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RZ
Denne oppfinnelse beskriver nye pyrazolforbindelser R?
med formel IV: hvori Ring D er en 5-7-leddet Y(NH
monocyklisk ring eller 8-10- leddet bicyklisk ring valgt HN =

fra aryl, heteroaryl, heterocyklyl eller karbocyklyl; R*
og RY er uavhengig valgt fra T-R® eller tatt sammen R N
med sine tilstotende atomer for & danne en kondensert, |

5

umettet eller delvis umettet, 5-8-leddet ring med 1-3 RY N
ringheteroatomer valgt fra oksygen, svovel eller

nitrogen; og R%, R¥, T og R® er som beskrevet i

beskrivelsen. Forbindelsene er nyttige som

proteinkinaseinhibitorer, spesielt som inhibitorer av

Aurora-2 og GSK~3, for 4 behandle

sykdommer slik som cancer, diabetes og Alzheimers

sykdom.
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Foreliggende oppfinnelse vedrgrer forbindelser som angitt i
krav 1 og som er proteinkinaseinhibitorer. Oppfinnelsen
angar ogsa sammensetninger inneholdende slike forbindelser
som angitt i krav 9 og anvendelse derav for fremstilling av
medikamenter som angitt i krav 10 og 12-16. Mer spesielt
vedrgrer denne oppfinnelse slike forbindelser som er
inhibitorer av GSK-3- og Aurora-2-proteinkinaser. De
aktuelle forbindelser er virksomme for & behandle sykdommer
assosiert med disse proteinkinaser, slik som diabetes,
kreft og Alzheimers sykdom.

OPPFINNELSENS BAKGRUNN

Letingen etter nye terapeutiske midler har i1 lgpet av de
siste drene i hgy grad blitt hjulpet ved bedre forstielse
av strukturen til enzymer og andre biomolekyler assosiert
med malsykdommer. En viktig enzymklasse som har vart malet

for omfattende studie er proteinkinasene.

Proteinkinaser medierer intracellular signaltransduksjon.
De gjor dette ved & bevirke en fosforyloverfgring fra et
nukleosidtrifosfat til en proteinakseptor som er involvert
i en signalbane. Det er flere kinaser og baner gjennom
hvilke ekstracellulare og andre stimuli forarsaker at mange
forskjellige cellulare responser forekommer inni cellen.
Eksempler pa slike stimuli inkluderer miljgmessige og kje-
miske stresssignaler (f.eks. osmotisk sjokk, varmesjokk,
ultrafiolett strdling, bakterielt endotoksin, H;0,;), cyto-
kiner (f.eks. interlevkin-1 (IL-1) og tumornekrosefaktor «
(TNF-a) ), og vekstfaktorer (f.eks. granulocytt makrofage-
koloni-stimulerende faktor (GM-CSF) og fibroblastvekstfak-
tor (FGF). En ekstracellular stimulus kan fordrsake en el-
ler flere cellulere responser relatert til cellevekst, mig-
rasjon, differensiering, sekresjon av hormoner, aktivering
av transkripsjonsfaktorer, muskelkontraksjon, glukosemeta-
bolisme, kontroll av proteinsyntese og regulering av celle-

syklus.
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Mange sykdommer er assosiert med abnormale cellulare res-
ponser utlegst av proteinkinase-medierte hendelser. Disse
sykdommer inkluderer autoimmune sykdommer, inflammatoriske
sykdommer, nevrologiske og nevrodegenerative sykdommer,
cancer, kardiovaskulare sykdommer, allergier og astma,
Alzheimers sykdom eller hormon-relaterte sykdommer. Fglge-
lig har det vart en betydelig innsats i medisinsk kjemi for

& finne proteinkinaseinhibitorer som er effektive som tera-

peutiske midler.

