acetamido-4-oxociclohexil)-2-0x0-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilo, 0 una sal del
mismo; 'y

el compuesto de la férmula XI es ((38})~-1-
((1S,2R,4R)-2-acetamido-4- (tert-.
butilamino)ciclohexil)—2—oxof3—pirrolidinil)carbamato
de bencilo, o una sal del mismo.

En una 28* modalidad, la descripcidn proporciona un
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proceso para preparar un compuestc de la férmula I:
’ NR;R;
NRiR; MNRIR, s

[ﬁ;: °
N9 (:l§° £
= z AW COH

\\\cozRa \\\COZH HO-Z-OH
——— —_—— N ———
Via

0 o) ! C j
Z

v Vi Vil

[ NRR

SR NR.R,

. ol
o o~ ot
L = H o

W 0 ~ \\\NTRw 2‘ H
R1C(O)W Q o \\\NTRw
C j i
: C) !
X
Vill X
MR NHR,
(Ao §
YoH N g
~ N R =
a Y 10 +N Rqg
W
HNRR, O I - . O \Lr
. :
A R Rs” PR
Xl XN

el proceso comprende:

hidrolizar la porcidn éster del compuesto de la férmula
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V. con un agente de hidrolizacidén (preferiblemente un
hidréxido alcalino, especialmente hidréxido de sodio) para
formar un compuesto de la fdérmula VI;

reaccionar un compuesto de la'férmula Va, HO-Z-OH, con
el compuesto de la férmula VI, opcionalmente in situ, en la
presencia de catalizador 4dcido (preferiblemente 4&cido p-
toluensulfodnico, o un hidrato del mismo) para proporcionar un
compuesto de la fdérmula VII que tiene una porcidn de A&Acido
carboxilico;

transformar la porcidn de dcido carboxilico del cetal de
la férmula VII para formar un isocianato intermediario
correspondiente de la férmula VIII;

poner en contacto el isocianato de 1la férmula VIII,
opcionalmente in situ, con un compuesto de la fdérmula R;,COW
(preferiblemente dcido acético) en 1la presencia de un
anhidrido 4&cido correspondiente, (R10C0) 20 (preferiblemente
anhidrido acético), para formar la amida de la férmula IX que
tiene una porcién cetal;

hidrolizar la porciéﬁ cetal de la amida de la férmula IX
para formar el compuesto de la férmula X; y

aminar reductivamente el compuesto de la férmula X con
una amina de la fdérmula HNRgR, (préferiblemente amina tert-
butilo) en la presencia de un &cido Lewis (preferiblemente un
reactivo de titanio tal como TiCl;(O-iso-propil),) para formar

un compuesto de la férmula XI que tiene wuna porcidn

et



pircllidonil amina;
desproteger ‘la pirollidinil amina de 1la férmula XI para
formar un compuesto de la férmula XII; vy

acoplar el compuesto de la férmula XII con un compuesto

(rery—s

para proporcionar un compuesto de la fdérmula I;

5 de la férmula

en donde:
10 Ri, ¥ Rz son independientemente hidrégenc o un grupo
protector amina;
Re ¥ Rip son independientemente alquilo C;.¢ o bencilo
substituido opciocnalmente;
Rg ¥ Ry son independientemente hidrégenovo alquilo Cy.g;
15 W es CH o Oalquilo Cj_g;

Z es —(CT1Tz2)2~, —(CTiT3)3-, o

L

{/ \"3

——7 (Tados
Ty, Tz y T3 cada que se presentan se seleccionan
20 independientemente de hidrégeno, alguilo Ci_q, alguenilo Cjy.4,

haldégeno, hidroxi, ciano, nitro, CF3;, Oalguilo Ci.q, OCF3, vy
C(=0)alguilo Ci-s (preferiblemente Z es - (CHz),-);

HET es un anilloc heterocarilo de 3-14 miembros gque tiene
uno hasta cuatro heterodtomos seleccionados de N, O o S

25 (preferiblemente uno hasta tres heterodtomos, especialmente




1
na
e
[N

uno hasta dos atomos de nitrégeno[ en al menos uno de los
anillos (HET es preferiblementél un gquinazolin-4-il 6
substituido, mas preferiblemente 6-trifluorometil-quinazolin-
4-il1); y
5 LG es un grupo saliente seleccionado de halégeno o
OSOzR16, en donde Ris es fenilo, un hetercarilo de 5 hasta 7
miembros que tiene uno o mas Atomos seleccionados de N, S, o
0, algquilo Cj., © un cicloalgquilo de 3 hasta 7 miembros,
todos los cuales son substituidos opcionalmente por uno hasta
10 tres grupos seleccionados de haldgeno, CF3; y alguilo Ci-s
(preferiblemente LG es un haldgeno, especialmente cioro).

En una 29* modalidad, la descripcién proporciona un

compuesto de la férmula VI, o una sal del mismo:

NRyR,
N
15
N 8]
AWCOH
0 VI
en donde:
20 R; ¥y R; son independientemente seleccionados de hidrégeno

Y un grupo protector amina seleccicnado de BOC, Cbz, vy
bencilo (preferiblemente R, es hidrégeno Yy Ry es Cbhz);

Z es —(CTyTz)2-, —(CTiT2)3-, ©
5T

</ \,)
25 7 (Tados Py
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Ty, T2 ¥y T3 cada que se presenta son independientemente
seleccionado de hidrdgeno, alquilo Ci.4, alquenilo C,,,
halégeno, hidroxi, ciano, nitro, C?;, Oalquilo Ci;.4, OCFi;, Vv
C(=0)alquilo Ci.4 (preferiblemente Z es -(CHj)z-).

Un compuesto preferido de la férmula VI es 4&cido

,(lR,28)—2—((S)—3—(benciloxicarbonilamino)-2~oxopirrolidin—l—

il)—5joxociclohexancarboxi1ico 0 una sal del mismo.

En una 30°® modalidad, 1la descripcidn proporciona un
compuesto de la fdérmula VI que es 4&cido (1R,2S)-2-((S)-3-
(benciloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidin-1-il)-5-
oxociclohexancarboxilico o una sal del mismo.

En una 31* modalidad, 1la descripcidén proporciona un

compuesto novedosc de la férmula VII, o una sal del mismo:

NRyR;
'

(o

\\\COZH

Ri ¥ R; son independientemente seleccionados de

mnma

- VIIT

en donde;:

hidrdégeno y un grupo protector amina seleccionado de
BOC, Cbz, y bencilo (preferiblemente R; es hidrdgeno y
R, es Cbz);

Z es —(CTiTy)2-, —-(CT1T2)3-, O
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A
Pl SRR W L"

o,

</ \S
—7 (T3)oq

L

Ty, Tz y T3 cada que se presentan'son independientemente

5 seleccionados de hidrégeno, alquilo C;4, alguenilo

haldégeno, hidroxi, ciano, nitro, CFs, Oalquilo C;_4, OCFj3, Y

C{=0)alquilo C;-4 (preferiblemente 7 es - (CH3)>-) .

Un compuesto preferido de 1la férmula VII es &cido

(7R,BS)—8—((35)—3—(((benciloxi)carbonil)amino)—2—oxo—1—

10 pirrolidinil)-1,4-dioxaespiro[4.5])decan-7-carboxilico.

En una 32®* modalidad, la descripcién proporciona un

compuesto de la fdérmula VII que es 4cido (7R, 8S)-8-((3S)-3-

(((benciloxi)carbonil)amino)—2-oxo-l—pirrolidinil)—1,4—

dioxaespiro(4.5]decan-7-carboxilico, o una sal gel mismo.

15 En wuna 332 modalidad, la descripcidén proporcicna

compuestos novedosos de la férmula VITa, o una sal del mismo:

NRR,

S WCON;

ViIa

en donde:

25 R: ¥ R; son independientemente seleccionados de hidrdégeno
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~
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Y un grupo protector amina seleccionade de BOC, Cbz, vy
bencilo (preferiblemente R; es hidrégeno y R; es Cbz);

5o,

g

— 7 (Ta)os
5 Z es -(CTiT2),-, ~(CTiT2)3-, ©O; ¥
Ti, T2 y T3 cada que se presentan son independientemente

seleccionados de hidrégeno, alquilo Cj.4, algquenilo Cj.,,
haldégeno, hidroxi, ciano, nitro, CF;, Oalgquilo Ci-s, OCF3, y
C(=0)alguilo C;.4 (preferiblemente Z‘es —{CH3)3-) .

10 Un compuesto preferido de la fdérmula VIIa es ((3S)-1-
((7R,85)—7—(azidocarbonil)—l,4-dioxaespiro[4.5]dec-8—il)~2—
oxo-3-pirrcolidinil)carbamato de bencilo.

En una 34®* modalidad, la descripcidén proporciona un
compuesto de la fdrmula VIIa que es ((3S8)-1-((7R,88)-7-

15 (azidocarbonil)-1,4-dioxaespiro(4.5]dec-8-1i1)-2-0x0-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o.una sal del mismo.

En una 35° modalidad, 1la descripcidén proporciona un
compuesto de la férmula VIII, o una sal del mismo:
MR
20

o .
NCO

A

()

25 Ry ¥ Rz son independientemente seleccionados de hidrdégeno

en donde:
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Yy un grupo protector amina seleccionado de BOC, Cbz, o
bencilo (preferiblemente R; es hidrégeno Y Ry es Cbz);

Z es —(CTTa)2-, —-(CTiT2)3-, ©

o,
{/ \’,3
—7 (T3)os Dy

Ty, Tz y T3 cada que se presentan son independientemente

seleccionados de hidrégeno, alquilc C;4, alguenilo Q.4

haldgeno, hidroxi, ciano, nitro, CF;, Oalguilo Cj.4, OCF;, vy
C{=0)alquilo C;.4 (preferiblemente Z es - (CH,),-).

Un compuesto preferido de la fdérmula VIII es bencilo
((35)—1—((7R,8S)~7—isocianato—1,4~dioxaespiro[4.5]dec—8-il)—
2—oxo—3—pirrolidinil)carbamato; |

En una 36* modalidad, la descripcién proporciona un
compuesto de la fdérmula VIII que es ((3S)-1-((7R,88)~7-
isocianato-1, 4-dioxaespiro[4.5]dec-8-i1)-2-0x0-3-
pirrolidinil)carbémato de bencilo, o una sal del mismo.

En una 37® modalidad, la descripcién proporciona un

compuesto de la férmula IX, ¢ una sal del mismo:

NFI1R2

IX

en donde:



T
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|
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R; ¥ Rz son independientemente seleccionados de hidrégeno
Y un grupo protector amina seleccionado de BOC, Cbz, o
bencilo (preferiblemente R; es hidrdgeno y R, es Cbz);

Z es —{CT1T2)2-, —-(CTiT2)3-, ©

5 D
</ \’3
—7  (T3)oa ; '

Ti, T y T3 cada que se presentan son independientemente
seleccionados de hidrdgeno, alquilo Ci_g, alguenilo Cj.4,
haldégeno, hidroxi, ciano, nitro, CFs, Oalquilo Ci.4, OCF;3, vy

10 C(=0)alquilo Cj.4 (preferiblemente Z es -(CHz},-); vy

Rip es alquilc Ci;.¢ (preferiblemente metilo) .

Un compuesto preferido de la fdérmula IX es ((3S)-1-
((7R,8S)-7-acetamido-1,4-dioxaespiro[4.5])dec-8-1i1)-2-0x0~3-
pirrclidinil)carbamato de bencilo.

15 En una 38®% modalidad, 1la deScripcién. proporciona un
compuesto de la férmula IX que es ((38)-1-((7R,88)-7-
acetamido-1,4-dioxaespiro(4.5]dec-8-il)-2-0x0-3~-
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo.

En una 39%° '‘modalidad, 1la descripcidén proporciona un

20 compuesto de la férmula X, o una sal del mismo:

NR,R;

o
; N__R
\\\\n/lo:
0
o

25 X

mnz
%y
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en donde:;

]

wa

Ri ¥ Rz son independientemente hidrdgeno o un grupo

protector amina seleccionado de BOC, Cbz, y bencilo; y

Rip es alquilo Ci_¢.

Preferiblemente R; es hidrdégeno, R, es Cbz vy Rig

metilo. Un compuesto preferido de la fdérmula X es ((38)-

{(1S,2R)-2-acetamido-4-oxociclohexil)~2-0x0-3-

pirrolidinil)carbamato de bencilo.

es

En una 40® modalidad, 1la descripcidn proporciona un

compuesto de la férmula X que es ((38)-1-((1S8,2R) -

acetamido-4-oxociclohexil}-2-oxo~3~-pirrolidinil)carbamato

bencilo, o una sal del mismo.

de

En wuna 40% modalidad, 1la descripcidén proporciona un

compuesto de la fdérmula XI, o una sal del mismo:

en donde:

Ri y R; son independientemente hidrdégeno ¢ un grupo

protector amina seleccionado de BOC, Cbz, y bencilo;

Rg ¥ Ro son independientemente hidrdgeno o alguilo Cig; y

Rip €s alguilo Ci-g.

Preferiblemente R; es hidrdgeno, R, es Cbz, Rg

es
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hidrégeno, Ry es tert-butilo, Y Rip es metilo. Un compuesto
preferidoe de la férmula XI es ((38)~1-((1S,2R,4R)-2-
acetamido~4- (tert-butilamino)ciclohexil) -2-oxo-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilo.

En una 41®* modalidad, 1la descripcidén proporciona un
compuesto de la fdérmula XI que es ((38)-1-((1S,2R,4R)-2-
acetamido-4- (tert-butilamino)ciclohexil)-2-0oxo-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo.

En una 42* modalidad, la descripcién proporciona un

compuesto de la férmula XII, o una sal del mismo:

NHR,

en donde:

R1 es hidrégeno o un grupo protector amina seleccionado
de BOC, Cbz, y bencilo;

Rg ¥ Ry son independientemente hidrdégeno o alguilo Ciﬁ; Y

Rio es alguilo C;_¢.

Preferiblemente R; es hidrégenéi Rg es hidrdgeno, Ry es
tert-butilo, y Rip; es metilo. Un compuestoe preferido de 1la
férmula XIT es N-((1R,2S,5R)-2-((38)-3-amino-2-oxo0-1-
pirrolidinil)—S-(tert—butilamino)ciclohexil)acetamida.

En una 43® modalidad, la descripcidn proporciona un
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compuesto de la fdérmula XII que es N-((1R,2S,5R)-2-((38)-3-
amino-2-oxo-l-pirrolidinil)-5- (tert-
butilamino)ciclohexil)acetamida, 0 una sal del mismo.

En una 44°®* modalidad, la descripcidn proporciona un
compuesto seleccionado de:

Acido (7R, 83)-8-((38)-3~(((benciloxi)carbonil)amino)-2-
oxo-l—pirrolidinil)—1,4—dioxaespirof4.5]decano—7—carboxilico,
0 una sal del mismo;

((38)-1-((7R,8S)-7- (azidocarbonil) -1, 4-
dioxaespiro[4.5]dec-8—il)—2~oxo—3—pirrolidinil)carbamato de
bencilo, o una sal del mismo;

((BS)—l—((7R,88)—7—isocianato—i,4—dioxaespiro[4.5]dec—8—
il)-2-ox0-3-pirrolidinil)carbamato de bencilo, ¢ una sal del
mismo;

((38)—1—((7R,88)—7~acetamido-l,4—dioxaespiro[4.5]dec—8—
il)-2-0ox0-3-pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del
mismo;

({38)-1-((1S,2R)-2-acetamido-4-oxociclohexil) -2-0x0-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo; y

((38)-1-((18,2R,4R)-2-acetamido-4- (tert-
butilamino)ciclohexil)-2-oxo-3-pirrolidinil)carbamato de
bencilo, o una sal del mismo.

En una 45* modalidad, 1la descripcién proporciona un
proceso en donde:

un compuesto de la formula VII es dcido (7R,8S)-8-((38)-
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3—(((benciloxi)carbonil)amino)—2-ox6—1—pirrolidinil)—l,4~
dioxaespirc[4.5]decano-7-carboxilico, o una sal del mismo;

un compuesto de la fdérmula VIIa es ((38)-1-((7R,88)-7-
(azidocarbonil)-1,4-dioxaespiro[4.5]dec-8-il)-2-0oxo-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo;

un compuesto'de la fdérmula VIITI es ((3S)-1-((7R,8S8)-7-
isocianato-1,4-dioxaespiro(4.5]dec-8-11)-2-0x0-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo;

un compuesto de la fdrmula IX es ((3S)-1-((7R,88)-7-
acetamido-1,4-dioxaespiro(4.5]dec-8-11)-2-0x0-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilc, o una sal del mismo;

el compuesto de la férmula X es ({38)-1-((15,2R)-2-
acetamido-4-oxociclohexil)-2-oxo-3-pirrolidinil)carbamato de
bencilo, o una sal del mismo; y |

un compuesto de la fdérmula XI es ((3S)-1-((lS,2R,4R)-2-
acetamido-4- (tert-butilamino)ciclohexil)-2-oxo-3-
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo.

En una 46* modalidad, 1la descripcidédn proporciona un
proceso en donde un compuesto de la fdérmula I es N-
((1R,28,5R)-5- (tert-butilamino) -2~ ((S)-2-ox0-3- (6~
(trifluorometil)qﬁinazolin—4—ilamin$)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida o una sal del mismo.

La presente invencidén puede abarcarse en otras formas
especificas sinlsalirse del espiritu o atributos esenciales

de la misma. Asi, las modalidades de arriba no deberan
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considerarse como limitantes. Cualesquiera vy todas las
modalidades de la presente invencidn pueden tomarser en
conjunto con cualquier otra modalidad o mecdalidades para
describir las modalidades adicionales.  Cada elemento
individual (incluyendo aspectos preferidos) de las
modalidades es su modalidad independiente. Adem&s, cualquier
elemento de una modalidad es un medio para combinarse con
cualquiera y todos los otros elementos de cualguier modalidad
para describir una modalidad adicional. Ademds, la presente
invencidén abarca combinaciones de diferentes modalidades,
partes de las modalidades, definiciones, descripciones vy
ejemplos de la invencién escritos eﬁ la presente.

DEFINICIONES

Las siguientes son definiciones de los términos usados
en esta especificacidén vy reivindicacioﬁes anexadas. La
definicidn inicial se proporciona para un grupo o término en
la presente QUe aplica al grupo é término a través de la
especificacidén y reivindicaciones, individualmente o como
parté de otro grupo, a menos de que se indique de otrg
manera.

El término *alguilo” se refiere a grupos de
hidrocarburos de cadena recta o ramificada que tienen 1 hasta
12 atomos de carbono, preferiblemente 1 hasta 6§ dtomos de

carbono. Cuando los numeros aparecen en un subindice después

del simbolo "C", el subindice se define mé&s especificamente
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el numero de atomos de carbono que un grupo particular puede
contener. Por ejemplo, "Cisalquilo® se refiere a grupos de
algquilo de cadena recta y ramificada con uno hasta seis
dtomos de carbono, tales como metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, t-butilo, n-pentilo, Y asi
sucesivamente. El subindice “0” se refiere a un enlace. Asi,
el término hidroxi algquilo (Cg-2) o hidroxialgquilo (Cp-3)
incluyen hidroxi, hidroximeﬁilo y hidroxietilo. Los grupos
alguilo pueden substituirse con uno hasta tres grupoes
seleccionados de alquilo (Ci), alquenilo (Cy), hidroxi,
haldgeno, ciano, nitro; CF;, Of(algquilo Cj-¢), OCF;, C(=0)H,
C(=0) (alquilo Ci), COxH, COz(alquilo Ci.s), NHCO;(alquilo C;.
§), -S{alquilo Ci.¢), NHp, NH{alquilo Cj;), N(alquilo Cj-5),,
N(CHs) 3", SO {algquilo Ci-s), C(=0) (algquileno Ci1-4) NH3,
C(=0) (alquileno Ci-¢)NH{alquilo), C(=0) (alquileno Ci-
4)N(alquilo Ci-4) 2, cicloalgquilo  Ci.q, fenilo, bencilo,
feniletilo, feniloxi, benciloxi, naftilo, un heterociclo de
cuatro hasta siete miembros, y/0 un hetercarilc de cinco 0
seis miempbros. Cuando un alquilo substituido es substituido
con un grupo arilo, heterociclo, cicloalquilo, o heteroarilo,
los sistemas de anillo son como se definen a continuacién ¥
asi pueden tener cero, uno, dos o tres substituyentes,
también como se definen a continuacién.

Cuando el término “alquilo” se usa junto con otro grupo,

tal como un “arilalquilo”, esta conjuncidén se define con mas
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especificidad en al menos uno de los substituyentes que el
alquilo substituido debera contener., 'Por ejemplo,
“arilélquilo" se refiere a un grupo alguilo substituidc como
se define arriba en donde al menos:uno de los substituyentes
es un arilo, tal como bencilo. Asi, el término arilalquilo
(Co-4) 1incluye un alquilo inferior substituido que tiene al
menos un substituyente arilo y también incluye un arilo
directamente enlazado a otro grupo, esto es, arilalquilo
(Co) .

El término *alguenilo” se refiere a grupos de
hidrocarburos de cadena recta ¢ ramificada que tienen 2 hasta
12 atomos de carbono y al menos un enlace doble. Los grupos
alquenilo de 2 hasta 6 &tomos de carbono vy gque tienen un
enlace doble son mds preferidos. Los grupos alquenilo pueden
ser substituidos como se describe arriba por los grupos
alquilo.

El término *alquinilo” se:. refiere a grupos de
hidrocarburos de cadena recta o ramificada que tienen 2 hasta
12 &tomos de carbono y al menos un enlace triple. Los grupos
alquinilo de 2 hasta 6 4tomos de carbono Y gque tienen un
enlace triple son méds preferidos. Los grupos alquinilo pueden
ser substituidos como se describé‘ arriba por los grupos
alquilo.

El término “*alguileno” se refiere a grupos' de

hidrocarburos de cadena recta o ramificada divalente que
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tienen 1 hasta 12 4tomos de carbono, preferiblemente 1 hasta
8 &tomos de carbono, por ejemplo, {-CHz-}n, en donde n es 1
hasta 12, preferiblemente 1-8, Los grupos alquileno
inferiores, que son, grupos alquileno de 1 hasta 2 adtomos de
carbono, son més preferidos. Los términos *alquenileno” vy
"alguinileno” se refieren a radicales divalentes de los
grupos alquenilo y alquinilo, respectivamente como se define
arriba. Los grupos alguenileno pueden ser substituidos como
se describe arriba por los grupos alguilo.

El término “alcoxi” se refiere a un &tomo de oxigeno
substituido por alquilo, como se défine en la presente. Por
ejemplo, el término “alcoxi” o incluye el grupo -O-alquilo C,.
6 -

Cuando un subindice se usa con referencia a un alcoxi,
tiocalgquilo o aminocalquilo, el subindice se refiere al numero
de atomos de carbono que el grupo puede contener en adicidn a
los heterodtomos,

Se debera entender que las selecciones para todos los
grupos, incluyen por  ejemplo, .Valcoxi, ticalquilo, Yy
aminoalquilo, deberdn hacerse por alguien de habilidad en el
campo para proporcionar compuestos estables.

El término “carbonilo” se refiere a un grupo de
carbonilo divalente —-C({=0)-.

El término “acilo” se refiege a un grupo carbonilo

ligado a un radical orgdnico, més particularmente, el grupo
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C(=0)Re, asi como el grupo divalente -C(=0)R.—, el cual se
liga a los radicales orgénico§. El grupo R, puede
seleccionarse de alquilo, alquenilo[ alguinilo, cicloalquilo,
heterociclo, arilo, o hetercarilo como se define en la
presente, 0 cuando sea apropiado, el grupo divalente
correspondiente, por ejemplo, alquileno.

El término ‘“cicloalguilo” se vrefiere a anillos de
hidrocarburoc parcialmente no saturados vy completamente
saturados (y por lo tanto incluyen “anillos de
cicloalguenilo”) de 3 hasta 9, pfeferiblemente 3 hasta 7
atomos de carbono. El término "cicloalguilo" incluye tales
anillos que tienen cero, uno, dos o tres substituyentes
seleccionados de alquilo (Ci4), alquenilo (Cz.4), haldgeno,
hidroxi, c¢iano, nitro, CF3;, O(alquilo C14), OCF;, C(=0)H,
C(=0) (alquilo Ci4), COH, COy(alquilo Ci4), NHCO;(alquilo Cj.
a), S{alquilo Ci.q), NH;, NH(alquilo Ci_4), N(alquilo Ci_4)»,
N(alquilo Ci-4)3', SOz(alguilo Ci-s), C(=0) (alquileno Cj.4)NH,,
C(=0) (alguileno Ci-¢)NH{alquilo), y/o C(=0) (alguileno C;-
¢)N(alquilo C;.4),. El término ‘cicloalquilo” también incluye
tales anillos que tienen un segundo anillo fusionado de 1los
mismos {por ejemplo, incluyendo anillos de benzo,
heterociclo, o heterocarilo) o que tienen un puente carbono-
carbono de 3 hasta 4 4tomos de carbono.

El término “halo” o *haldgenoc” se refiere a cloro,

bromo, fluoro y yodo.
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El término *haloalquilc” significa un algquilo
substituido gque tiene uno o mds substituyentes halo. Por
ejemplo, ‘“haloalquilo” incluye mono, bi, y trifluorometilo.

El término “halocalcoxi” significa un grupo alcoxi que
tiene uno o) mas substituyentes halo. Por ejemplo,
*haloalcoxi” incluye OCFs.

El término “heterodtomos” debera incluir oxigeno, azufre
y nitrdégeno.

El término “arilo” se refiere a fenilo, bifenilo,
fluorenilo, l-naftilo y 2-naftilc. El término “arilo" incluye
tales anillos gue tienen cero, uno,ﬁdos 0 tres substituyentes
seleccionadosv de alquilo (Ci.4), alguenilo (Cz.4), ‘halééeno,
hidroxi, cianec, mnitro, CF3;, O(alguilo C;.4), OCF;, C(=0)H,
C(=0) (alguilo Ci-4), COxH, COz{(alquilo Cj-4), NHCO;(algquilo Cj.
a), Slalguilo Ci.4), NHz, NH(alquilo C;-4), N{algquilo Ci.4)2,
N(alquilo Ci4)3*, SOz(alguilo Ci.4), C(=0) (alquileno Ci.4)NH;,
C(=0) (algquileno Ci-4)NH(alquilo), y/0 C{=0){alguileno C;-
4}N(algquilo Ci_4}3.

Los términos “heterociclo” o “heterociclico” se refieren
a anillos de 3 hasta 15 miembros substituidos y no
substituidos no aromaticos (los cuales pueden ser
parcialmente o completamente saturaaos) que tienen uno hasta
cuatro heterodtomos. Tales anillos pueden ser grupos
monociclicos de 3 hasta 7 ndembroé, grupos biciclicos de 7

hasta 11 miembros, y grupos triciclicos de 10 hastal5’
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miembros. Cada anillo del grupo , heterociclo contiene un
heterodtomo que puede contener unc o dos &tomos de oxigeno o
azufre y/o de wuno hasta cuatro d4tomos de nitrdgeno
proporcicnando que el numero total de heterodtomos en cada
anillo es cuatro o menos, y ademds proporciona que el anillo
contiene al menos un atomo de carbono. Los anillos fusionados
que completan los grupos biciclicos o triciclicos pueden
contener solamenﬁe atomos de carbogo Yy pueden ser saturados,
parcialmente saturados o no saturados. Los &tomos de
nitrdégeno y azufre pueden ser opcionalmente oxidados y los
atomos de nitrdgeno pueden ser opcionalmente cuaternizados.
El grupo heterociclo puede enlazarse a cualquier nitrégeno o
atomo de carbono disponible. E1L j‘an:i.].lo heterociclo puede
contener cero, uno, dos 0 tres substituyentes seleccionados
de alquilo (Ci-4), alquenilo (Cz.4), haldgeno, hidroxi, ciano,
nitro, CFs;, O(alqpilo Ci-4), OCF3, C(=0)H, C(=0)(algquilo Ci.4),
CO;H, COz(alquilo Ci.4), NHCOz(alquilo Ci-4), Stalgquilo Ci-.4),
NHp, NH(alguilo Ci.4}, N(alquilo Ci-4)2, N(alquilo Ci_4)3%,
SOz (algquilo Ci-q), C(=0) (alguileno Cj;-4)NH;, C(=0) (alguileno C;.
a)NH{alquilo), y/o C(=0)(alguileno, Ci-4)N{alquilo Cj.4);. Los

grupos heterociclicos ejemplares incluyen azetidinilo,

pirrolidinilo, oxetanilo, imidazolinilo, oxazolidinilo,
isoxazolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo,
ﬁetrahidrofuranilo, piperidilo, piperazinilo, 2-

oxopiperazinilo, 2-oxopiperidilo, - 2-oxopirrolodinilo, 2~
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oxoazepinilo, azepinilo, 4-piperidonilo, tetrahidropiranilo,
morfolinilo, tiamorfolinilo, sulféxido de tiamorfolinilo,
sulfona de tiamorfolinilo, 1,3—didxolano, quinuélidinilo \Y
tetrahidro-1,1-dioxotienilo y similares.

El término “heterocarilo” se refiere a anillos de 3 hasta
14 miembros substituidos y no substituidos aromdticos que
tienen uno hasta cuatro hetercdtomos seleccionados de 0, S, o
N en al menos uno de los anillos. Los anillos pueden ser
grupos monociclicos de 5 ¢ 6 miembros, grupos biciclicos de 9
6 10 miembros, y grupos triciclicos de 11 hasta 14 miembros.
Cada anillo del grupo heterocarilo contiene un heterodtomo que
puede contener uno o dos &tomos de oxigeno o azufre v/0 desde
uno hasta cuatro &tomos de nitrdégeno proporcionando que el
numero total de héteroétomos en cadé-anillo es cuatro © menos
Yy cada anillc tiene al menos un &atomo de carbono. Los anillos
fusionados completan los grupos biciclicos y triciclicos que
pueden contener solamente &tomos de carbono y pueden ser
saturados, parcialmente saturados o no saturados. Los Aatomos
de nitrdgeno y azufre pueden ser opcionalmente oxidados y los
dtomos de nitrdgeno pueden ser opcionalmente cuaternizados.
Los grupos heterocarilo 1los cuales son biciclicos o
triciclicos inclﬁyen al menos én agillo completamente
aromatico pero el otro anillo o anillos fusionados pueden ser
aromaticos o no aromdticos. E1 grupo heteroarilo puede

enlazarse a cualquier nitrdégeno o dtomo de carbono disponible
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de cada anillo. El sistema de anillo heterocarilo puede
contener cero, uno, dos © tres substituyentes seleccionados
de alquilo (Ci-q), alquenilo (Cz.4), halégeno, hidroxi, ciano,
nitro, CF;, O(alquilo Cj.4), OCF3, C(=0)H, C{=0) (alquilo Ci-1),
COzH, COz{alquilo Ci-g), NHCOz(alquilo Cig), S(alquilo Ci),
NH;, NH({alguilo Ci4), N(alguilo Ci-q)z, N(alquilo Ci-4)3*,
SOz (alquilo Ci-q), C(=0) (alquileno C;_4)NHz, C(=0) (alguileno Ci.
¢s)NH(algquilo), y/o C(=0) (alquileno Ci-4)N(alquilo Ci-.):.

Los grupos hetercarilc ejemplares incluyen pirrolilo,
pirazolilo, pirazolinilo, imidazolilo, oxazolilo,

isoxazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, isotiazolilo, furanilo,

tienilo, oxadiazolilo, piridile, pirazinilo, pirimidinilo,

piridazinilo, triazinilo, indolilo, benzotiazolilo,
benzodioxolilo, benzoxazolilo, benzotienilo, quinolinilo,
tetrahidroiscquinclinilo, isoquinolinilo, benzimidazolilo,
benzopiranilo, indolizinilo, benzofuranilo, cromonilo,
coumarinilo, benzopiranilo, - cinnolinilo, quinoxalinilo,
indazolilo, pirrolopiridilé, furopiridilo,

dihidroisoindolilo, tetrahidroguinolinilo y similares. Los
grupos hetercarilo particulares incluyen, por ejemplo,
quinazolin-4-ilo 6 substituido y 6é-trifluorometil-quinazolin-
d4-ilo.

En donde un grupo es opcionalmente substituidco, este
debera incluir grupos substituidos y no substituidos.

Los compuestos descritos en la presente pueden tener
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centros asimétricos. Los compuestos de la presente invencidn
contienen un A&tomo asimétricamenﬁé substituido puede ser
aislado en formas dptimamente activas o racémicas. Se conoce
en el arte que para preparar formas Opticamente activas,
tales como por la resolucién de formas facémicas o por
sintesis de materiales de partida épticamente activos. Muchos
isémeros geométricos de olefinasﬂ enlace doble (C=N, vy
similares pueden también presentarse en 1los compuestos
dgscritos en la presente y similares pueden también
presentarse en los compuestos descritos en la presente y
todos los isdmeros estables se contemplan en lé presente
invencidn, Los isdmeros geometricos <cis y trans de los
compuestos de la presente invencidn se describe y bueden
aislarse como una mezcla de isdmeros o como formas de
isdémeros separados. Todas las formas quirales,
diaestereoméricas, racémicas y todas las formas isoméricas de
una estructura se entiende, al menos la estereoquimica
especifica o forma isomérica es especialmente indicada.

Un enantidmero de 1los compﬁestos descritos en 1la
presenten pueden exhibir actividad superior comparada con el
otro. Asi, todas las estereoquimicas se consideran como parte
de la presente invencién. Cuando se reqguiere, la separacién
del material racémice se lleva a cabo por HPLC usando una
columna gquiral o© por una resolucidén usando un agente de

resolucidn tal como cloruro canfdénico como en Steven D. Young
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et al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 1995, 2602-
2605,

La frase “farmacéuticamente aceptable” se emplea en la
presente para referirse a aquellos compuestos, materiales,
composiciones y/o formas de dosis que son, dentro del alcance
del juicio médico sdélido, apropiados para usarse en contacto
con los tejidos de seres humanos y animales sin una
toxicidad, irritacidén, respuesta alérgica u otro problema o
complicacidn excesiva, en proporcién con una relacidn
beneficio/riesgo razonable. ﬁ

Como se usa en la presente, ‘“sales farmacéuticamente
aceptables” se refiére a derivados de los compuestos
descritos en donde el compuesto precursor se modifica al
hacer sales 4cidas o base de los mismos. Los ejemplos de
sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se
limitan a, sales de &cido mineral u orgdnico de residuos
bdsicos tales como aminas; sales alcalinas u orgdnicas de
residuos Aacidos tales como Aacidos cérboxilicos; vy similares.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales no

téxicas convencionales o las sales de amonio cuaternario del

compuesto precursor formado, por ejemplo, a partir de Acidos
inorgénicos u orgadnicos no téxicos. Por ejemplo, tales sales
no toéxicas convenéionalés incluyen aquellas derivadas de los
acidos inorgadnicos tales «como clorhidrico, bromhidrico,

sulfurico, sulfémico, fosférico, nitrico y similares: v las
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sales preparadas a partir de Aacideos organicos tales como
acético, propidnico, succinico, glicélico, estedrico,
lactico, malico, tartdrico, citrico, ascérbico, pamoico,
maléico, hidroximaléico, fenilacético, glutdmico, benzoico,
salicilico, sulfanilico 2~acetoxibenzoico, fumarico,
toluensulfénico,‘ metansulfdnico, gtandisulfénico, oxalico,
isetidnice y similares. “

Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente
invencidén pueden sintetizarse a partir del compuesto
precursor que contiene una porcidn basica o acida por métodos
de quimica convencional. Generalmente, tales sales pueden
prepararse al hacer reaccionar las formas de &acido o base
libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de
la base o &cido apropiado en agua o0 en un solvente orgdnico,
0o en una mezcla de los dos; generalmente, un medic nc acuoso
tal como éter, acetato etilico, etanol, isopropanol, o
acetonitrilo se prefieren. Las listas de sales apropiadas se
encuentran en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17a ed.,
Mack Publishing Company, Easton, -PA, 1985, p. 1418, la
descripcién de la cual se incorpora en la presente para
referencia.

Ya que los profdrmacos se conocen por ‘aumentar las
numerosas cualidades deseables de los farmacéuticos (por
ejemplo, solubilidad, biodisponibilidad, manufactura, etc.),

los compuestos de la presente invencién pueden suministrarse
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eﬁ forma de profdrmacos. De esta manera, la presente
invencidén se pretende que cubra progérmacos de los compuestocs
actualmente reivindicados, métodog de suministro de los
mismos v composiciones gue contienen los mismos.
“Profarmacos” se pretende que incluyan cualesquiera de los
portadores covalentemente enlazados que liberan un fdrmaco
precursor activo de la presente invencidén in vivo cuando tal
profarmaco se administra a un sujeto mamifero. Los
profdarmacos de la presente invencién se preparan al modificar
grupos funcionales presentes en los. compuestos de tal manera
que las modificaciones se desdoblan ya sea por manipulacidén
de rutina o in vivo, al compuesto precursor. Los profdarmacos
incluyen compuestos de la presente invencidén en donde un
grupo hidroxi, amino, o sulfhidrilo se enlaza a cualquier
grupo que, cuando el profdrmaco de{la presente invencidn se
administra un sujeto mamifero, se .desdobla. para formar un
grupo hidroxilo 1libre, amino libre, o sulfhidrilo 1libre,
respectivamente. Los ejemplos de profdrmacos incluyen, pero
no se limitan a, derivados de acetato, formiato y benzoato de
grupos funcionales alcohol y amina en los compuestés de la
presente invencién.

"Compuesto estable” y “estructura estable” significan
para indicar un compuesto que es suficientemente robusto para
sobrevivir aislado hasta un grado util de pureza a partir de

una mezcla de reaccidn, y la formulacidén en un agente



10

15

20

25

terapéuticamente eficaz. La presente invencidn se pretende
para abarcar compuestos estables.

“Cantidad terapéuticamente efectiva” se pretende que
incluya una cantidad de un compuesto de la presente invencidn
solo o una cantidad de la combinacién de los compuestos
reivindicados o una cantidad de un compuesto de la presente
invencidén en combinacidn con otros ingredientes activos
efectivos para inhibir MCP-1 o efectiveos para tratar o
prevenir trastornos.