Aurora-2 er en serin/treonin-proteinkinase som har vart
implisert i human kreft, slik som tarm, bryst og andre
faste tumorer. Denne kinase er antatt a vere involvert i
proteinfosforyleringsforlegp som regulerer cellesyklusen.
Spesielt kan Aurora-2 spillen en rolle i kontrollering av
den presise segregasjon av kromosomer under mitose. Feil-
regulering av cellesyklusen kan fgre til cellular prolife-
rasjon og andre abnormaliteter. I humant koloncancervev
har Aurora-2-proteinet blitt funnet & vare overuttrykket.
Se Bischoff et al., EMBO J., 1998, 17, 3052-3065;
Schumacher et al., J. Cell Biol., 1998, 143, 1635-1646;
Kimura et al., J. Biol. Chem., 1997, 272, 13766-13771.

Glykogensyntasekinase-3 (GSK-3) er en serin/treonin-pro-
teinkinase bestdende av o og P-isoformer som hver er kodet
av distinkte gener [Coghlan et al., Chemistry & Biology, 7,
793-803 (2000); Kim og Kimmel, Curr. Opinion Genetics Dev.,
10, 508-514 (2000)]. GSK-3 har blitt implisert i for-
skjellige sykdommer inklusive diabetes, Alzheimers sykdom,
CNS-forstyrrelser slik som manisk-depressiv forstyrrelse og
nevrodegenerative sykdommer og kardiomyocet hypertrofi [WO
99/65897; WO 00/38675; og Haq et al., J. Cell Biol. (2000)
151, 117]. Disse sykdommer kan forarsakes av, eller resul-
tere i, den abnormale operasjon av visse cellesignalbaner
hvor GSK-3 spiller en rolle. GSK-3 har blitt funnet a fos-
forylere og modulere aktiviteten av flere regulatoriske
proteiner. Disse proteiner inkluderer glykogensyntase som
er det hastighetsbegrensende enzym negdvendig for glykogen-
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syntese, mikrotubulen assosierte protein Tau, gentranskrip-
sjonsfaktoren PB-catenin, translasjonsinitieringsfaktoren
elF2B, samt ATP citratlyase, aksin, varmesjokkfaktor-1, c-
Jun, c¢-Myc, c-Myb, CREB og CEPBa. Disse forskjellige pro-
teinmal impliserer GSK-3 i mange aspekter av cellular meta-
bolisme, preoliferasjon, differensiering og utvikling.

I en GSK-3-mediert bane som er relevant for behandlingen av
type II diabetes, fgrer insulinindusert signalisering til
cellulert glukoseopptak og glykogensyntese. Langs denne
bane er GSK-3 en negativ regulator av det insulininduserte
signal. Normalt fordrsaker nerveret av insulin hemming av
GSK-3-mediert fosforylering og deaktivering av glykogensyn-
tase. Hemmingen av GSK-3 fgrer til gkt glykogensyntese 0g
glukoseopptak [Klein et al., PNAS, 93, 8455-9 (1996); Cross
et al., Biochem. J., 303, 21-26 (1994); Cohen, Biochem.
Soc. Trans., 21, 555-567 (1993); Massillon et al., Biochem
J. 299, 123-128 (1994)]. I en diabetespasient hvor insulin-
responsen er svekket, mislykkes imidlertid glykogensyntese
og glukoseopptak 1 a3 gke til tross for narvaret av relativt
hoye blodnivaer av insulin. Dette fgrer til unormalt hoye
blodnivader av glukose med akutte og langtidseffekter som
til sist kan resulterer i kardiovaskular sykdom, renal
svikt og blindhet. Hos slike pasienter mislykkes den nor-
male insulininduserte hemming av GSK-3 i & inntreffe. Det
har ogsd blitt rapportert at i pasienter med type II diabe-
tes, er GSK-3 over-uttrykket [WO 00/38675]. Terapeutiske
inhibitorer av GSK-3 er derfor potensielt nyttige for be-
handling av diabetespasienter som lider av en svekket re-

sponse pa insulin.