Como se usa en la presente, “tratamiento o ‘“tratado”
cubre el tratamiento de un estade de enfermedad en un
mamifero, particularmente en un humano, e incluye: {a) evitar
que el estado de enfermedad se presente en un mamifero, en
particular, cuando tal mamifero estd predispuesto a tal
estado de enfermedad pero no se le ha diagnosticado aun que
lo tiene; (b) inhibir el estado de enfermedad, esto es,
detener su desarrollo; vy/o (c)ﬁ aliviar el estado de
enfermedad, esto. es, causar la regresién del estado de
enfermedad.

Los nombres usados en la presente para designar una
forma especifica, por ejemplo, “N-2”, no deberdn considerarse
limitantes con respecto a cualquier otra substancia que posee
caracteristicas fisicas y quimicas idénticas o similares,
preferiblemente deberd entenderse que estas designaciones son

meramente idénticas a aquellas que deberdn interpretarse de
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conformidad &a la caracterizacidén de informacidn también
presente en la presente.

La presente invencidén proporciona, al menos en parte,

formas cristalinas de la base libre de N-((1R,2S,5R)-5-(tert-

butilamino)-2-((8)-2-oxo-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-

ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, como un
material novedoso, en particular, en una forma
farmacéuticamente aceptable. EA ciertas modalidades

preferidas, las formas cristalinas de la base libre son en
forma substancialmente pura. Las modalidades preferidas de la
base libre se describen en el ejemplo 2 como las formas E-1,
HAC-1, IPA-1, N-2, RPG-3, H0.5-4 y H1.75-5.

Como se usa en la presente “polimorfo” se refiere a las
formas cristalinas que tienen la misma composicidén quimica
perc diferentes arreglos especiales de las moléculas, &tomos,
y/0 iones formando el cristal.

Como se usa en la presente “solvato” se refiere a una
forma cristal;na de una moleécula, 4&tomo, y/o iones que
contienen ademds moléculas de un solvente o solventes
incorporados en la estructura cristalina. Las moléculas de
solvente en el solvato pueden presentarse en un arreglo
regular y/o un arreglo no ordenado. El1 solvato puede
comprender ya sea una cantidad estoiquiometrica o no
estoiquiometrica de las moléculas de solvente. Por ejemplo,

un solvato con una cantidad no estoiquiometrica de moléculas
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de solvente pueden resultar dé menos parcial del solvente del
solvato,

Como se usa en la presente “amorfo” se refiere a una
forma sdlida de una molécula, &tomo, y/o iones que no son
cristalinos. Un sdlido amorfo no exhibe un patrén de
difraccidén de rayos X definitivo.

Como se usa en la presente, “substancialmente puro,”
cuando se usa en referencia a una forma cristalina, significa
un compuesto que tiene una pureza mayor -que 90 % en peso,
incluyendo mds que 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 y 99 %
en peso, y también incluyen igual hasta alrededor de 100 % en
peso del compuesto I, basado en ei peso del compuesto. El
material restante comprende otras formas del compuesto, v/o
impurezas de " reaccién y/0 proceseos de impurezas de su
preparacidn. Por ejemplo, una forma cristalina de N-
((1R,2S5,5R)-5-(tert~butilamino)-2-{{(S)-2-oxo-3- (6-
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base libre o sal, puede considerarse
substancialmente puro que tiene una pureza mayor que 90 % en
peso, como se mide Significa gque son en este tiempo conocidos
Y generalmente aceptados en el arte, donde el menos restante
es de 10 % en peso del material que comprende otras formas de
N- ( (1R, 25, 5R) ~5- (tert-butilamino)-2-{ (S)-2-ox0-3- (6-
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-

il)ciclohexil)acetamida, base libre o sal, y/o impurezas de
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reaccidén y/o impurezas del broceso..

Las muestras de las formas cristalinas pueden
proporcionarse con homogeneidad de fases substancialmente
pura, indicando la presencia de una cantidad dominante de una
forma cristalina sencilla de vy copcicnalmente cantidades
menores de una 5 mds otras de las formas cristalinas. La
presencia de mds de una forma cristalina de una muestra puede
determinarse por técnicas tales como difraccién de polvo de
rayos X (PXRD) o espectroscopia ~de resonancia magnética
nuclear de estado so6lido (SSNMR). Por ejemplo, la presencia
de picos extra en la comparacidén de un patrdén PXRD medido
experimentalmente con un patrdén PXRD simulado puede indicar
mds de una forma cristalina en la muestra. El1 PXRD simulado
puede calcularse de datos de rayos X de cristal sencillos.
Ver Smith, D.XK., “A FORTRAN Progr;m for Calculating X-Ray
Powder Diffraction Patterns,” Lawrence Radiation Laboratory,
Livermore, California, UCRL-7196 (April 1963).

Preferiblemente, la forma cristalina tiene la
homogeneidad de fases substancialmente pura como se indica
por menos de 10%, preferiblemente menos de 5%, y més
preferiblemente menos de 2% del &rea del pico total en el
patrén PXRD medido experimentalmente elevadoc de los picos
extra que estan ausentes del patrdén de PXRD simulado. M&s
preferida es una forma cristalina que tiene la homogeneidad

de fases substancialmente pura con menos de 1% del &rea del
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pico total en el patrdén PXRD medido experimentalmente elevado

de los picos extra gque estdn ausentes del patrén. de PXRD

simulado.

Los procedimientos para la pfeparacién. de las formas
cristalinas se conocen en el arte. Las formas cristalinas
pueden prepararse por una variedad de métodos, incluyendo por
ejemplo, cristalizacién 0 recristalizacidn de un solvente
adecuado, sublimacidn, crecimiento de una fusidn,
transformacién de estado sdélido a otra fase, cristalizacién
de un fluido supercritico, y rocio de chorro. Las técnicas
para la cristalizacidon o recristalizacidén de las formas
cristalinas de una mezcla de solvente incluyen, por ejemplo,
evaporacién del solvente, disminucidén de la temperatura de la
mezcla del solvente, cristal de semilla una mezcla del
solvente supersaturado de la molécula y/o sal, secado por
congelado de la mezcla de soivente, la adicidén de
antisolventes (contra-solventes) a la mezcla de solvente.

Las formas pueden caracterizarse y distinguirse usando
difraccién de rayos X de cristal sencillo, los cuales se
basan en mediciones de células unitarias de un cristal
sencillo de una forma a una temperatura analitica fija. Una
descripciodon detallada de células unitarias se proporciona en
Stout & Jensen, X-Ray Structure Determination: A Practical
Guide, Macmillan Co., New York (1968&, capitulo 3, el cual se

incorpora para referencia. Alternativamente, el arreglo unico
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de‘los adtomos en la relacidn espacial dentro del reticulado
cristalino puede caracterizarse }de conformidad a las
coordenadas atdmicas de las fracciones observadas. Otro medio
de caracterizacién de la estructura cristalina es por
andlisis de difraccién de polvo de rayos X en el cual el
perfil de difraccidn experimental u observado se compara a un
perfil simulado ‘que representa el=;material de polvo puro,
ambos se corren en la misma temperatura analitica, y se miden
para someter la forma caracterizada a una serie de valores
20.

El término ‘“pérdida de peso insignificante,” como se
emplea en la presente, se caracteriza por el TGA gque indica
la presencia de una forma de cristal pura (no solvatada).

El término ‘“reabsorcidn de St_de agua insignificante,”
como se emplea en la presente, se caracteriza por la
isotermia de absorcién de humedad que indica que la forma de
prueba no es higroscépica.

En una modalidad de la invencién, una forma cristalina
de N-((1lR,2S,5R) ~5-({tert-butilamino)-2-((S)-2-ox0-3~- (6-
(trifluorometil)quinazolin—4—ilamino$pirrolidin—l-
il)ciclohexil)acetamida, base libre:o sal, se proporciona en
la forma substancialmente pura. Esta forma cristalina puede
emplearse en gomposiciones farmacéuticas las cuales
opcionalmente incluyen uno ¢ mds de otros componentes

seleccionados, por ejemplo, del grupc gue consiste de
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excipientes, portadores, y uno de los otros ingredientes
farmacéuticos activos o entidades quimicas activas de
diferentes estructuras moleculares.

Preferiblemente, la forma cris%alina tiene homogeneidad
de fases substancialmente pura como se indica por menos de
10%, preferiblemente menos de 5%, y mas preferiblemente menos
ae 2% del 4&drea del pico total en el patron PXRD medido
experimentalmente elevado de los picos extra que estdn
ausentes del patrén de PXRD simulaﬁo. Mas preferida es una
forma cristalina gue tiene homogeneidad de fases
substancialmente pura con menos de 1% del area del pico total
en el patrdén PXRD medido experimentalmente elevado de 1los
plcos extra que eétén ausentes del patrdén de PXRD simulado.

En otra modalidad, una composicidn se proporciona que
consiste esencialmente de las formas cristalinas de N-
((1R,2S5,5R) -5~ (tert-butilaming)-2-((S)-2-0x0-3- (6-
(trifluorometil)quinazolin-4—ilamiﬁo)pirrolidin—l—
il}ciclohexil)acetamida, base libre o sal. La composicidn de
esta modalidad puede comprender al menos 90 % en peso de la
forma, basada en su peso en la composicién.

La presencia de impurezas de reaccién y/0 impurezas del
proceso puede determinarse por técnicas analiticas conocidas
en el arte, tales como, por ejemplo, cromatografia,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear,

espectrometria de.masa o espectroscopia infrarroja.
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Las formas cristalinas pueden prepararse por una
variedad de métodos, incluyendo por ejemplo, cristalizacidn o
recristalizacidn de un solvente adecuado, sublimacidn,
crecimiento de una fusidn, transformacién de estado sdlido a
otra fase, cristalizacidn de un fluido supercritico, y rocio
de chorro. Las técnicas para la cristalizacidn o
recristalizacidén de las formas cristalinas de una mezcla de
solvente incluyen, por ejemplo, e?aporacién del sclvente,
disminucién de la temperatura de la mezcla del solvente,
cristal de semilla, una mezcla de solvente supersaturado de
la molécula y/o sal, secado por congelado de la mezcla de
solvente, la adicidén de antisolventes (contra-solventes) a la
mezcla de solvente. Las técnicas de cristalizacidn de alto
rendimiento pueden emplearse para preparar las formas
cristalinas incluyendo polimorfos.

Los <cristales de farmacos, incluyendo polimorfos,

"meétodos de preparacidn, y caracterizacidén de cristales de

farmaco se describen en Solid-State Chemistry of Drugs, S.R.
Byrn, R.R. Pfeiffer, and J.G. Stowell, Zhd. Edition, SSCI,
Weét Lafayette, Indiana (1999).

Para 1las técnicas de cristalizacidn que emplean el
solvente, la eleccidén del solvente o solventes depende
tipicamente de uno o mas factores, tales como la sclubilidad
del compuesto, técnica de cristalizacidn, y presidn de vapor

del solvente. Las combinacicnes de los solventes pueden
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emplearse; por ejemplo, el compuesto puede solubilizarse en
un primer solvente para proporcionar una solucidn, seguida
poer la adicién de un antisolvente para disminuir la
solubilidad del compuesto en la solucidn y para proporcionar
la formacidén de 1los cristales. Un “antisolvente” es un
solvente en el cual el compuesto tiene menos solubilidad.-Los
solventes adecuados para preparar cristales incluyen
solventes polares y no polares.

En un métodé para preparar cristales, ﬁ-((lR,Zs;SR)—S—
(tert-butilamino)-2-((S)-2-oxo0-3-(6-

(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-

~il)ciclohexil)acetamida, base libre o sal, se suspende y/o

agita en un solvente adecuado para proporcionar una mezcla
espesa, la cual puede calentarse pagé promover la disolucién.
El término "mezcla espesa," como se usa en la presente,
significa wuna solucidn saturada, la cual puede también
contener una cantidad adicional del sélido para proporcionar
una mezcla heterogénea a una temperatura dada. Los solventes
adecuados en este aspecto incluyen, por ejemplo, solventes
aproticos polares y solventes prdéticos polares, y mezclas de
dos o mas de estos como se discute en la presente.

Los cristales de semilla pueden agregarse a cualquier
mezcla de cristalizacién para promover la cristalizacién.
Como deberd ser claro para aquellos de habilidad en el arte,

el sembrado se usa un medio para controlar el crecimiento de

.
i v
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una forma <c¢ristalina particular o como un medio para
controlar la distribucidén del tamafio de particula del
producto cristalino. En consecuencia, el cdlculo de la
cantidad de las semillas necesarias: depende del tamafio de la
semilla disponible y el tamafio deéeado de una particula de
producto promedic como se describe, porxr ejemplo, en
*Programmed cooling of batch c¢rystallizers,” J.W. Mullin and
J. Nyvlt, Chemical Engineering Science (1971) 26:369-377. En
general, las semillas de tamafio pequeflo son necesarias para
controlar efectivamente el crecimiento de los cristales en el
lote. Las semillas de tamafio pequefio pueden generarse por el
tamizado, molido o micronizado de lés cristales més grandes,
0 por micro-cristalizacidén de lés soluciones. Se deberd tener
cuidado en el molido o micronizado de los cristales que no
resulte en ningun cambio en cristalinidad de la forma de
cristal deseada {esto es, cambio a amorfo o a otro
pclimorfo). :

Una mezcla fria puede filtrarse bajo vacio, y los
sélidos aislados pueden lavarse con un solvente adecuado, tal
como solvente de recristalizacidn frio, y se seca bajo una
purga de nitrégéno para proporcionar la forma cristalina
deseada. Los sdlidos aislades pueden analizarse por una
técnica de espectroscopia adecuada o analitica, tal como
SSNMR, DSC, PXRD, o similares, para asegurar la formacién de

la forma cristalina preferida del producto. La forma
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cristalina resultante es tipicamente pfoducida en una
cantidad de mds de alrededor de 70 % en peso de rendimiento
aislado, pero preferiblemente mayor;a 90 % en peso basado en
el peso de N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-
(6-({trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base 1libre o sal, originalmente
empleado en el procedimiento de cristalizacidén. El1 producto
puede-ser co-molido o pasado a través de tamiz de malla para
desaglomerar el producto, si es necesario.

Las formas cristalinas pueden prepararse directamente
del medio de reaccidn de la etapa de proceso final para
preparar N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-2-{{S)-2-ox0-3-(6-
(trifluorometil)qguinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base 1libre o sal. Esto puede
llevarse a cabo, por ejemplo, por emplearse en la etapa del
proceso final un solvente o mezcla de los solventes a partir
de los cuales el compuesto puede cristalizarse.
Alternativamente, las formas cristalinas pueden obtenerse por
destilacidén o técnicas de adicidn del solvente. Los solventes
adecuados para este propdsito incluyen cualquiera de aguellos
solventes descritos en 1la presenée, incluyendo solventes
préoticos polares, tales como alcoholés, Yy solventes aprdticos
polares, tales como cetonas.

A manera_de guia general, la mezcla de reaccidén puede

filtrarse para remover cualgquier impureza innecesaria, sales
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inorgénicas, y similares, seguido por lavado con solvente de
reaccidén o cristaliéacién. La solucidén resultante puede
concentrarse para remover los constituyentes del exceso de
solvente o gas. Si la destilacién se emplea, la cantidad
ultima del destilado colectado puede variar, dependiendo de
los factores del proceso incluyendo, por ejemplo, tamafio de
recipiente, capacidad de agitacién,.y similares. A manera de
guia general, la solucidn de reaccidén puede destilarse hasta
alrededor de 1/10 del volumen original antes de que el
reemplazo del sclvente se lleve a cabo. La reaccidén puede
mostrarse y ensayarse para determinar el grado de la reaccidn
vy el % en peso del producto de conformidad con las técnicas
de proceso estdndar. Si se desea, el solvente de reaccidn
adicional puede agregarse o0 removerse para optimizar la
concentracidén de reaccidén. Preferiblemente, la concentracidn
final se ajusta hasta alrededor de 50 % en peso en cuyo punto
una mezcla espesa resulta tipicamente.

Puede ser preferible agregar solventes directamente al
recipiente de reaccidn sin destilar la mezcla de reaccidn.
Los solventes preferidos para este propdsitos son aquellos
los cuales pueden participar ultimamente en el reticulado
cristalino, como se discute arriba en la conexidn con ‘el
intercambio de solvente. Aunque la concentracidn final puede
variar dependiendo de la pureza deseada, recuperacidén vy

similares, 1la concentracién final de la base libre en la
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solucidén es preferiblemente alrededbr de 4% hasta alrededor
de 7%. La mezcla de reaccién puede agitarse siguiendo la
adicién del solvente y calentamientc simultdneamente. A
manera de ilustracidn, la mezcla de reaccidén puede agitarse
durante alrededor de 1 hora mientras se calienta hasta
alrededor de 70°C. La reaccidn se filtra preferiblemente
caliente y se lava con ya sea el solvente de reaccidn, el
solvente agregado o una combinacidén de los mismos. Los
cristales de semilla pueden agregarse a cualguier solucidén de
cristalizacidn para iniciar la cristalizacidn.

Las diversas formas descritas en la presente pueden
distinguirse una de otra a través del uso de diversas
técnicas analiticas conocidas por alguien de habilidad
ordinaria en el arte. Tales técnicas incluyen, pero no se
limitan a, difraccién de polvo de rayos X (PXRD) ,
calorimetria de Dbarrido diferencial {DSC) vy/o0 andlisis
termogravimétrico (TGA). Alternativamente, las formas pueden
caracterizarse y distinguirse usando difraccién de rayos X de
cristal sencillo, las cuales se basan en células unitarias
medidas de un cristal sencillo de una forma dada & una
temperatura analitica fija. Una éescripcién detallada de
células unitarias se proporciona en Stout & Jensen, X-Ray
Structure Determination: A Practical Guide, Macmillan Co.,
New York (1968), Chapter 3, el <cual se incorpora para

referencia. Especificamente, el arreglo uUnico de &tomos en la
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relacién espacial dentro del reticulado cristalino puede
caracterizarse de conformidad a las coordenadas atdmicas
fraccionadas observadas. Otros medios de caracterizacidn de
la estructura cristalina por anélis?s de difraccidén de polvo
de rayos X en los cuales el perfil de difraccidén observado se
compara a un perfil simulado generado de los datos de
estructura de cristal sencilla. Las medidas de la difraccidn
de polvo de rayos X para la forma sometida se caracterizan
como una serie de valores 20 (usualmente cuatro o mdas).

Otro medio de caracterizacidén de la forma puede usarse,
tal como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear en
estado sdélido (SSNMR), calorimetria de barrido diferéncial
{(DSC), termografia y examen aproximado de la morfologia
cristalina o amorfa. Estos pardametros pueden también usarse
en combinacidén para caracterizar la forma objetivo.

Alguien de habilidad ordinaria en el arte
apreciard que .un patrdén de aifraccién de rayos X
puede obtenerse con un error de medicidén gue depende
de las condiciones de medicidn empleadas. En
particular, se conoce generalmente gque las:
intensidades en el patrén de difraccidén de rayos X
pueden fluctuar dependiendo de 1las condiciones de
medicidn empleadas vy la forma o morfologia del
cristal. Deberd entenderse - ademés que  las

intensidades relativas pueden también variarse
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dependiendo de- las condiciones: experimentales vy en
consecuencia, el orden exacto de la intensidad no
deberd tomarse en cuenta. Adicionalmente, un error de
medicidén del &ngulo de difraccidn para un patrén.de

difraccidén de rayos X convencionales es tipicamente
alrededor de valores 0.2° 20 o menos, preferiblemente

alrededor de valores 0.1° 28 (como se discute en la
presente de agui en adelante), y tal grado del error
de medicidn deberé tomarse en cuenta como referente a
los dangulos de difraccidén anteriormente mencionados.
Consecutivamente, se deberd entender gue las formas
de cristal de la presente invencidén no se limitan a
formas de cristal qﬁe proporcionan patrones de
difraccidn de rayos X completamente idénticos a los
patrones de difraccidén de rayos X detallados en 1las
figuras acompafiadas descritas én la presente.
Cualguier forma de cristal gue proporcione patroneé
de difraccidn de ravyos X substaﬁcialmente idénticos a
agquellos descritos en las figuras anexas estdn dentro
del alcance de la presente invencidén. La habilidad
para determinar identidades substanciales de 1los
patrones de difraccidn de rayos X estd dentro del
alcance de alguien de habilidad ordinaria en el arte.
Esquema de Reaccidn 1

Hidrdlisis del cetoéster V al cetoacido VI
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SINTESIS

SRRy IR,
{ o (s,
- N éster N
= \\\C02R4 hidrolisis - = \\\COZH
. O —
v VI

El <cetoéster V se  hidrolizd a su cetoacido VI
correspondiente al suspender V én un solvente organico
parcialmente miscible con agua, tal como éteres acrilicos o
ciclicos incluyendo THF, 2-metil THF, 1,2-dimetoxietano, 1,4-
dioxano, THF siendo preferido, y agregar base acuosa tal como
soluciones acucosas de MOH de hidrdxidos de metal alcalino,
donde M es Li, Na o K, 1N NaOH siendc la base preferida, a -
5°C hasta +5°C. La mezcla bifasica se agita entonces a < 5°C
durante al menos una hora. La temperatura baja para la
adicidon y reaccidn de la base es importante para minimizar la
epimerizacidén en el .carbono adyacente al grupo éster. EI1
solvente no miscible en agua, preferiblemente éter de metil
tert-butilo se agrega entonces y las capas se separan, El
producto se transfiere entonces éel acuoso de nuevo al
solvente orgéanico, preferiblemente diclorometano, al ajustar
el pH con &cido, preferiblemente HCl1 3N, y VI se usa en la

solucidn para la siguiente etapa.
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Esquema de Reaccidn 2

Cetalizacidn del cetcacido VI al &acido cetal VIT

i ] NR/R,
O

O g
= : ~ CO,H
~ WweoH cetalizacion g

HO-Z-OH
Z
L VII

La solucidn de VI, preferiblemente en diclorometano, se
intercambia por medio de destilacidén en un solvente de alta
ebullicidn, no higroscopico, | tal como tolueno,
trifluorotolueno, xilenos, ésteres de ebullicidn superiores
tal como acetato de n—butil.o 0 1isobutilo, preferiblemente
tolueno. Un glicel de la férmula HO-2-0H, (en donde Z es como
se define supra) se agrega entonces, preferiblemente etilen
glicol (1.2 eq), seguido por una cantidad catalitica (0.5-2 M
%) de un écido, preferiblemente &cido p-toulensulfdénico, y la
mezcla se destila a presién atmosférica hasta gque  la
formacidén del compuesto VII se completa. El producto VII

cristaliza durante la adicidén de acetato de etilo después de

enfriar a aproximadamente 70°C. Después de enfriar ademds
hasta temperatura ambiente, VII se aisla por filtracidén y

secado posterior en alrededor de 70% de rendimiento (para

HO (CH,),0H , R;=H, R;=CBz).
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Esguema de Reaccidén 3 ‘fygffSLg

Transformacidn del 4&cido cet@l VII al isocianato de
cetal no aislado VIII vy luege a la'amida cetal IX por medio
de activacidn/azidacidén 4acida, reconfiguracidén y acilacién
Curtius

JR K B NRR, | NR )R,

~

transformacion af

WEOH i ocianato WHNCO Acilacién con w \[r
RypC(O)W ¢
» - \,

VII

z;rj
2

VI X

El cetoacido VII se activa primerc al transformarlo a su
anhidrido mezclado usando aminas terciarias, preferiblemente
trietilamina, y haloformiatos, preferiblemente cloroformiato
de isobutilo en solventes secoé, tales como tolueno,
trifluorotolueno, 1,2-dicloroetano, l-clorobutano, xilenos,
preferiblemente tolueno seco, por la adicidn de un
haloformiatc a una solucidén previamente enfriada de VII vy
trialquilamina. La temperatura preferida para al formacidn de
anhidrido mezclado es de -10°C hasta 0°C. Después de
aproximadamente 30 min, una solucidn acuosa de azida de metal
alcalino, preferiblemente ~30 % en peso de sodio azida y un
catalizador de transferencia de fase, tales como sales de

tetralquilamonio, preferiblemente bromuro de tetrabutilamonio

{5 mol %) se agrega y la mezcla Dbifédsica se agita
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vigorosamente durante alrededor de 1lh a -10°C hasta 0°C. La
fase organica se separa éntonces vy la solucidn de acil azida
resultante se seca, tamices‘moleculares 4 A molecular siendo
el agente secante preferido. La reconfiguracidn Curtius y el
atrapadce concomitante del isoclianato VIII in situ con un éacido
carboxilico para formar una amida cetal IX se realiza al agregar
primero un acido carboxilico, preferiblemente &cido acético, y su
correspondiente anhidrido, preferiblemente anhidrido acético, a una
solucidn seca del acil azida, y luego calentar la mezcla 80-90°C por 1-
4 horas. El uso de un anhidrido en conjunto con &cido carboxilico es
critico para minimizar la formacidén de impureza. Después de la remocidn
parcial del solvente y acido carboxilico por destilacidn, el producto
cristaliza durante el enfriamiento a teﬁperatura ambiente. E1 IX se
aisla por filtracidén y secado en 65-78 % de rendimiento (para Z = -
(CHz)2—, Ri=H, R;=CBz, Rjg=Me) .

Esquema de Reaccidn 4

Hidrdlisis de la amida cetal Ix:a la cetcamida X

NRR, NRR,

_ Ryo cetal

W \rr hidrolisis k' \\‘er

IX

La cetal hidrdélisis del compuesto IX a la cetoamida X se
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realiza al calentar un solucidn de IX en un solvente miscible
en agua, organico, preferiblemente acetona y una solucidn
acuosa de éacido fuerte, preferiblemente HCl 1N, por 2-4 hrs.
La temperatura preferida para lé: hidrélisis es 45-55°C.
Después de remover la acetona, el producto se extrajo para
diclorometano, que se intercambia por acetato de etilo por
deétilacién. El producto X se cristaliza a partir del acetato
de etilo durante el enfriamiento a temperatura ambiente, y se
aisla por filtracidén y secado en 85190% de rendimiento (para
HO (CHy) 20H, R;=H, Ry=CBz, Rjp=Me).
Esguema de Reaccidn 5

Aminacidén reductiva de cetoamida X para la aminoamida XI

NR R, . NRyR;
[ Ch
N~ O NT O
= N__R - X
W \ﬂ/ 1 aminacion reductiva \\NYRIO
o HNRzR, - o
O §\
Rg™ Ry
X XI
A una solucidn seca de X, preferiblemente en

diclorometanc, se agrega una amina primaria o secundaria,

preferiblemente tert-butilamina (5 eq), seguido por un &cido
Lewis, preferiblemente TiCl,;(QPr-i); (1.2 eq), a -~20°C hasta
0°C. La mezcla de imina resultante se calienta hasta 10-20°C y

el borano (1.1-1.2 eq) se agrega como un complejo con sulfuro

de dimetilo o THF, preferiblemente sulfurc de dimetilo. La
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mezcla de reaccidn se agita durante 4-6 h y el acetato de
etilo saturado con agua se agrega entonces. Las sales de
titanic se remueven por filtracidn y el producto XI se extrae
del filtrado organico al agua como su sal con un 4&cido
acuoso, preferiblemente HCl 1IN. El diclorometano se agrega
entonces y la base acuosa, preferiblemente hidréxido de
amonio concentrado se agrega a la mezcla bifdsica agitada
hasta que el pH se ajusta hasta B8.0-8.5. La fase de
diclorometano rica en producto se separa entonces y se lava
dos veces con solucidén de cloruro de amonio acuosa para
remover los trans isdmeros indeseadés de XI, y finalmente con
agua. El diclorometano se intercambia en acetato de etilo por
destilacidén y XI cristaliza del acetato de etilo durante el
enfriamiento y la adicién de heptanc. El XI se aisla por
filtracién y se seca en 65-70 % de rendimientoc (para R;=H,
Ry;=CBz, Rg=H, Rg=tert-Bu, Rjp=Me).
Esquema de Reaccidn 6

Desproteccidén de pirrolidonil amina XI

& (L
N O NT O
~ \rr 1 desproteccién amina ~ Y Rio
- N S ; -~ ﬁ ~
Rg Ry Rg Ry
XI XII

La remocidn del grupo protector amina R;, donde R, es
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CO,CH,Ph o CH;Ph, se realiza al hidrfogenar un solucién de XI
en un alcohol, preferiblemente metancl, en presencia de
catalizador Pd, preferiblemente PA/C al 5% en peso, durante
varias horas. El catalizador se remueve entonces por
filtracidén, y el metanol se intercambia en acetato de etilo.
por destilacidn. E1 producto XII, gque se cristaliza del
acetatc de etilc durante el enfriamiento y adicién de
heptanc, se aisla por filtracidn y se seca en 9%0-95 % de
rendimiento (para.R1=H, R,=CBz, Rng;%Rg=tert—Bu, Rm=Me).
Esquema de Reaccidn 7

Acoplamiento de amina XII con heterocicloque porta un

grupo saliente HET-LG

Ry
NRH _ N—HET
S \N_ _cH; ~ N _-CH;
\ \W/ acoplamiento con N \n/
0 0
= LG =
ﬁ\ /N\
Rs™ Ry Rg Ry
XTI I

La sintesis del compuesto I se realiza al acoplar la
pirrolidonilaminai XITI y un heterociclo que porta un grupo
saliente en presencia de una amina terciaria, preferiblemente
trietilamina, en un éolvente compatible, tal como
diclorometano, isopropancl o acetonitrilo, el diclorometano

siendo preferido. Todos los componentes se combinan por 1lo
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tantc vy la solucién se hace reaccionar durante 24-48 hrs a
temperatura ambiente. Un soluqién del componente
heterociclico crudo previamente péeparado también puede
emplearse. Después de completar la reaccién, el diclorometano
se lava con acido diluido, preferiblemente acido acético al b5
% en peso, la fase acuosarse separa y el diclorometano Se
intercambia entonces en acetato de etilo por destilacién. El
producto I, que se cristaliza del acetato de etilo durante el
enfriamiento y la adicidén de heptano, Se€ aisla por filtracidn
y se seca 75-80 % de rendimiento (para Ri=H, Rg=H, Rp=tert-Bu,
Rig=Me, HET=6—(trifluorometil)quinazolin—4—il).

Para los procesos de esta invencién, los materiales de
partida son comercialmente disponibles o pueden prepararse
ficilmente por alguien de habilidad ordinaria en el arte. LoOS
solventes, temperaturas, presiones, materiales de partida que
tienen 1l0S grupos deseados, ¥V otras.condiciones de reaccidn,
pueden fidcilmente seleccionarse como Sead apropiado por
alguien de habilidad ordinaria en el arte. LOS procesos
pueden hacerse en escala con objeto de preparar grandes
cantidades del compuesto de la férmula I, tal como en una
facilidad de produccion comercial.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustfén las modalidades de los
compuestos inventivos y materiales de partida, y no se

pretenden como limitantes del alcance de las
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reivindicacicnes.

Como sea apropiado, las reacciones se conducen bajo una
atmésfera de nitrdégeno seco (o argdn). Para reacciones
anhidras, los solventes Dri-Solv del EM se emplearon. Para
otras reacciones, solventes de grado reactivo o solventes de
grado HPLC se utilizaron. A menos de que se indigque de .otra
manera, todos los reactivos comercialmente obtenidos se
usaron CoOmo se reciben.

Las mediciones CL/EM se obtuvieron utilizando un sistema
hibrido de espectrémetro de masas de cuatro polos sencillo
Waters ZQ/HPLC Shimadzu. Los datos para el pico de inﬁerés se
reportaron a partir de la ionizacidén de electrorocio de modo
positivo. El espectro RMN (resonancia magnética nuclear) se
obtuvo tipicamente en los instrumenébs Bruker o JEOL 400 MHz
y H00 MHz en los solventes indicados. Todos los giros
quimicos se reportaron en ppm de tetrametilsilano con la
resonancia del solvente como el estdndar interno. Los datos
espectrales 'H-RMN se reportéron tipicamente como sigue: giro

gquimico, multiplicidad (s = singlete: br s = singlete amplio,

d = doblete, dd = doblete de dobletes, t = triplete, g =
cuarteto, sep = septeto, m = multiplete, app = aparente),

constantes de acoplamiento (Hz), e integracién.
Alguien de habilidad en el arte deberd reconocer las
abreviaturas estdndar utilizadas en la presente. Para

facilitar la referencia, las abreviaturas incluyen, pero no
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necesariamente limitan a: sat. = saturado, HPLC =
cromatografia liquida de alta resolucidén, PA = porcentaje de

area, KF = Karl-Fischer, T.A. = temperatura ambiente, mmol =

milimoles, EMAR = espectroscopia de masa de alta resoluciédn,
TBTU = tetrafluoroborato de O-benzotriazgl-2-il-N,N,N', N'-

tetrametiluronio, MTBE = TBME = tert-butil metil éter, EDAC =
clorohidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida,
EDC = N—(3—dimeti1aminopropil)-N‘letilocarbodimida, TEA =
trietilamina, DPPA = difenil fosforil azida, IPA = alcohol de
isopropilo, TFA = acido trifluorocacético, DCM =
diclorometano, THF = tetrahidrofurano, DMF = N, N-

dimetilformamida, BOP = hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-

iloxi)tris(dimetilamino) fosfonio, EtOAc = Acetato de etilo,
DMSO = dimetilsulféxido,' °C = grados celsius, eq =
equivalente o equivalentes, g = gramo o gramos, mg =
miligramo o© ﬁiligramos, mL (o ml) = mililitro o
mililitros, h = hora o horas, M = molar, N = normal, min
= minute o minutos, MHz = megahertz, tlc = cromatografia
de capa delgada, v/v = volumen a relacién de volumen.
"o, "B, "R Y "SY son desginaciones

estereoquimicas familiares a aqﬁellas de habilidad en

el arte.
N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butilamine)-2-((S)-2-0x0-3-(6-

(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-

il)ciclohexil)acetamida
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EJEMPLO 1 YOS
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Ejemplo 1, Etapa 1: El 2-benci;oxicarbonilamino—7—oxo—6—
aza-biciclo[3.2.1)octano-6-carboxilato de (1R, 28, B5R)-tert-
Butilo (89.6 g, 0.24 mol, ver: P. H. Carter, et al. PCT
solicitud WO .2005/021500) se disolvidé en acetato de etilo
(1.5 L) ¥y la solucidn resultante se lavd con NaHCO; sat. (2 x
0.45 L) y NaCl sat. (1 x 0.45 L). La solucidén se secd (NapSQ4)
Y luego se filtrd directamente en ﬁn matraz de fondo redondo
de 3 cuellos de 3L. La solucidn se purgd con inyeccidn de
nitrégeno directa antes de cargarse con 10% Pd/C (13.65 g)
bajc una atmésfera de nitrdgeno. El matraz se evacud y se
volvid a llenar con hidrdgeno; esto se repitid dos veces mas.
El hidrdgeno se burbujedé a través de la solucidn durante 30
minutos y luego la reaccidn se agitd bajo 1 atm H, durante 18
horas. El matraz se evacud, se volvié a llenar con nitrdgeno,
y se cargd con catalizador fresco (6 g de 10% Pd/C). E1
hidrégenc se burbujed a través de la solucién durante 30 minutos Y
luego la reaccidén se agitd bajo 1 atm H, durante 18 horas. Fl matraz se
evacud y se volvid a llenar con nitrégeno. La mezcla se filtrd a través
de celite; la almohadilla filtro luego séalavé con acetato de etilo,

El filtrado (~1.6 L EtOAc volumen) se diluyd con acetonitrilo
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(0.3 L) y se cargd secuencialmente con L-N-Cbz-metionina (68
g, 0.24 mol), TBTU (77 g, 0.24 mol), Y N,N-
diisopropiletilamina (42 mL, 0.24 mol). La reaccidén se agitd
a temperatura ambiente durante 4 h, durante el tiempo esto se
cargd de una suspensidn a una solucién clara. La reaccidén se
apagd con la adicidén de NH4Cl saturado (0.75 L) y agua (0.15
L); la mezcla se diluydé ademds con EtOAc (0.75 L). Las fases
se mezclaron y se separaron y la fase organica se lavd con
NapCO03 sat. (2 x 0.9 L) y NaCl sat. (1 x 0.75 L). La solucidén
se seco (Na;S0O4), se filtrd y se concentrd in vacuo para dar
2-((8)-2~{benciloxicarbonilamino)-4- (metilotio)butanamido)-7-
oxo-6-aza-bicicle[3.2.1]octano-6-carboxilato de (1R,2S,5R)-
tert-butilo comoc un aceite, el cuai se tomé en la siguiente
etapa sin purificacidén adicional. CL/EM para el pico
primario: [M-Boc+H]' = 406.3; [M+Nal®* = 528.3. ‘H-RMN (400
MHz, d4-MeOH): & 7.36 (m, 5H), 5.11 (s, 2H), 4.32 (m, 1H),
4.2 {(m, lH)] 4.0 (m, 1H), 2.5 - 2.7 (m, 3H), 2.25 (m, 1H),
2.11 (s, 3H), 2.05 (m, 4H), 1.9 (m, 1H), 1.7 (m, 2H), 1.54
(s, 9H). También se presentan EtQAc [1.26 (t), 2.03 {(s), 4.12
(q)] Yy N,N,N,N-tetrametilurea [2.83,(5)].