GSK-3-aktivitet har ogsad blitt assosiert med Alzheimers
sykdom. Denne sykdom er karakterisert ved det velkjente P-
amyloidpeptid og dannelsen av intracellulare nevrofibril-
lere knuter. De nevrofibrillare knuter inneholder hyper-
fosforylert Tau-protein hvor Tau er fosforylert pa abnor-
male steder. GSK-3 har blitt vist & fosforylere disse ab-
normale steder i celle- og dyremodeller. Dessuten har hem-
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ming av GSK-3 blitt vist & forhindre hyperfosforylering av
Tau i1 celler [Lovestone et al., Current Biology 4, 1077-86
(1994); Brownlees et al., Neuroreport 8, 3251-55 (1997)].
Derfor er det antatt at GSK-3-aktivitet kan fremme genere-
ring av de nevrofibrillare knuter og progresjonen av

Alzheimers sykdom.

Et annet GSK-3-substrat er PB-catenin som degraderes etter
fosforylering av GSK-3. Reduserte nivaer av P-catenin har
blitt rapportert i schizofrene pasienter og har ogsd blitt
assosiert med andre sykdommer relatert til gkning i nevro-
nal celledgd [Zhong et al., Nature, 395, 698-702 (1998);
Takashima et al., PNAS, 90, 7789-93 (1993); Pei et al., J.
Neuropathol. Exp, 56, 70-78 (1997)].

Som et resultat av den biologiske betydning av GSK-3, er

det i1 @yeblikket interesse for terapeutisk effektive GSK-3-
inhbitorer. Smad molekyler som hemmer GSK-3 har nylig blitt
rapportert [WO 99/65897 (Chiron)} og WO 00/38675 (SmithKline

Beecham) ].

For mange av de ovennevnte sykdommer assosiert med abnormal
GSK-3-aktivitet, har andre proteinkinaser ogsad blitt gjort
til mal for a behandle de samme sykdommer. Imidlertid vir-
ker de forskjellige proteinkinaser ofte gjennom forskjel-
lige biologiske baner. For eksempel har visse kinazolinde-
rivater nylig blitt rapportert som inhibitorer av p38 ki-
nase (WO 00/12497 til Scios). Forbindelsene rapporteres &
vaere nyttige for & behandle tilstander karakterisert ved
gkt p38-a-aktivitet og/eller gkt TGF-P-aktivitet. Selv om
p38-aktivitet har blitt implisert 1 en vid variasjon av
sykdommer, inklusive diabetes, er ikke p38 kinase rappor-
tert & vare en bestanddel av en insulinsignalbane som regu-
lerer glykogensyntese eller glukoseopptak. Forskjellig fra
GSK-3 ville derfor ikke p38-hemming vare forventet & gke

glykogensyntese og/eller glukoseopptak.
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Det er et fortsatt behov for & finne nye terapeutiske mid-
ler for a behandle humane sykdommer. Proteinkinasene
Aurora-2 og GSK-3 er spesielt attraktive mdl for oppdagel-
sen av nye terapeutika p& grunn av deres viktige rolle i

kreft, diabetes, Alzheimers sykdom og andre sykdommer.

BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Det har na blitt funnet at forbindelser av denne oppfin-
nelse og farmasgytiske sammensetninger derav er effektive
som proteinkinaseinhibitorer, spesielt som inhibitorer av

Aurora-2 og GSK-3.

Som anvendt heri, skal de fglgende definisjoner gjelde med
mindre annet er indikert. Frasen “eventuelt substituert”
anvendes omvekslende med frasen “substituert eller usubsti-
tuert” eller med begrepet ™“(u)substituert.” Med mindre an-
net er indikert, kan en eventuelt substituert gruppe ha en
substituent i hver substituerbare stilling p& gruppen, og

hver substitusjon er uavhengig av den andre.