Ejemplo 1, ©Etapa 2: Una muestra de 2-((8)-2-
{(benciloxicarbonilamino)-4- (metiltic)butanamido)-7-oxo-6-aza-
bicicle[3.2.1}octano-6-carboxilato de (1R, 2S,5R)-tert-butilo
(0.24 mol asumido; ver procedimiento previo) se disolvid en

yodometano (1.250 g) y se agitd durante 48 h a temperatura
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ambiente. La reaccidn se concentrd in vacuo. El residuo se
disolvid en diclorometano y se concentrd in vacuo. Esto se
repitid dos veces mds. El1 lodo resultante se disolvié en
diclorometano (0.4 L) y se vacié; en una solucidn agitada
rdpidamente de MTBE (4.0 L). Los sélidos amarillos
resultantes se colectaron por medio de filtracidn de succidn
Yy Sse secaron bajo alto vacio para proporcionar la sal de
sulfonio (179 g). Este mate;ial se tomé en la siguiente etapa
sin purificacidén adicional. CL/EM para- el pico primario: [Mw
Me;S+H]" = 458.4; [M]® = 520.4. 'H-RMN (400 MHz, d,-MeOH): &
7.35 (m, S5H), 5.09 (s, 2H), 4.33 (m, 1H), 4.28 (m, 1H), 3.98
(m, 1H), 3.3 - 3.45 (m, 2H), 2.97 (s, 3H), 2.94 (s, 3H), 2.78
(m, 1H), 2.0 - 2.3 (m, 4H), 1.7 (m, 2H), 1.52 (s, 9H).
También se presentan MTBE [1.18 (s}, 3.2 (s)] vy los trazos de
N,N,N,N-tetrametilourea [2.81 (s)].

Ejemplo 1, Etapa 3: Todas las sales de sulfonio de 1la
etapa previa (0.24 mol asumir) se disolvieron en DMSO (2.0
L). La solucidén resultante se agitd bajo nitrdégeno a
temperatura ambiente y se cargd con carbonato de cesio (216
g) en porciones. La suspensidn se agitd a temperatura
ambiente durante 3 h y luego se filtrd para remover los
sélidos. La solucién se dividié en ~0.22 L porciones y se
prepard como sigue: la mezcla de reaccidén (~0.22 L) se diluyd
con acetato de etilo (1.5 L) y se lévé sucesivamente con agua

(3 x 0.5 L) y salmuera (1 x 0.3 L). La fase orgdnica se secd
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(NazS04), se £iltrd y se concentrd in vacuo. E1 2-((S)-3-
(benciloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidin-1-il)-7-0oxo0-6-

azabiciclo[3.2.1)octano-6-carboxilato de (1R, 2S,5R}-tert-
butilo deseado (90.8 g, 83%) se obtuvo como una espuma
microcristalina, libre de impureza de tetrametilo urea. CL/EM
para el pico primario: ([M-Boc+H]' = 358.4; [M+Na]®' = 480.4.
'"H-RMN (400 MHz, d4-MeOH): & 7.35 (m, S5H), 5.12 (s, 2H), 4.35
(m, 2H), 4.2 (m, 1H), 3.6 (m, 1H), 3.3 (m, 1H), 2.64 (m, 1H),

2.28 - 2.42 (m, 2H), 2.15 (m, 1H), 1.7 - 2.0 (m, 5H), 1.55

(s, 9H). S1 se desea, este material puede aislarse como un
sélido por disolverse en MTBE (1 wvolumen), agregarse a
heptano (3.3 yolumen), % colectarse el precipitado
resultante,

Ejemplo 1, Etapa 4: Una solucién agitada de 2-((S)-3-
(benciloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidin-1-il)-7-oxo-6-
azabiciclo[3.2.1]octanc-6-carboxilato de (1R, 25,5R) -tert-
butilo (108 g, 0.236 mol) en THF (1 L) se cargd con
monohidrato de hidréxido de litio (21.74 g, 0.51% mol). Agua
(0.3 L) se agregd lentamente, tal que la temperatura no
excedid 2°C. La reaccidén se agitd a temperatura ambiente
durante la noche vy los voldtiles se removieron in vacuo. El1
PH se ajustd hasta ~4 a través de la adicién de 1IN HCLl (450
mL) y NaH;P0O,. Los precipitados blancos resultantes se
colectaron por filtracidn y se lavaron con agua (2 x 1 L). El

sélido se disolvid en diclorometano (1.5 L) y agua (~ 1 L).
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La capa organica se secd (Na,SO4)}, se filtrd vy se concentrd in
vacuo. El residuc se disolvié en EtOAc (0.7 L) y la solucién
resultante se calenté a reflujo du;ante 1 h. Los sdlidos se
separaron después de enfriarse a T.A., y se colectaron por
medio de filtracidén. Estos sdélidos se purificaron por
recristalizacidén en isopropanol para proporcionar el &cido
(1R, 2S,5R)-2-((S) -3~ (benciloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidin-
1-il) ~-5-(tert-butoxicarbonilamino)ciclohexanocarboxilico como
un sélido blanco (104.5 g, 93% de r:andimiento). CL/EM para el
pico primario: [M-tBu+H]' = 420.2; [M-Boc+H]* = 376.2; [M+H]"®
= 476.2. 'H-RMN (400 MHz, d4-MeOH): & 7.35 (m, 5H), 5.11 (s,
2H), 4.35 {(m, ZHL, 3.71 (m, 1H), 3.45 - 3.6 {(m, 2H), 2.99 (m,
i1H), 2.41 {m, iH), 2.15 (m, 1H), 2.0 (m, 2H), 1.6 - 1.9 (m,
4H), 1.46 (s, 9H).

Ejemplo 1, Etapa 5: Un matraz de fondo redondo de 3 L se
cargé con acido (1R,28,5R)—2w((S)—3L(benciloxicarbonilamino)—

2-oxopirrolidin-1-il)-5-(tert-

butoxicarbonilamino}ciclohexanocarboxilico {(75.5 g, 0.158
mecl), EDCeHCl (33.5 g, ©0.175 mol), 1l-hidroxibenzotriazol
(23.6 g, 0.175 mol), y diclorometano (1 L). La reaccidn se

agitd a temperatura ambiente duranée 2 h, durante el tiempo
esto se cargd de una suspensién blanca a una solucidn clara.
El amconiaco (gas) se burbujed en la solucidn hasta que el pH
se hizo fuertemente basico (papel) y la reaccidén se agitd

durante 10 minutos; esta adicidén de amoniaco se repitid y la
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reaccion se agitd durante 10 minutos adicionales. El agua se
agregé. La fase orgdnica se lavd con NaHCO; saturado, NaH,;PO,,
Y salmueravantes de concentrarse in vacuo. El residuo se hizo
mezcla espesa con acetonitrilo (0.5 L) y luego se concentrd
para dar (1R,ZS,5R)—2—((S)—3—(beﬁciloxicarbonilamino)—2—
oxopirrolidin-1-il)-5-(tert-
butoxicarbonilamino)ciclohexanecarboxamida como un sélido
blanco (75.9 g, ~100%), el cual se usd en la siguiente etapa
sin purificacidén adicional. CL/EM para el pico primario: [M-
Boc+H]* = 375.3; [M+H]' = 475.4; [M-tBu+H]' = 419.3. ‘H-RMN
(400 MHz, d4-MeOH): & 7.35 (m, 5H), 5.11 (s, 2H), 4.25 (m,
2H), 3.70 (m, 1H), 3.6 (m, 1H), 3.45 (m, 1H), 2.91 (m, 1H),
2.38 (m, 1H), 2.12 (m, 1H), 1.9 - 2.05 (m, 2H), 1.65 - 1.9
(m, 4H), 1.46 (s, 9H).

Ejemplo 1, Etapa 6: La reaccidén se corrid en tres
porciones iguales y combind para el trabajo acuoso. Un matraz
de fondo redondo de 3 cuellos, 5 L se cargd con (1R,2S,5R)-2-
({S)-3-(benciloxicarbonilamino)-2-oxopirrolidin-1-il)-5-
(tert-butoxicarbonilamino}ciclohexancarboxamida (25.3 g, 53
mmol), acetonitrilo (1.9 L),'y 2.6 L de agua/hielo. La mezcla
se agitd y enfrid a 0°C. El diacetatoc de yodobenceno (25.77
g, 80 mmol) se agregd y la reaccién se agitdé durante 2 h;
otros 0.5 eg de diacetato de vyodobenceno se agregd. La
:eaccién se agitdé durante 9 h (temperatura de reaccidn <

10°C). La mezcla se cargd con 8 eq de N, N-
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diisopropiletilamina y 2 eq de anhidrido acético. Durante los
siguientes treinta minutos, 4 eq de N,N-diisopropiletilamina
y 2 eq de anhidrido acético se agregaron cada diez minutos,
hasta que la reaccidén habia procedido a 1la terminacidn
(HPLC) . El acetonitrilo se removid in vacuc; un poco de
sélido se separé del residuo, .y esto se colectd por
filtracién. El residuo restante se extrajo con diclorometano
(3 L, luego 1 L). La fase orgdnica se lavd secuencialmente
con agua, NaHCO; saturado, y salmuera. Los sélidos colectados
se agregaron a la fase orgdnica, junto con carbdéno activado
(15 g). La mezcla se agitd durante 30 minutos a 40°C antes de
filtrarse y concentrarse in vacuo. El residuo se disolvid en
EtOAc (1 L), y la solucidn resultante se agitd a 75°C durante
1 h antes de permitirse a enfriar a tgmperatura ambiente. Un
sdlido se separa y se colecta por filtracidn. Este sdélido se
purificé ademds por recristalizacidén: esto se disolvid
primero en CH;Cl; 0.5 L, luego se concentrd in vacuo, luego se
re-cristalizd de EtOAc 1 L; esto se repitidé tres veces. Los
sélidos obtenidoé de los licores madre de lo anterior\se re-
cristalizaron tres veces usando el mismo método. Los sdlidos
combinadcs se re-cristalizaron dos veces més de acetonitrilo
(C.7 L) para proporcionar 66 gl (84%) de _(1R,3R,4S)—3~
acetamido—4—((S)—3—(benciloxicarbonilamino)—2—oxopirr§1idin—

l-il)ciclohexilcarbamato de tert—bﬁtilo (pureza >99.5% por

HPLC) . CL/EM para el pico primario: [M+H]® = 489.4; [M-tBu+H]'
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= 433.3. 'H-RMN (400 MHz, d,-MeOH): & 7.3 - 7.4 {(m, SH), 5.11
(s, 2H), 4.35 (m, 1H), 4.15 (m, 1H), 4.04 (m, 1H), 3.8 {m,
1H), 3.6 {(m, 2H), 2.44 (m, 1H), 2.12 (m, 1H), 1.87 - 2.05 (m,
4H), 1.87 (s, 3H), 1.55 - 1.7 (m, 2H), 1.46 (s, 9H). La
fidelidad estereoquimica del cambio de Hofmann se confirmé a
través de Analisis de estructura ge cristal de rayocs X de
este compuesto, coﬁo se muestra en ia Figura 1.

Ejemplo 1, Etapa 7: A una solucidén de (1R, 3R,48)-3-
acetamido—4—((S)—3~(benciloxicarbonilamino)—2—oxopirrolidin—.
l-il)ciclohexilcarbamato de tert-butilo (100 g, 0.205 mol) en
diclorometano (400 ml) se agregd TFA (400 ml) a -20°C. La
solucidn de reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante
2 h. El solvente y mas de TFA se remc:;vieron bajo presidn
reducida, y el residuo se diluyd con diclorometano (2 L)} vy
solucidn de K;CO; acuoso (2 L). El pH se ajusté hasta 10 con
IN HCl. La capa acuosa se extrajo con diclorometano (3 x 1L).
La capa orgénicé combinada se secd sobre Naj;S04, Y se
concentrd para dar (S)—l—f(1S,2R,4R)—2—acetamido—4—
aminociclohexil)—2-oxopirrolidin—B—iicarbamato de beﬁcilo
como un aceite (81 g, 100% de rendimiento). Esta amina se usd
directamente en la siguiente etapa sin purificacién
adiciocnal. '

Ejemplo 1, Efapa 8: A una solucidn de (S)-1-((1S, 2R, 4R)-

2-acetamido-4-aminociclohexil) -2-oxopirrolidin-3-ilcarbamato

de bencilo (13.3 g, 34 mmol) y 3,5-di-tert-butilciclohexa-

STy
1
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3,5-dieno-1,2-diona (7.54 g, 34 mmol) en metanol (160 ml) se
agitd a temperatura ambiente durante 2 111 La solucidn se
concentr¢ y se diluydé con acetona (132 ml) y'agua (33 ml),
seguido por adicidén de DowexJSOWX8—200 {33 g). La reaccidén se
agitd a temperatura ambiente‘durante 2 h. El Dowex-50WX8-200
se removid por filtracidén y se lavd con diclorometano {300
ml). El filtrado se concentrd bajo vacio para remover mas de
la acetona. El residuo se diluyd coﬁ diclorometano (200 ml) vy
se lavo con una solucidén de NaHCO; acuoso (200 ml) y salmuera
(200 ml). Las capas acuosas combinadas se extrajeron con
diclorometano (2 X 100 ml). Los extractos organicos
combinados se secaron sobre NaS0, y se concentraron. E1
producto de (S)-1-((15,2R)-2-acetamido-4-oxociclohexil)-2-
oxopirrolidin-3-ilcarbamato de bencilo se obtuvo como un
sélido (12 g, 90% de rendimiento) por cristalizacidén en EtOAc
(100 ml) vy Hexano (200 ml). 1H—RMN;(SOO MHz, DMSO-dg) 5 ppm
7.99 (d, J=9.35 Hz, 1 H), 7.44 (4, J=8.80 Hz, 1 H), 7.28 -
7.39 (m, 5 H), 5.03 (s, 2 H), 4.50 (s, 1 H), 4.31 (4, J=12.10
Hz, 1 H), 4.18 (g, J=8.98 Hz, 1 H), 3.27 (m, 2 H), 2.82 (dd,
J=15.12, 5.22 Hz, 1 H), 2.52 -~ 2:§5 (m, 1 H), 2.40 (ad,
5=12.92, 4.67 Hz, 1 H), 2.15 - 2.31 (m, 2 H), 2.09 (4,
J=15.40 Hz, 1 H), 1.90 (m, 1 H), 1.8l (s, 3 H), 1.68 (m, 1
H). m/z: 388.46 [M+H].

Ejemplo 1, Etapa 9: A una solucidén de TiCl,; (1M en

diclorometano, 36 ml, 36 mmol) en diclorometano (30 ml) a 0°C
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se agregdé Ti(0iPr), (10.8 ml, 36 mmol). La mezcla luego se
agitd a temperatura ambiente durante 10 min. A una solucidn
de (S)-1-((15,2R) -2-acetamido-4-oxociclohexil)-2-
oxopirrolidin-3-ilcarbamato de bencilo (23.25 g, 60 mmoi) en
diclorometano (600 ml) se agregd tert—butilamina (30 ml, 300

mmel) a temperatura ambiente, seguidc por la adicidn de 1la

solucidén de TiCls/Ti(0iPr); a -50°C. La reaccidén se permitid

calentar lentamente a temperatura ambiente. La reaccidn se
finalizd después de 2 h (La reacciéq se monitored en HPLC por
apagar una muestra HPLC con NaBH, en metanol). La solucidn se
enfridé a 10°C y BH;eSMe; (1M en diclorometano, 66 ml, 66 mmol)

se agregé. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante

5 h luego se apagé con una solucién de Na,C0O; acuoso (300 ml) .

El precipitado se filtrdéd completamente. Las dos capas se
separaron y la capa acuosa se extrajo con diclorometano (600
ml). Las capas de diclorometano combinadas se extrajeron con
IN HCl dos veces (150 ml y 15 ml). (El producto y el trans
isémero indeseado fueron ambos en la fase acuosa &cida). Las
capas acuosas acidicas combinadas se neutralizaron con 12 M
solucién acuosa de NH,0H (12 ml) hasta PH~8 y se extrajeron
con diclorometano dos veces (600 mlﬂ 450 ml). (El producto se
hizo fase orgdnica, mientras el tra&é isdmeros todavia estaba
en la capa acuosa.) Las capas orgéanicas combinadas se lavaron
con una solucidn acuosa de NH4Cl 3 veces (3 x 200 ml) hasta

que el trans isdmero no se dejo en la capa orgdnica. La capa
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organica se secd sobre Na,SO, y se concentrd. E1 residuo sé
purificd por cristalizacidén en EtOAc/Hexano(200 ml / 800 ml)
para dar el (Sy-1-((1S,2R,4R)-2-acetamido-4- (tert-
butiloamino)ciclohexil)—2—oxopirrolidin—3—ilcarbamato de
bencilo (20.80 g, 78% de rendimiento) como un sélido. blanco
con 99.5% de pureza. H-RMN (500 MHi, DMSO-ds) & ppm 8.76 ' (s,
1H), 7.27 - 7.46 {(m, 6 H), 5.03 (m, 2 H), 4.14 (m, 1 H), 4.07
(g, J=8.80 Hz, 1 H), 3.83(m, 1H), 3.36 (m, 2H), 2.91 (s, 1H),
2.18 (m, 1H), 2.04 (m, 1H), 1.78 (s, 3H), 1.41 - 1.74 (m,
7H), 1.04 (s, 9H). m/z: 445.54 [M+H].

Ejemplo 1, Etapa 10: A éna solucidén de (S)-1-
((1S,2R, 4R} -2-acetamido-4- (tert-butiloamino)ciclohexil)-2-
oxopirrolidin-3-ilcarbamato de bencilo (43.3 g, 98 mmol) en
metaﬁol {400 ml), 10% en peso P4/C (4.34 g) se agregd. La
mezcla se evacuéLy se volvié a llenar con hidrdgeno con un
globo de hidrdgenc. La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 5 h. La mezcla se filtrd y se lavéd con metanol (500
ml) v se concen;ré bajo vacio hasta secarse. El producto
crudo obtenido se destild con IPA f2 x 100 ml) bajo presién
reducida para dar el producto N-{{1R,2S5,5R)~-2~((8)-3-amino-2-
oxopirrolidin—l—il)—5—(tert—butiloamino)ciclohexil)acetamida
como un aceite (30 g, 98% de rendimiento). Esta amina se usd
en la siguiente etapa sin purificac%%n adicional.

Ejemplo 1, Etapa 11: A una soihcién de N-((1R,2S,5R)-2-

((S)-3-amino-2-oxopirrolidin-1-il)-5-(tert-
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butiloamino)ciclohexil)acetamida (30 g, 97 mmol) en IPA (400
ml) se agregd TEA (27 ml, 195 mmol) y 4-cloro-6-
(trifluorometil)quinazolina (25 g, 107 mmol; wver P. H.
Carter, et al. Solicitud PCT WO 2005/021500). La mezcla se
agité a temperatura ambiente durante la noche vy luego se
agité a 70°C durante lﬁ. La solucién resultante se concentrd
bajo presién reducida hasta secarse. E1 residuc se disolvio
enldiclorometano (1 L) y se extrajo con una solucidén de acido
acético I (preparada por combinar 700 mL de agua y 22.6 mL de
acido acético glacial) dos veces (500 ml, 200 ml). La capa
acuosa acidica (pH 4-5) se extrajo con diclorometanc (2 x 300
ml). La capa de éiclorometano se e%%rajo con una solucidn de
acido acético II'(BOO ml; preparadé‘por combinar 300 mL agua
con 4 mL de &cido acético glaciél). Las capas de 4&acidc
acético combinadas se hicieron basicas con 1 M NaOH hasta pH
> 12 y se extréﬁeron con diclorometano (3 x 700 ml). Las
capas orgdnicas combinadas se secaron y Sse concentron para
dar el producto crudo cgmo un sdélido (45.6 g, 93% de
rendimiento) . E1l producto crqdo se purificd por
recristalizacion de EtbAc (400 ml);Hexano (900 ml) para dar
42.86 g (88%) N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-2-((S)-2-oxo-
3-(6—(trifluorometil)quinazolin—4—i;amino)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida con 99.7% de pureza. 'H-RMN (500 MHz,

DMSO-ds) & ppm 9.71 (1 H, br. s.), 9.02 (1 H, s), 8.71 (1 H,

d, J=7.97 Hz), 8.59 (1 H, s), 8.04 (1 H, dd, J=8.66, 1.79
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Hz), 7.88 (1 H, d, J=8.52 Hz), 4.9-’5& - 5.13 (1 H, m), 4.30 -
4.57 (1 H, m), 3.86 (1 H, dt, J=11.89, 3.71, 3.64 Hz), 3.43 -
3.57 {1 H, m), 3.35 - 3.45 (1 H, m), 3.04 (1 H, t, J=3.85
Hz), 2.23 - 2.40 (1 H, m), 2.05 - 2.22 {1 H, m), 1.90 - 1.98
(L H, m), 1.86 —E1.93 (3 H, m), 1.50 - 1.78 (5 H, m), 0.98 -
1.15 (9 H, m). YC-RMN (126 MHz, DMSO-d;) & ppm 171.23,
169.35, 159.54, 156.87, 151.17, 128.97, 128.20, 125.76 (1 C,
q, J=30.52 Hz), 121.55 (1 (, br. s.), 124.04 (1 C, g,
J=272.11 Hz), 114.31, 53.26, 52.39, 50.81, 47.56, 45.70,
42.77, 34.52, 32.17, 29.14 (3 C, s), 26.49, 23.29, 20.30.
F-RMN (471 MHz, DMSO-d¢) & ppm -60.34 (s). m/z: 507.0
(M+H]. Andlisis calculado para CjsH3;NgO;F3: C, 59.27; H, 6.56;
N, 16.59; F, 11.25 Encontrado: C, 59.44; H, 6.64; N, 16.74;
F, 10.99. T

PREPARACION ALTERNATIVA DEL EJéMPLO 1

Ejemplo 1, Preparacién alternativa, Etapa 1: Un matraz
de fondo redondo:de 3 cuellos secado al horno.se equipd con
una barra de agitacidn seca, un condensaro de flujo seco, vy
dos septos. Después de enfriarse bajo N,, el matraz se cargd
secuencialmente con acido {1R,2S,5R) -2-((S}-3~
(benciloxicarbonilamino)-2—oxopirroiidin—1—il)—5—(tert-
butoxicarbonilamino)ciclohexanocarboxilico (60 g, 126 mmol;
ver Ejemploc 1, Etapa 4), acetonitrilo {800 mL}, N-
metilmorfolina (27.7 mL, 252 mmol), y difenilfosforil azida

(29.9 mL, 139 mmol). La reaccidén se agitd a temperatura

o R ROGRIIR (18605 A AR L] [putns b3 | s o OOl T I GIHTIEED T T avsann o weamemewmmes - -
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ambiente durante 1 h 40 min, tiempo en el cual 2-
trimetilsililetanol (90 mL, 631 mm%l) se agregd. La reaccidn
se agrupo para calentarse, vy alcanéo reflujo 30 minutos mas
tarde. Esto se permitid poner a reflujo durante 1 h, tiempo
en el cual esto se permitidé enfriar a 50°C gradualmente vy
luege se enfrid a 15°C con enfriamiento externo. La reaccidn
se apagd con la adicién de 4cido acético (1.734 mL, 30.3
mmol) . La reaccidn se concentrd in vacuo y luego se disolvid
en EtOAc (1.2 L). Esto se lavd secuencialmente con agua (1 x
0.3 L), NaHCO; sat. (2 x 0.3 L), IN HCl (1 x 0.3 L), y
salmuera (2 x 0.3 L). La fase orgdnica se secd (Na;S0;), se
filtré, y se concentré in vacuo. Un sdlido aparecié muy
Cempranamente en el proceso de concentracién. Después de que
los voléatiles se removieron, 800 mL 10% 'EtOAc/Hexanos se
agregé, y la mezcla se agitéd duran%e la noche. El sdélidc se
colectd y se secd para proporcionar (1R,3R,4S)-4-((S)-3-
benciloxicarbonilamine-2-oxopirrolidin-1-il)-3-((2-
trimetilsilil)etoxicarbonilamino)ciclohexilcarbamato de tert-
butilo (60.5 g, 102 mmol, 81 % de rendimiento). HPLC mostrd
que el material fue 72%.puro, con dos-impurezaé del 12%. Este
material se tomd en la siguiente etapa sin purificacidén. E1
filtrado se concentrd mds tarde para proporcionar otros 4.38
g del procducto. Réndimiento total = 64.9 g (87%).

Ejemplo 1, Preparacidén alternativa, Etapa 2: Un matraz

de fondo redondo de 500 ml seco se equipd con una barra de
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agitacidén y se cargd secuencialmen£e con (1lR,3R,48)-4-((S)-3-
benciloxicarbonilamino-2-oxopirrolidin-1-i1}-3-((2-

trimetilsilil)etoxicarboniiamino)ciglohexilcarbamato de tert-
butile (60.5 g), CHyCl, (180 ﬁi), Yy una solucidén de
monohidrato de acido para—tolueﬂ;ulfénico (19.48 g, 102 mmol)
en CHCl; (120 mL) y metanol (30 mL). La mezcla se coigcé eﬁ
un evaporador rqtatorio y el wvolumen de CH;Cl, se removid
{temperatura de .baﬁo ca. 20°C). Cuando la mezcla se hizo
espuma, el vacio se re-liberd, y la temperatura del bafio se
incrementdé a 462°C (la temperatura varid de entre 44 y bleC;
esto se controld con la adicidén de hielo externo). La mezcla
se giro a esta Eemperatura durante exactamente una hora la
evolucidén del gas fue visible a través de esto) y luego se
diluyé con EtOAc (1 L). La fase orgdnica se lavé con 0.5 N
NH,OH (2 x 250 mL). Los lavados acuosos se combinaron Y se
agruparon é un lado. La fase orgénfca se lavd con NH.,Cl sat.
{1 x 250 mL) y NaCl sat. (1 x 250 %L); estos lavados acuosos
se descartaron. Los lavados de Kquﬁ combinados iniciales se
volvieron a extraer con EtOAc (1 x 250 mL), y gue el extracto
organico se lavd con NH,Cl sat. (1 x 60 mL) vy NaCl sat. (1 x
60 mL). Todos los extractos orgdnicos se combinaron, se
secaron (Na;S0O;), se filtraron, y se concentraron. El residuo
se purificd por elusidn a través de un tapdn Si0, (13 cm
ancho x 7.5 cm aito). El primer eluyente fue EtOAc puro {ca.

4 L). El segundo eluyente fue 1:9 (10% NH,OH en MeOH) /CH,Cl,
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(ca. 5 L). Las fracciones que contienen el producto deseado
se vaciaron juntas y se evaporaron para proporcionar el
(1R, 28, 5R})-5-aminc-2-((S)-3-benciloxicarbonilamino-2-

oxopirrolidin-1-il)ciclchexilcarbamato de 2-

(trimetilsilil)etilo deseado (31.6; g, 64.4 mmol, 63 % de

rendimiento) .
Ejemplo 1, Preparacién alternativa, Etapa 3: Una
solucidn agitada de (1R, 2S,5R)-5-amino-2-((S)-3-

benciloxicarbonilamino-2-oxopirrclidin-1-

il)ciclohexilcarbamato de 2-(trimetilsilil)etilo (400 mg,
0.82 mmol) en acetonitrilo (3 mL) se cargd secuencialmente
con diisopropiletilamina (315.8 mg, 3 eq) vy bromoacetonitrilo

(109.5 mg, 1.1 ed). La mezcla se agitd a 40°C durante 30 h.

El solvente se removid bajo presidn reducida. El residuo se

purificé por cromatografia de columna de gel de silice,
usando 1.5% de metanol en diclorometano como eluyente. EI
(lR,ZS,SR)—Z—((S)—3—benciloxicarbonilamino—2—oxbpirrolidin—l—
il)—5—(cianometilémino)ciclohexilcafﬁémato ‘de 2-
(trimetilsilil)etilo deseado se obtuvo como un sdélido blanco
(400 mg, 93%). CL/EM encontrado [M + H]' = 530.

Ejemplo 1, Preparacién alternativa, Etapa 4: Una
solucién agitada de (1R, 2S,5R) -2 ( (S) -3-
benciloxicarbonilamino-2-oxopirrolidin-1-i1)-5- |
(cianometilamino)ciclohexilcarbamato de 2-

(trimetilsilil)etilo (400 mg, 0.76 mmol) en diclorometanc (5
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mL), se enfridé a 0°C y se cargd con.m-CPBA (372.6 mg, 2.2 eq}
en porcicnes. La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 1.5 h. La solucidén de Na,S;0; saturado (3 mL) y la
solucidn de NaHCO; éaturado (3 mL) se agregaron y la mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 0.5h. La mezcla se
diluyé con diclorometano (80 mL), sé lavé con NaHCO; saturado
(20 mL) y salmuera (20 mL). La sol&cién se secd sobre Na;S0Oy
anhidro, se filtrd, y se concentié in wvacuo. El1 residuo
obtenido se disolvid en metanol (5 mL} Yy la solucidén se cargd
con NH,CH-HC1 (262.7 mg, 5 eq). La mezcla se agitd a 60°C
durante 2.5 h. Después de enfriarse a temperatura ambiente,
la mezcla se diluydé con diciorometano (80 mL) y se filtréd a
través de una almohadilla de celite., El filtrado se lavd con
NaHCO; saturado (2 x 20 mL). Los lavados acuosos se
extrajeron con diclorometano {30 mL). Las capas de
diclorometanos se combinaron y se lavaron con salmuera (30
mL) . La solucidn se secd sobre Na,$04 anhidro, se filtrd, Yy se
concentrod in vVacuo para dar (1R,28,5R)-2-((8)-3-
behciloxicarbonilamino—2—oxopirroliéﬁﬁ—l—il)—5&
(hidroxiamino)ciclohexilcarbamato de 2-(trimetilsilil)etilo
(350 mg, 91%). CL/EM encontrado [M + H]' = 507.

Ejemplo- 1, Preparacidén alternativa, Etapa 5: A una
solucién  de  (1R,2S,5R)-2-((S)-3-benciloxicarbonilamino-2-
oxopirrolidin-1-il)-5-(hidroxiamino)ciclohexilcarbamato de 2-

(trimetilsilil)etilo (350 mg, 0.69 mmol) en acetona (5 mL) se
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agitd a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla se
concentrd in vacuo. El residuo se disolvid en THF anhidro (7
mL) y se enfridé a 0°C. A una solucién de MeMgBr (1.1 mL, 3M
en dietil éter, 5 eq) se agregd gota a gota. La mezcla se
agitd 'a temperatura ambiente durante 1.5h. La reaccidn se
apagd con agua (5 mL) a 0°C. La mezcla se diluyd con acetato
de etilo (100 mL) y se filtrd a través de una almochadilla de
celite. El filtrado se lavé con saliuera (30 mL). La solucidn
se secd sobre- MgSO; anhidro,. se Ffiltrd, Y se concentrd in
vacuo. El residuo se disolvid en 2 ml de acetonitrilo y 1 ml
de CS; ‘se agregd. La mezcla se agitéd a temperatura ambiente
durante 1 horas. E1 solvente se removid y el productc crudo
se purificd por cromatografia de columna de gel de silice,
usando 1.5% de metanol en diclorometano como eluyente, para
proporcionar el (lR,ZS,SR)“2—((S)~37benciloxicarboni1amino—2—
oxopirrolidin—l—il)—S—(tert—butilamiho)ciclohexilcarbamato de
Z-(trimetilsililletilo deseado (160 mg, 42%) . CL/EM
encontrado [M + H]® = 547.

Ejemplo 1, Preparacidn alternativa, Etapa 6: Una
scolucidn agitada de : (1R, 28,5R)-2-((8)-3-
benciloxicarbonilamino—2—oxopirrolid3n—l~i1)—5—(tert—
butilamino)ciclohexilcarbamato de 2-(trimetilsilil)etilo (200
mg, 0.183 mmol) en diclorometano (3 mL) se cargd con acido
trifluoroacético (2 mL). La reaccidn se agitd durante 2 h a

temperatura ambiente y se concentrdé in vacuo. El residuo se
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disolvidé en diclorometano (50 mL) y se lavé con NaHCO;
saturado (20 mL). La capa acuosa se extrajo con diclorometano
(3 x 30 mL). Las capas de diclorometano se combinaron y se
secaron sobre Na;S04 anhidro, se filtraron, y se concentraron
in vacuo para dar (S)-1-((1S,2R,4R)-2-amino-4- (tert-
butilamino)ciclohexil) -2-oxopirroclidin-3-ilcarbamato de
bencilo (66 mg, 90%). CL/EM encontrado [M + H]' = 403.

Ejemplo 1, Preparacién alternativa, Etapa 7: A una
solucidn de (S)-l—((;S,ZR,4R)-2—amino~4—(tert—
butilamino)ciclohexil)—2*oxopirroliéin«3~ilcarbamato de
bencilo (22 mg, 0.055 mmol) en diclorometano (2 mL) se éargé
secuencialmente con trietilamina (11.1 mg, 2 eqg) vy anhidrido‘
acético (6.1 mg, 1.1 eq). La reaccidén se agitd durante 1.5 h
a temperatura ambiente, se diluyd con diclorometano (50 mL) y

se lavd con NaHCO; saturado (20 mL). La fase orgédnica se secé

‘sobre Na;S04 anhidro, se filtrd, y se concentrd in vacuo para

dar (S)—l—((lS,2§,4R)—2—acetamido—4—(tert—
butilamino)ciclohexil)-2-oxopirrolidin-3-ilcarbamato de
bencilo (22 mg, 90%). CL/EM encontrado [M + H]' = 445.

Ejemplo 1, Preparacidén alternativa, Etapa 8: A una
sclucidn de (S)-1-((15,2R,4R) ~2-acetamido-4- (tert-
butilamino)ciclohexil)—2—oxopirrolié&n—3-ilcarbamato de
bencilo (22 mg, 0.05 mmol) en metanol (2 mL) se agregd
PA(OH),; (20 mg de 50% en peso catalizado). E1 matraz‘ se

evacué y se volvid a llenar con hidrégeno de un globo de
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hidrdgeno. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante

1 h v el catalizador se removid p&r filtracidn. E1 filtrado
)

se concentrd in vacuo para proporcionar N-((1R,2S,5R}-2-((S)-

3-amino-2-oxopirrolidin-1-il)-5-(tert-

butilamino}ciclohexil)acetamida (13 mg, 85%) . CL/EM

encontrado (M + H]' = 311.

Ejemplo. 1, Preparacién alternativa, Etapa 9: A una
solucién de N-((1lR,2S,5R}-2-((S)-3-amino-2-oxopirrolidin-1-
il)-5-(tert-butilamino)ciclohexil)acetamida (70 mg, 0. 225
mmol) en isopropanol (3 ml) se agregd d-cloro-6-
(trifluorometil)quinazolina (63 mg, 1.2 eq) y trietilamina
(56.9 mg, 2.5 eq). La mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 1.5 h. El solvente se removidé bajo presidén reducida.
El residuo se pufificé con HPLC pregarativa para proporcionar
el compuesto del titulo como su sal bis-TFA (110 mg, 67%).
CL/EM encontrado [M + H]' = 507.

2® PREPARACION ALTERNATIVA DEL EJEMPLO 1

NH,HOTs NH,HOTs
A WCOzEL PA/C [H] A WCO2EL
— i-PrQAc o

Qo 0 o

\_/m_ \_/1

Ejemplo 1, 2* Preparacidén alternativa, Estapa la: A un

hidrogenador se le cargaron sal de 4-toluensulfonato de
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(7R, 88)-8-((S)-1-fenil-etilamino)-1,4-dioxa-

espirof[4.5]decano-7-carboxilato de etilo 1A (1417 g, 2.8
moles, c¢.f£.: WwW02004098516, prepagédo andlogamente a Pat.
E.U.A 6,835,841), etanol (200 proof, 11.4 L), y 10% Ppd/C
catalizador (50% de humedad, 284 g). La mezcla se hizo inerte
con nitrdégeno, luego se presurizd con gas de hidrégenb (45
psig (3.163 kg/cm?)) vy agitd vigorosamente a aproximadamente
40°C hasta que el material de partida se consumid {(HPLC). La
suspensién se enfrid, purgd con gas de nitrdgeno y el
catalizador se removié por filtracién mientras-fue inerte. El
catalizador gastédo se lavd con etanol (4.3 L). El filtrado vy
los lavados se combinaron y -concentraron bajo vacio a un
volumen de 2-3 L mientras mantuvieron el lote entre 40°-60°C.
El acetato de isopropilo (5 L) se cargéd y la mezcla se
concentrd a un |volﬁmen, de ~2 L ;hasta que mas etancl se
removid (<0.5%) y contenido de hﬁ&edad residual fue <1,000
ppm. El volumen del lote se ajustdé a ~7.5 L por la adicidn de
acetato de isopropilo. La mezcla Se calentd a 80°C hasta que
esta transparente; luego se enfrid 65°-70°C. Los cristales de
semilla de 1 (5 g) se agregaron y el lote se enfridé a 50°C
durante 2 horas, luego se enfridé ademds a 20°C durante 4
horas y conservando durante ~10 horas. La mezcla espesa
resultante se filtré vy 1la torta ise lavd con acetatc de
isopropilo (2 L). El1 producto se secd bajo vacio a ~35°C

hasta gue los volatiles se redujeron abajo ~1% (LOD). La sal
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4-tocluensulfonato de (7R,88)v8~amino—l,4—dioxa—
espiro(4.5]decano-7-carboxilato de etilo 1 se obtuvo como un
sélido blanco, cristalino (936 g, 83% de rendimiento; HPLC
pureza: 99.8%). 'H-RMN: (300MHz, COCl;) 8.14-7.89 (brs, 3H),
7.75 (d, J 9.0Hz, 2H), 7.15 (d, J 8.0Hz, 2H), 4.22-4.04 {(m,"
2H), 4.01-3.77 (m, 4H), 3.55-3.43 (m, 1H,), 3.20-3.13 (m,
1H), 2.40-2.27 (m, 4H), 2.21-1.94 (m, 2H), 1.81-1.51 (m, 3H),
1.23 (t, J 7.0Hz, 3H); HPLC: Waters Xterra EM C18 4.6 mm x
150 mm i.d., 3.5mm tamafio de particula, 0.05% NH,OH (5% ACN,
95% H,O, solvente A), a 0.05% NHOH (95% ACN, 5% H,0, solvente
B), 5% B a 20% B en 10 minutos,“ cambiado a 95% B en 25
minutos, vy luego‘cambiado a 5% B en 1 minuto; 11.1 minutos

(aminoéster'l).