Begrepet “alifatisk”, som anvendt heri, betyr rettkjedede,
forgrenede eller cykliske C;-C;» hydrokarboner som er full-
stendig mettede eller som inneholder en eller flere enheter
med umettethet, men som ikke er aromatiske. For eksempel
inkluderer passende alifatiske grupper substituerte eller
usubstituerte linezre, forgrende eller cykliske alkyl-, al-
kenyl-, alkynylgrupper og hybrider derav slik som (cykloal-
kyl)alkyl, (cykloalkenyl)alkyl eller (cykloalkyl)alkenyl.
Begrepene “alkyl”, “alkoksy”, “hydroksyalkyl”, %“alkoksyal-
kyl” og “alkoksykarbonyl”, anvendt alene eller som del av
en stgrre enhet inkluderer bade rette og forgrenede kjeder
inneholdende ett til tolv karbonatomer. Begrepene “alke-
nyl” og “alkynyl” anvendt alene eller som del av en stgrre
enhet skal inkludere bade rette og forgrenede kjeder inne-
holdende to til tolv karbonatomer. Begrepet “cykloalkyl”
anvendt alene eller som del av en stegrre enhet skal inklu-
dere cykliske C3-C;; hydrokarboner som er fullstendig met-
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tede eller som inneholder en eller flere enheter med umet-
tethet, men som ikke er aromatiske.

Begrepene “haloalkyl”, “haloalkenyl” og “haloalkoksy” betyr
alkyl, alkenyl eller alkoksy, som tilfellet kan vare, sub-
stituert med ett eller flere halogenatomer. Begrepet “halo-
gen” betyr F, Cl, Br eller I.

Begrepet “heteroatom” betyr nitrogen, oksygen eller svovel
og inkluderer enhver oksidert form av nitrogen og svovel,
og den kvaterniserte form av ethvert basisk nitrogen.
Dessuten inkluderer begrepet “nitrogen” et substituerbart
nitrogen i en heterocyklisk ring. Som et eksempel, 1 en
mettet eller delvis umettet ring med 0-3 hetercatomer valgt
fra oksygen, svovel eller nitrogen, kan nitrogenet vare N
(som i 3,4-dihydro-2H-pyrrolyl), NH (som i pyrrolidinyl)
eller NR' (som i N-substituert pyrrolidinyl).

Begrepene “karbocykel”, “karbocyklyl”, “karbocyklo” eller
“karbocyklisk”, som anvendt heri, betyr et alifatisk ring-
system som har tre til fjorten ledd. Begrepene “karbocy-
kel”, “karbocyklyl”, “karbocyklo” eller “karbocyklisk” en-
ten mettet eller delvis umettet, refererer ogsd til ringer
som eventuelt er substituerte. Begrepene “karbocykel”,
“karbocyklyl”, “karbocyklo” eller “karbocyklisk” inkluderer
ogsa alifatiske ringer som er kondensert til en eller flere
aromatiske eller ikke-aromatiske ringer, slik som i en de-
kahydronaftyl eller tetrahydronaftyl, hvor radikalet eller
tilknytningspunktet er pd den alifatiske ring.

Begrepet “aryl” anvendt alene eller som del av en stgrre
enhet som i “aralkyl”, “aralkoksy” eller “aryloksyalkyl”,
refererer til aromatiske ringgrupper som har fem til fjor-
ten ledd, slik som fenyl, benzyl, fenetyl, l-naftyl, 2-naf-
tyl, l-antracyl og 2-antracyl. Begrepet “aryl” refererer
ogsd til ringer som eventuelt er substituerte. Begrepet
“Yaryl” kan anvendes omvekslende med begrepet “arylring”.
“Aryl” inkluderer ogsa kondenserte polycykliske aromatiske
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ringsystemer hvor en aromatisk ring er kondensert til en
eller flere ringer. Eksempler inkluderer l-naftyl, 2-naf-
tyl, l-antracyl og 2-antracyl. Ogsa inkludert innenfor
rammen av begrepet “aryl”, som det anvendes heri, er en
gruppe hvor en aromatisk ring er kondensert til en eller
flere ikke-aromatiske ringer, slik som i en indanyl, fe-
nantridinyl eller tetrahydronaftyl, hvor radikalet eller

tilknytningspunktet er pd den aromatiske ring.

Begrepet “heterocykel”, “heterocyklyl” eller “heterocyk-
lisk” som anvendt heri inkluderer ikke-aromatiske ring-
systemer med fem til fjorten ledd, fortrinnsvis fem til ti,
hvor ett eller flere ringkarboner, fortrinnsvis ett til
fire, hver er erstattet av et heterocatom slik som N, O el-
ler S. Eksempler pd& heterocykliske ringer inkluderer 3-1H-
benzimidazol-2-on, (l-substituert)-2-okso-benzimidazol-3-
yvl, 2-tetrahydrofuranyl, 3-tetrahydrofuranyl, 2-tetrahydro-
pyranyl, 3-tetrahydropyranyl, 4-tetrahydropyranyl, [1,3]1-
dioksalanyl, [1,3]-ditiolanyl, [1l,3]-dioksanyl, 2-tetra-
hydrotiofenyl, 3-tetrahydrotiofenyl, 2-morfolinyl, 3-morfo-
linyl, 4-morfolinyl, 2-tiomorfolinyl, 3-tiomorfolinyl, 4-
tiomorfolinyl, l-pyrrolidinyl, 2-pyrrolidinyl, 3-pyrrolidi-
nyl, l-piperazinyl, 2-piperazinyl, l-piperidinyl, 2-piperi-
dinyl, 3-piperidinyl, 4-piperidinyl, 4-tiazolidinyl, diazo-
lonyl, N-substituert diazolonyl, l-ftalimidinyl, benzoksa-
nyl, benzopyrrolidinyl, benzopiperidinyl, benzoksolanyl,
benzotiolanyl og benzotianyl. Ogsa inkludert innenfor ram-
men av begrepet “heterocyklyl” eller “heterocyklisk”, som
det anvendes heri, er en gruppe i1 hvilken en ikke-aromatisk
hetercatominneholdende ring er kondensert til en eller
flere aromatiske eller ikke-aromatiske ringer, slik som i
en indolinyl, kromanyl, fenantridinyl eller tetrahydrokino-
linyl, hvor radikalet eller tilknytningspunktet er pa den
ikke—-aromatisk heterocatominneholdende ring. Begrepet “he-
terocykel”, “heterocyklyl” eller “heterocyklisk” enten met-—
tet eller delvis umettet, refererer ogsa til ringer som

eventuelt er substituerte.
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Begrepet “heterocaryl”, anvendt alene eller som del av en
stegrre enhet som i “heterocaralkyl” eller “heterocarylalkok-
sy”, refererer til heteroaromatiske ringgrupper med fem til
fjorten ledd. Eksempler pa heteroarylringer inkluderer 2-
furanyl, 3-furanyl, N-imidazolyl, 2-imidazolyl, 4-imidazo-
lyl, 5-imidazolyl, 3-isoksazolyl, 4-isoksazolyl, 5-isoksa-
zolyl, 2-oksadiazolyl, 5-oksadiazolyl, 2-oksazolyl, 4-oksa-
zolyl, 5-oksazolyl, l-pyrrolyl, 2-pyrrolyl, 3-pyrrolyl, 2-
pyridyl, 3-pyridyl, 4-pyridyl, 2-pyrimidyl, 4-pyrimidyl, 5-
pyrimidyl, 3-pyridazinyl, 2-tiazolyl, 4-tiazolyl, 5-tiazo-
lyl, 5-tetrazolyl, 2-triazolyl, 5-triazolyl, 2-tienyl, 3-
tienyl, karbazolyl, benzimidazolyl, benzotienyl, benzofura-
nyl, indolyl, kinolinyl, benzotriazolyl, benzotiazolyl,
benzooksazolyl, benzimidazolyl, isokinolinyl, indolyl,
isoindolyl, akridinyl eller benzoisoksazolyl. Ogsa inklu-
dert innenfor rammen av begrepet “heteroaryl”, som det an-
vendes heri, er en gruppe i hvilken en hetercatomisk ring
er kondensert til en eller flere aromatiske eller ikke-aro-
matiske ringer hvor radikalet eller tilknytningspunktet er
pa den heterovaromatiske ring. Eksempler inkluderer tetra-
hydrokinolinyl, tetrahydroisokinolinyl og pyridol[3,4-
dlpyrimidinyl. Begrepet “heterocaryl” refererer ogsa til
ringer som eventuelt er substituerte. Begrepet “hetero-
aryl” kan anvendes omvekslende med begrepet “hetercaryl-