_ _ 0o
MeS Mezs
NH,HOTs  L-Z-Met-OH | o 0
2 _.WCO.Et  EDAC NE 3
N TEA gH Mel 2”
- CbzHN WCO;E CbzHN WCOE
H, -
— 0" o 0" o
3 J/ _/
2 . 3

Ejemplo 1, 2:'El Preparacion alternativa, Etapa 1b: La sal
de 4-toluensulfonato de (7R, 8S5)-8-amino-1,4-dioxa-
espiro(4.5]decanoc-7-carboxilato 1 (450.1g; el producto de la
desproteccidn reductiva de un compuesto conocido - ver R. J.
Cherney, WO 2004/098516 y G. V. “Delucca & S. S. Ko, WO

2004/110993), se combindé con clorohidrato de 1l-etil-3-(3-
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dimetil-amino-propil)carbo-diimida (236.3g), hidrato de 1-
hidroxi benzotriazol (171.9g), N-carbobenciloxi-L-metionina

(333.4g) vy acetonitrilo (3.1 L). A la mezcla agitada se
agregd trietilamina (249.5 g) de Dbajo de 30°cC.
Mientras se completd la reacci@n (HPLC), la mezcla se
diluyé con acetatoc de etilo (8fé L) v se lavd con una
solucidén de bicarbonato de potasio acuoso 25% (2x4.5
L) seguido por agua (4.5 L). La fase orgdnica se
separd y se concentrd bajo presién reducida para
obtener una soluciodn de (7R, 88)-8-((8)-2~
benciloxicarbonilamino-4-metilsulfanil-butirilamino) -
l,4-dioxa-espiro[4.5]decano-7-carboxilato de etilo 2
(1.4 L), el yoauro de metilo (5.39 kg) se agregd, el
recipiente se protegid de la 1luz y la mezcla se
mantuvo baijo agitacién lenta durante aproximadamente
24 h, Al precipitado amarillo:espeso se agregd éter
de metil tert-butilo (2.7 L) y la mezcla se mantuvo
durante aproxiﬁédamente 1 h. Eigproducto se aisld por

filtracidén y la torta se lavd con éter de metil tert-

butilo (2x1.4 L), luego se secéd bajo vacio,
proporcionando yoduro de [(S)-3-benciloxi-
carbonilamino-3-((7R,8S)-7-etoxicarbonil-1, 4-dioxa-

espirol[4.5]dec-8-ilcarbamoil)-propil]l-dimetilsulfonio
3 (671.4 g, ~94% de rendimiento) come un sdlido

blanco opaco (HPLC pureza 99.9%). .
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Ejemplo 1, 2® Preparacidén alternativa, Etapa 2: La sal
de sulfonio 3 (619.4 g), y carbonato de cesio (416.8 g) y
sulféxido de dimetilo anhidro (6.2 L) se combinaron en un
reactor equipadd con un .limpiador para neutralizar los
sulfuros wvolatiles. La agitacidén vigorosa se mantuvo hasta -
que la conversidén completa se obtuvo (HPLC). Acetato de etilo
(12.4 L) se agregd, seguido por 20 % salmuera (3 L). La fase
organica se separd, se lavd dos veces con salmuera-(2x3.L) v
se evapordé para obtener a una solucidén de (7R,8S)-8-((S)-3-
benciloxicarbonilamino-2-oxo-pirrolidin-1-i11)-1,4-dioxa~
espiro(4.5]decano-7-carboxilato de etilo 4 en acetato de
etilo (~0.8 L). Acetona (2.55 L) se agregd, seguido por una
solucidén de é&cido clorhidrico acuosé 0.5 M (2.3 L). Con buen
mezclado, la solucidn se(;alenté hésta 50 hasta 60°C hasta
que la conversidén de 4 a (IR,28)-2-((S})-3-
benciloxicarbonilémino—Z—oxo—pirrolidin—l—il)—5—oxo~
ciclohexanocarboxilato de etilo 5 se completd (HPLC). La

mezcla se concentrd bajo presidn reducida de bajo de 40°C, se
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enfrié a ~30 °C, y' ' agua (4.1 L) se agregd. La mezcla espesa
resultante se enfrid de 5 hasta 10°C y se agitd durante -~1
hora. El producto se filtré y la torta se lavd con agua
(2x2.5 L) . Duranﬁe la deslicorizaci%n, la torta se secd hasta
un peso constante de bajo de 40°C en un horno al vacio. La
ciclohexanona 5 (272g, 70% de rendimiento) se obtuvo (HPLC

pureza 9%8.7%).

%0 Vo 3 N0
HN “—< > HN ‘{ > HN \—Q
O’)\_) 0 b

e e Ty o
e IHCAN R G
o v 0 P

5 6 7

Ejemplo 1, 2% Preparacién alternativa, Etapa 3: La
ciclohexanona 5 (100g) se suspendidé en THF (500 mL) Yy se
enfridé a 0°C. 1IN.NaOH (271g) se agregé a 0-5°C y la mezcla
bifasica se agitd a £ 5 °C durante al menos una hora. El MTBE

(500 mL) se agregd y las capas se separaron. La capa acuosa
del fondo se lavd nuevamente con MTBE (500 mL) y las capas se

separaron. Diclorometanco (500 mL) se cargd al producto-capa
acuosa rica, y la mezcla se enfrié;a 0°C. 3N HC1l (156 g) se
cargd mantenido £ 5 °C. Después de agitarse durante al menos
10 min, la mezcla se calentd a 20-25°C, y las capas se

separaron. La capa acuosa se extrajo con diclorometano (100
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mL) . Las capas organicas se combinarcn y el solvente se
cambid en toluenolpor medio de la destilacidn. El1 volumen de
la solucidn de toluenc se ajustd hasta aproximadamente 1L, vy
monohidrato de &acido p-toluensulfédnico (0.24 g). se agregd.
Etilen glicol (16.22 g) se agregd, y la mezcla se destild a
presién atmosferica hasta que la formacidén del compuestoc 7 se
coﬁpleté Yy el volumen superior fue aproximadamente de 500-700

mL. La solucidén se enfridé a aproximadamente 70°C, Yy acetato

de etilo (500 mL) se agregd mantenido aproximadamente 70°C.
La mezcla se enffié y se filtré bara dar 73 g (70 % de
rendimiento) del compuesto 7, &cido (7R, 88)-8-((3S)-3-
(((benciloxi)carbenil)amino)}-2-oxo-1-pirrolidinil)-1, 4-

dioxaespiro[4.5)decano-7-carboxilico.

NHCbz NHCbz | NHCbz] NHCbz
Q‘.\COZH Q‘\\CONJ Q‘» NCO Q\\ NHAc
0" o e 0" 0 0 o
L - ‘ S J

7 T8 - 9 10

Ejemplo 1, 2® Preparacidén alternativa, Etapa 4: A una

mezcla espesa del compuesto 7 (147 g) en tolueno seco (370
mL) se cargd trietilamina (32.7 g) a 15-25°C. Después de que
la mezcla espesa se volvid una solucién después de 10-15

minutos de agitacidén a 25°C, el matraz se enfridé a -10°C vy

cloroformiato de isobutilo (44.l1lg) se cargd a -10°- 0°C. La
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mezcla se agitd a -10°- 0°C durante alrededor de 30 min. A una
solucidn de azida de sodio (42 g) Yy bromuro de
tetrabutilamonio (5.2 g) en agua (130 mL) se agregd a -10°-
0°C. La mezcla espesa bifdsica se agitd vigorosamente durante
al menos una hora y tolueno (1750 mL) seguido por agua (300
mL) se agregaron. Las dos fases se agitaron durante al menos
10 minutos y la capa orgdnica superior se separd y se secd
con tamiz molecular 4A. El anhidrido acético {76 mL) y acido
acético (28 mL) se agregaron y la solucidén se calenté hasta
80-90°C durante 1-4 horas, hasta que <2 AP del intermediario
9 se detectd por HPLC. E1 solventeise destild completamente
parcialmente hasta aproximadamente dos tercios del volumen
inicial bajo una presidén atmésferica, la solucidn se enfrid a
temperatura ambiente y la mezcla espesa resultante se agitéd
duranﬁe 16 horas. Heptano (350 mL) se agregd lentamente y la
mezcla espesa se agitd durante lh. Los sdélidos se filtraron,
se lavaron con tolueno/heptano 4:1 (300 mL), y se secaron
para dar 109 g (78% de rendimiento)ﬁdel compuesto 10, ((38)-
1—((7R,BS)—7—acetamido—l,4—dioxaespi;o[4.5]dec—8—i1)—2—oxo—3—

pirrolidinil)carbamato de bencilo.

NHCbz ' NHCbz
)

{ Xq
N
~.NHAc 2

0

'2;]

0 o N

10 11

C
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Ejemplo 1, 2% Preparacién altgrnativa, Etapa 5: A una
solucidén del compuesto 10 (109 g) en acetona (760 mL) se
cargé 1N HCl (760 mL). La mezcla se calentdé hasta 50°C
durante 2.5 horas. La acetona se destil$ completamente bajo
presidon reducida y el producto se extrajo con diclorometapo
dos veces 1 x 1 L y 1 x 0.5 L. Las capas de diclorometano se
combinaron y diclorometano se cambié en acetato de etilo por
destilacidén hasta que los p.b. en el recipiente alcanzo 78°C
y el volumen final fue de aproximadamente 10 mlL/g compuesto
10 consumo. La mezcla espesa de acetato de etilo se enfrid a
temperatura ambiente, se agitd durante 16 hrs y los sdlidos
se filtraron y se lavaron con acetato de etilo {400 mL). EL
sélido se secd para dar 84 g (é7% de rendimiento) del
compuesto 11, ((38)-1-((1S,2R)-2-acetamido-4-oxociclohexil) -

2-0x0-3-pirrolidinil)carbamato de bencilo.

NHCbz NHCbz
Q\\NHAC O\\NHAC
—_—
s} 7(1%}1
11 "

Ejemplo 1, 2% Preparacidn alfernativa, Etapa 6: el
reactivo TiCl1,(0Pr'), se pre-formé por agregar Ti (0'Pr), (11.5
mL) a una solucidén de 1M TiCls en diclorometano (39 mL) é 5-
10°C y subsecuentemente se agitd a temperatura ambiente

durante 15 min. El1 compuestc 11 (25 g) se disolvid en
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diclorometano (500 mL) vy t-butilamina (34 mL) se agregd a
temperatura ambiente. Después de 10 minutos la solucidn se
enfrié a -25 hasta -20°C y 1la solucidén del reactivo de
titanio preformada se agregd a una ‘temperatura de bajo de -
20°C. La mezcla se permitid calentar a temperatura ambiente y
esto se agitd durante lh. Una muestra se tomd .para confirmar
que ia formacién de imina se completd por minoapagarse con
borohidrurc de sédio en metanol (la ausencia de alcoholes
indicando la consumacidén completa de la cetona de partida
11). El sulfuro de dimetil borano (7.0 mL) luego se agregd a
0-5°C vy 1la mezcla de reaccidn se calentd a temperatura
ambiente y se agité durante al menos 5 horas. Diclorometano
se evapord parcialemnte (alrededor de la mitad) bajo presidn
reducida y acetato de etilo humedo (300 mL, se preformd por
agitacion de acetato de etilo con agua) se agregd dentro de
30-60 min. La mezcla espesa resulténte se agitd durante al
mencs 4 h, los séiidos se filtraron & se lavaron varias veces
con dicleorometano hasta que no mds de 5 M % del producto se
retiene en la torta. El filtrado y lavados se combinaron, 1N
HC1 (200 mL) se agregd y la mezcla bifasica se agitd durante
al menos 30 min (la evolucién de gas ceso después de ~20
min). E1 producto de capa acuosa rica (fase superior) se

separd y diclorometano (500 mL) se agregd. Hidrdéxide de

i
]

amonio concentrado se agregd a la’'mezcla bifdsica agitada

hasta que el pH se ajustd hasta 8-8.5 (~1% mL). La fase
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organica se separd y se lavdé 2 x 100 mL con 14 % en peso
cloruro de amonio, para remover el trans isémero no deseado
del comﬁuesto 12, v finalmente con agua {25 mL) .
Diclorometano se cambidé en acetato de etilo por destilacidn
bajo presidén normal hasta que lo§ pP.b. en el recipiente
alcanzo 78°C y el volumen final fue de aproximadamente 5 mL/g
compuesto 11 consume {~140 mL). La solucidn se enfrid a
temperatura ambiente. Heptano (250 mL) se agregd lentamente a
40-50°C vy compueéto 12 inicic la cristalizacidén. La mezcla
espesa se agitd a temperatura ambiente durante 3 hrs y los
s6lidos se filtrarcn, se lavaron con heptano (100 mL) y se
secaron para dar 20.1 g (70 % de rgndimiento) del compuesto
12, ' ((38)—1—((lS,2ﬁ,4R)—2—acetamido—4—(tert—
butilamino)ciclohexil)-2-o0oxo-3-pirrolidinil)carbamato de

bencilo, como cristales esponjosos blancos.

NHCbz NH,
(o {0
A .NHAc H, & _AL.NHAc

Pd/C O
7(NH — 7(NH
2 . 13

Ejémplo 1, 2* Preparacidén alternativa, Etapa 7: EIl
compuesto 12 (20 g) se disoclvid en metanol (400 mL)ly 5 %
Catalizador P4/C (1.8 g, 9 % enlpeso) se agregd. La mezcla se
hidrogeno a 250 y 25 psig (1.7575 kg/cm’) durante 3h. El

catalizador se removid por filtracidn, y el metanol se cambid
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en acetato de eti;o por destilacién?continua. El producto se
cristalizo a parﬁir de acetato de étilo (160 mL) durante el
enfriamiento. Heptano (160 mL) se agregé a 25°C, la mezcla
espesa se agitd durante lh y el producto se filtrd, se lavd
con heptano y se secd para dar 12.8 g (94 % de rendimiénto)
del compuesto 13, N-((1R,2S,5R)-2-((38) -3-amino-2-oxo-1-

pirrolidinil)—5~(tert—butilamino)ciclohexil)acetamida.

OH Cl
N&IjCFJ : NﬁD,CF;;
Sy | | .
14 5

Ejemplo 1, 2% Preparacién alternativa, Etapa 8: 6-
(trifluorometil)-4-quinazolinol, 14 (5 g; ver P. H. Carter,
et al. PCT application WO 2005/021500) se suspendié en
diclorometano (100 mL). N,N—diisopropiletilamina (4.2 mL,
1.05 eqg) y DMF (0.4 mL, 0.2 eq) se agregaron. Cloruro de
oxalilo (3.0 mL, 1.5 eq) luego se agregd a la mezcla espesa
agitada a 20-25°C bajo enfriamiento (adicién exotérmica). La
mezcla espesa anaranjada se agitd 5 30-35°C durante 2h. La
evolucidén de gas estudiada se observd durante ~1.5 hrs en
cuyo punto la mezcla espesa se volvidéd una solucidn
anaranjada. Después de enfriarse a 20°C, la solucidén de
reaccidén se agregd gota a gota hasta 20% en peso K;HPO, acuoso
(50 mL) bajo agitacidén vigorosa y evolucidn de gas. La fase

organica inferior se separé y se lavé un tiempo mds con 20 $%
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en peso K;HPOy acuoso (50 mL). La solucién orgdnica se usd
como es durante la siguiente etapa dentro de 16h.

F,C
. NH,
&o HN— N
N Qa _ * N__//
| ~.NHAc p CF, &
N - 0
+ k\ I N
B N ~ ‘\NHAC
A :
13 15 NH Ejemplo1

Ejemplo 1, 2° Preparacidn alternativa, Etapa 8: A una
solucidn de 15 en diclorometano (22 mL, 5.5 mmol), sdlido 13
(1.55 g, 5 mmol) se agregd y la mezcla se agitd a'temperatura
ambiente hasta que los sdlidos se disolvieron. Trietilamina
(1.4 mL, 11 mmol): se agregd y la mezcla se agitd durante 24
hrs a temperatura ambiente. Agua (10 mL) se agregd, las dos
fases se agitaron durante 10 minutos y la fase orgdnica se
separdé. El1 diclorometano se cambid en acetato de etilo por
destilacién continua hasta que los p.b. en el recipiente
alcanzo 78°C y el volumen final fue de aproximadamente 10
mL/g compuesto 13 consumo (~15 mL). La mezcla espesa se
enfrid a temperatura ambiente, heptano (15 mL) se agregd
lentamente y la mezcla espesa se agitd durante 16 h. Los

sélidos se filtraron, se lavaron con heptano/acetato de etilo

1:1 (5 mL) y se secaron para dar 1.83 g (72 % de rendimiento)
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de cristales beige (forma N-2 por XRD) de N-((1lR,2S,5R)-5-
(tert-butilamino)-2-((8)-2-oxo-3-{6-
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, Ejemplo 1.

EJEMPLO 2

Formas de Cristal de N—((lR,ZS,5R)—5—(tert~buﬁilamino)—
2—((S)—2—oxo—3“(6—(trifluorometil)q%inazolin—4—
ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida

Diversas formas de cristal de N—((lR,2S,5R)—5—(teft-
butilamino)}-2-((S)-2-ox0-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirroiidin—l—il)ciclohexil)acetamida, incluyendo 1la
base libre se prepararon y caracterizaron como se deséribe
abajo.

PROCEDIMIENTOS PARA CARACTERIZAR LAS FORMAS

Datos de Cristal Sencillo

Los datos se colectaron en un difractdmetro de serie
Bruker-Nonius (BRUKER AXS, Inc., 5465 East Cheryl Parkway
Madison, WI 53711 ©USA) CaAD4. Los parametros de celdas
unitarias se obtuvieron a través de andlisis de minimos
cuadrados de los ajustes de difractbmetro experimental de 25
reflecciones de é&ngulo alto. Las intensidades se midieron
usando radiacidén Cu Ka (A = 1.5418 A) a una temperatura
constante con la técnica de barrido variable 6-20 y se
colectaron solamente por factores de polarizacidén Lorentz.

Las cuentas de respaldo se colectaron en los extremos de lo
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barrido por la mitcad del ;ﬁempo de lo barrido.
Alternativamente, los datos de cristal sencillo se colectaron
en un sistema Bruker-Nonius Kappa CCD 2000 usando radiacidn
Cu Ka (A = 1.5418 A). El indice y procesamiento de los datos
de intensidad medidos se llevaron a cabo con el paquete de
software HKL2000 (Otwinowski, 2. & Minor, W. (1997) en
Macromolecular Crystallography, éds. Carter, W.C. Jr & Sweet,
R.M. (Academic, NY), Vol. 276, pp. 307-326) en el conjunto de
programa de coleccidn. (Collect Data collection and
processing user interface: Collect: Data collection software,
R. Hooft, Nonius B.V., 1998.). Alternativamente, los datos de
cristal sencillo se colectaron en un sistema Bruker-AXS APEX2
CCD usando radiacidén Cu Koo (A = 1.5418 A). E1 indice vy
procesamiento dezlos datos de inteﬁéidad medidos se llevaron
a cabo con el conjunto paguete/programa de software APEX2
(APEX2 Data collection and processing user interface: APEX2
User Manual, v1:27; BRUKER AXS, 1Inc., 5465 East Cheryl
Parkway Madison, %I 53711 UsA).

Cuando se indica, los cristales se enfriaron en la
corriente fria de un sistema Oxford cryo (Oxford Cryosystems
Cryostream cooler: J. Cosier andi A.M, Glazer,_ J. Appl.
Cryst., 1986, 19,'105) durante la coleccidn de datos.

Las estructuras se solucionan por métodos directos y se
refinan con base en las reflexiones observadas usando va sea

el paquete de software SDP (SDP, siglas en inglés de Pagquete
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de Determinacidén de Estructura, Enraf.Nonius, Bohemia NY
11716. Factores de dispersién, incluyendo f' y f'’, en el
scftaware SDP se toman de las 4&nternational Tables for
Crystallography”, Kynoch Press, Bromingham, Inglaterra, 1974;
Vol IV, Tablas 2.2A y 2.3.1) con modificaciones locales
menores o el paquete cristalografico, MAXUS (conjunto de
software de solucidn y refinamiento maXus: S. Mackay, C.J.
Gilmore, C. Edwards, M. Tremayne, N. Stewart, K. Shankland.
MaXus: un programa de computadora para la solucidén vy
refinamiento de estructuras de cristal de datos de difraccién
o SHELXTL'. Los parametros atémicos derivados (coordenadas Y
factores de temperatura) sel refinan a través de la matriz

completa por minimos cuadrados. La funcidén minimizada en los

refinamientos fue ZW(|F°\—|FCh2. R se define como ZI'FOI—

7ol | /517l mientras que r, =15 ([Fob-1Fe|)2/Zu1P0 12142 donde w
es una funcidén de peso apropiada basada en errores en las
intensidades observadas. Se examinan los mapas de diferenciaé
en todas las etapas de refinamiento. Se introducen los
hidrdégenos en posiciones idealizadas con factores de
temperatura isotropicos, pero los parametros de hidrégenc no
varian.

Datoé de Dif%accién de polvo de rayos X (PXRD)

Los datos PXRD se obtuvierocon u;ando un Bruker C2 GADDS.

La radiacidén fue Cu Ko (40 KV, 50ma). La distancia del

detector muestra fue 15 com. Las muestras de polvo se
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‘colocaron en capilares de vidrio sellado de 1lmm o menos en

diametro; la capilaridad se gird durante la coleccidén de
datos. Los datos se colectaron por 3<26<35° con un tiempo de
la exposicidén de la muestra de al menos 2000 segundos. Los
arcos de difraccion de dos dimensiones resultantes se
integraron para crear un patréﬁ PXRD de 1 dimensién
tradicional con un tamafio de etapa de 0.02 grados 26 en el
intervalo de 3 hasta 35 grados 28.

Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Los experimentos DSC se realizaron en un TA Instruments™
modelo Q1000 o 2920. La muestra (alrededor de 2-6 mg) sSe pesd
en una plancha de aluminio y se registra exactamente hasta
una centésima deitnl miligramo, vy ée transfiere al DSC. E1
instrumento se purgé con gas de nitrdgeno a 50 mL/min. Los
datos se colectaron entre temperatura ambiente y 300°C a
relacidén de calentamiento 10°C/min. El diagrama se hizd con
los picos endotérmicos que apuntan hacia abajo.

Analisis Terﬁo Gravimétrico (Tég)

Los experimentos TGA se realizaron en un TA Instruments™
modelo Q500 o 2950. La muestra (alrededor de 10-30 mg) se
colocd en una plancha de platino previamente tarada. E1 peso
de la muestra éé midié exactamente y se registrd a una
milésima de un miligramc por el instrumento. E1 horno se
purgd con gas de nitrdégeno a 100 mL/min. Los datos se

colectaron entre temperatura ambiegpe y 300°C a relacidén de
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calentamiento 10°C/min.

PREPARACION Y ANALISIS DE LAS FORMAS

Los datos celulares unitarios y otras propiedades para
estos ejemplos se presentan en la Tabla 1. Los pardmetros de
celdas unitarias se obtuvieron de andlisis cristalografico de
rayos X de cristal sencillo. Una cuenta detallada de células
unitarias se puede encontrar en ei Capitulo 3 de Stout &
Jensen, X-Ray Structure Determination: a Practical Guide,
(MacMillian, 1268).

Las coordenadas atdmicas fraccionarias para los Ejemplos
2a, b, ¢, d, e, £, g, vy h, y las condiciones las cuales se
miden se presentan en las Tablas 2-9.

Adicionalmente, las posiciones de pico de difraccidn de
rayos X en polvo‘caracteristico (grédos 26+0.1)@ TA para 1los
Ejemplos 2Z2a, b, ¢, d, e y £, se piesentan en la Tabla 10,
todos los cuales se basan en los patrones de alta calidad
colectados con un difractdmetro (CuKa) con una capilaridad de
barrido con 28 calibradc con un NIST u otro estandar
adecuado. |

Finalmente, las Figuras 1-6 pre;entan patrones XRPD para
los Ejemplos 2a, b, ¢, 4, ey £, figuras 8, 10, 13, 15, 17 y
19 se describe en TGA de los ejemplos 2a, b, ¢, 4, e vy £,
respectivamente. Las figuras 7, 9, 12, 14, 16 y 18 describe
el DSC de los ejemplos 2a, b, ¢, d, e y f, respectivamente.

La figura 11 describe la isotermia de sorpcidén de vapor del
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Ejemplo 2b.

Forma de Preparacidn, Caracterizacidén DSC y TGA

Ejemplo 2a, Forma HO.5-4: 150 mg de N-((LR,2S,5R)-5-
(tert-butilamino)-2-((8)-2-oxo-3-(6-
(trifluorometil)qguinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base libre se disolvid en acetato de
n-butilo saturado caliente con agua. Heptano se agregd hasta

que se observa una turbiedad persistente. La mezcla espesa se

permitid enfriar a temperatura ambiente. La Forma H0Q.5-4 se

-caracterizdé por 0.5 mol agua ,por mol N-((1R,2S,5R)-5-(tert-

butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6- (trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidih—l—il)ciclohexil)acetamida, base 1libre. La
Forma H0.5-4 se caracterizd bor un termograma DSC que tiene
un inicio endotérmico amplio ﬁipicamente en el intervalo de
entre temperatura ambiente ca. vy 61°C ca. en el convenio en
la curva TGA; a temperaturas més' altas en otros eventos
pueden ocurrir. La Forma H0.5-4 se caracterizdé por una curva
termal TGA que tiene tipicamente menos peso desde 0.6% hasta
alrededor de 1.4% hasta 100°C ca. La perdida de peso
teoretical para la forma H0Q.5-4 es ;,7%, sin embargo, esto no
es usual para hidratos inestabfes para 1llevar a ser
parcialmente deshidratado durante el secado.

Ejemplo 2b, Forma N-2: 1 g de N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butilamino)-2-((8)-2~0x0-3-(6-(triflucrometil)quinazolin-4-

ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, base libre se
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disolvid eﬁ 10 mL de agua-libre EtOAc a 77°C. La solucidn se
enfrié a 70°C. 10 mg de las semillas de N-2 se agregaron. A
la mezcla espesa, 18 mL de n-heptano se agregd durante 1 hora
con una bomba de jeringa. La mezcla espesa se enfrid de 70°C

hasta 20°C durante 1 hora, y se agitd a 20°C durante la noche.
El sdlido se aisld por filtracidn, se lavd con 3 mL de n-

heptano, se secd a 50°C en un horno al vacio durante la
noche. La Forma N-2 es N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butilamino)-2-
((S)-2-0ox0-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrclidin-l1-il}ciclohexil)acetamida, base libre, una
forma pura (dentro de las moléculas de agua o solvente). La
Forma N-2 se caracterizd por un termograma DSC que tiene un
inicio endotérmico tipicamente entre ca. 230°C y ca. 232°C
como un punto sencillo sin otras transformacions. La Forma N-
2 se caracterizd por una curva TGA gue tiene perdida de peso
insignificante hasta 200°C ca. y de :acuerdo con la estructura
de cristal sencilla.

Ejemplo 2c¢, Forma H1.75-5: Una mezcla espesa de 50 mg de
N-({(1R,2S,5R) -5~ (tert-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3-(6-
(trifiuorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base librejse agitdé vigorosamente en
1 mlLh agua durante mds de 16 horas. La Forma H1.75-5 se
caracterizd por 1.75 moles de agua por un mol de N-
((1IR,2S,5R)-5-({tert-butilamino)-2-((S)-2-0xo-3~(6-

(trifluorometil)qﬁinazolin—4—i1amino)pirrolidin—l—
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il)ciclohexil)acetamida, base 1libre. La Forma H1.75-5 se
caracterizdé por un termograma_ DSC que tiene un inicio
edotermico tipicamente entre temperatura ambiente ca. y 70°C
ca. de acuerdo con la curva TGA; a temperaturas mds altas en
otros eventos pueden ocurrir. La Forma H1l.75-5 se caracterizd
por una curva TGA que tiene una pérdida de peso de 4.3% ca.
hasta 5.3% ca. a temperaturas de hasta 100°C ca.. La perdida
de pesoc tedrica es 5.9% ca., sin embargo, esto no es usual
para hidratos inestables para llevar a ser parcialmente
deshidratado durante el secado.

Ejemplo 2d,. HAC-1: 100 mg Ae N-{{(1R,28,5R)-5-(tert-~
butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, base libre se

disolvid en 0.1 mL de HOAc a 80°C. A esto, 0.2 mL de t-BuOAC

se agregd y la solucidn se enfrid a 20°C. La solucidn se

evapord hasta secarse. El sélido resultante se agitd en
heptano a 50°C durante 15 horas, seguido por enfriamiento a

20°C. HAC-1 se fiitré y se secd a 25°C bajo vacio durante la
noche. La Forma HAC-1 se caracterizd por 1 mol de A&cido
acético por un mol de N-((1R,2S,5R}-5-(tert-butilamino)-2-
({8)-2-ox0-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-

ilamino)pirrolidin-1l-il)ciclohexil)acetamida, base libre. La
Forma HAC-1 se caracterizd por un té?mograma DSC gue tiene un
inicio endotérmicc tipicamente a 100°C ca. en el convenio en

la curva TGA; a temperaturas mas altas en otros eventos
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pueden ocurrir. La Forma HAC-1 también se caracterizd por una
curva TGA que tiene ca. 15.3% perdida de peso de hasta 200°C
ca. La pérdida de peso teorética es 10.5% ca., sin embargo
esto no es usual durante cantidades menores de solvenfe de
punto de ebullicidn altos para asociar los restos con el
s6lido. En casos similares a estos, PXRD se'diagnéstica de la
forma, pero no es sensible a pequéﬁés cantidades de solvente
adventicio.

Ejemplo 2e, Forma E-1: 50 mg de N-((1R,2S,5R)-5-(tert-
butilamino)-2-((8)-2-ox0-3-(6-(trifluorometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidin—l—il)ciclohéxil)acetamida, base 1libre se
disolvié en <lmL de etanol hervido. La solucién se enfrid a
temperatura ambiente y se permitid evaporar lentamente. La
Forma E-1 se caracterizd por 1 mole de etanol por un mole de
N- ( (1R, 2S,5R)-5-(tert-butilamino)-2-((S)-2-0x0-3- (6-
(trifluorometil)q;inazolin—4—ilamino)pirrolidin—l—
il)ciclohexil)acetamida, base libre. La Forma E-1 se
caracterizd por un termograma DSC que tiene un inicio
endotérmico tipicamente a 100°C ca. en el convenio en la
curva TGAs; a temperaturas mds altas en otros eventos pueden
ocurrir. La Forma E-1 se caracterizd por una curva termal TGA
que tiene una pérdida de peso de 7.1% ca. hasta 7.6% ca.
hasta 150°C ca. La pérdida de peso teorética es 8.3% ca., sin
embargo, esto no: es inusual para Ssolvatos inestables para

llegar a ser parcialmente desolvatad%s durante el secado.
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Ejemplo 2f, RPG-3: 30 hasta 40 mg de N-((IR,2S,5R)-5-
(tert-butilamino}-2-((S)-2-o0x0-3- (6~ |
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base libre se disolvié en 2 mL de
propilen glicol récémico. El agua se agregd hasta una nube se
observd. El solvente se permitidé evaporar lentamente hasta
secarse. La Forma RPG-3 se caracterizd por 1 molécula de R-
propilen glicol por una molécule de N—((lR,ZS,SR)—S—(tert—
butilamino)—2—((S)—2—oxo—3-(6—(triflﬁorometil)quinazolin-4—
ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida, base libre. La
Forma RPG—3 se caracterizd por un termograma DSC que tiene un
inicio endotérmico a 70°C ca. en el convenio en la curva TGA,
a temperatura altas otros eventos pueden resultar. La Forma
RPG-3 se caracterizd por una curva:fGA que tiene una pérdiaa
de peso de 16.4% ca. hasta 110°C ca. La pérdida de peso
teorética es ca. 13.1%, sin embargo esto no es usual durante
cantidades menore% de solventes de punto de ébullicién'alto
para asociar los restos con el sélido. En casos similares a
estos, PXRD es un diagndstico de la forma pero no es
sensitiva a cantidades pequefias del solvente adventicio.

Ejemplo Zgﬁ Forma IPA-1: 46 mg de N-{((1R,2S,5R) -
S-(tert-butilamino)-2-{{(S)~2-0x0-3-{6-
(trifluorometil)quinazolin-~4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base ‘ libre se hicieron

mezcla espesa en <lmL de alcohol de isopropilo. La

1
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mezcla espesa se calentd suavemente para disolver el
sélido restante. La solucidn se en;ft;rié a temperatura ambiente vy
se permitid evaporar lentamente hasta que los cristales se cbservaron.
La Forma IPA-1 se ééracterizé por 1 mole de alcohol de isopropilo por
un mole de N-((1R,2S,5R) -5~ (tert-butilamino) -2~ ( (S) -2-ox0-3-(6-
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, base libre.