ring” eller begrepet “heterocaromatisk”.

En aryl (inklusive aralkyl, aralkoksy, aryloksyalkyl og
lignende) eller heteroarylgruppe (inklusive heterocaralkyl
og heterocarylalkoksy og lignende) kan inneholde en eller
flere substituenter. Eksempler pd passende substituenter
pa det umettede karbonatom i en aryl-, heterocaryl-, aral-
kyl- eller heterocaralkylgruppe inkluderer et halogen, -R°,
-OR°, -SR%, 1,2-metylen-dioksy, 1,2-etylendioksy, beskyttet
OH (slik som acyloksy), fenyl (Ph), substituert Ph, -0(Ph),
substituert -O(Ph), -CH,(Ph), substituert -CH,(Ph),

—-CH,CH, (Ph), substituert -CH,CH,(Ph), -NO,, -CN, -N(R°)g.,
-NR°C (O)R®, -NR°C(O)N(R°)2, -NR°CO;R°, -NR°NR°C(O)R°,
-NR°NR°C (O) N (R°) ;, —-NR°NR°CO,R°, -C(O)C(O)R°, -C(0O)CH.C (O)R®,
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-CO,R°, -C(O)R°, -C{O)N(R°),, -OC(QO)N(R°)2, —-S(O):2RC,
-SO;N(R®) 2, -S(O)R°, -NR°SO,N(R°),, -NR°SO;R°, -C(=S)N(R°).,
-C (=NH) -N(R°),, —(CHz)¢NHC(O)R®, =-(CH:) NHC(O)CH (V-R®) (R®);
hvori R® er hydrogen, en substituert eller usubstituert
alifatisk gruppe, en usubstituert heterocaryl eller hetero-
cyklisk ring, fenyl (Ph), substituert Ph, -0(Ph), substitu-
ert —O(Ph), -CH;(Ph) eller substituert -CH;(Ph); y er 0-6;
og V er en tilknytningsgruppe. Eksempler pa substituenter
pa den alifatiske gruppe eller fenylringen i R° inkluderer
amino, alkylamino, dialkylamino, aminokarbonyl, halogen,
alkyl, alkylaminokarbonyl, dialkylaminokarbonyl, alkylami-
nokarbonyloksy, dialkylaminokarbonyloksy, alkoksy, nitro,
cyano, karboksy, alkoksykarbonyl, alkylkarbonyl, hydroksy,
haloalkoksy eller haloalkyl.

En alifatisk gruppe eller en ikke-aromatisk heterocyklisk
ring kan inneholde en eller flere substituenter. Eksempler
pad passende substituenter pa det mettede karbon i en alifa-
tisk gruppe eller i en ikke-aromatisk heterocyklisk ring
inkluderer de listet over for det umettede karbon i en
aryl- eller heterocarylgruppe og de fglgende: =0, =S,

=NNHR", =NN(R"),, =N-, =NNHC(O)R", =NNHCO;(alkyl),

=NNHSO, (alkyl) eller =NR", hvor hver R" er uavhengig valgt
fra hydrogen, en usubstituert alifatisk gruppe eller en
substituert alifatisk gruppe. Eksempler pd substituenter
pd den alifatiske gruppe inkluderer amino, alkylamino,
dialkylamino, aminokarbonyl, halogen, alkyl, alkylaminokar-
bonyl, dialkylaminokarbonyl, alkylaminokarbonyloksy, dial-
kylaminokarbonyloksy, alkoksy, nitro, cyano, karboksy, al-
koksykarbonyl, alkylkarbonyl, hydroksy, halcalkoksy eller
haloalkyl.