TABLA 1

Pardmetros de célula unitaria

i

Compuesto|Formal|T [a(A) b(A) c(A) o° Be ry° v (A%)
HO.5-|- |17.784 (7.6215 |120.951 109.06 2684.1
Ej. 2a 90 90
4 50 (5(7) (3) 0(2) 2(3) (2)
18.724 |8.0171 |19.656 114.93 2675.7
Ej. 2b N-2 RT . 190 90
oy 2y sy ; 5(2) (1)
H1.75|- |12.764 [34.319 |12.965% 99.053 5609.4
Ej. 2cC 90 90
-5 70 (8(2) 4(7) 9(2) (1) : (2)
7.9766 |11.058 133.348 . 2941 .4
Ej. 2d  [HAC-1[RT 90 90 90
T (2) {4) (6)
- [7.9866 |11.259 |32.680 2938.7
Ej. Z2e E-1 90 90 90 ’
50 1(3) .- |4(6) (2) (2)
- {10.300|10.547 |15.478 |90.045%]102.47 |109.08 |1547.0
Ej. 2f  |RPG-3
50 {4 (3) 5(4) 4(6) - [{3) 6(2) 3(2) {1)
8.4487 |11.661 31,380 3091.7
BEj. 2g |tpa-1[rT 90 90 90
(2) 5(3) 0(9) (1)
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TABLA 1 (continuacidn)

Parametros de celda unitaria

Compuesto | 2’ | Vm sg;ﬁ dcalc
Ejﬂ 2a 2 |671|P2; 1.235
Ej. 2b 2 | 669 P2 1.258
Ej. Z2c 4 | 701 P2, 1.274
Ej. 24 1 |735(P2,2,2,]1.279
Ej. 2e 1 | 735[P2:12:21]1.249
Ej. 2f 2 {774 | pP1 1.257
Ei. 29 |1 |773|P2:2:2:|1.217

Las variables wusadas en la tabla 1 se definieron a
continuacidn:

T = temperatura en centigrados para los datos
cristaligraficos (T.A. es temperatura ambiente la cual es
alrededor de +22°C)

V = volumen de la celda unitaria

Zz' = numero de moléculas de fdrmaco por unidad
asimétrica
| Vm = V(celda unitaria)/(Moléculas de férmaco 2Z por
célula)

sg = grupo de espacio

dcalc = densidad de cristal calculada
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TABLA 2
Coordenadas atémicas para el ejemp;o 2a, Forma H(0.5-4
Atomo | X Y 2 Atomo | X Y z
F1 0.1718 | 0.5612 0.2388 F138 0.9730 0.9700 0.6210
F2 0.1576 | 0.4167 0.1518 F139 1.0220 0.7300 0.6430
F3 0.1277 | 0.6827 0.1463‘ F140 0.9470 0.7710 0.5532
N7 0.3729 | 0.0177 -0.0187 { C137 0.5289 1.1320 0.2702
N9 0.3967 | 0.3613 0.0716 H10 0.3464 0.3422 0.0601
N1l 0.5034 | 0.5324 0.1275 Hl6 0.188% -0.1347 | -0.0192
N12 0.1513 | -0.3723 | -0.0803 | H85 0.2780 0.4332 0.1183
N15 0.2070 | -0.0340 | -0.0258 | H88 0.4895 0.3182 0.0357
N18 0.4944 | 0.7660 0.2016 HO0 0.2688 -0.4938 | -0.1162
023 0.3677 | 0.2704 -0.0786 | H91 0.2791 -0.3427 | -0.1635
025 0.2371 | 0.2420 0.0154 HS3 0.2277 0.1128 -0.0967
C82 0.2630 ] 0.6176 0.1822 H95 0.3290 -0.0521 | -0.1140
C83 0.4281 [ 0.4888 0.1165 HOS 0.3760 -0.3135 | -0.0574
CB4 0.3027 | 0.5269 0.1466 H100 0.3100 -0.3067 —6.0228
C86 0.3810 0.5754 0.1513 HlO%i 0.5234 0.0450 0.0773
C87 0.4447 | 0.2515 0.0409 HlO; 0.4804 0.1033 ¢.1290
89 0.2647 | -0.3681 | -0.1237 | H105 0.1184 -0.0766 | -0.1500
Ccoz 0.2304 | -0.0122 | -0.0852 | H106 0.1831 -0.0821 | -0.1859
Co94 0.3163 - -O.O776I —0l0729 H110 0.3980 0.9063 0.2542
96 0.4172 ‘0.7161 0.1933 H112 0.4292 -0.1628 | 0.0516
Cco7 0.1821 | 0.5681 0.1800 H113 0.3692 -0.0449 | 0.0742
Co8 0.3221 | -0.2755 | -0.0632 | H115 0.2715 0.8230 0.2452
Cl01 0.4735 { 0.0847 0.0816 H117 0.0540 -0.3914 | -0.0071
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C104™ [0.1724 | -0.1130 | -0.1448 [ HI18 [ 0.1047 | -0.5613 | -0.0042
C107 | 0.3915 |0.1858 | -0.0261 | HI19 |0.0122 | -0.5664 | -0.0392
CI08 |0.2116 | 0.0919 [0.0195 |HI2L |0.0157 | -0.2070 | -0.1065
CI09 | 0.3748 | 0.8103 |0.2276 |Hi22 | -0.0438 | —0.3568 | -0.1418
C111 [ 0.4081 | -0.0451 |0.06507 |HI23 | 0.0156 | -0.2818 | -0.1762
Cl14 [0.2994 [0.7605 |0.2220 |H126 |0.1446 | -0.3645 | -0.1779
C116 | 0.0595 | -0.4960 | -0.0305 |28 | 0.5635 | 6.7006 | 0.1755
C120 | 0.0087 | -0.3106 | -0.1338 | HI30 | 0.2266 |0.0448 | 0.1189
C124 [ 0.0696 | -0.4465 | -0.0977 | HI3L | 0.1603 | -0.0732 | 0.0701
C125 [ 0.1783 | -0.3101 | -0.1359 |HI32 |0.1430 |0.1249 | 0.0800
C127 | 0.5309 | 0.6696 | 0.1690 | w134 |0.0091 | -0.6633 | -0.1497
C129" [0.1827 |0.0426 | 0.0774 |HI35 |0.1005 |-0.6984 | -0.1175
C133 | 0.0611 | -0.6143 | -0.1412 | HI36 | 0.0686 | -0.5851 | -0.1833
F4 195417 [0.9380 | 0.5714 |HI4L | 0.1830 | -0.4440 | -0.0580
F5 19826 | 0.6800 | 0.5758 |WI4 | 0.6945 | 1.031z | 0.533%
F6 .0259 | 0.8300 |0.6655 |H2l | 0.7741 |1.5073 |0.4379
N8 -6040 | 1.3694 |0.4758 [H28 | 0.7049 | 1.4602 | 0.3064
NL3 (6631 | 1.0203 | 0.5573 |H29 | 0.6130 | 1.4814 | 0.2903
NL7 .7581 [ 1.7462 | 0.3780 [H32 | 0.5464 | 1.0615 |0.5430
NL9 6266 | 0.8793 | 0.6383 |47 [0.6724 |1.6789 |0.4%61
N20 7501 | 1.4082 | 0.4350 | mB5 | 0.5807 | 1.7062 | 0.4508
N22 77080 | 0.6517 | 0.7080 |38 | 0.8152 | 0.9372 | 0.5749
024 .7581 | 1.1336 | 0.4774 |H4l | 0.5545 | 1.4575 10.3823
026 5442 | 1.1244 |0.4164 |HA4 | 0.5540 |[1.3350 | 0.5873
c27 .6643 | 175023 | 0.3242 |H45 | 0.6406 | 1.2709 | 0.6290
C30 (6817 |0.9032 |0.6081 |H48 | 0.6272 |1.8887 | 0.3818
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c3l .5921 .1293 .5402 H49 .5627 .7587 0.3377
C33 .6205 .6624 .4324 H52 .6566 .2721 0.3752
C36 .5758 .2019 .4701 H55 .6234 .5433 0.5534
C37 .8201 .8496 .6069 H56 .6965 L4170 0.5619
C39 . 7568 .8126 .6288 H58 .8887 .9136 0.4290
C40 .6067 .4694 .4172 H59 .9292 .8759 0.3743
Cc42 .8902 .7591 .6317 H60 .9085 . 7203 0.4146
€43 .6042 .2934 .5840 H62 .6632 .7578 0.2922
46 .7651 .6822 .6794 H64 .8824 .3038 0.5620
c47 .6162 .7663 . 3697 He65 .8870 .4370 0.5064
50 .8099 .8166 .3410 H66 . 9097 .2396 0.5019
C51 .66839 .3952 .3877 H69 L7263 .9822 0.2803
C53 .7895 L2775 .4740 H70 .8132 .0339 0.2846
Ch4 .6389 .4243 .5469 H71 .7823 .0761 0.3450
C57 .8917 .8331 .3947 | H73 .8374 .5813 0.3078
Ccél .6751 .§998 .3362 H74 .8486 .7393 0.2638
Ce3 .8750 .3182 .5148 H75 .7629 .6701 0.2558
ce67 .9615 .8066 .6143 H77 .8443 .5011 0.7349
C68 .7802 . .89934 .3099 H79 .9456 .5638 0.6960
Cc72 .8152 .6904 .2872 H81 .6060 L7320 0.7067
C76 .8381 .5893 . 7029 H142 .7500 .8390 0.408¢C
C78 .8982 .6264 .6799 H143 .5333 .1298 0.3123
C80 .6445 .7516 .6862 H144 .5194 .0278 0.2538
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Coordenadas atdmicas para el ejemplo 2b, Base Forma N-2

*

Atomo | X Y Z Atamo | X Y Z

N1 0.7824 1.3155 0.3238 | C71° | 0.9289 | 1.4591 | 0.5167
N2 0.1685 0.3656 -0.0178 | H72 0.9378 | 1.4237 | 0.5668
H3 0.1633 {0.1989 |-0.0196 | H73 0.9764 |1.4359 | 0.5102
N4 0.6223 | 0.8215 |0.1887 |c74. [0.8719 |1.7574 | 0.6080
N5 0.2627 | 0.4840 | -0.0849 |C75 0.6719 | 1.2862 | 0.4846
N6 0.6868 | 0.9765 [0.2943 |H76 [ 0.6246 [1.2933 | 0.4390
H7 0.7030 |[0.9877 ] 0.3420 H77fv 0.6814 |1.3914 | 0.5103
N8 0.4185 | 0.9718 | 0.0742 | H78 0.6660 | 1.2009 | 0.5162
N9 0.0989 |0.0258 | -0.1003 [C79 0.9173 [1.6199 [ 0.6639
N10 0.7913 | 1.3680 | 0.4754 [H80 0.8851 [ 1.5217 | 0.6541
H11 0.7826 | 1.4618 | 0.4918 | msl 0.9305 |1.6578 [ 0.7142
N12 0.5331 | 0.6005 | 0.1813 | H82 0.9647 |{1.5943 | 0.6584
N13 0.3353 |{0.7474 | 0.0475 |C83 0.9176 |1.9198 | 0.6225
H14 0.3028 [0.6896 |[0.0583 |H84 K [0.9680 |1.8999 | 0.6220
N15 0.8501 | 1.6946 [ 0.5311 H8SV\ 0.9252 | 1.9631 | 0.6707
N16 0.4567 | 1.1267 | 0.1887 | H86 0.8887 |[1.9992 | 0.5842
017 0.7470 | 1.1042 | 0.4435 |[c87 0.7960 |1.7901 | 0.6131
018 0.2114 [ 0.7470 | -0.1165 | H88 0.7660 | 1.8705 | 0.5758
019 0.2229 | 0.5239 |[0.0583 |[|H89 [0.8064 |1.8325 | 0.6620
020 0.8588 | 1.0890 [ 0.3360 H905; 0.7667 | 1.6881 | 0.6048
F21 0.5881 | 0.9034 |[0.4961 |c91. [0.2069 [0.3753 | 0.0494
F22 0.4828 [ 0.7754 [ 0.4659 |co92 0.1886 | 0.3981 [ -0.1294
F23 05874 | 0.6500 0.5199 [ H93 0.1617 | 0.4641 | -0.1751

al

~
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c24 0.1049 -0.1653 | -0.0049 | c94 L1345 | 0.3960 -0.0889
H25 0.1473 -0.2167 | -0.0125 | H95 .1249 | 0.5115 -0.0787
H26 0.0773 -0.2487 | 0.0097 C96 .3636 | 0.8982 0.1612
H27 0.1257 -0.0826 | 0.0338 Co7 .0560 | 0.3169 -0.1396
C28 0.0052 -0.2107 | -0.1371 | H98 .0300 | 0.3865 -0.1836
H29 -0.0334 | -0.1565 | -0.1806 | H99 .0226 | 0.3123 '-0.1131
H30 -0.0204 | -0.288%2 | -0.1178 | C100 .0655 | 0.1409 -0.1647
H31 0.0423 -0.2685 | -0.1506 | H101 .0138 | 0.0994 -0.1999
C32 -0.0102 | 0.0236 -0.0618 | C102 .2651 | 0.6526 -0.0801
H33 0.0176 0.1111 -0.0276 | C103 3727 | 0.8727 0.0930
H34 -0.0371 | -0.0447 | -0.0399 | C104 5 .3129 | 0.806S 0.1831
H35 -0.0478 | ©.0713 -0.1077 | H105 “ .2826 | 0.7213 0.1525
C36 0.6347 0.8573 0.2530 C106 .4090 | 1.0275 0.2081
C37 0.7956 1.1614 0.3094 C107 .1998 | 0.2249 -0.1544
C38 0.5429 0.6399 0.2526 H108 .2268 | 0.1548 -0.1108
C39 0.5969 6.8058 0.3661 H109 .2321 | 0.2314 -0.1820
H40 0.6303 0.8901 0.3943 C110 .0479 | -0.0823 | -0.0781
C41 0.5928 0.7673 0.2949 Cl11 .3943 | 0.5437 -0.0102
Cc42 0.7174 1.0886 0.2543 H112 | .4319 | 0.5306 (.0416
H43 0.7243 i.0288 0.2140 H113 ‘ .4226 | 0.5489 -0.0417
Ca4 0.8437 1.4188 0.3806 Ccl114 L1202 0.14#7 -0.2041
H45 0.8918 1.4020 0.3733 H115 L0955 | 0.2128 -0.2496
C46 0.8266 1.6034 0.3730 H116 .1283 | 0.0355 -0.2179
H47 0.7791 1.6255 0.3797 C117 .1 0.3076 | 0.8411 0.2485
H48 0.8177 1.6396 0.3230 Cl18 - .2292 | 0.2619 0.1158
C49 0.5524 0.7201 0.3942 H119 .2846 | 0.2720 0.1463
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50 6668 | 1.2414 | 0.2237 |20 [0.2172 | 0.1487 |0.0985
51 6690 | 1.2785 |0.1776 | Hiz1 | 0.2001 | 0.2924 | 0,144l
H52 B35 (12182 0257 ol 03349 0405 | 0035
53 8609 | 1.3569 | 0.4595 |RIZ3 | 0.3502 | 0.3144 | -0.0588
154 8773 | 1.2398 | 0.4636 | Hi24 | 0.3290 | 0.3556 | 0.0092
T55 4991 | 0.5496 | 0.2836 | C125 | 0.3458 | 0.7009 | -0.0200
56 2668 | 0.4624 | 0.2560 |mize | 03682 [0.7937 | 0.0371
57 7010 | 1.3718 | 0.2841 | cl27 | ©0.4561 | 1.0841 | 0.1233
H58 6975 | 1.4822 | 0.2628 | mi28 | 0.4859 | 1.1659 | 0.1085
H59 6744 | 1.3722 | 0.3171 | Ciz9 | 0.4030 |1.0567 | 0,396z
60 9137 | 1.6472 | 0.5099 |Hi30 | 0.4339 | 1.1390 | 0.3084
H61 9621 | 1.7039 | 0.5438 | CI31 |[0.2548 | 0.7395 | 0.2713
C62 7404 | 1.2441 | 0.4666 132 | 0.35% |0.9679 |0 3955
63 5039 | 0.5898 | 0.3556 | HI33 | 0.3500 10.9907 | 0.3403
H64 4747 | 0.5300 | 0.3726 | Fi324 | 0.1847 | 0.7359 | 0.2156
C65 5722 .| 0.6950 | 0.1556 | F135 | 0.2364 | 0.8060 | 0.3220
F66 5642 | 0.6734 | 0.1065 | F136 | 0.2859 | 0.5920 | 0.2950
67 8949 | 1.7014 | 0.4308 | F137 |0.1977 | 0.8329 |0.2710
H68 9412 | 1.6866 | 0.4211 |FI38 [0.2168 | 0.6170 | 0.3301
069 8818 | 1.8193 | 0.4256 | Fi39 | 0.2934 | 0.6790 | 0.3395
70 5532 | 0.7632 | 0.4678 | H140 | 0.8280 | 1.7679 | 0.5060
Hi4l | 0.1330 | -0.0400 | -0.1062




- 164 -

10

15

20

25

SR gl
TABLA 4
Coordenadas atdmicas para el ejemplo 2c, Base Forma
H1.75-5

Atomo | X Y z Atamo | X Y z

Cl 0.3942 0.1176 0.2183 C51 .6094 0.0443 -0.0547
Cc2 (.2287 0.1174 0.0897 C52 .6750 0.0382 0.0420
N3 0.1192 | 0.1293 0.0594 C53 . .9963 0.1572 0.4974
N4 0.1798 0.0501 0.1322 C54 .7176 -0.0005 0.0684-
N5 0.3753 0.0509 0.2822 C55 .1985 0.0503 0.7049
N6 -0.0927-( 0¢.1070 ~(.1055 | C56 .1538 0.1133 0.4965
N7 -0.3691 1 0.1154 -0.3165 | C57 .6229 0.1608 0.6162
N8 -0.2260 | 0.1440 | -0.1970 | C58 | .0367 0.1185 [ 0.4572
08 0.1323 0.1298 ~0.1137 | C59 L7341 0.1669 O.3é80
010 0.0301 0.0456 0.0130 C60 .1829 0.1168 0.6162
Cl1 0.0785 0.1332 -0.0419 | Co6l .1435 0.1563 0.6496
Cl2 0.2431 0.0735 0.0697 Ce2 .5636 0.1744 0.0306
C13 -0.2272 | 0.0747 -0.2281 | C63 .6973 0.1581 0.4320
Ccl4 0.0812 0.0382 0.0995 Ce4 L7972 0.1517 0.5115
C15 0.4135 0.0738 0.2008 Cé5 1.3015 0.0605 0.7775
Cle 0.2774 0.1283 0.2010 Ccée .2257 0.0279 0.6122
C17 0:3582 0.0623 0.0929 cev . .1287 0.0258 0.7652
C18 -0.3242 | 0.0799 -(.2978 § C68 .9017 0.0664 0.4282
C19 -0.1859 | -0.0329 | -0.2601 | Cs9 .8592 0.0308 0.4749
Cc20 -0.3192 |( 0.1441 -0.2671 | F70 L7706 -0.0040 | 0.1659
Cc21 -0.1804 | 0.1091 -0.1748 § F71 .7890 -0.0119 | 0.0101
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c22 —0.1842 0.0372 ~-0.2149 | F72 .6477 -0.0283 | 0.0583
C23 0.0394 0.1336 0.1281 N73 L7366 ]°0.2979 0.1640
Cc24 -0.3330 | 0.0112 -0.3340 N74%' .9286 0.2769 0.3415
C25- -0.2347 | 0.0067 -0.2683 | N75 .9490 0.3548 0.4399
Cc26 (.0308 0.0146 0.1792 N76 .6679 0.2686 0.007¢
c27 -0.3753 | 0.0465 -0.3473 | N77 .5468 0.3015 —0.i239
28 -0.0381 vf0'1410 -0.0545 | N78 .1302 0.3587 0.6021
c29 0.4391 0.016l 0.3216 079 . 7689 0.2552 0.3756
C30 0.4331 -0.0152 1 0.2365 080 .8000 0.3561 0.3182
C31 -0.0565 | 0.1490 0.0571 c81 .6779 0.3005 0.0685
C3é 0.5574 [ 0.0267 0.3640 c82 . .8021 0.2636 0.1953
C33 0.3907 0.0006 0.4127 C83 .6253 0.3363 0.0330
F34 -0.1107 | ~0.0374 | -0.1835 | C84 .8293 0.2641 0.3145
F35 -0.1514 | -0.0419 | -0.3469 | C85 L9704 0.2829 0.4523
F36 -0.2560 | -0.0605 | -0.2519 | C86 .9612 G.3232 0.6101
N37 0.9782 0.0854 0.4895 c87 | .0815 0.3238 0.6395
N38 0.8832 0.1624 0.4564 C88 - .6395 0.3717 0.0871
N39 0.6198 0.1729 0.1273 c89 .9221 0.3194 0.4932
N40 0.7167 0.1350 0.2533 90 .5107 0.3694 -0.1081
N41 0.5429 0.1472 -0.0401 | C91 .5605 0.3350 -0.0645
N42 1.1331 ‘0.0855 0.6708 €92 .6021 0.2715 -0.0843
043 0.9140 0.1821 0.2960 C93 .5266 0.4037 -0.0538
044 0.8654 0.0771 0.3382 €94 .9119 0.2653 0.1620
C45 0.8542 0.1720 0.3563 €95 .5911 0.4051 0.0443
C46 0.5876 0.1117 -0.0112 C96 - .1535 0.3924 0.6738
C47 0.6629 0.1387 0.1561 c97 .6068 0.4429 0.0984
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Cc48 0.6954 .0688 0.1114 Cc98 0.8832 0.3710 0.3595
C49 0.6512 .1060 0.0865 o9 1.0912 0.2839 0.4757
C50 0.5679 .0801 -0.0813 | C100 1.1264 0.2872 0.5933
ci0l 0.9810 .2861 0.2520 0151 | 0.4292 0.1756 0.7593
C102 0.9190 .4094 0.3235 0152 ) 0.3473- | 0.1636 0.8338
C103 1.0516 .4113 0.6921 H153 0.4310 0.1254 0.2979
C104 1.2130 .3807 0.7821 H154 0.4349 0.1341 0.1645
C105 1.2167 .4208 0.6206 H155 0.2779 0.1337 0.0447
F106 0.6836 L4427 0.i806 H156 0.2164 0.0417 0.2100
F107 0.5186 .4543 0.1375 H157 0.3714 0.0703 0.3474
F108 0.6281 L4715 0.0364 H158 -0.0576 | 0.0785 ~-0.0868
N109 0.3031 .2523 0.0895 H159 0.2173 0.0675 -0.0123
N110 0.3202 :3294 0.1970 H160 0.4992 0.0681 0.2061
N111 0.5022 .3356 0.3522 H161 0.2372 0.1127 0.2569
N112 (0.0946 .2741 -0.0674 | H162 0.2676 0.15%4 0.2134
N113 -0.0336 .2377 -0.1697 | H163 0.3639 0.0302 0.0854
N114 -0.2016 .2650 -0.2433 | H164 0.4006 0.0751 0.0350
0115 0.1682 .3314 0.0829 H165 g -0.3534 | 0.1727 ~-0.2828
0116 0.1499 .2237 0.1243 H166 -0.1099 | 0.0321 -0.1626
Cc117 0.2052 .2373 0.0644 | H1&7 0.0215 0.1059 0.1611
C118 0.2992 .2830 0.2475 H168 0.0659 0.1539 0.1907
C119 -0.0515 .3401 -0.0764 | H169 -0.3750 | -0.0142 | -0.3730
C120 0.3416 .2960 0.3644 H170 -0.0484 | 0.0061 0.1467
C121 ~-0.1222 .3701 -0.0%23 | H171 0.0783 -0.0115 | £.2000
C122 0.4698 .2615 0.2174 H172 0.0297 0.0317 0.2489
C123 -0.1737 .2997 -0.1931 | H173 -0.4526 | 0.0496 -0.3983
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C124 -0.0044 .2713 -0.1206 § H174 5 -0.0573 0.1673 -0.1021
€125 -0.2438 L3311 ~-0.2090 | H175 0.4770 -0.0409 | 0.2650
Cl26 -0.0754 .3040 -0.1278 | H176 0.3484 -0.0242 | 0.2146
C127 0.1701 .2420 -0.0535 | H177 0.4596 ;0.0045 0.1679
C128 0.3488 .2578 0.2007 H178 -0.1282 | 0.1348 0.0707
Cl29 0.5097 .2640 0.3350 | H179 % -0.0650 | 0.1804 0.0686
C130 0.4624 .2986 0.3883 H180 0.5963 -0.0009 | 0.3924
Cl31 -0.0968 .4077 -0.0362 | H181 0.5930 0.0381 0.3032
C132 0.3460 -2683 0.0015 H182 0.5596 0.0461 0.4284
C133 -0.1317 L2372 -0.2271 | H183 0.4332 -0.0251 | 0.4433
C134 0.5253 .3677 0.4289 H184 0.3902 0.0220 0.4712
C135 -0.2190 .3662 -0.1602 | H185 0.3084 ~-0.0081 | 0.3820
C136 0.2745 .2511 -0.0941 | H186 0.9987 0.0754 0.5691
Cc137 0.5618 4023 0.3689 H187 0.7487 0.1066 0.2786
138 0.6152 .3567 0.5186 H188 1.1096 0.0983 0.7400
C139 0.4264 .3788 0.4754 H189 |'0.7448 | 0.0641 0.1858
C140 0.2540 .3461 0.1186 H190 O.5i92 0.0845 -0.1565
Cl41 0.2900 .3831 0.0758 H191 0.5930 0.0200 -0.1086
F142 0.0020 .4176 -0.0257 | H192 .| 1.0402 G.1792 0.4633
F143 -0.1497 L4372 -0.0806 | H193 1.1791 0.0849 0.4744
Fl44 -0.1239 4079 0.0550 H194 1.1975 0.1355 0.4619
0145 0.4346 .1106 0.5123 H195 0.9975 0.1890 0.6409
0146 0.1371 ).2037 0.3256 H126 0.9825 0.1382 0.6530
0147 0.6629 .2454 0.5702 H197 1.0259 .1190 0.3726
0148 0.4523 .2291 0.5970 H198 0.6972 0.1932 0.2915
0149 0.3986 3042 0.6776 H199 1.2687 0.1146 0.6366
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0150 .3459 0.1840Q .4326 H200 | 1.1831 .1795 0.6123
H201 .1631 0.1593 .7328 H251 “1.1684 .4299 0.5453
H202 .5306 0.2029 .0082 H252 0.3950 .3437 0.2241
H203 .6519 0.1824 .4545 H253 0.5749 .3293 0.3230
H204 .6483 0.1323 .4245 H254 0.1193 .3022 -0.0335
H205 .8029 0.1216 .5375 H255 0.2147 .2880 0.2355
H206 . 7957 0.1702 .5801 H256 ;0.0233 .3437 -0.0249
H207 .3466 0.0340 .8006 < H257 JO.3083 .3215 0.3958
H208 .3500 0.0795 .7383 H258 0.3160 .2703 0.4028
H209 .2843 0.0747 .8476 H259 0.5050 .2366 0.1841
H210 .2710 0.0024 .6388 H260- 0.4927 .2878 0.17590
H211 .1517 0.0185 .5635 H261 -0.3192 L3277 ~0.2606
H212 .2687 0.04562 .5671 H262 0.1323 .2153 -0.0854
H213 .1703 -0.0007 .7926 H263 0.3327 | .2320 0.2439
H214 .1105 0.0421 .8313 H264 0.4885 .2372 0.3700 .
H215 .0556 0.0182 .7149 H265 0.5951 .2670 0.3470
H216 .7976 0.0176 .4203 H266 0.4874 .2957 0.4712
H217 .9226 0.0100 .4973 H267 0.3418 .2998 0.0019
H218 .8269 0.0390 .5453 H268 0.4278 .2594 (.0040
H219 .7349 0.3217 .2190 H269 -0.1537 .2100 -0.2663
H220 .0259 0.3684 .4660 H270 :—0.2738 .3905 -0.1734
H221 .2052 0.3497 .5802 H271 0.3087 .2249 -0.1215
H222 . 7595 0.2370 .1705 H272 0.2609 .2719 -0.1576
H223 .9510 0.2576 .4964 H273 0.5805 .4266 0.4203
H224 .9305 0.5994 .6498 H274 0.6328 .3938 0.3368
H225 .9306 0.3505 .6365 H275 0.5006 .4101 0.3051
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H226 .1023 .3226 0.7234 H276 L6311 . 3804 0.5741
H227 .6892 .3732 0.1634 H277 .5931 .3310 0.5600
H228 .8361 .3164 0.4802 H278 .6878 . 3500 0.4880
H229 L4622 ;3687 -0.1842 { H279. .4455 L4020 0.5307
H230 .5955 .2449 -0.1310 H280w .3644 L3877 0.4139
H231 .4887 .4301 -0.0865 | H281 .4001 .3535 0.5147
H232 .9411 .2373 0.1483 H282 .2315 .3935 0.0139
H233 .9065 .2830 0.0906 H283 .3050 .4046 0.1373
H234 L1232 .2576 0.4474 H284 .3642 .3778 0.0457
H235 .1194 .3088 0.4371 H297t .5031 L1166 » 0.5726
H236 L2129 . 2887 0.6081 H298 .4013 .1383 0.4827
H237 L1010 .2618 0.6307 H291 .1415 l2116 0.2456
H238 .9841 L3173 0.2399 H292 .0561 .1944 0.3301
H239 .0614 L2747 0.2630 H285 .7189 .2533 0.6386
H240 .8608 L4208 0.2603 H286 . 7007 . 2488 0.5014
H241 .9250 .4304 0.3884 H287 .4531 .2087 0.6605
H242 .9943 .4069 0.2987 H288 .5334 .2354 0.5869
H243 .0681 L4363 0.7411 H289 .4187 L2763 0.6478
H244 .0091 L4217 0.6147 H290 L4458 .3091 0.7532
H245 .0017 .3911 0.7227 H263 .3695 .2054 0.4921
H246 L2276 .4062 0.8315 H294 .2663 .1913 0.3921.
H247 .1658 .3601 0.8194 H295 .4701 .1653 0.8329
H248 .2882 L3671 0.7752 H296: .4645 .1639 0.6962
H249 L2341 . 4465 0.6673 H299 .2731 L1523 0.8513
H250 .2881 .4078 0.6030 H300 L4117 .1542 0.8909
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Coordenadas atdémicas para el ejemploc 2e, Base Forma E-1

Atomo | X Y Z Atamo | X Y Z

F18 0.2662 0.4002 | 0.0274 | F23 0.0301 0.3722 | 0.0039
Fl9 G.0473 0.4191 | 0.0033 | C18 0.1648 0.3165 | 0.0297
F20 0.1401 0.2386 | 0.0059 | H31 0.2375 0.5477 | 0.2387
02 0.3035 0.7582 | 0.1985 | H41 0.5018 0.4801 | 0.2585
028 0.4277 0.581% | 0.1087 } H42 0.4761 0.3850 0.21Gi
N1 0.5559 0.6627 | 0.1878 | HS51 0.6480 0.5043 | 0.1733
N6 0.2412 0.4989 | 0.1766 | H52 0.7376 0.5463 [ 0.2204
N8 0.0422 0.3993 | 0.2139 |H61 0.2881 0.5282 | 0.1472
N10 -0.1606 [ 0.2714 :0.1828 | HI91 -0.1519 | 0.3157 | 0.2435
N27 0.6744 0.6813 }0.1115 | HI11 -0.2586 | 0.1707 | 0.1140
N29 0.9824 0.8036 | 0.1064 | H1Z21 -0.1207 | 0.1964 | 0.0469
c2 0.3877 _ 0.6687 | 0.2028 | H141 0.2343 0.4431 [ 0.0976
C3 0.3235 0.5438 | 0.2136 | K211 0.5921 0.8399 | 0.1984
c4 0.4822 0.4775 | 0.2252 | H221 0.4827 0.7942 | 0.1303
C5 0.6231 | 0.5426 | 0.2028 | H231 0.6846 0.8993 | 0.0877
c7 0.1130 0.4242 | 0.1780 | H232 . | 0.6444 0.9699 | 0.1348
c9 -0.0900 | 0.3261 | 0.2139 | H241 0.9421 0.9813 | 0.1221
C11 -0.1488 | 0.2295 | 0.1107 §{ H251 1.0517 0.8711 | 0.1826
Cc12 | -0.0761 | 0.2450 | 0.0735 | H252 0.8644 0.9484 0.1930
C13 0.0600 0.3235 | 0.0687 | H261 0.8551 0.7433 | 0.2231
Cl4 0.1243 0.3844  0.1017 | H262 .| 0.8872 0.6821 | 0.1741
C15 -0.0857 | 0.2914 | 0.1453 | H271 | 0.8051 0.6804 | 0.1028
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Cle 0.0498 0.3680 | 0.1409 | H291 1.0794 0.7695 [ 0.1261
c17 0.1207 0.3503 | 0.0270 | H294 0.7893 0.5312 | 0.0656
c21 0.6470 [ 0.7650 | 0.1817 | H292 0.6583 0.4189 | 0.0854
C22 0.6168 0.7817 | 0.1361 [ H293 0.5951 0.5011 | 0.0421
c23 0.7030 0.8953 | 0.1212 | H311 0.9885 0.9169 | 0.0098
C24 0.8922 0.8952 | 0.1304 | H312 0.8322 0.8277 | 0.0324
€25 0.9185 0.8727 | 0.1765 | H313. | 0.8750 0.9701 | 0.0523
C26 0.8353 0.7590 | 0.1910 {H321 1.2632 0.9515 | 0.0466
c28 0.5782 0.5936 | 0.0987 | H322 1.1556 1.0063 | 0.0897
C29 0.6596 0.5024 | 0.0711 | H323 1.2983 0.8878 | 0.0951
C30 1.0633 0.8393 | 0.0676 | H331 1.1943 0.7459 | 0.0197
C31 0.9326 0.8931 | 0.0389 | H332 1.2251 0.6857 [ 0.0690
C32 1.2044 0.9276 | 0.0745 | H333 : 1.0345 | 0.6616 | 0.0430
C33 1.1314 0.7245 | 0.0492 | H971 -0.8355 | 0.1305 | 0.1615
099 -0.4402 | 0.1232 | 0.1894 | H972 -0.7164 | 0.0043 | 0.1747
C97 -0.7313 { 0.0985 | 0.1797 | H973 -0.7551 | 0.1157 | 0.2115
o8 -0.5812 .‘0.1608 0.1676 | H981 -0.5951 | 0.2544 | 0.1716
F21 0.3052 0.3620 | 0.0283 | H982 -0.5565 | 0.1430 [ 0.1349
F22 0.1907 0.2403 | 0.0143 | H991 ~-0.3383 | 0.1855 | 0.1847
TABLA 6

Coordenadas atdémicas para

el ejemplo 2d, Base Forma HAC-

Atamo | X Y 7, Atomo | X Y z
Cl 0.0418 | 0.3612 | 0.1413 | H32 -0.1504 | 0.2133 0.0512
N2 -0.1614 0.1827 |H21 | 0.2024 0.4361 | 0.1001

0.2566
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N3 0.5574 .6476 .1969 | H19 :.-0.2633 .1786 L1141
04 VO.4002 .5938 .1104 | H15 -0.1260 .2877 .2400
N5 0.0480 >.3793 .2136 | H6 0.2703 .5248 1514
N6 0.2349 .4911 .1766 | H14 0.2507 .5355 .2354
N7 0.6581 ;.6819 .1120 | H25A 0.5017 .4585 .2502
0 0.3141 .7518 .2032 | H258 6.4643 .3765 L2131
€10 A 0.6548 .7519 .1823 | H22A 0.6302 .4915 1724
Cl1 0.1091 .4116 .1779 | H22B 0.7255 .5203 .2124
cl2 0.6143 . 7805 .1389 | H10 1 0.6208 .8184 .1890
C13 -0.0877 .2822 .1453 | H12 0.4961 .7944 .1361
Ccl4 0.3251 .5321 .2128 | H31A 0.7369 .5221 .0663
Cl15 ~0.0849 .3037 .2135 | H31B 0.5607 .5108 . 0459
Clé 0.549%96 .5872 .0993 | H31C 0.6086 .4250 .0815
C17 0.8422 .7397 .1888 | H17A ;0.8651 L7215 .2164
N18 0.9734 1.7976 .1050 | H17B ?0.8826 .6751 L1722
C18 -0.1674 22302 L1113 | H23A 0.6885 .9061 .0978
c20 0.0380 .3268 .0698 | H23B 0.6640 L9626 .1405
cz21 0.1085 .3827 1029 | H28A 0.8869 9177 .1920
C22 0.6188 “.5229 .1991 | H28B 1.0495 .8473 L1796
C23 0.7063 .8942 .1260 | H27 0.9448 .9635 .1263
C24 0.3943 .6572 .2042 | H18 1.0626 .7570 .1189
C25 0.4808 74583 .2218 | H39A 1.2479 ;9507 .0498
c27 0.8951 ‘.8864 .1321 | H39B ;1.2853 .8792 .0894
C28 0.9305 .8535 L1757 | H39C 1.1647 L9911 .0903
F29 0.2449 .4047 .0277 | H38A 0.9706 .9352 .0175
C30 1.0501 .8412 .0669 | H38B 0.8802 .9740 .0573

"
-
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C31 0.6205 .5052 | 0.0708 | H38C 0.8310 0.8527 .0360
Cc32 -0.1018 .2511 | 0.0743 | n40A 1.1575 | 0.7492 .0195
C33 0.1058 .3467 | 0.0300 | H4OB 1.0092 0.6805 . 0403
F36 0.1168 .2494 | 0.0085 | HAQC 1.1861 0.6845 .0608
F37 0.0041 .4132 | 0.0068 | H7 0.7708 0.6743 .1022
C38 0.9217 .9066 | 0.0421 | H35A -0.8134 | 0.1022 .1656
C39 1.2014 .9229 [ 0.0747 | H35B -0.7586 | 0.1045 .2107
40 1.1073 L7280 | 0.0448 | H35C -0.7035 | -0.0029 .1830
08 -0.4446 .1256 | 0.1963 | H8 -0.3548 | 0.1817 .1876
C26 -0.5724 .1491 | 0.1735

034 -0.5673 .2213 {0.1458

C35 -0.7251 .0824 | 0.1840

TABLA 7

Coordenadas atdmicas

para el ejemplo 2g, Base Forma IPA-

Atamo

Atamwo | X z X Y

Fl 0.1519 .3786 | 0.0243 | H4B 0.8724 ] 0.7912 L1232
F3 -0.0140 { 0.2540 | -0.0043 | H3 06171 | 0.6809 .1026
F2 0.0260 [0.4241 [0.0085 |H1 0.1162 [ 0.5505 .1460
N4 0.8062 .8075 | 0.1016 | H1O 0.3362 | 0.7935 .1099
N3 0.5159 .6834 | 0.1054 |H9 0.3991 {0.8799 | 0.1736
N2 0.3481 .7197 | 0.1890 | Hea 0.4782 | 0.9618 | 0.1051
N1 0.0675 .5440 1 0.1700 | He6B 0.5369 | 0.8805 .0686
N5 01311 |0.4643 [ 0.2095 |32 0.0665 | 0.4473 .0929
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N6 -0.2941 .3121 .1828 H5 0.7491 .9735 0.1042
0l 0.1140 .8031 .1697 HZ21 -0.3360 .1865 0.1167
02 0.2925 .5779 L1031 H12A 0.5507 .4357 | 0.0989
C10 0.4463 L7911 21197 H1Z2B | 0.6252 .5211 | 0.0660
C9 0.4471 .8051 L1677 H12C ¢ 0.4678 .4565 | 0.0549
c4 0.9030 .8194 .0629 HBA | 0.6698 .7392 [ 0.1786
C24 -0.0632 .3232 ‘ . 0669 HB8B 0.6137 .8216 | 0.2153
C19 -0.0809 .3946 .1378 H16 0.0302 .6334 | 0.2243
C6 0.5348 .8912 .0992 H13A 0.4882 .6277 10,2283
C20 -0.2139 .3158 .1454 H13B 0.4421 .5607 1 0.1863
Cl1 0.4342 .5879 .0%64 H3B 0.9771 .9859 | 0.0712
C22 -0.0159 .3562 .0980 H3C 1.0944 .9144 | 0.0431
C5 0.7048 .9021 .1156 H3D 1.0915 .8973 | 0.0926
Ccl7 -0.0508 .4684 L1726 H23 -0.2112 .1922 | 0.0537
c21 -0.2559 .2399 .1123 H18 ~-0.3052 .3848 | 0.2368
Cl4 0,1869 L7250 .1863 H2A 0.7158 .7853 | 0.0234
Ci2 0.5279% L4917 0774 HZB 0.8604 .8380 | -0.0010
C8 0.6155 L8107 .1847 HZC : 0.7518 .9169 | 0.0270
Cie 0.1187 .6161 .2052 H7A 0.6551 .9825 | 0.1718
C13 0.4041 :6134 .2080 H/B 0.8129 L9118 | 0.1736
C3 1.0281 .9129 .0679 H1A 1.0319 .6803 [ 0.0846
C23 -0.1824 .2437 .0748 H1B 1.0662 L7077 | 0.0366
C18 -0.2485 .3861 .2114 HI1C - 0.9087 .6458 | 0.0495
C2 0.7981 .8420 .0246 H15A 0.2542 .5916 | 0.2593
ci 0.7045 .9108 .1635 H15B 0.2564 L4841 | 0.2288
Cl 0.9852 '.7023 L0579 H3A . -0.4990 [ 0.1985 | 0.1863

1

ES
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C15 0.2577 '6.5672 0.2298 H27 -0.6926 | 0.2734 | 0.1759
C25 0.0153 0.3263 | 0.0246 H26A -0.7745 | 0.0861 | 0.1320
F4 0.1640 0.2980 | 0.0315 H26B -0.6492 1 0.1771 Q.1173
F5 ~-0.0739 | 0.3770 | -0.0036 | H26C -0.8259 | 0.2136 | 0.1243
Fé 0.0440 0.2214 | 0.0112 H28A -0.8028 | 0.1216 | 0.2237
03 -0.5666 6.1486 0.1890 H28B -0.9203 | 0.1527 | 0.1868
c27 -0.7083 | 0.1903 ! 0.1763 H28C -0.8515 | 0.2497 | 0.2160
C26 -0.7420 6.1648 0.1343

C28 -0.8290 | 0.1780 | 0.2024

C28 -0.8460 | 0.1070 ‘ 0.1744

C30 -0.6990 | 0.2550 | 0.1410

TABLA 8
Coordenadas étémicas para el ejemplo 2f, Base Forma RPG-

Atamo X Y Z Atamo X Y Z

Fl 1.4700 | 0.5720 0.6614 N2 0.6350 0.3813 | 0.3765
F7 1.4119 § 0.5575 0.7000 N6 0.2687 0.8628 | 0.3992
F2 1.4315 | 0.5398 0.7741 N4 0.3398 0.7349 | 0.3149
F8 1.5600 015336 0.8131 N1 0.8898 0..3354 0.4598
F3 1.6320 | 0.5630 0.7860 N5 0.0527 0.9107 | 0.3489
F9 1.6111 | 0.5864 0.6960 Ci2 0.4202 0.2078 | 0.3911
N9 0.7997 | -0.0295 | 0.8348 0l 0.6129 0.7507 | 0.2839
N8 0.7989 | 0.1232 0.9974 C10 0.7273 0.4981 | 0.3447
N11 1.1628 | -0.0946 | 0.6829 cé 0.8597 0.4735 | 0.3332
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N10 .0937 | 0.0679 L7424 o] 0.7661 .6239 | 0.4071
N7 .5331 | 0.0253 .0441 C20 - 0.1173 .7695 | 0.2548
N12 .3802 { -0.0414 .6342 C19 0.0264 .8385 | 0.2716
03 .8190 | 0.0931 L7142 C5 0.9561 4627 | 0.4193
04 L0177 | 0.2159 L9737 Cl7 0.2435 .7914 | 0.3234
C34 .7187 | 0.1296 .9094 C8 0.8573 .6109 | 0.4957
C45 .3119 ] 0.1383 .6926 02 +] 0.4273 .3887 | 0.2980
C37 .6769 | 0.0002 .8509 c24 ‘ -0.0460 .6680 | 0.1174
C30 .4799 0.04i2 .9508 Cle 0.4606 .7449 | 0.3864
Cc42 . ]_.869 0.0349 .7058 Cc22 0.0802 6875 | 0.1776
C31 .5850 | 0.1596 .9161 Cl4 0.5786 .7190 | 0.3544
C49 .4737 | 0.3643 .7029 c7 0.9892 .5850 | 0.4828
33 .575¢ | -0.1178 .8869 C23 -0.1359 L7367 | 0.1342
cav .3487 4 0.2751 .7153 Cl8 0.1707 .9200 | 0.4061
C40 .8584 | 0.0198 L7679 C25 -0.0848 .5788 | 0.0372
C32 .4447 | -0.0846 .8933 C13 0.5736 .6259 | 0.4906
Cc4l L9773 | -0.0327 L7663 c21 -0.1010 8179 | 0.2096
C39 .0115 | ~0.0750 .8618 c4 | 0.9438 .1985 | 0.3554
C35 .9405 | 0.1730 .0250 C3 0.9469 .2256 | 0.4509
C38 .8681 | -0.1166 .8863 C15 | 0.4317 .6466 | 0.4565
Cc28 .4760 0.6765 .1130 c2 1.0956 .2572 | 0.5066
C43 .2625 | -0.1234 .6483 Ccll 0.4953 .3347 | 0.3508
c44 .4064 0.0935- .6556 Ci 0.8466 .1026 | 0.4843
c46 .5338 [ 0.1870 .6430 F4 -0.1040 .4554 | 0.0598
C48 .5649 O.‘3202 .6666 F5 0.0211 .6100 | -0.0030
C36 .0000 | ©.1703 L1211 Fé -0.1869 .5900 | -0.0238
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C29 .5552 0.0482 1.2020 F10 ~0.2221 .5070 0.0190
C27 .3192 0.0052 1.1006 Fll -0.0370 .4791 0.0400
C26 L5156 0.2276 1.1108 Fl2 -0.0360 .6334 -0.0302
C50 .5103 | 0.5068 0.7292 o7 0.3015 .5242 0.1820
N3 .6420 0.6560 0.4169 08 0.5067 .7155 0.101e
Ch5 L4573 0.5719 0.0792 H12C 0.3410 .1518 0.3473
C56 L3131 0.5089 0.0836 H10A 0.6770 .5138 0.2867
C54 .4592 0.5517 -0.0152 | HeA 0.8326 L3912 0.2958
05 21135 0.3136 6.8309 H6RB 0.9113 .5467 0.3027
06 .9224 0.3638 0.6775 H9 0.8236 .6594 0.3801
C52 .9658 0.4383 0.7607 H95 1.0446 .4603 0.4067
C53 . 0998 0.4403 0.8150 HER (0.8035 .5371 0.5249
C51 .9706 0... 5801 0.7445 H8C 0.8845 .6928 0.5336
H8 7521 0.0843 1.03%4 H16 0.4967 .8363 0.4153
H10 .1043 0.1515 0.7516 H22 0.1413 .6448 0.1_660
H34 L7767 0.2034 0.8813 H7A 1.0479 .6636 0.4601
H37 .6246 0.0147 0.7931 H77B 1.0425 .5720 0.5399
H30 .3926 0.0620 0.%462 HZ23 -0.2199 L7261 0.0931
H31A .5395 0.1776 0.8580 H18 0.1897 L9731 0.4584
H31B - .6110 0.2396 0.9557 H13A 0.6288 . 6865 0.5425
H33A .5480 -(.1985 0.8476 H13B 0.5604 .5340 0.5057
H33B .6213 -0.1349 | 0.9450 H21 -0.1626 .8605 0.2204
H47 .2884 0.3066 0.7391 H4Aa 0.8479 .1679 0.3217
H32A .3953 -0.0742 0.8343 HAB 0.9856 L1305 0.3502
H32B .3818 -0.1587 0.9172 H4C 0.9960 .2797 0.3330
H41 L9434 -0.1120 | 0.7240 H15Aa 0.3587 ;5626 0.4312
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H39A 0471 | -0.1496 .8633 HlS]é L4034 .6838 | 0.5038
H39B .0801 | -0.0006 .9013 H2A .1552 .3410 | 0.4913
H38A .8152 | -0.2110 .8689 H2B L1310 .1867 | 0.4955
H38B .8786 | -0.0998 .9495 H2C .0948 .2640 | 0.5683
H43 .2434 | -0.2140 .6327 H1A .8496 .1213 | 0.5456
H46 .5955 1 0.1582 .6190 H1B .B758 .0261 | 0.4785
H48 .6483 | 0.3822 .6582 H1C .7522 .0839 | 0.4497
H36A .0650 | 0.1213 .1285 HO99 .9009 .3500 | 0.5070
H36B .9249 1 0.1270 .1498 H7 .3628 .5029 | 0.215%7
H36C .0484 | 0.2607 ' 11471 HBA .5335 L7307 | 0.1555
H29A .5101 | -0.0427 .2144 H55 .5214 .5322 | 0.1164
H29B .5546 | 0.1090 .2479 H56A .2502 .5475 | 0.0555
H29C .6509 | 0.0606 .1995 H56B .2814 .4136 | 0.0755
H27A .272;/ 0.0063 .0399 H54A .4034 .5980 | -0.0510
HZ27B .2829 1 0.0501 .1386 H54B .4208 .4574 | -0.0335
H27C .3022 | -0.0863 L1155 H54C .5546 .5867 | -0.0221
H26A .6150 | 0.2666 .1142 H5 .0835 .2863 | 0.8748
H26B .4925 | 0.2636 .1602 H6 .9213 .2865 0.6821;7
H26C .4641 0.2486 .0564 H52 .8933 .3997 0.7941
H100 .5160 | -0.0550 .0510 | H53A .1740 .4507 0.l7866v
H2 .6741 | 0.3386 .4153 H53B .1148 .4884 | 0.8717
H4 .3295 | 0.6914 .2656 HSiA . 0458 .6226 | 0.7158
H12A .3879 | 0.2319 .4404 H51B . 9866 .6294 | 0.8002
H12B .4843 | 0.1597 .4113 H51C .8826 .5788 | 0.7073
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TABLA 9

Las caracteristicas de las posicicnes del pico de
difraccidn de ae polvos de rayos X (grados 206+0.1)e
temperatura ambiente para los ejemplos 2a, b, d, c, d, e, £,
Y g basados en un patrén de alta calidad colectado con un
difractometro (CuKa) con un hilado. capilar con 20 calibrado

con un NIST u otro estandar adecuado

Ej. Ej. 2b |Ej. 2c | Ej. 2d |Ej. 2 |Ej. 2f |Ej. 29
2a |
5.2 5.5 5.1 5.3 5.4 6.3 5.9
7.9 9.1 5.9 5.6 5.4 9.0 8.7
7.1 [12.1 7.4 13.7 1.2 [1L.7  |9.8
17.6  |14.0 [10.2 [14.7 [13.7 150 |10
19.6 | 19.2 18.0 [19.5 [19.1 |17.6 [1i.8

CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS COMPARATIVAS

Los ensayos y datos que comparan las caracteristicas
farmacoldgicas del Ejemplo 1 y los compuestos encontrados en
wO2005021500 (co}respondiente a ‘la Patente E.U.A. No.
7,163,937 asignada al Solicitante actual) se presentan abajo.

Enlace celular mononuclear de sangre periférica humana

(“*enlace CCR2”)
Ver también: Yoshimura et al., J. Immunol. 1990, 145,
292. El ensayo de enlace CCR2 humano se establcid con células

mononucleares de sangre periférica humanas (hPBMCs) usando
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MCP-1 '*I-humano como el ligando :marcador. Las hPBMCs se
aislaron del leucopaquete humano (Biological Specialty Inc.)
usando un protocolo estandar -con. Ficoll-Hypagque (Mediatech
Cellgro}. Las hPBMCs aisladas se lavaron y diluyeron hasta
1x107/ml en solucidén amortiguadoré de enlace (RPMI-1640,
0.1%BSA, 20 mM Hepes, pH 7.4). La '?°I-MCP-1 (NEN/Perk Elmer)
se diluyd hasta 0.45 nM en solucién amortiguadora. E1
compuesto se dilﬁyé en solucidn amértiguadora de enlace a 3
veces las concentraciones finales usadas en el ensayo de
enlace. El ensayo de enlace se ralizd usando una placa filtro
de 96 pozos (Millipore). El enlace '?*I-MCP-1 total se evalud
como sigue: a cada reaccién de un vplumen total de 150 ul se
le agregaron 5x10° células, 0.15 nM??”I—MCP~1, y el compuesto
de tal manera que la concentracidén final estd en el intervalo
desde 0 hasta 100 nM. La placa se incubdé a temperatura
ambiente durante 30 minutos seguido por tres lavados con
RPMI-1640, 0.1% ﬁSA, 0.4 M NaCl, 20 mM Hepes, pH 7.4 usando
una filtracidn de miltiple al vacio (Millipore). Después del
lavado, la placa se éecé al aire durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Esto se siguié por agregar 25 pl de
Microscint 20 en Eada pozo. La placa se selldT y contd en el
Trilux durante 1 minuto. Se determind el enlace no especifico
en presencia de 300 nM MCP-1 frio (PeproTech Inc.). E1 ?51-
MCP-1 se calcula como la diferencia entre el enlace total y

no especifico. Todas las condiciones se probaron por
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duplicado. El1 1IC50 se define como la concentracidén de
compuesto de competencia requeridé' para reducir el enlace
especifico por el 50%.

Flujo hERG

Se hacen crecer canales hERG que expresan establemente
células HEK293 (37°C, 5% CO;) en Medio Eagle Modificado de
Dulbecco complementado con suero de bovino fetal al 10%
Sigma, aminoacidos no esenciales, 2mM L-glutamina y 500 upg/ml
de G418, en un incubador. La solucién’ amortiguadora de
disociacidn se usd para extraer las células de los matraces,
que luego se colocarcn en placas negras/transparentes
recubiertas con poli-bD-lisina Corning de 384 pozos a una
densidad de 2 x 10% células por pozo (20 ul) en medio de
suero al 10%, y se incuba durantefﬁ5—24 horas a 37°C en un
incubador de CO; al 5% hasta queﬂ se obtuvo una monocapa
confluente de células.

Una solucidn de reserva 2 mM de pigmento BTC-AM
(Molecular Probes, Eugene, OR) se prepard en DMSO al 100% vy
luego se agregé 1:1 al écido plurdénico al 10% (p/v) en DMSO
el dia del ensayo. El pigmento se diluyd entonces en solucidn
amortiguadora EP externa hERG (140 mM NaCl, 4.0 mM XCl, 1.8
mM CaCl,, 1.0 mM MgCl,, -10 mM HEPES? pPH 7.3 yv 10 mM glucosa;
todos los componentes de la solucidén amortiguadora obtenidos
de Sigma Chemical). Esta mezcla de pigmento BTC (30 ul) se

agregé a las células y produce una concentracién de carga



10

15

20

- 182 -

1
o~

)

L
ey
<
=T%
(*%
[}

final de 2.5 uM. Las células se incubaron a 21°C durante 45
minutos.

Los compuestos de prueba se diluyeron hasta 10 mM DMSO
en 60 ul. Estos compuestos se diluyeron entonces en serie a
una relacién 1:2 en DMSO en columnas 1-10 y 11-20 de una
placa de 384 pozos. Las placas lista para ensayo se generaron
al estampar 2.5 pl de la placa de DMSO diluida en serie, que
se preparé en el Velocity 11 BioCel. Las placas acuosas se
crearcon al agregar 48 pl de la solucidén amortiguadora EP vy
luegc se diluyeron 30 - 45 minutos antes de que el ensayo se
leyera en el FLIPR. Después de cargar el pigmento, 1los
compuestos acuosos diluidos se agregaron a las células de las
tres placas de replicado (10 ul) proporcionande un intervalo
de concentracién de diez puntos de 80 uM hasta 0.156 nM. La
concentracién de DMSO final en e%_ ensayo es del 1%. Las
placas acuosas listas para el ensayo se prepararon vy
diluyeron en un manejador liquido Cybio.

Las células cargadas con el pigmento se leyeron en el
FLIPR384 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA), que excitan el

pigmento usando la linea 488 nm de un ldser de argén. La
emisidén se filtrd usando un filtro de paso de banda 540 + 30
nm. Los canales hERG se estimularon al abrir por la adiciéh
de 20 ul/pozo de solucidn amortiguaaﬁra EP que contiene 66 mM

K280, ¥y 1.3 mM T1,S04 (Sigma/Aldrich). Para cada placa, los
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datos se colectaron cada segundo durante un periodo de 12
segundos, en cuyo tiempo la solucidén amortiguadora de
estimulo que contiene T1' se agregd. La coleccidn de datos
procede cada segundo durante 48 ségundos, Yy luego continua
cada tres segundos durante 2 minutoé adicionales.

El intervalo dinamico del ensayo se determiné de pozos
en blanco y totales. Los pozos totales (columnas 21 y 22)
definen la activacidén hERG méxima para la placa (sin
compuesto de prueba presente)}, y. los pozos en Dblanco
(columnas 23 y 24) definen el 100% de inhibicidén hERQG. Los
pozos en blanco contiene 400 nM de cualquiera de 1los
inhibidores de dofetilurc hERG estéﬂdar (Ficker et al., 1998)
0 E-4031. Los puntos de datos crudos en cada pozos de muestra
se corrigieron primeroc para variacidén de célula/sefial,
respaldo de control negativo (blancos), y normalizado de
controles positivos (totales) wusando el software FLIPR en
linea. Las curvas de respuesta de céncentracién del compuesto
de prueba para los datos de flujo hERG T1' se ajustaron
primero usando el Ajuste Excel (ID Business Solutions
Limited, Surrey, RU) con una ecuacidén 1ldégica de sitio
sencillo, Y= A + ((B-A)/1 + ((C/X) ~ D))) donde A= inhibiciédn
maxima. Los datos se analizaron al ajustar las amplitudes
maximas de cambio en al fluorescencia para el flujo T1* para
una condicién dada del compuesto de prueba. Las potencias

(valores ICsp) de los compuestos se calcularon del promedio de
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Ensayo de enlace de sitio 2, camal de sodio

Ver también: W. A. Catterall, et al. J. Biol. Chemn.
1981, 256, 8922. La solucidén amortiguadora de enlace estandar
contiene 50 mM HEPES, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 130 mM cloruro
de colina, 5.4 mM KC1l, 0.8 mM MgClz; 5.5 mM glucosa, 40 pg/mL
LgT. Las reacciones de enlace se iniciaron al agregar
sinaptosomas (preparadas de cerebro de rata Wistar) a la
mezcla de reaccidén que contiene 5 nM ({’H]-Batracotoxina en
una solucidén amortiguadora de enlace estédndar y el compuesto
a probarse a la concentracidn deseable. Las muestras se
mezclaron entonces e incubaron a 37°C durante'60 minutos. Las
reacciones se detuvieron al agregar 'solucidén amortiguadora de
lavado enfriada en hieloc que contiene 50 mM HEPES, 50 mM
Tris-HCl, pH 7.4, 1.8 mM CaClp, 0.8mM MgCl, y 1 mg/mL de
albumina de suero de bovino. Las sinaptosomas se colectaron
inmediatamente en filtros de fibra de vidrio y se lavan 3
veces con soluciones amortiguqdoras de lavado. La
radiocactividad de 1la [’H]-Batracotoxina gque se mantiene en
los filtros se contd usando espectrdmetros de escintilacidn
liguida.

Ensayo de Permeabilidad de Membrana Artificial Paralelo
(PAMPA)

El ensayo de permeabilidad de membrana artificial

paralelo (PAMPA) consiste de una combinacidén de 1lipidos
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basada en lecitina especialmente formulada referida como el
lipido del tracto gastrointestinalﬂ(GIT). El lipido GIT se
usa para formar una membrana en un ensamble de placa
intercalado similar al qgue se usa en los ensayos Caco-2. E1
lipido GIT es muy semejane a la composicidén y desempefio de la
membrana in vivo como se mide por compuestos estdndar que se
conoéen que se absorben pasivamenté en humanos. E1 PAMPA se
usa ampliamente como un modelo in vitro para separacién por
exclusidén de permeabilidad de compuestos descubiertos. La
relacién de paso de los compuestos a través de la membrana
PAMPA se usa para determinar el coeficiente de permeabilidad
(Pc), que puede reiacionarse a la permeabilidad pasiva in
vivo del compuesto.

El »coeficiente de permeabilidad (Pc) de un compﬁesto
particular se examina en un ajuste dependiente del pH con un
pPH de la punta y basolateral de 7.4. Todos los experimentos
se conducen en determinaciones por triplicado.

Los compuestos (soluciones de reserva 10 mM en 100%
DMSO) se diluyeron 1:100 en solucidén amortiguadora de pbzo

donador pH 7.4 (pION CAT # 110i51), proporcionando una
solucién de ensayo 100 uM en DMSO al 1%. El compuesto diluido

en la solucidn amortiguadora de pozo donador se transfirid a

una placa Whatman Unifilter y se filtra antes de dispensar
200 pl en el pozo donador de la placa de ensayo (pION CAT

#110163). La membrana PAMPA se formdé al pipetear 4 pl de
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scolucidn de lipido (pION CAT #110169) en la placa filtro (VWR
CAT #13503). La membrana se cubrid entonces con 200 ul de
solucién amortiguadora de pozo aceptor a pH 7.4 (pION CAT
#110139). La placa de ensayo PAMPA (lado donador y lado
aceptor) se combind y permitié incubar a temperatura ambiente
durante 4 horas. La placa se desmonta y las placas de
espectrofotdémetro (VWR CAT #655801) se llenan (150 wl/pozo) .
Las placas donadora, aceptora, referencia, y blanco se
leyeron en el lector de placa SpectraMax UV. Los datos se
capturaron por el software pION, que analiza los espectros y
genera valores Pc.

Quimiotaxis CCR2

_El ensayo de quimiotaxis CCR2 humano se condujo con la
linea celular moénocitica humana, THP-1. Las células THP-1 se
etiquetaron primero con el pigmento fluorescente Calcein-AM
en RPMI-1640 libre de BSA, 1libre ée fenol rojo (pH 7.4) a
37°C durante 30 minutos con mezclado suave cada 15 minutos.
Las células etiquetadas se lévan. entonces y se vuelven a
suspender a 1x10°/ml en solucidén amortiguadora de quimiotaxis
(RPMI-1640 1libre de fenocl rojo, 0.1% BSA, pH 7.4). El
compuesto de prueba se diluyd en éolucién amortiguadora de
quimiotaxis de tal manera que la concentracidén de ensayo
final estd en el intervalo desde 0.01 nM hasta 1 uM..El
ligando MCP-1 (PeproTech Inc.) se diluyé a 20 nM en sclucidn

amortiguadora de quimiotaxis. Para realizar el ensayo, un

- T e I U S I I T I e T UEICT LG U LR BRI O
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volumen igual dé las diluciones de compuesto de prueba se
mezclaron con un volumen igual de células THP-1 etiquetadas
(Mezcla 1), y un volumen igual de diluciones de compuesto de
prueba se mezcld con un volumen igual de 1ligando MCP-1
diluido (Mezcla 2). Ambas mezclas se incubaron
independientemente a 37°C durante 10 minutos seguido por
agitacién suave. La quimiotaxis inducida por MCP-1 se midid
entonces en una placa de quimiotaxis (Becton Dickinson) al
colocar 50 pl de la Mezcla 1 en la_cémara superior y 225 ul
de la Mezcla 2 en la camara del fondo. La placa se cubrid con
una tapa y se incuba a 37°C duranp? 30 minutos. 30 minutos
mas tarde, 1la placa se leyd en“un Cytofluor. Tocdas las
condiciones se probaron por duplicado. Para la sefial de

determinacidén de ruido, se colocaron 50 pl de células THP-1

etiquetadas solas (5x10%/pozo) en la camara superior y 225 ul
de ligando MCP-1 solo se colocd en la cémara del fondo
(concentracidén final de 10 nM). La inhibicidén alcanzada por
concentraciones en grado del compuesto de prueba se calculd
como un porcentaje del control MCPil libre de compuestc. El
IC50 se define como la concentracién del compuesto de prueba
requerida para alcanzar el 50% de inhibicidn de quimiotaxis
celular.
Pinzamiento Zonal de Membrana (Patch Clamp) hERG

El pinzamiento zonal de membrana de célula completa se

usd para medir directamente las corrientes hERG en células
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HEK-293 gue expresan establemente lé subunidad o del canal de

potasio hERG clohada. El compuesto se probd en una solucién
amortiguadora acuosa con pH 7.4 a temperatura ambiente. Los
pulsos de prueba.repetitivos (0.05 Hz) se aplicaron desde un
potencial de espera de -80 mV hasta +20 mV durante 2 segundos
y las corrientes de la cola se sacan siguiendo los pulsos de
prueba por colocado en etapas del voltaje hasta -65 mvV. Los
efectos del compuesto se calcularon:al medir la inhibicidn de
la corriente de cola pico.

Pinzamiento Zonal del canal de sodio

Se usd el pinzamiento =zonal de célula completa para
medir directamente las corrientes de sodio que ingresan en
células HEK-293 .que expresan el ?canal de sodio cardiaco
humano, SCN5A. El1 compuesto se probd en una solucidn
amortiguadora acucsa libre de proteina. Para determinar la
inhibicién en estado de estudio, se sacan las corrientes de
sodio cada 5 segundos usando el siguiente protocolo de
voltaje: las células se mantienen a un potencial de -90 mv y
se colocan en etapas a -20 mV por 60 ms. Los efectos se
calcularon al medir 1la inhibicidén de 1la corriente pico
durante el pulso de prueba hasta -20 mV. Se evaludé la
dependencia a la relacién de la inhibicidn por 1la
estimulacidén a frecuencia de 1 Hz y 4 Hz. |

Farmacocinética de Dosis Sencilla en Ratas

Se usaron ratas Sprague-Dawley (250-300 g) para los

bl
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estudios farmacocinéticos. Las ratas se ayunaron durante la
noche antes de la dosificacidén PQ‘}f se alimentan 4 horas
después de la dosis. Se colectargh las muestras de sangre
(~0.3 mL) de la vena yugular en tubos gue contienen K,EDTA y
luego se centrifugan a 4°C (1500-2000xg) para obtener el
plasma. En un estudio de biodisponibilidad ofal, 2 grupos de
animales (N=2-3 por grupo) reciben el compuesto de prueba va
sea como una infusidén intravenosa (IV) (durante 10 min) por
medio de la vena yugular o por alimentacidén oral. Se obtienen
muestras sanguinéas en serie a b.i7 {(sélo para 1IV), 0.25,
0.5, 0.75, 1, 2, 4, 6, 8, v 24 h después de la dosis. Las
muestras de plasma, obtenidas por centrifugacién a 4°C (1500-
2000xg)., se almacenaron’ a -20°C hasta el analisis por
CL/EM/EM.

Farmacocinética de Dosis Senciila en Monos

La farmacocinética de varios compuestos de prueba se
evaluaron en monos cinomélogos macho en un disefioc de cruza.

Los monos se hicieron ayunar durante la noche antes de la

2
1
}

dogsificacidn POK Yy se alimentan 4 horas después de la
dosificacidn. Un grupo de 1-3 animales (3 a 5 kg) reciben el
compuesto por infusidén IV (durante 10 minutos) por medio de
la vena femoral y por alimentacién oral, con lavados de 1
semana entre loé tratamientos, Las muestras sanguineas en
serie (~0.3 mL) se colectaron de la arteria femoral a 0.17

(sélo 1IV), 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4, 6, 8, y 24 h después de



10

15

20

25

- 190 -~
”tﬁﬁq

la dosis, y se centrifugan a 4°C (1500-2000xg) para obtener
plasma. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta el andlisis
por CL/EM/EM.

Analisis de Datos para ensayosifarmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos se obtienen por
andlisis sin compartimientos de la concentracién de
plasma contra ;datos de tiempo (software KINETICA™,
Versidén 4.2, InnaPhase Corporation, Filadelfia, PA).
La concentracidén pico (Cmax) y el tiempo para Cmax se
registraron directamente de observaciones
experimentales. E1l éréa bajo la curva del tiempo cero
para el ultimo tiempo en muestra (AUC(0-T)) se

calculd usando una combinacidén de sumas lineales vy

trapezoidales 1log. La liberacidén de plasma total
(CLTp), volumen de distribucidn en estado de estudio
{(Vss), vida media de eliminacﬁén aparente (T1/2}) vy

tiempo de residencia media (MRT) se estimaron después

de la administracidén IV. Las estimaciones de T1/2 se

hicieron usando un minimo de 3 puntos con
concentraciones cuantificables. La biodisponibilidad
oral absoluta (F) se estimdé como la relacién de

valores AUC normalizados por dosis después de las
dosis oral e IV.
Abajo se encuentran datos para cada compuesto como se

mide en los ensayos descritos arriba.
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Tabla 10. Datos Comparativos In Vitro
ICq de | ICq de | Enlace de .
Permeabilidad
Campuesto enlace CCR2 | FLUJO canal Na' (%
PAMPA {rm/seg)
(nM) hERG {(nM) | de inhibicidn)
Ejamplo 12as, i
0.27 (1) 2,800 No disponible | No disponible
Wo2005021500
Ejemplo 12aj 0.43 + 0.06 _ .
770 No dispcnible | No disponible
W02005021500 (2)
Ejeamplo 2k 0.88 + 0.60
51,000 97%, 10,000 nM | 529 + 157 (9)
WO2005021500 (23)
Ejemplo 12kd 1.15 + (.07
>80, 000 54%, 10,000 nM | 392
Wo2005021500 (2)
Ejemplo 8a 1.83 = 0.80 3%, 10,000 nM
>80,000 94 + 58 (10)
W02005021500 (12) 33%, 30,000 nM
Ejemplo 8e, 2.20 + 0.03
>80,000 6%, 10,000 nM |2 = 2 (2)
wo2005021500 {2) ’
Ejemplo Sc, 0.96 = 0.26 48%, 10,000 nM
>80, 000 145 + 71 (8)
W02005021500 (19) 75%, 30,000 nM
Ejemplo 1 .
2.74 £ 1.34 13%, 10,000 nM
Presente >80, 000 560 = 86 (5)
(15) 32%, 30,000 nM
Invencidn
Tabla lla. Datos Comparativos Adicionales In Vitro
pinzamientc zonal
T1Csp de | pinzamiento zonal
. de membrana del
Campuesto quimiotaxis CCR2 | de membrana hERG
: . canal Na'
(nM) ($ Inhib.) '
’ (% Inhib.)
Ejemplo 2k 52%, 10,000 nM
0.24 + 0.16 (12) | 83%, 10,000 nM
W02005021500 90%, 30,000 nM
Ejemplo 8a 22%, 10,000 nM
2.63 £ 1,24 (4) 4%, 10,000 nM
WO02005021500 ‘ . 49%, 30,000 nM
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Ejamplo 9c, ‘ . 19%, 10,000 nM
0.21 4%, 10,000 nM
WO20050215C0 39%, 30,000 nM
Ejemplo 1,
12%, 10,000 nM
Presente 0.75 £ 0.42 (16) | 29%, 30,000 nM
, 19%, 30,000 nM
Invencidn
Tabla 1llb. Datos Farmacocinét:'icos In Vivo Comparativos
en la Rata
‘ AUC
Dosis IV/PO | C1
Carpuesto i : F% Oral
(mg/kg) (mL/min/kg)
(nM*h)
Ejemplo 2k
2.5/ 25 40 68 9294
W02005021500
Ejemplo 8a
6 / 72 42 1.4 690
WO2005021500
Ejemplo 9c, l '
4 / 43 | 54 14 1855
W02005021500
Ejemplo 1,
2 /10 25 79 10169
Presente Invencidn
Tabla 1llc. Datos Farmacocinéticos In Vivo Comparativos
en el Mono
Campuesto Dosis TV/PO| CL (nL/min/kg) | F% AUC
(mg/kg) COral
_ (nM*h})
Ejemplo 2k 1/1.4 25 46 862
W02005021500
Ejemplo 8a 1 /711 14 9.4 1896
WO2005021500 _
Ejerplo 9c, 1/ 10 12 26 6763
WO2005021500
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Ejemplo 1,
; 1/1 12 95 2352
Presente Invencidn :

UTILIDAD

Los compuestos representativos de los ejemplos se
muestra que son moduladores de la actividad del receptor de
quimiocina usando ensayos conocidosvpor agquellos expertos en
el arte. En esta seccidn, se descriéen estos ensayos vy se dan
sus referencias en la literatura. Mds ensayos se describen en
la presente en la seccidn titulada “Caracteristicas
Farmacoldgicas Comparativas”, supra. Al exhikir la actividad
en estos ensayos[del antagonismo de MCP-1, los compuestos de
los ejemplos se espera que sean Utiles en el tratamiento de

enfermedades humanas asociadas con las gquimiocinas y sus

receptores similares. La definicidn de actividad en estos
ensayos es un compuesto que demuestra un ICsy de 30 UM o

inferior en la concentracidn, cuando se mide en un ensayo
particular,

Antagonismo del enlace MCP-1 al PBMC humano.

(Yoshimura et al., J. Immunol.%;990, 145, 292)

Al menos uneos compuestos dgscritos en los ejemplos
tienen actividad en el antagonismo del enlace MCP-1 al PBMC
humano (células mononucleares de sangre periférica humana)
aqui descritas.

Se tratan placas con filtros Millipore (#MABVN1250) con
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100 pl de solucidn amortiguadora de enlace {albumina de suero
de bovino al 0.5%, solucidén amortiguadora 20 mM HEPES vy

cloruro de magnesio 5mM en medio RPMI 1640) durante treinta
minutos a temperatura ambiente. Para medir el enlace, SOul de
solucidn amortiguadora de enlace con o sin un compuesto de

concentracién conocida se combinan con 50Ul de MCP-1 humano

125
-I

etiquetado con (para dar una concentracidén final de

radioligando 150pM) y 50ul de solucidn amortiguadora de
enlace que contiene 5x10° célulasf Las células usadas‘para
tales ensayos de enlace pueden incluir células mononucleares
de sangre periférica humana aisladas por centrifugacidén con
gradiente Ficollnypaque, monocitos humanos (Weiner et al.,
J. Immunol. Methods. 1980, 36, 89), o la linea celular THP-1
que expresa el receptor enddgenc. La mezcla de compuesto,
células y radioligando se incuban a temperatura ambiente por
treinta minutos.‘ Se colocan las 9placas en un miltiple a
vacio, se aplica vacio, y las placas se lavan tres veces con
solucidén amortiguadora de enlace que contiene (0.5M NaCl. La
cubierta plastica se retira de la placa, se deja secar la
placa al aire, se perforan los pozos y se cuentan. E1
porcentaje de inhibicidén de en}ace se calcula usando
las cuentas totales obtenidas en ausencia de
cualguier compuesto en competéncia vy el enlace de

respaldo determinado por la adicidn de 100 nM MCP-1

en lugar del compuesto de prueba.
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Antagonismo‘de la entrada de flujo de Calcio Inducida
por MCP-1 |

(Sullivan et al. Methods Mol. Biol., 114, 125-133 (1999)

Al menos uno de los compuestos descritos en los ejemplos tiene
actividad en el antagonismo del ensayo de la entrada de flujo de calcio
inducido por MCP-1 aqui descrito.

Se mide la movilizacidn de calcio usando un colorante indicador
de Ca?* fluorescente, Fluo-3. Se incuban las células a 8 X 10°
células/ml en solucidén salina amortiguadora de fosfato que contiene
albumina de suero de bovino al O.#%, solucidén amortiguadora
20 mM HEPES, glucosa 5mM, suero de!bovino fetal al 1%, 4 uMm
Fluo-3AM y probenecid a 2.5 mM por 60 minutos a 37°'C. Las
células usadas para tales ensayos de calcio pueden incluir
monocites humanos aislados como se describe por Weiner et
al., J. Immunol. Methods, 36, 89-97 (1980) o lineas celulares
que expresan el receptor enddgeno CCR2 tal como THP-1 vy
MonoMac-6. Luego se lavan las células tres veces en solucidn
salina amortiguada de fosfato que éontiene albumina de suero
de bovino 0.1%, 20mM HEPES, glucosa 5 mM y 2.5 mM de
probenecid. Se vuelven a suspender las células en solucidn
salina amortiguadora de fosfato que contiene albumina de
suero de bovino 0.5%, 20 mM HEPES y probenecid 2.5 mM a una
concentraciodn fiﬂél de 2-4 x 10° éélulas/ml. Se colcocan en

placas las células en microplacas de pared negra de 96 pozos

(100ul/pozos) y se centrifugan las placas a 200 x g por 5
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minutos. Se agregan concentraciones diversas de compuesto a
los pozos (50 ul/pozos) y después de 5 minutos se agregan

50ul/pozo de MCP-1 para dar una concentracidén final de 10nM.
Se detecta la movilizacidén de calcio al usar un lector de
placas de imagen fluorescente. La monocapa de células se
excita con un léaser de argdn (488 nM) y se mide la
fluorescencia asociada con la célula durante 3 minutos, (cada
segundo durante los primeros 90 segundos y cada 10 segundos
durante los siguientes 90 segundos). Se generan los datos
como unidades de fluorescencia arbitraria y el cambio en la
fluorescencia para cada pozo se determina como un diferencial
maximo-minimec. La inhibicién depe;diente del compuesto se

calcula con relacidén a la respuesta de MCP-1 solamente.

Antagonismo de la Quimiotaxis PBMC humana inducida por

MCP-1

(Racon et al., Brit. J. Pharmacol. 1998, 95, 966)

Al menos unos compuestos descritos en los ejemplos
tienen actividad en el antagonismo del ensayo de quimiotaxis
PBMC humana inducidoc por MCP-1 aqui descrito.

La camara de quimiotaxis de 96 pozos MBA96 Neuroprobe,
la placa de 96 pozos Polyfiltronics MPC, y los filtros de 8
micras de PFDS de poliéarbonato libre con
polivinilpirrolidona Neuroprobe se entibian en un incubador
de 37°C. Las células Mononucleaiés de Sangre Periférica

Humanas (PBMCs, por sus siglas en inglés) {(Boyum et al.,
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Scand. J. Clin Labk Invest. Suppl%;l968, 97, 31), aisladas
recientemente por medio del método de separacidn de densidad
ficoll, se suspenden en DMEM a 1 X 107 c¢/ml vy se calentaron
a 37°C. Una solucién 60nM de MCP-1 humano también se calienta
a 37°C. Se hacen diluciones del compuesto de prueba a 2x la
concentracidén necesaria en DMEM. La suspensidén PBMC y la
solucidn 60nM MCP-1 se mezclan 1l:1 en tubos de polipropilenc
con DMEM precalentado con o© sin una dilucidn de los
compuestos de prueba. Estas mezélas se calientan en un
calentador de tubos de 37°C. Para comenzar con el ensayo, se
agrega a la mezcla MCP-1/compuesto en los pozecs de la placa
de pozo Polyfiltronics MPC 96 que se ha colocado en la parte
inferior de la cédmara de quimiotaxis Neuroprobe. E1 volumen
aproximado es de-400ul para cada po%o y debe haber un meniscol
positive después de dosificar. El filtro de 8 micrones se
coloca suavemente en la parte superior de la placa de 96
pozos, se coloca una empaquetadura de hple al fondo de la
cédmara superior y se ensambla la camara. Un volumen de ZOOul
de la mezcla de compuesto/suspensidén de células se agrega a
los pozos adecuados de la camara superior. Se cubre la camara
superior con un sellador de placas y se coloca la unidad
ensamblada en un incubador de 37°C por 45 minutos. Después de
la incubacidén se retira el sellador de placas y tbda la
suspensidn celular restante se aspira complegamente. Se

desensambla la cédmara y el filtro se retira suavemente.
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Mientras se mantiene el filgro en un angulo de 90 grados, se
lavan completamente las célulasi sin migrar wusando una
corriente suave de solucidn salinatamortiguada de fosfato y
la parte superior del filtro se limpia con la punta de’un
escobilldén de hule. Se repite ese lavado dos veces mds. Se
seca al aire el filtro y luego se sumerge completamente en
una tincidén Wright Geimsa por 45 segundos. Luego se lava el
filtro al sumergir en agua destilada por 7 minutos y luego un
lavado adicional de 15 segundos en agua fresca destilada. E1l
filtro se seca al aire nuevamente. Las células migradas al
filtro se cuantifican por microscopia visual.

Los receptores de quimiocina de mamifero proporcionan un
objetivo para interferir con o promover la funcidén de células
inmunes en un mamifero, tal como un humano. Los compuestos
que inhiben o promueven la funcidn del receptor de quimiocina
son particularmente Utiles para la modulacidén de la funcidn
de células inmunes para propdsitos terapéuticos. De esta
manera, la presente invencidén se dirige a compuestos que son
utiles en la prevencién vy/o tratamiento de una amplia
variedad de trastornos Yy enfermedades inflamatorias,
infecciosas, e inmunoreguladoras, incluyendo enfermedades
alérgicas y asma, infeccidn por microbios patogénicos (los
cuales, por defihicién, incluyen virus) asi como patologias
autoinmunes tales Ccomo la artritis reumatoide y 1la

ateroesclerosis.
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Por ejemplo, un compuesto actual gue inhibe una o mas
funciones de un receptor de quimiocina mamifero (por ejemplo,
un receptor humano de quimiocina)hse puede administrar para
inhibir (esto es, reducir o eéitar) la inflamacidén o

enfermedad infecciosa. Como resultado, uno © mds pProcesos

inflamatorios, tales comoc la migracidn de leucocitos,
adhesidén, quimiotaxis, exocitosié, (por ejemplo, de enzimas,
histaminas) o iiberacién del mediador inflamatorio, se
inhibe.

Similarmente, un compuesto actual que promueve una o mas
funciones del receptor mamifero de quimiocinas (por ejemplo,
una quimiocina humana) cuando se administra para estimular
(inducir o mejorar) una respuesta inmune o inflamatoria, tal
como la migracién de leucocitos, adhesidn, quimiotaxis,
exocitosis, (por ejemplo, de enzimas, histaminas) o}
liberacién del : mediador inflamatorio, resultan en la
estimulacidn benéfica de los prdéesos inflamatorios. Por
ejemplo, los eosindfilos se pueden reclutar para combatir
infecciones de parédsitos. Ademds, el tratamiento de las
enfermedades alérgicas vy autoinmunes inflamatorias antes
mencionadas, también se puede contemplar para un compuesto
actual que promueve una o mas funciones del feceptor manmifero
de guimiocinas si se contempla a la administracién de
compuesto suficiente para provocar la pérdida de la exbresién

del receptor en células a través de la induccidén de 1la
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internalizacién del receptor de quimiocinas, 0 el suministro
de un compuesto en una forma gque resulte en la direccidn
equivocada de la migracidén de células.

Ademds de los primates, tales como los humanos, se puede
tratar una diversidad de otros mamiferos de conformidad con
el método de la presente invencién. Por ejemplo, mamiferos
que incluyen pero no se limitan a, vacas, ovejas, cabras,
caballos, perros, gatos, conejillos de indias, ratas u otros
bovinos, especieé ovinas, equinas, caninas, felinas, roedores
o murinas, se pueden tratar. Sin embargo, el método también
se puede practicar en otras especies tales como especies de
aves. El sujeto tratadoc en los métodos anteriores es un

i

mamifero, macho o hembra, en gquien la modulacién de la

actividad del receptor de gquimiocinas se desea. . La
‘modulacidn” como se usa en la presente, pretende
antagonismo, agonismo, antagonismo parcial vy/o0 agonismo
parcial.

Enlace de CCRS5 y ensayos funcionales

Derivacién celular y cultivo celular: Un grupo de

células HT1080 que expresan establemente el receptor 5 de
guimiccina CC enddgena (CCR5) se desarrolld usando 1los
métodos resumidos por Harrington, Sherf and Rundlett (ver
Patentes de Estados Unidos US 6,361,972 v US 6,410,266). Los
clones qQue se expresaron mas altos se aislaron usando

citometria de flujo repetitiveo, seguido por sub-clonacidn.
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Estas ceélulas luego se cultivaron en placas de 6 pozos a
células 3 x 10°/pozo y se transfirieron con un vector de ADN
que contiene el Ggib5 de proteina HA—etiquetada G quimérica
{Molecular Devices; 5 microgramos del ADN de vector
linealizado en 15 microl de Ex-Gen de Fermentes usados para
la transfeccidén). Dos dias después de la transfeccidén, 1los
POZOS se combina;on Yy se colocaron en P100 placas. Siete dias
después de colocarse en placas, las colonias se pincharon, se
expandieron vy se‘analizaron por Ggi5 contenido por Western
blot. Un clon (designado como 3559.1.6) que tiene alta
expresidn de GgiS5 (de transfeccién)'y de CCR5 {(enddgeno} se
seleccicna y se uso para los experimentos descritos a
continuacidn. Las células VHTlOBO (clon 3559.1.6) se
cultivaron con alfa-MEM suplementade con 10% de suero de
bovino . fetal dializado, 2% de
penicilina/estreptomicina/glutamina y 500 migrogramec/ml de
higromicina B (concentracidén final) a 37°C con 5% de CO, en
una atmésfera humidificada.

Preparacién de membranas: Un granulado celular que

contiene 1 x 10° células HT1080 (clon 3559.1.6) se
resuspendié en 5 ml de solucidn amortiguadora preparativa de
membrana enfriada en hielo (50 mM HEPES, 5 mM- -MgCl,, 1 mM
CaClz}) y se homogenizdé a alta velocidad en un homogenizador
Politron durante 20 segundos en hielo. El1 homogeneizado se

diluyé con otros 25 ml de solucidn amortiguadora preparativa
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de membrana y se centrifugd durante 12 minutos (48,000 x g a
4°C). El granulado celular se resuspendid en 5 ml de solﬁcién
amortiguadora lpreparativa de membrana antes de
rehomogenizarse como se deséribe previamente. El
homogeneizado se diluydé con 5 ml de solucidn amortiguadora
preparativa de membrana y se ensayé por la concentracién de
la proteina CCRS.

Ensayo de enlace: El homogeneizado recientemente

preparado de la preparacidén de la mémbrana descrita arriba se
diluydé en la solucién amortiguadora de enlace (50 mM HEPES, 5
mM MgCl,, 1 mM CacCl;, 0.1% de BSA; una tableta de inhibidor de
proteasa completa se agregd antes del ensayo) para llevar a
cabo una concentracidén de la proteina final de 10
microgramos/pozo (placas de 96 pozos de sdélido blanco de
Corning, Inc.). Esta preparacidén de la membrana se mezcld con
perlas WGA-SPA  (Amershsam; se pre-remojé en solﬁcién
amortiguadora de enlace) para dar una concentracidn de 200
microgramos/pozo. La mezcla membrana/perla SPA (100
microlitros/pozo) luego se agregd a una placa que se pre-
punteo con 2 microlitros de DMSO que contienen diversas
concentraciones de articulos de jp?ueba {DMSC purc para el
control negativo; diversas concentr;ciones de los ejemplos de
esta invencién para los articulos de pruebka; 500 nM MIP-1
beta como un control positive). El ensayo de enlace se ihicié

a través de la adicién de 50 microlitros de ['?°I]-MIP-1 beta
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{(Perkin Elmer; material se diluydé en solucidn amortiguadora
de enlace tal que la adicidén de 50 microlitros/pozo dio una

concentracidén final de 0.1 nM [*?°

I]-MIP-1 beta). La placa se
selld y se permitid mantener a temperatura ambiente du;ante
4-6 horas antes de contarse en dun Packard TopCount. E1
porcentaje de enlace para el articulo reprueba se calculd,
usando controles negativos y positivos para definir la
ventana para cada experimento.

Ensayo Funcional basado en el Lector de placa formadora

I

de imdgenes fluorométrica (FLIPR): ' Las células HT1080 (cldén

3559.1.6) se colocaron en 10,000 células/pozo (30
microlitros) en placas de 384 pozos (fondo negro/claro
Biocoat PDL, Beckton Dickinson) y se cargaron con 30
microlitros/pozoi del tefiido fluorescente Fluro-4 AM
{preparado por disolver 1 mg de Fluro-4 AM en 440 microlitros
de DMSO y se diluyd con 100 microlitros de solucidén plurdnica
antes de diluirse ademas con 10 ml de solucidn amortiguadora
Hanks). Las células se incubaron a 57°C con 5% de CO; durante
30 minutos antes de lavarse tres veces vy suspenderse en
solucidn amortiguadora de ensayo (20 mM HEPES, 1.2 mM CaCl,,
5 mM MgCl,, 2.5 mM Probenecid, 0.5% de BSA, 1x Hanks). E1
articulo de prueba se diluyd en serie en DMSO y luego se
diluyé 1:10 con solucidn amortiguédora de ensayo antes de
agregarse a las ceélulas (10 microlitros/opzo). Usando FLIPR,

las placas se leyeron (10-17 segundos) para la induccidén de
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flujo (esto es, actividad agonista). Las células ademds se
cargaron con sqlucién agonista (30 microlitros/pozo, se
prepararon por diluir 30 micrones de 100 microMolar MIP-1
beta en 100 ml de solucidén amortiguadora de ensayo; este
protocolo liberd una concentracidén final de 5 nM MIP-1 beta
en el ensave) y las placas se leyveron usando FLIPR durante un
minuto. La actividad antagonista del articulo de pruéba se
determind relativo hasta 0.4% de DMSO/control negativo de
solucidén amortiguadora. |

Al menos un compuestos de la descripcidén es un inhibidor
de ambos CCRZ y CCR5 y puede usarse para tratar enfermedades
asociadas con ya sea quimiocina. Los compuestos de la
presente invencidén se consideran a antagonistas duales.

Las enfermedades o condiciones de humanos u otras
especies que se pueden tratar con promotores de la funcidn
del receptor de guimiocinas incluyen, pero no se limitan a:
enfermedades 2% condiciones inflamatorias o alérgicas,
incluyendo enfermedades alérgicas respiratorias tales como
asma, rinitis alérgica, enfermedadés de hipersensibilidad de
pulmén, neumonitis de hipersensibilidad, celulitis
eosinofilica (por ejemplo, sindrome de Well), neumonias
eosinofilicas (por ejemplo, sindrome Loeffler, neumonia
eosinofilica crodnica), fascitis eosinofilica (por ejemplo,

sindrome de Shulman), hipersensibilidad de tipo retrasado,

enfermedades del pulmén intersticial (ILD) (por ejemplo,
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fibrosis pulmonar idiopdtica o IﬁD asociado -con artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico; - espondilitis
anquilosante, esclerosis sistémica, sindrome de Sjogren,
polimiositis o dermatomiositis); anafilaxis sistémica o
respuestas de hipersensibilidad, alergias a férmacos (por
ejemplo, a penicilina, cefalosporinas), sindrome de mialgia-
eosinofilia debido a la ingestidén de triptofanc contaminado,
alergias a picaduras de insectos;,enfermedadés autoinmunes,
tales como artritis reumatoide, artritis psoridtica,
esclerosis muiltiple, lupus eritematoso sistémico, miastenia
gravis, diabetes de comienzo. juvenil; glomerulonefritis,
tiroiditis autoinmune, enfermedad de Behcet, rechazo de
injerto {(por ejemplo, en transplantes), incluyen rechazo de
aloinjertos o enfermedad de iﬁjerto contra hospedero,
enfermedades inflamatorias del intestino, tal como enfermedad
de Créhn Y colitis ulcerante, espondiloantropatias;
escleroderma; psoriasis (incluyendo psoriasis mediada por
células T) y dermatosis inflamatoria tal como en dermatitis,
eczema, dermatitis atdpica, dermatitis de contacto alérgica,
urticaria; vasculitis (por ejemplo, vasculitis necrotizante,
cutéanea, e hipersensibilidad); - miositis eosinofilica,
fasciitis eosinofilica, canceres con infiltracidn de
leucocitos de la piel u drganos. Otras enfermedades o
condiciones en las cuales las respuestas infiamatorias

indeseables se van a inhibir y pueden tratarse, 'incluyen,
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pero no se limitan a, vasculitis, placas vulnerables, lesién
por reperfusidn de hiperblasia neofntima venosa, hiperplasia
neointima de injerto en didlisis, hiperplasia intima de
desviacién artio-venosa, ateroesclerosisg, ciertas
malignidqdes hematolégicas, toxicidad inducida por citocinas
{(por ejemplo, choque séptico, coche endotdxico),
polimiositis, dermatomiositis. Las enfermedades 6 condiciones
infecciosas del humano o de otras especies que se pueden
tratar con inhibidores de 1la funcién del receptor de
guimiocina, inclﬁyen, pero no se liﬁitan a, VIH.

Las enfermedades o condiciones de humanos u otras
especies que se pueden tratar con promotores de la funcidn
del receptor de quimiocinas incluyen, pero no se limitan a:
inmunodepresidn, tal como aquella en individuos con sindrome
de inmunodeficiencia tal como el féIDA u otras infecciones
virales, individuos gque se someten a terapia de radiacidn,
quimioterapia, terapia para enfermedad autoinmune o terapia
de farmacos {(por ejemplo, terapia de corticosteroides), que
provoca la inmunosupresiodn, inmuﬁosupresién debide a la
deficiencia congénita en la funcidn del receptor u otras
causas; y enfermedades infecciosas tales como enfermedades de
parasitos gue incluyen, pero no se limitan a infecciones por
helmintos, tal Ccomo nemdtodos (gusanos redondos)
(Trichuriasis, Enterobiasis, Ascariasis, Gusano de gancho,

Strongiloidiasis, Triguinosis, filariasis); tremdtodos,
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(gusanos planos), (Schistosomiasis, Clonorchiasis), céstodos
(gusanocs truncos), (Echinococcosis, Taeniasis sagiata,
Cysticercosis); .gusanocs visceralqs, migrafias por larvas
viscerales (por ejemplo, Toéocara), gastroenteritis
eosinofilica (por ejemplo, especies Anisaki, Phocanema),
migraifias de larva cutanea {Anilostona braziliense,

Ancilostoma caninum). Los compuestos de la presente invencidn
son, de esta manera, Utiles en la prevencidn y tratamiento de
una amplia variedad de trastornos Y enfermedades
inflamatorias infecciosas e inumunoreguladoras.

Ademas, el tratamiento " de las enfermedades
inflamatorias, alérgicas y autoinmunes antes menciocnadas,
también se puede contemplar para los promotores de la funcidn
del receptor de quimiocinas, Si se contempla la
administracién de un compuesto suficiente para provocar la
pérdida de la expresidn del receptdr en las células a través
de la induccién de la internalizacién del receptor de
quimiccina o la administracidén de un compuesto en una forma
gue resulte en una mala direccidén de la migraciéh de células.

En otro aspécto, la invencidn actual se puede usar para
evaluar los agonistas o antagonistas especificos supuestos de
un receptor acoplado a la proteina G. La presente invencién
se dirige al uso de estos compuestos en la preparacidn y
ejecucidén de eﬁsayos de separaéién por exclusidn para

compuestos que modulan la actividad de los receptores de
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guimiocinas. Adicionalmente, los compuestos de esta invencién
son utiles en establecer o determinar el sitio de enlace de
otros compuestos a los receptores de gquimiocina, por ejemplo,
por la inhibicidén competitiva o como una referencia del
ensayo para compartir su actividad conocida a un compuesto
con una actividad desconocida. Cuando se desarrollan nuevos
ensayos © protocolos, los compuestos de conformidad con la
presente invencidn se pueden usar para probar su efectividad.
Especificamente, tales compuestos se pueden suministrar en un
kit comercial, por ejemplo, para su uso en investigacién
farmacéutica que involucre las enfermedades antes
mencionadas. Los compuestos de la invencidn actual también
son utiles para la evaluacidén de moduladores especificos
supuestos de los receptores de quimiocinas. Ademds, se pueden
utilizar compuestos de esta invencidén para examinar la
especificidad de los receptores acoplados a la proteina G,
gue no se piensa gue sean receptores de quimiocinas, ya sea
que sirvan como ejemplos de compuéstos gue no se enlazan o
como variantes estructurales de tales de compuestos activos
en estos receptores que puedan ayudar a definir los sitios
especificos de interaccidn.

Los compuestos descritos en la presente son Utiles para
tratar o prevenir trastornos seleccionados de artritis
reumatoide, osteocartritis, chogque séptico, ateroesclerosis,

aneurisma, fiebre, efectos cardiovasculares, choque
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hemodinamico, sindrome de sepsis, lesién por reperfusidén

postisquémica, malaria, enfermedad de Crohn, enfermedades

inflamatorias del intestino, infeccidn micobacteriana,
meningitis, psoriasis, insuficiencia cardiaca congestiva,
enfermedades fibroéticas, caqguexia, rechazo de injerto,

enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias de la
piel, esclerosis maltiple, daﬁﬁi por radiacidn, lesidn
alveolar hiperdxica, VIH, demencia por VIH, diabetes mellitus
no dependiente de insulina, asma, rinitis alérgica,

dermatitis atdpica, fibrosis pulmonar idiopdtica, penfigoide

buloso, infecciones de parasitos helminticos, colitis

alérgica, eczema, conjuntivitis, transplante, eosinofilia

familiar, celulitis eosineofilica, neumconias eosinofilicas,
fasciitis eosinofilica, gastroenteritis eosinofilica,
eosinofilia inducida por féarmacos, fibrosis cistica, sindrome
de Churg-Strauss, linfoma, enfermedad de Hodgkin, carcinoma
colénico; sindrome de Felty, sarcoidosis, uveitis, Alzheimer
glomerulonefritis, vy lupus eritematoso sistémico, carcinoma
de células escamosa esofagal, dolorineuropético vy obesidad.
En otro aspecto, los compuestoé son Utiles para tratar o

prevenir trastornos inflamatorios seleccionados de artritis

reumatoide, osteoartirtis, ateroesclerosis, aneurisma,
fiebre, efectos cardiovasculares, enfermedad de Crohn,
enfermedades inflamatorias del intestino, psoriasis,

insuficiencia cardiaca congestiva, esclerosis multiple,
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enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias de la
plel. |

En otro aspecto, los compuestos se usan para tratar o
prevenir trastornos inflamatorios seleccionados de artrifis
reﬁmatoide, osteoartritis, ateroesclerosis, enfermedaa de
Crohn, enfermedades inflamatorias del intestino, y esclerosis
maltiple.

EFn otro aspecto, los ejemplos?descritos en la presente
pueden ser utiles para el tratamiento de una variedad de
canceres, incluyendo, pero no limitandc a 1los siéuientes:

Carcinoma incluyendo a aquel de la wvejiga (incluyendo
cancer de vejiga metastédtica vy aceleradaf, mama, coldn
(incluyendo cancer colorectal), -rifidén, higado, pulmén
(incluyendo céncer de pulmdén de célula pequefla y no pequefia y
adencocarcinoma de pulmén), ovario, prdstata, testiculos,
tracto genitourinario, sistema linfético, recto, laringe,
pancreas {incluyendo carcinoma pancreatico exocrino),
esofago, estdmago, vesicula biliar, matriz, tiroides y piel
(incluyendo carcinoma de célula escamosa);

Tumores hematopoyéticos de linea 1linfoide incluyendo
leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia.linfobléstica
aguda, linfoma de célula B, linfoma de célula T, linfoma
Hodgkin, iinfoma de noc Hodgkin, linfoma de célula vellosa,
linfoma histiocitico y linfoma de Burketts;

Tumores hematopoyvéticos de linea mielcide incluyendo



10

15

20

25

- 211 -

. P
- Qig
leucemias mieldgenas agudas Vv crdnicas, sindrome
mielodisplédstico, leucemia mieloide v leucemia

promielocitica;

Tumores del sistema nervioso cehtral Yy periférico que
incluyen astrocitoma, neuroblastoma, glioma y schwannomas;

Tumores de o:igen mesenquimal que incluyen fibrosarcoma,
rabdomioscarcoma y osteosarcoma; y

Otros tumores que incluyen melancma, xenoderma
pigmentoso, ceratoactantoma, seminema, cancer folicular de
tiroides y teratocarcinoma.

En otra modalidad, se describe en 1la presente los
métodos para tratar céancer, en donde el cancer se selecciona
de cancer de mama, cdncer de higado, cdncer de préstata y
melanoma. Adicionalmente, los -compuestos descritos en la
presente pueden ser ﬁtiles en el tratamiento de cancer de
ovario y mieloma mualtiple,.

La presente invencidén proporciona métodos para el
tratamiento de una variedad de enfermedades proliferativas no
cancerosas,

La terapia combinada para prevenir y tratar trastornos y
enfermedades inflamatorias, infecciocsas e inmunoreguladoras
incluyen enfermedades alérgicas vy ésma, asi como patologias
autoinmunes tales como artritis reumatoide y ateroesclerosis,
Yy aquellas patologias antes seflaladas, se ilustran por la

combinacién de los compuestos de esta invencién y otros
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compuestos que se conocen para tales utilidades. Por ejemplo;
en el tratamiento o prevencidén de inflamacidén, los compuestos
actuales se pueden usar en conjunto con un agente analgésico
0 anti-inflamatorio tal como un agonista opidceo, un
inhibidor de lipoxigenasa, un inhibidor de ciclooxigenasa 2,
un inhibidor de interlucina, tal como un inhibidor de
interleucina 1, un inhibidor del factor de necrosis de tumor,
un antagonista NMDA, un inhibidor. del 6éxido nitrico o un
inhibidof .de la sintesis de ¢xido nitrico, un agente
inflamatorio no esteroidal, un inhibidor de fosfodiesterasa,
o un agente anti-inflamatorio suprésor de la citoquina, por

ejemplo, con un compuesto tal como acetominofen, aspirina,

codelna, fentainil, ibuprofeno, indometacina, cetorolaco,
morfina, naproxeno, fenacetina, piroxicam, un analgésico
esteroidal, sufentanil, sunlindac, interferén alfa vy

similares. Similarmente, los compuestos actuales se pueden
administrar con un aliviador del dolor; un potenciador tal
como la cafeina, un antagonista H2, simeticona, hidrdéxido de
aluminio o magnesio, un descongestionante tal como
fenilefrina, fenilpropanolamina, seudofedrina, oximetazolina,
efinefrina, nafazolina, xilometazolina, propilhexedrina, o
levodesoxi-efedrina, un antitusivo tal como codeina
hidrocodona, caramifen, carbetapentano, 0 dextrametorfano; un
diurético; y un antihistaminico :sedante ¢ no sedante.

Similarmente, 1los compuestos descritos en la presente se
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pueden usar en combinacién con otros fdrmacos. que se usan en
el tratamiento/prevencién/supresién o mejora de las
enfermedades o condiciones para las cuales son utiles el
compuesto de la presente invencidn. Se pueden administrar
tales otros fdrmacos por wuna ruta y en una cantidad
comunmente usadas por lo tanto, contemporéaneamente o]
secuencialmente con un compuesto de la presente invencién.
Cuando un compuesto de la presente invencidn se usa
contempordneamente con uno o mas de otros fadrmacos, una
composicidén farmacéutica que contiene tales otros farmacos
ademas del compuesto de la presente invencidn se puede usar.
En consecuencia, las composicioné% farmacéuticas incluyen
agquellas que también contienen uno o mas de otros
ingredientes activos, ademds de un compuesto de la presente
descripcidn.

Los ejemploé de otros ingrediente activos que se pueden
combinar con un compuesto de la presente invencién;
administradc separadamente o en las mismas composiciones
farmacéuticas, incluyen, pero no se limitan a: (a)
antagonistas de integrina tales comé aquellos para selectina,
ICAMs y VLA-4, (b) esteroides tal como beclometasona,
metilprednisolcona, betametasona, prednisona, dexametasona e
hidrocortisona, (c) inmunodepresores tales como ciclosporina,
tacrolimus, rapamicina y otros inmunodepresores del tipo FK-

506: (d) antihistaminicos (antagonfstas de la histamina H1)
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tales COomo bromofeniramina, clorfeniramina,
dexclorfeniramina, triprolidina, clemastina, difenhidramina,
difenilpiralina, tripelenamina, hidroxizina, metdilaéina,
prometazina, trimeprazina, azatadina, ciproheptadina,

antazolina, feniramina, pirilamina, astemizol, terfenadina,’

loratadina, cetirizina, ‘ fexofenadina,
descarboetoxiloratadina, y similares; (e) antiasmdéticos no
esteroidales tales como agonistas b2 (terbutalina,

metaproterenol, fenoterol, isoetarina, albuteral, bitolterol,

Y pirbuteril), teofilina, cromolina scdio, atropina, bromuro
de ipratropio, antagonistas de 1leucotrieno (zafirlucast,
montelucast, pranlucast, iralucast, pobilucast, SKR-102,
203), inhibidores de la biosintes;s leucotrieno (zileuton,
BAY-1005); (f) agentes anti—infla&atorios no esteroidales
(NSAIDs) tal como derivados del acido propidnico,

s

{alminoprofeno, benxaprofeno, &cido bucldxico, carprofeno,
fenbufeno, fenoprofeno, fluprofeno, flurbiprofenoc,
ibuprofeno, indoprofeno, cetoprofeno, miroprofenc, naproxeno,
oxXaprozino, pirprofeno, pranoprofeno, suprofeno, acido

tiaprofénico y tioxaprofeno) derivados del 4&acido acético

(indometacina, acemetacina, ‘alclofenac, clidanac,
diclofenéco, fenclofenaco, 4&cido fenclézico, fentiazaco,
furofenaco, ibufenaco, isoxepaco, oxipinaco, sulindaco,
tiopinaco, tolmetino, idometacina, y zomepiraco), derivados

de &cido fendmico (dcido flufenamico, A&cido meclofendmico,
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dcido mefendmico, &cido niflumico, y &cido tolfendmico),

derivados de acido bifenilcarboxilico (diflunisal y
flufenisal) oxicamcs (isoxicam, piroxicam sudoxicam vy
tenoxican), salicilatos (dcido acetil salicilico,

sulfasalazina) y las pirazolonas (apazcna, bezpiperilon,

feprazona, mafebutazona, oxifenbutazona, fenilbutazona); (g)
inhibidores de cicloxigenasa-2 (C0OX-2); (h) inhibidores de la
fosfodiesterasa de tipo IV (PDE-IV); (I} otros antagonistas
de los receptores de quimiocinas; (3j) agentes reductores de;

colesterol tales como inhibidores de la HMG-COA reductasa

(lovastatina, simvastatina y pravastatina, fluvastataina,
atorvastatina, Yy otras estatinas), secuestrantes
(cloestiramina y colestipol), &cido nicotinico, derivados del
dcido fenofibrico (gemfibrozil, clofibrat, fenofibrato vy
benzafibrato), vy probucol; (k) agéhtes antidiébéticos tales
Ccomo insulina, sulfonilureas, biguanidas {metformina),
inhibidores de a-glucosidasa (acarbosa) v glitazonas
(troglitazona V picglitazona) ; (1) preparaciones de

interferones (interferdn alfa-2a, interferdn 2B, interferédn
alfa-N3, interferdén beta-la, interferdén beta-lb, interfe;én
gamma-1b}; (m) compuestos antivirales tales como efavirenz,
nevirapina, indinavir, ganciclovir, lamivudina, famciclovir,
Yy éalcitabina; (0) otros compuestos tales como el &cido 5-
aminosalicilico vy profdrmacos del mismo, antimetabolitos

tales «como azatioprina y 6-mercaptopurina, y agentes
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quimioterépéuticos para el cdncer citotéxico. La relacién en
peso del compuesto de 1la presente invencién al segundo
ingrediente activo se puede variar,; y dependerd de las dosis
efectivas de cada ingrediente. |

Generalmente, se usarda una dosis efectiva de cada uno.
Asi, por ejemplo, cuando un compuesto se combina con un NSAID
la relacidn en peso del compuesto de la presente invencidn al
NSAID estard generalmente en un intervalo desde alrededor de
1000:1 hasta alrededor de 1:1000, o alternativamente desde
alrededor de 200:1 hasta alrededor de 1:200. Las
combinaciones de un compuesto de la presente invencidn y
otros 1ingredientes activos estardn generalmente dentro del
intervalo arriba mencionado, pero en cada caso, se debe usar
una dosis efectiva de cada ingrediente activo.

En el tratamiento de céncer, una combinacidén de agentes
quimioterapéuticos y/0 otros tr%tamientos (por ejemplo,
terapia de radiacidén) es ventajosc a menudo. El segundo
agente (o tercero) puede tener el mismo o diferente mecanismo
de reaccidén que el primer agente terapéutico. Esto puede ser
especialmente Util para eﬁplear combinaciones de férmaco
citotdxicas en donde dos o mas farmacos administrados actuan
en diferentes maneras o en diferentes fases del ciclo celular
y/0o en donde los dos o mds farmacos tiene sobre expresidn de
efectos laterales o© tdxicos vy/o én donde 1los farmacos se

combinan cada uno demostrando eficacia en el tratamiento de
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los estados de las enfermedades particulares manifestadas por
el paciente.

En consecuencia, los compuestos descritos en la presente
{o otras formulas descritas en la presente) pueden
administrarse en combinacidn con ofros agentes anti-cancer y
citotdxicos y tratamientos Utiles en el tratamiento de cancer
u otras enfermedades proliferativas. La invencidén en la
presente ademas comprende el uso de los compuestos de la
presente (u otras férmulas descritas en la presente), en la
preparacién de medicamentos para el tratamiento de céncer,
v/0 estos comprenden el empaguetamiento de los compuestos de
la presente junto con las instrucciones qué los compuestos
utilicen en combinacidén con otré agentes anti-cdncer o
citotdxico y para el tratamiento de céncer. La presente
invencion ademas comprende las combinaciones de los
compuestos de y uno o mas agentes adicionales en forma de
kit, por eiemplo, en donde estos se empacan juntos o se
colocan en paqgquetes separados par; venderse Jjuntos como un
kit, © en donde estos se empacan pafa formularse juntos.

El segundo agente anti-cancer (o mas) pueden

seleccionarse de cualguiera uno o mas de los siguientes:

agentes alguilantes (incluyendo mostaza de nitrodgeno,

sulfonatos de algquilo, nitrosoureas, derivados de
etilenimina, v triazenos); anti-angliogénicos (incluyendo

inhibidores de metaloproteinasa de matriz); antimetabolitos
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(incluyendo inhibidores de deaminasa de adenosina,

antagonistas de &4cido félico, andlogos de purina y andlogos
de pirimidina); antibidticos o© anticuerpos (incluyendo
anticuerpos monoclonales; anticuerpos CTLA-4, antraciclinas);
\
inhibidores de aromatasa;
modificadores de la respuesta ge ciclo celular; enzimas;

inhibidores de transferasa de proteina de farnesilo;

agentes hormonales Y antihormonales Y esteroides

(incluyendo andalogos sintéticos, - glucocorticoides, -
estrégenos/anti-estrdogenos {por ejemplo, - SERMs ],
andrégenos/anti-andrdgenos, progestinas, agonistas: del

receptor de progesterona, y agonistas y antagonistas [LHRH]
de liberacidén de la hormona luteinizada) ; factor de
crecimiento de tipo insulina (IGF)/moduladores del sistema
(IGFR)}) del receptor del féctor de crecimientc de " tipo
insulina {incluyendo inhibidores IGFR1l); inhibidores de sefial
de integrina; inhibidores de cinasa (incluyendo inhibidores
de multi-cinasa y/0 inhibidores de Src cinasa o Src/abl,

inhibidores de [CDK] cinasa dependiente de ciclina, panHer,

anticuerpo Her-1 y Her-2, inhibidores VEGF, incluyendo

anticuerpos anti-VEGF, inhibidores EGFR, inhibidores [MAP] de
la proteina activada con mitogeno, inhibidores MEK,
inhibidores de éurora cinasa, inhibidores PDGF, vy otros
inhibidores de tirosina cinasa o inhibidores de

serina/treonina cinasa;
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agentes disruptores de microtubulo, tales como
ecteinascidinas o sus andlogos y derivados; agentes
estabilizadores del microtubulo téles como taxancs vy las
epotilonas que se presentan naturalmente y sus analogos
sintéticos y semi-sintéticos;

agentes de enlace de microtubulo, desestabilizadores
(incluyendo alcalpides vinca); e

inhibidores de topoisomersa, inhibidores de transferasa
de proteina de prenilo; complejos dé coordinacidén de platino;
inhibidores de transduccidén de sefial, y otros agentes se
usaron como agentes anti-cdncer y citotédéxicos tales como
modificadores de respuesta bioldgica, factores de crecimiento
y moduladores inmunes.

Adicionalmente, los compuestos de la presente invencién
pueden formarsei o co-administrarse con otros agentes
terapéuticos que se seleccionan por su utilidad particular
para atender los efectos colaterales asociados con las
condiciones anteriormentes mencionadas. Por ejemplo, los
compuestos de la presente invencidén pueden formularse con
agentes para prevenir ndausea, hipe;sensibilidad e irritacidn
gastrica, tales como antieméticos y antihistaminicos H; y Hs.

Los otros agentes terapéuticos de arriba, cuando se
emplean en combinacidén con los compuestos de la presente
invencidén, pueden usarse, por ejemplo, en aquellas cantidades

indicadas en el Physicians’ Desk Reference (PDR) o como se
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determina de otra manera por alguien de habilidad ordinaria
en el arte.

Se administran 1los compuestos a un mamifero en una
cantidad terapéuticamente efeétiva. Por “cantidad
terapéuticamente efectiva” significa wuna cantidad de un
compuesto de la presente invencidén gque, cuando se administra
solo o en combinacién. con un agente terapéutico adicional
mamifero, es efectivo para evitar o mejorar la condicidn de
enfermedad tromboembdlica o el avanée de la enfermedad.

DOSIS ¥ FORMULACION

Los compuestos de esta descripcidn se pueden administrar
en forma de dosis orales tales como tabletas, cédpsulas (cada

una de las cuales incluye formulaciones de 1liberacidn

programada o liberacién sostenida), pildoras, polvos,
granulos, elixires, pinturas, suspensiones jarabes 2%
emulsiones. También se pueden  administrar en forma
intravenosa (bolo o infusidn), intraperitoneal, subcutdnea, ©

intramuscular, todas formas de dosis unitarias bien conocidas
para aquellos expertos ordinarios en las técnicas
farmacéuticas. Se pueden administrar soclas peroc generalmente
se administraran con un portador ;farmacéutico seleccionado
scbre la base de la ruta elegidéx de administracién. y la
practica farmacéutica estandar.

El régimen de dosis para los compuestos de la presente

invencidén, variard, por supuesto, dependiendo de factores
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conocidos, tales como las caracteristicas farmacodindmicas
del agente en particular y su modo y ruta de administracidn;
la especie, edad, sexo, salud, condicidén médica y peso del
receptor; la naturaleza vy grado de los sintomas; el tipo de
tratamiento concurrente; la frecuencia de tratamiento; la via
de administracién, la funcidén renal y hepdtica del paciente,‘
y el efecto deseado. Un médico o veterinario puede determinar
Yy prescribir la cantidad efectiva del fdrmaco requerido para
evitar, contrarrestar, o detener el avance del trastorno.

A manera de guia general, la dosis diaria oral de cada
ingrediente activo, cuando se usa péra los efectos indicados,
estard en un intervalo de entre alrededor de 0.001 hasta 1000
mg/kg de peso corporal, o entre alrededor de 0.01 hasta 100
mg/kg de peso corporal por dia, o alternativamente, entre
alrededor de 1.thasta 20 mg/kg/dia. De forma intravenosa, la
dosis estara desde alrededor de 1 alrededor de 10
mg/kg/minuto durante una infusidn a velocidad constante. Los
compuestos de esta invencidén se pueden administrar en una
dosis diaria sencilla, o la dosis diaria total se puede
administrar en dosis divididas de dos, tres, o cuatro. veces
al dia. En una modalidad, 1la dosis oral diaria del
ingrediente activo es entre 3 y 600 mg yva sea administrada
una vez al dia o en dosis dividas administradas dos veces al
dia. Alternativamente, el ingiediente activo puede

administrarse en dosis de 10-20 mg administrado dos veces
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diarias o -40 hasta 100 mg administrado una vez diaria.
Alternativamente, el ingrediente active puede administrarse
en una dosis de 12.5 mg dos veces al dia o 75 mg una vez al
dia. Alternativamente, el ingrediente activo puede
administrarse en dosis de 3, 10, 30, 100, 300 y 600 mg
administrados ya sea una vez o dos veces al dia.

Los compuestos de esta invencién‘se pueden administrar
en forma intranasal mediante el uso tépico de los wvehiculos
intranasaleé adecuados o por medio de vias transdermales
usando parches transdermales para 1la piel. Cuando se
administran en forma de un sistema de administracién
trasndermal,'la administracidén de gosis, por supuesto, sera
continua méds que intermitente a través del régimen de doéis.

Los compuestos se administran tipicamente en mezcla con
diluyentes, excipientes o portadores farmacéuticos adecuados
(referidos colectivamente en 1la presente como portadores
farmacéuticos) seleccionédos adecuadamente con respecto a la
forma pretendida de administracidn, esto es, tabletas orales,
capsulas, elixires, jarabes vy similares, y consistente con
las préacticas farmacéuticas convencfonales.

Por ejemplo, para administracidén oral en la forma de una
tableta o céapsula, el componente de férmaco activo puede
combinarse con un portador inerte oral, no toxico,
farmacéuticamente aceptable, tal como lactosa, almidén,

sacarosa, glucosa, metil celulosa; estearato de magnesio,
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fosfato de dicalcio, sulfato de célcio, manitol, sorbitol y
similares; para administracién oral en forma liquida, los
componentes de farmaco oral se pueden combinar con cualquier
portador inerte, oral, no téxico, farmacéuticamente aceptable
tal como etanol, glicerol, agua, y similares. Ademds, cuando

sea deseado o0 necesario, se pueden también incorporar en la

mezcla aglutinantes adecuados, lubricantes, agentes de
desintegraciodn, Yy agentes <c¢olorantes. Los aglutinantes
adecuados 1ncluyen almiddn, gelatina, azdcares naturales

tales como glucosa o beta-lacotosa, edulcorantes de maiz,
gomas naturales y sintéticas tales como acacia, tragacanto o
alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilen glicol,
ceras y similares. Los lubricantes usados en estas formas de
dosis incluyen oleato de sodio, estéarato de sodio, estearato
de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de
sodio, Yy similares. Los desintegradores incluyen, sin
limitacidén, almiddén, metil celulosa, agar, bentonita, goma de
xantano y similares.

Los compuestos de la presente invencidn también pueden
administrarse en forma de sistemas de administracién de
liposomas, tales como vesiculas' unilamelares pequefias,
vesiculas unilamerales grandes, y vesiculas multilamerales.
Los liposomas se pueden formar a partir de una variedad de
fosfolipidos, tal Como colesterol, estearilamina, o

fosfatidilcolinas.
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Los compuestos de la presente invencidén también se
pueden acoplar con polimeros solgbles come portadores de
fdrmacos objetivos. Tales polimeros pueden incluir
polivinilpirrolidona, copolimero de pirano,
polihidroxipropilmetacrilamida-fenol,
polihidroxietilaépartamidafenol, o) polietilenéxido-polilisina
sustituidos con residuos de palmitoilo. Adicionalmente, los
compuestos de la presente invencién se pueden acoplar a una
clase de polimeros biodegradables utiles en alcanzar la
liberacidn contrblada de un férméco, por ejemplo, 4acido
poliléactico, dcido poliglicdlico, copolimeros del 4&cido
poliléctico y poliglicdlico, poliepsilon, capreolactona, &cido
polihidroxi = butirico, poliortoésteres, poliacetales,
polidihidropiranos, policianoacilatos, y copolimeros de
blogque reticulados o anfipaticos de?hidrogeles.

Las formas de dosis (composiciones farmacéuticas)
adecuadas para administracidén pueden contener desde alrededor
de 1 miligramo a alrededor de 100 miligramos de ingrediente
activo por unidad de dosis. En. estas composiclones
farmacéuticas, el ingrediente activo estard ordinariamente
presente en una cantidad de alrededor de 0.5-95% de peso con
base en el peso total de la composicidn.

Las cdpsulas de gelatina pueden contener el ingrediente
activo vy portadores pulverizados, tales como lactosa,

almiddén, derivados de celulosa, estearato de magnesio, &cido
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estedrico y similares. Se pueden usar diluyentes similares
para hacer tabletas comprimidas. Ambas tabletas y cdpsulas se
pueden fabricar como productos de liberacidn sostenida para
suministrar la liberacidn contiﬁﬁa del medicamento por
periodos de horas. Las tabletas comprimidas pueden ser
recubiertas con azdcar o recubiertas con pelicula para
ocultar cualquier sabor desagradable Y proteger la tableta de
la atmésfera, o recubiertas de forma entérica para la
desintegracidén selectiva en el tracto gastrointestinal.

Las formas de dosis liquidas para administracién oral
pueden contener coloracidn y saborizacidn para incrementar 1la
aceptacién del paciente.

En general, el agua, un aceite adecuado, soluciédn
salina, dextrosa acuosa (glucosa), y soluciones relacionadas
de azucar y glicoles tales como propilen glicol o polietilen
glicoles, - son peortadores adeguados para soluciones
pérenterales. Las soluciones para-administracién parenteral
pueden contener una sal soluble en agua del ingrediente
activo, agentes de estabilizacidn adecuados, Yy 81 es
necesario, sustancias amortiguadoras. Los agentes
antioxidantes tal como el bisulfito de sodio, sulfito de
sodio o 4&cido ascdédrbico, ya sean solos ¢ combinados, son
agentes estabilizadores adecuados. También se usan el &cido
citrico y sus sales EDTA de sodiéﬂ Ademds, 1las soluciones

parenterales pueden contener conservadores, tales como
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cloruro benzalconio, metil o propil paraben, y clorobutanol.
Los portadores farmacéuticos adecuados se describen en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company,
un texto estandar de referencia en este campo.

Las formas de dosis farmacéutica representativas udtiles

para la administracidén de los compuestos de esta invencidn,

'se pueden ilustrar como sigue:

Capsulas

Un gran numero de cépsulas unitarias se pueden preparar
al llenar céapsulas de gelatina dura de dos piezas estandar
cada una con 100 miligramos de ingrediente activo
pulverizado, 150 miligramos de lactosa, 50 miligramos de
celulosa, y 6 miligramos de estearato de magnesio,

Cépsulas de gelatina suave.

Se puede preparar una mezcla de ingrediente activo en un
aceite digerible tal como aceite de soya, aceite de semilla
de algododn, o aceite de olivo, e inyectarse por medio de una
bomba de desplazamiento positivo déntro de la gelatina para
formas cdapsulas de gelatina suave que contienen 100
miligramos de ingrediente activo. Las cdpsulas se deben lavar
Yy secar.

Tabletas

Las tabletas se pueden preparar por procedimientos
convencionales de manera que la dosis wunitaria es de 100

miligramos del ingrediente activo, 0.2 miligramos de didéxido
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de silicio coloidal, 5 miligramos de estearato de magnesio,
275 miligramos de celulosa microcristalina, 11 miligramos de
almidén vy 98.8 miligramos de lactosa. Los recubrimientos
adecuados se pueden aplicar para incrementar el sabor o
retrazar la absorcidn.

Inyectables '

Una composicidn parenteral adécuada para administracidn
por inyeccidén se puede preparar al agitar 1.5% en peso de
ingrediente activo en 10% de volumen de propilen glicol vy
agua. La solucién debe hacerse isoténica con cloruro de sodio
y esterilizarse.

Suspensidn

Se puede preparar una suspensién acuosa para
administracién oral de manera gque éada 5mL contienen 100 mg
de ingrediente activo finamente dividido, 200 mg de
carboximetil celulosa de scdio, 5 mg de benzoato de sodio,
1.0 mg de solucidén de sorbitol, U.S.P., y 0.025 mL de
vanillina.

Donde se combinan los compuesﬁos de esta invencidn con
otros agentes anticoagulantes, por ejemplo, una dosis diaria
puede ser alrededor de 0.1 hasta 100 miligramos del compuesto
de Férmula I y alrededor de 1 hasta 7.5 miligramos del
segundo anticoagulante por kilogramo del peso corporal del
paciente. Para una forma de dosis de tableta, los compuestos

de esta invencidn pueden estar generalmente presentes en una
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cantidad de alrededor de 5 hasta 10 miligramos por dosis
unitaria, y el segundo anticoagulénte en una cantidad del
alrededor de 1 hasta 5 miligramos pér dosis unitaria.

Donde se administran dos o mds del segundo agente
terapéutico anterior con el compuesto de los ejemplos,
generalmente la cantidad de cada componente en una dosis
diaria tipica y forma de dosis tipica se puede ieducir con
relacidén a la dosis usual del agénte cuando se administra
solo, en vista del efecto aditivo o sinérgico de los agentes
terapéuticos cuando se administran por combinacién.

Particularmepte cuando se suminiétra comc una dosis
unitaria sencilla, existe un potencial para una interaccidn
quimica entre los ingredientes activos combinados. Por esta
razoén, cuando el compuesto de los ejemplos y un segundo
agente terapéutico se combinan ‘en una dosis unitaria
senci;la, se formulan de manera tal que aunque se combinen
los ingredientes activos en una dosis unitaria sencilla, se
minimiza el contacto fisico entre los ingredientes activos
(esto es, se reduce). Por ejemplo, un ingrediente activo
puede estar recublerto de forma éntérica. Al recubrir de
forma entérica uno de los ingredientes activos, es posible no
solamente minimizar - el contacto entre. los ingredientes
activos combinados, sino también, es bosible centrolar 1la

liberacidén de wuno de estos componentes en el tracto

gastrointestinal, de manera tal gue uno de estos componentes
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no se liberen el estdmago, sino mas bien sé liberen en los
intestinos. Uno de los ingredientes activos también se puede
recubrir con un material que efectia una liberacién sostenida
a traves del tracto gastrointestinal, y también sirve para
minimizar el contacto fisico entre:los ingredientes activos
combinados. Ademas, el componente de liberacidn sostenida se
puede adicionalmente recubrir de forma entérica, de manera
tal que la liberaciéq de este componente sucede solamente en
el intestino. Todavia otro enfoque involucraria la
formulacidén de un producto de cdﬁbinacién en el cual un
componente se recubre con un polimero de liberacidén entérica
y/0 sostenida, y el otro componente también se recubre con un
polimero tal como un grado de baja viscosidad de
hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) u otros materiales
adecuados como se conocen en el arte, con objeto de separar
ademas los componentes activos. El recubrimiento de polimero
sirve para formar una barrera adicional a la interaccidn con
el otro componente.

Estas, asi como otras formas de minimizar el contacto
entre los componentes de los productos de combinacidén de la
presente invencidén, ya sea administrado en una forma de dosis
sencilla o administrado en formag separada pero al mismo
tiempo por la misma manera, Sseran }écilmente evidentes para
aquellos expertos en la técnica una vez eguipado con la

presente descripcidn.
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Adicicnalmente, ciertos compuestos descriteos en la
presente pueden ser Gtiles como metabolitos de otros
compuestos. Por lo tanto, los compuestos pueden ser uUtiles va
sea COomo un-compuesto substancialmente puro, el cual también
lueéo puede incorporarse en una composicidn farmacéutica, o
puede ser util como metabolito la cual se genera después de
la administracién del profdrmaco de tal compuesto. En una
modalidad, un compuesto puede ser Util como un metabolito por
ser util para tratar trastornos como se describen en la
presente.

“Substancialmente puro".como ée usa en la presente se
pretende para incluir un compuesto gue tiene una pureza mayor
que alrededor de 90 porciento en peso, incluyendo alrededor
de 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 y 100 por ciento.

Como un ejemplo, un compuesto descrito en la presente
puede ser substancialmente puro gue tiene una pureza mayor
que alrededor de 820 porciento (en peso), donde el resto es
menor que alrededor de 10 porciento de material gue comprende
otro metabolito del compuesto, un profdrmaco del compuesto,
y/0 reaccidén y/0 purezas procesadas que resulta de su
preparacidn.

Obviamente, son posibles diversas modificaciones vy
variaciones de la presente invencién a la 1luz de las
enseflanzas anteriores. Por 1oltant§ se entenderd que dentro

del alcance de la reivindicaciones anexas la invencidén se
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puede practicar de otra forma a la que se describe
especificamente en la presente.

ENSAYOS Y EFICACIA IN VIVO

La N-((1R,2S,5R)-5-(tert-butilaminoc)-2-((S)-2-oxo0-3- (6~
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
1l)ciclohexil)acetamida (también referida como “Ejemploc 17)
se evalud en los siguientes ensayos in vivo como se describe
abajo.

Seccién 1. Ejemplo 1 que bloquea el' reclutamiento
celular mononuclear a la piel después de la provocacidédn con
MCP-1 intradérmico (ID) en mono cinomdélgo.

La 1inyeccién intradermal dé MCP-1 resulta en la
infiltracidén de células mononuclearés al sitio de inyeccidn.
Este modelc se desarrolla inicialmente para evaluar el efecto
inhibidor de antagonistas CCR2 en la infiltracidén de células
mononucleares al tejido de la piel inyectadas con MCP-1
humano. El infiltrado célular puede medirse
semicuantitativamente por clasificacidén histoldgica.

Métodos

Cada mono se dosificd con el ﬁjemplo 1 o su contfol de
vehiculo (HC1l 0.5 N) una vez al dia durante tres dias. El
Ejemplo 1 se administré oralmente a dosis de 0, 5, 10, & 20
mg/kg a grupos de 4 monos conomologos (2 por Sexo por grupo).
Inmediatamente después de dosificgr el Dia 3, todos 1los

animales reciben al menos 2 inyecciones transdermales de 10
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Lg (50 pL/inyeccidn) de MCP-1 humﬁno (R & D Systems) y 2

inyecciones transdermales de su control DPBS (50

Ul/inyeccidén) en sitios separados en el tdrax dorsal. Las
biépsias dermales de todos los sitios se obtuvieron a
aproximadamente 18 horas después de la provocacidén con MCP-1
(o0 DPBS). Las biopsias se procesaron para evaluacidén
histoldgica semi-cuantitativa. Las secciones representativas
de muestras de piel se examinaron por microscdpio de luz, las
lesiones de microscopio e infiltracidén celular se notan, y
sus incidencias se tabulan.

Ademas del andlisis de bidpsia, la sangre se colectd y
evalud para cuentas de sangre completa y diferenciales
celulares. También se evaluaron las muestras de plasma para
concentraciones del compuesto, y.‘muestras de suero para
niveles mediadores inflamatorios sistémicos.

Resultados

El reclutamiento de células mononucleares a la piel de
los animales de control tratados con el vehiculo en respuesta
a la provocacidén por MCP-1 fue significativo (calificacidn
histoldgica media de 2.0 con un intervalo del-3, Tabla 10).
El Ejemplo 1 a 5, 10, y 20 mg/kg inhibe esta infiltracidn
celular mononuclear dermal por 75%, 95% Yy 95%,
respectivamente (Tabla 10 y Figura 20). El compuesto también
bloquea la infiltracidén de otros tipos de células tales como

eosindfilos y neutrdéfilos (Tabla 12). Las concentraciones de
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plasma del Ejemplo 1 a 18 horas y su relacidén a los niveles
de inhibicidén y valores IC90 de quimiotaiigwéyno se resumen
en la Tabla 12. Con base en el va;or IC50 de 7.1 £ 2.7 nM
para el Ejemplo 1 en ensato de qui%iotaxis cyno, la dosis de
5, 10 v 20 mg/kg resulta en concentraciones de plasma libres
de 0.8, 2.1, y 4.3 veces el IC90 de qguimiotaxis a 18 horas
después de la dosificacién (Tabla 12). |

TABLA 12

Resumen de efectos del Ejemplo 1 en la infiltracidn de

células mononucleares y otros tipos de células en respuesta a

la provocacidén con MCP-1 en monos cinomolgus %¢
Dosis | Concentracid | Veces de | Registro Regist | Regist | Registr
mg/kg [ n de blasma quimiotaxi | celular ro ro 0
libre (nM) s IC90 moncnuclear PMN° Eos® celular
{intervalo) - | (in- (in- total
(% de | ter- ter- {(Inter.
inhibicidn) valo) valo) -valo)
0 0 0 2.0 7 0.3 1.5 4.0
(1 - 3) (0 - (0.5 -] (2 -6
% |1 3)
5 . 99 0.8 0.5 0.1 1.4 2.0
(0 - 1) (0 -1 -2]10-3)
(75%) 0.5) )
10 248 2.1 0.1 0.1 0.8 1.0
{0 - 0.5) {0 -1 (0.5 -| (0.5 -
(95%) 0.5) 1) 2)
20 512 1 4.3 0.1 . 0 0.8 0.9
| ©-05 | -|w0s |05 -
(95%) 0) 1) 1)
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Un sistema de escalamiento arbitrario desde 0 hasta 4

d
se utilizd con cada numero representando una designacidn
particular de infiltrado inflamatorio como sigue: 0, numero
no notable de células inflamatoriasa 0.5, rastro; 1, minimo;
2, medio; 3, moderado; 4, infiltracién marcada.

¢ Valores medios son un promedio de 8 biopsias de sitio
MCP-1, que representa 2 biopsias separadas de 4 monos por
grupo. Los intervalos representan la extensidén del promedio
de registros histoldgicos promedico para 2 biopsias por
animal. .

a PMN se establece para célula polimorgonuclear
(neutrdfilo) .

P Eos es una abreviatura para eosindéfilos.

© El registro total es una suma matemdtica de 1los
valores medios para cada tipo de céiula APRA demostrar la
respuesta a la dosis.

La evaluacién de cambios en los: mediadores inflamatorios
de suero muestra un incremento (aproiimadamente 3-4 veces) en
el nivel MCP-1 en grupos tratados con el Ejemplo 1 con
relacidén al control de vehiculo. Ademds, el andlisis de
conteo sanguineo ‘completo (CBC) muestra un incremento (~2
veces) en neutrdéfilos en grupos tratados con el Ejemplo 1,
con relacidn al control de vehiculo, a 18 horas el dia 4

después de tres dias de dosificacién.

Para refinar la respuesta a la dosis (concentracién) del
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Ejemplo 1 en un sistema cuantifingle mds facilmente, se
usaron ratones hCCRZ2 KI para evaluar el efecto de ia
infiltracidén de monocito/macréfago del Ejemplo 1 en el modelo
de peritonitis inducida por tioglicolato (TG) con la
metodologia basada en citometria de flujo.

Seccion 2. Infiltracién del monocito/macréfago inhibida
por el Ejemplo 1 en modelo de periébnitis TG de 48 horas en
ratén hCCR2 KI

El modelo de peritonitis inducido por TG se ha usado
como un modelo de reclutamiento de monocitos macréfagos al
sitio de inflamacidn. Tanto en estudios caseros como
publicados, se ha demostrado gque el reclutamiento de
monocito/macréfago en este modelo depende de CCR2. Ver Boring
L. et al., Impaired monocyte migrgéion and reduced type 1
(Thl) cytokine responses in C-C chemokine receptor 2 knockout
mice. J Clin Invest., 100(10):2552-61. (1997); y Kuziel,
W.A. et al., Severe reduction in leukocyte adhesion and
monocyte extravasation in mice deficient in CC chemokine
receptor 2. Proc ﬁatl Acad Sci U S AE 94(22):12053-8 (1997).

Métodos

Para el estudio de peritonitis TG de 48 horas, el
Ejemplo 1 se dosificd dos veces al dia con una primera dosis
dada una hora angés de la inyeccidn TG. Se obtienen cuentas
celulares peritoneales totales en células aisladas por un

contador celular. La sangre también se colecta en heparina
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del seno retro-orbital la final de cadé estudio para
citometria de flujo vy en EDTA para determinacidén de
concentracién de fédrmaco. |

Para andlisis citométrico de flujo, se lavaron las
células exudadas peritoneales (1x10°% wuna vez con solucién
amortiguadora FACS (PBS/0.5% BSA) y se vuelve a suspender en
solucidn amortiguadora FACS. Las c¢élulas se incubaron con un
anticuerpo de bloéueo Fc (BD Pharhiggen) en hielo durante 15
min seguido por la adicidn de los siguientes anticuerpo (BD
Pharmingen): conjugado PE anti-F4/80, conjugade FITC anti-
Ly6C, y conjugado Alexé 647 anti-hCCR2Z. Después de 45 min en
hielo, las célulaé se fijaron por BD Cytofix durante 15 min
en hielo, se lavan dos veces con solucidn amortiguadora FACS,
y se vuelven a suspender en 200 Ul de solucidn amortiguadora
FACS. Los eventos celulares (40,00@) se adguirieron de cada
muestra y los datos se analizaron usando el software FloJdo
(TreeStar). Se coloca una puerta FSC/SSC para incluir todos
los monocitos (SSC inferior, FSC mas alto) mientras se
excluye 1los granulocitos de los andlisis. Esta poblacién en
puerta se analiza:entcnces para expﬁesién Ly6C (FITC), F4/80
(PE). Los numeros de monocitos/%acréfago peritoneal se
determinan al multiplicar las cuentés celulares peritoneales
totales obtenidas por el contador celular y el porceﬁtaje de
monocitos/macréfaéos identificados por células F4/80" de

citometria de flujo. La importancia estadistica de
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diferencias entre medios se analiza usando la prueba t de dos
colas emparejada con significancia establecida a valores p
debajo de 0.05. ‘

Resultados

El Ejemplo 1 se evalud en el modelo de peritonitis TG de
ratdén hCCR2 KI para determinar su EC50 para inhibir 1la
infiltracién de monocito/macréfage. Los ratones se les
administré tioglicolato, y se dosiﬁicaron cralmente con el
Ejemplo 1 a 1, 25, &6 100 mg/kg BI@. Cuarenta y ocho horas
después del tratamiento TG, se obtiene un lavado peritoneal
para analisis de infiltrado celular por citometria de flujo.

Para distinguir entre los monocitos/macréfagos
reclutados contra los macréfagos y_granulocitos residentes,
se usé el tefiido de marcadores de supefficie de
monocito/macrdéfago tanto F4/80. como Ly6C para definir los
mecnocitos/macréfagos reclutados. Una inhibicidén dependiente
de la dosis se observd (Figura 21).£Las dosis de 1, 25, y 100
mg/kg dan una inhibicidn del 24%, 74% y 78%, respectivamente.
En tres estudios separados c¢on dosis multiples, el EC50
promedio para inhibicidn de infiltracidn monocito/macrdfago
por este andlisis se estimd que es 3#9 Nm.

Para evaluar el nivel in vivo ge ocupacidén del receptor
por el Ejemplo 1 en el modelo de peritonitis de tioglicblato
de 48 horas usando el ratdn hCCR2 KI, los niveles de plasma

de tanto el Ejemplo 1 como el MCP-1 del ratdn se midieron. La
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advertencia para esta estimacidén es que sdélo el CCR2 y su
ligando MCP-1 principal, se tomaron en consideracidén. La
ocupacidén del receptor del ligando en presencia de un
inhibidor competitivo se define por la ecuacidn Gaddum:

[RL] - 1
[R] T+ (Kg /LD (P +[1]/Ky

Ya que el Ejemplo 1 es un inhibidor competitivo de MCP-1
enlazado a CCR2, las cantidades de tanto el complejo del MCP-
l/receptor CCR2 de ratdn como el complejo Ejemplo 1l/receptor
CCR2 pueden determinarse usando los niveles de suero de tanto
el MCP-1 de ratdén como el Ejemplo 1 %o enlazado a la proteina
en el plasma. El Kg para el MCP-1 de ratdn enlazado al hCCR2
es 0.91 +/- 0.08 nM (n=8), que se determina en experimentos
de enlace de ligando de competencia fria usando MCP-1 '#°1-
humano. El K; promedio para el Ejemplo 1 enlazado al hCCR2 es
1.3 nM. La fraccidn de complejos MCP-l1l/receptor CCR2Z de
ratén se determina usando la forma de la ecuaciédn descrita

arriba. Para determinar la fraccidén de complejos FEjemplo

1/CCR2 la ecuacidén se vuelve a definir como:

[RI] - 1
[R] I+ (Ki/ {I]) (1 +[L]/ Ko)

Finalmente, la cantidad de CCR2 libre se determina de:
. ol
[CCR2] totar=[CCR2 ] 1ipre+ [MCP-1 de ratén/CCR21+ (Ejemplo
1/CCR2]

Como se muestra en la Tabla 13, el porcentaje de
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inhibicidén de 1la infiltracidn ménocito/macréfago en el
peritoneo a 48 h refleja el porcentaje del complejo Ejemplo
l1/receptor CCR2.

TABLA 13

Determinacidén de ocupacidn del receptor in vivo del
Ejemplo 1 en sangre de ratones .hCCR2 KI el modelo de

i
£y

peritonitis TG de 48 horas

Dosis Concentra | Concentraci | % de| % del} % de| % de
(mg/kg) | cién  delén del |Mcp-1 | CCR2 CCRZ | inhibicidn
MCP-1 de | Ejewplo 1| de enlazado | libre | de
Ratén en| libre en | ratdn al ‘ infiltracié
plasma plasma (nM) | enlazad | Ejemplo n
(M) (veces de|oc CCR2 |1 monocito/ma
enlace IC90 crofago?
CCR2) |
100 0.015 53 10.04 97.6 2.4 78
(1.8) |
25 0.017 14 0.16 91.2 8.6 74
(G.5)
1 0.005 1.4 : 0.26 51.4 48.3 24
(0.05}
0 0 10 0 0 100 0
(vehicul
o)

Seccidén 3. Estudios de eficacia crénica
Encefalomielitis autoinmune experimental (EARE)
Métodos .ﬁ

Para evaluar el efecto del Ejemplo 1 en modelos de
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enfermedad crdnica, se usaron el zﬁodelo EAE de esclerosis
miltiple en ratones hCCR2 KI, Paré estudiar el efecto del
Ejemplo 1 en el modelo EAE, se usaron 10 ratones por grupo,
El dia 0, los ratones hCCR2 KI se inmunizaron subcutdneamente
con un total de 200 pul de 300 ung de glicoproteina
oligodendritica de mielina (MOG) 35-55 (Genemed Synthesis)
mezclada 1:1 con 300 png de tuberculosis micobacteriana
(H37Ra) (Becton-Dickinson) en adydvante Freund incompleto
(IFA) (Sigma-2Aldrich). El1 dia 0 {dos horas después de la
inmunizacidn) y el dia 2, les ratones se inyectaron
intraperitonealmente con 100 pl de toxina pertusis 400 ng.
El registro clinico inicial el dia;lO, continua tres veces
por semana durante el estudio, y se:%asé en una escla de 0-5:
0, sin seflales de enfermedad; 0.5, debilidad de 1la cola
parcial; 1, cola blanda o© paso contoneado con tonicidad de
cola; 1.5 paso cqntoneado con debilidad de cola parcial; 2,
paso contoneado con cola blanda (ataxia); 2.5 fataxia con
pardlisis de miembro parcial; 3, pardlisis completa de un
miembro; 3.5, pardlisis completa de un miembrc con pardlisis
aprcial de un segundc miembro; 4, parélisis completa de dos
miembros; 4.5, moribundo; 5, mnuerte. La dosis oral del
Ejemplo 1 a 25 mg/kg v 55 mg/kg (BID) se inicid el dia 1.

Resultados |

El Ejemplo 1 a ambas dosis reduce el &Area bajo la curva

(AUC) del registro clinico por 49%: (p < 0.05) (Figura 22).
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El IC50 es 3.7 nM para el Ejemplo 1 en '**I-ratén MCP-1
enlazado a células gque expresan héCRZ, hPBMCs (imitadores
hCCR2 KI establecidos). Con base en este valor IC50, la dosis
de 25 y 5% mg/kg resulta en una concentracién de canal de
plasma libre de l y 3 veces el enlace ICS0. La evaluacidn
histoldgica de la médula espinal el dia 22 no demuestra una
diferencia importante en el infiltrado celular inflamatorio
total entre los ratones tratados con el Ejemplo 1 contra

vehiculo. Se observéd un infiltrade neutrdéfilo marcado en

ratones. tratados con el compuesto.
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Reivindicaciones
1. Compuesto, caracterizado porque es N-{(1R,2S,5R)-5-(tert-
butilamino)—2~((S)—2-oxo—3-(6—(trifluoromgtil)qpinazolin—4—
ilamino)pirrolidin—l—il)cicldhexil)acetamida, e} una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. Compuesto de conformidad con la reivindicacidén 1,

caracterizado porgue es una forma cristalina de N-
((1R,28,5R)-5-(tert-butilamino) -2~ ( (S)-2-0ox0-3- (6~
(trifluorometil)quinazolin-4-ilamino}pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, o] una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. '

3. Forma cristalina de conformidad con las
reivindicaciones 1-2, caracterizada porque comprende la forma
N-2.

4. Forma cristalina de conformidad con las
reivindicacicnes 1-3, caracterizadé por los parametros de
celdas unitarias substancialmente iguales a los siguientes:

dimensiones de celda:

a = 18.7240(3)

b= 8.01701(2)

c = 19.6568(5)

o = 90

B = 114.935(2)) -
Yy = 90

V(AY) = 2675.7 (1)
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Reivindicaciones

1. Compuesto, caracterizado porque es N-((1R,2S,5R)-5-{tert-
butilamino) -2-( (S) -2-oxo-3- (6- {trifluorcometil)quinazolin-4-
ilamino)pirrolidin~-1-il)ciclohexil)acetamida, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. )

2, Compuesto de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porgque es una forma <cristalina de N-
((1R,25,5R)-5-{tert-butilamino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-
(trifluorometil)qguinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, o] una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

3. Forma cristalina de - conformidad' con las
reivindicaciones 1-2, caracterizada porque comprende la forma
N-2.

4, Forma cristalina de conformidad con las
reivindicaciones 1-3, caracterizada por los parametrcs de
células unitarios substancialmente fguales a los siguien;es:

i
dimensiones de celda:

a = 18.7240(3)

b= 8.01701(2)

c = 19.6568(5)
o = 90

B = 114.935(2))
Yy = 90

V(A®)Y = 2675.7 (1)
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Grupo de espacio P2:2:2;

Moléculas/celda unitaria 2

en donde el cristal esta a una temperatura de alrededor
de +22°C (T.A.).

5. Forma cristalina de  conformidad con las
reivindicaciones 1-4, caracterizaéa porgue el patrdn de
difraccidén de rayos X en polvo‘comprende tres o mds de los
valores 28 (CuKa A=1.54184) seleccionados de 5.5, 9.1, 12.1,

14.0 y 19.2 a una temperatura de alrededor de 22°C.
6. Forma cristalina de conformidad con las
reivindicaciones 1-5, caracterizada ademds porgue el patrdn

de difraccidén de rayos X en polvo comprende cuatro o mas de

los valores 20 (CuKo A=1.5418A) seleccionados del grupo que
consiste de 5.5, 9.1, 12.1, 14.0 y.19.2, a una temperatura de
alrededor de 22°C.

7. Forma cristalina de conformidad con las
reivindicaciones 1-6, caracterizada porgue las coordenadas
atémicas fraccionales son substancialmente como se enlistan
en la Tabla 3.

8. Forma cristalina de conformidad con las
reivindicaciones 1-7, caracterizada porque tiene un patrdn de
difraccidén de vrayos X en polvo substancialmente de
conformidad con la Figura 2.

9. Composicidn farmacéutica, caracterizada porgue

comprende el compuesto de | conformidad con las

!
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reivindicaciones . 1-8, Y un portador o) diluyente
farmacéuticamente aceptable.

10. Método para tratar una enfermedad en un mamifero,
caracterizado porque comprende administrar al mamifero una
cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto de
conformidad con las reivindicaciones 1-9 en donde la

enfermedad se selecciona de diabetes, obesidad, sindrome

2

metabdlico, apoplejia, dolor neﬁropético, cardiomiopatia
isquémica, pSoriasis, hipertensién, eséueroderma,
osteoartritis, aneurisma, fiebre, enfermedad cardiovascular,
enfermedad de Crohn, insuficiencia cardiaca congestiva,
enfermedades autoinmunes, infeccién por ° VIH, demencia
ascciada con VIH, psoriasis, fibrosis pulmonar idiopdatica,
arteriocesclerosis por transplante, trauma cerebral
fisicamente o quimicamente inducidd, enferﬁedad inflamatoria
del intestino, alveolitis, colitis, lupus eritematoso
sistémico, nefritis de suero nefrotéxico, nefritis
glomerular, asma, esclerosis miltiple, artericesclerosis,
vasculitis, placas vulnerables, artritis reumatoide,
"

restenosis, hiperplasia neointima venosa, hiperplasia
neointima de injerto de dialisis, hiperplasia intima de
derivacidén arteriovenosa, transplante de drganos, nefropatia
de aloinjerto c¢rénico y céncer.

"11. Método de conformidad con la reivindicacidn 10,

caracterizado porque la enfermedad se selecciona de diabetes,
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obesidad, enfermedad de Crohn, lupus eritematoso sistémico,
glomerulonefritis, esclerosgis maltiple, ateroesclerosis,
restenosis, y transplante de érganos.

12. Método de conformidad con !las reivindicaciones 10-11,
5 caracterizado porque la enfermedad se selecciona de esclerdsis
miltiple, ateroesclerosis, enfermedad de Crohn, y diabetes.
13. Método de conformidad con las reivindicaciones 10-12,
caracterizado porque la enfermedad es diabetes.
14. Metodo de conformidad con ilas reivindicacicnes 10-12,
10 caracterizado porque la enfermedad es ateroesclerosis.
15. Método de conformidad con las reivindicaciones 10-12,
caracterizado pdrque la enfermedad es enfermedad de Crohn.
16. Metodo de conformidad con las reivindicaciones 10-11,
caracterizado porque la enfermedad es esclerosis miltiple.
i5 17. Proceso para 1la preparacién de un compuesto

teniendo la fdrmula (X)
HNR(R,

20 X
caracterizado porgue comprende%
hidrolizar la porcidn éster dél compuesto de la fdérmula
V con un agente de hidrolizacidén para formar el &cido del
compuesto VI a temperaturas desde alrededor de -5 hasta

25 alrededor de 5°C./
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MR{R,

NRyR,
wCORe  — & A COH
v Vi
reaccionando un compuesto de la férmula VIa, HO-
z-0H, con un compuesto de la férmula TV

(opcionalmente in situ) en la presencia de un

10 catalizador A&cido para dar un dompuesto de la fdérmula

VIIT
NRyR,

=
ty

0

HO.Z.0H

o
vl —
Via
. C)

transformando 1la porcidn del A&cido carboxilico de el

cetal de la férmula VII a un isocianato intermediarico de la

férmula VIII

NR4R,
{ X
20 A _wNco
C~L§
Vi
25 contactando el isocianato de la férmula VIII

con un
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compuesto de la férmula R,oCOW (por ejemplo, &cido acético) en
la presencia de un anhidrido &cido correspondiente,
(R19C0O)20) para formar la amida de la férmula IX teniendo una

porcidn cetal:

Hidrolizar la porcidn cetal de la amida de la formula IX
para formar un compuesto de la formula X en donde

R;, ¥ Rz son independientemente hidrdégeno o un grupo protector
amina;

Ry v Ry son independientemente alquilo Ci;s © bencilo substituido
opciénalmente;

Rg ¥ Ry son independientemente hidrdgeno, alquilo Ci.,

W es OH o Qalqgquilo Cis.

o
</ \S
Z es —(CTyTz2)2-, -(CTiTz)3-, © —7 (Toq Y

T, T, vy Ty cada que se presentan se seleccionan
independientemente de hidrdégeno, alquilo C;.4, alquenilo Ci.4,
haldégeno, hidroxi, ciano, nitro, CFs, Calquilo Ci-a, OCF3, ¥
C(=0)Yalquilo Ci_q4

18. Proceso de conformidad con la reivindicacién 17,
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caracterizado porgque la animacién; reductiva comprende las
etapas de:

a) agregar un acido Lewis a una solucién del compuesto X y la
amina que tiene la fdérmula HNRgRy en un solvente aprdético para formar

T

una imina-enamina de la férmula Xa:

J—

R'NR?

Xa Py

b) tratar la imina-enamina de 1la fdrmula Xa con un agente
reductor para proporcionar el compuesto de la férmula X que tiene una
porcidn pirolindonil amina.

19. Proceso de conformidad con las reivindicaciones 17-
18 caracterizado porqgue

el compuesto de férmula VII es &cido (7R, 8S5)-8-(38)-3-)
({({benciloxi)carbonil)amino)-2-oxo-l-pirrolidinil)-1,4-
dioxaspiro(4,5]decano-7-carboxilico, una sal del mismo;

el compuesto de fdérmula VIIa es ((3S)-1-((7R,88)-7-
(azidocarbonil)—1,4<dioxaespiro[4,Sfdec-B—il)—Z—oxo—B—
pirrolidinil)carbamato de bencilo, 0 una sal del mismo;

el compuesto de férmula VIII es ((3S8)-1-((7R,88)-7-
iscocianato-1,4-dioxaespiro(4.5]dec-8-1il)-2~0ox0-3~

pirrolidinil)carkamato de bendilo, ¢ una sal del mismo;
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el compuesto de formula IX es ((3S)-1-((7R,8S8)-7-
acetamido—l,4—diokaespiro[4.5]dec—8%il)—2—oxoe3—
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo;

el compuesto de férmula X es ((38)-1-((1S,2R)-2-
acetamido-4-oxociclohexil)-2-oxo-3-pirrolidinil)carbamato de
bencilo, o una sal del mismo; y

el compuesto de férmula XI es ((3S8)-1-((1S,2R,4R)-2-
acetamido-4- (tert-butilamino)ciclohexil)-2-oxo-3-
pirrolidinil)carbamato de behcilo, O una sal del mismo.

20. Compuesto, caracterizado pbrque es seleccionado de

Acido (7R,8S8)-8-((3S)-3-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-
oxo-l-pirrolidinil)-1,4-dioxaspiro(4.5]decanc-7-carboxilico,
o una sal del mismo;

((38)-1-((7R,88)-7-(azidocarbonil)-1,4-
dioxaespiro[4.5]dec—8—i1)—2—oxo—3—pirrolidinil)carbamato de
bencilo, o una sal del mismo;

((38)-1-((7R,88)-7-isocianato-1,4-dioxaespiro[4.5]dec-8-
il)—2—oxo—3—pirrolidinil)carbamato de bencilo, © una sal del
mismo; .

{((38)-1-((7R,88)-7-acetamido-1,4-dioxaespiro([4.5]dec-8-
il)-2-oxo-3-pirreclidinil)carbamato de bencilo, o una sal del
mismo;

((3S)rl—((1S,2R)—2—acetamido~é-oxociclohexil)—2—oxo—3—
pirrolidinil)carbamato de bencilo, o una sal del mismo; y

({38)-1-((1S8,2R,4R)-2-acetamido-4-(tert-
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Resumen de la Invencidén

La presente invencidn proporciona un antagonistas novedoso o
agonista parcial/antagonista del receptor de la actividad de MCP-1; N-
((1R,2S,5R)-5- (tert-butilamino) -2- ((S) -2-oxo-3~- (6-
(triflucrometil)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin-1-
il)ciclohexil)acetamida, o] una saf; solvato o) profarmaco
farmacéuticamente aceptable, de 1los misnllos que tiene una combinacidn
inesperada de caracteristicas farmacoldgicas deseables. Las formas
cristalinas de la presente invencién también se proporcionan. Las
composiciones farmacéuticas contienen los mismos vy los métodos de uso
de los mismos como agente para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias, enfermedades alérgicas, autoinmunes, metabdlicos, céncer
y/o cardiovascular también ‘es un objetivo de esta invencidén. La
presente descripcidn también proporcionajun proceso para preparar 1os
compuestos de la férmula (I), incluyendo N-({1R,2S,5R)-5-(tert-
butilamino)-2-( (S)-2-oxo-3~{6- (trifluorometil }quinazolin-4-

ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida:

Ry

|
en donde R', R®, R?, R y @ son como se describen
en la presente. Los compuestos gue son intermediarios utiles

de los procesos también se proporcionan en la presente.
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(57) Resumen: La presente invencion proporciona un antagonistas novedoso 0 agonista parcialfantagonista del receptor de la actividad de MCP-1; N-
((1R,ZS,5R)-5-(tert-buli|amino)-2-((S)-2-oxo-3-(6-(triﬂuoromeﬁl)quinazolin-4-ilamino)pirrolidin;1-il)cic!ohexil)acetamida, ¢ una sal, solvalo o profarmaco
farmacéuticamente aceptable, de los mismos que tiene una combinacion inesperada de caracteristicas farmacologicas deseables. Las formas
cristalinas de ia presente invencion también se proporcionan. Las composiciones farmacéuticas contienen los mismos y los métodos de uso de los
mismos- como agenle para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, enfermedades alérgicas, autoinmunes, metabdlicos, cancer ylo
cardiovascular también es un objetivo de esta invencion. La presente descripcion tambien proporciona un proceso para preparar los compuestos de la
formula (1), incluyendo N-((1R,2S.5R)-5—(tert-buli|amino)-2-((S)-2—oxo-3-(6-(triﬂuoromelil)quinazolin-4‘ilamino)pirrolidin-1-il)ciclohexil)acetamida: en
donde R1, R8, R, R10 y son como se describen en la presente. Los compuestos que son intermediarios Gtiles de los procesos también se
proporcionan en la presente.
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