Passende substituenter pa& nitrogenet i en ikke-aromatisk
heterocyklisk ring inkluderer -R*, -N(R"),, -C(O)R", -CO;R",
-C(0)C(0)R", -C(0)CH,C(0O)R", -SO2R", -SO;N(R"),, -C(=S)N(R"),,
-C (=NH) -N(R"),, og -NR*'SO;R"; hvori R' er hydrogen, en alifa-
tisk gruppe, en substituert alifatisk gruppe, fenyl (Ph),
substituert Ph,
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-0(Ph), substituert -O(Ph), CH,(Ph), substituert CH;(Ph),
eller en usubstituert hetercaryl- eller heterocyklisk ring.
Eksempler pad substituenter pd den alifatiske gruppe eller
fenylringen inkluderer amino, alkylamino, dialkylamino,
aminokarbonyl, halogen, alkyl, alkylaminokarbonyl, dialky-
laminokarbonyl, alkylaminokarbonyloksy, dialkylaminokarbo-
nyloksy, alkoksy, nitro, cyano, karboksy, alkoksykarbonyl,
alkylkarbonyl, hydroksy, haloalkoksy eller haloalkyl.

Begrepet “tilknytningsgruppe” eller “tilknytter” betyr en
organisk enhet som knytter sammen to deler av en forbin-
delse. Tilknyttere omfatter typisk et atom slik som oksy-
gen eller svovel, en enhet slik som -NH-, -CH,-, -C(O)-,
-C(O)NH-, eller en kjede av atomer, slik som en alkyliden-
kjede. En tilknytters molekylmassen er typisk i omradet pa
ca 14 til 200, fortrinnsvis i omradet 14 til 96 med en
lengde pa& opp til ca seks atomer. Eksempler pad tilknyttere
inkluderer en mettet eller umettet C;.¢ alkylidenkjede som
eventuelt er substituert, og hvori ett eller to mettede
karboner i kjeden eventuelt er erstattet av -C(0O)-,
-C(0)C(0)-, -CONH-, -CONHNH-, -CO,-, -0OC(0O)-, -NHCO;-, -0O-,
-NHCONH-, -0OC(O)NH-, -NHNH-, -NHCO-, -S-, -S0-, -S0;-,

-NH-, -SO;NH- eller -NHSO,-.

Begrepet “alkylidenkjede” refererer til en eventuelt sub-
stituert, rett eller forgrenet karbonkjede som kan vare
fullstendig mettet eller ha en eller flere enheter med
umettethet. De eventuelle substituenter er som beskrevet
over for en alifatisk gruppe.

En kombinasjon av substituenter eller variabler er tillate-
lig bare hvis en slik kombinasjon resulterer i en stabil
eller kjemisk mulig forbindelse. En stabil forbindelse el-
ler kjemisk mulig forbindelse er en hvor den kjemiske
struktur ikke endres vesentlig nadr den holdes ved en tempe-
ratur pa 40 °C eller mindre, 1 fravaer av fuktighet eller

andre kjemisk reaktive betingelser, i minst en uke.
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Med mindre annet er fastsatt er strukturer beskrivet heri
ogsa ment & inkludere alle stereokjemiske former av struk-
turen; dvs. R- og S-konfigurasjonene for hvert asymmetriske
senter. Derfor er enkelt stereokjemiske isomerer samt
enantiomere og diastereomere blandinger av de foreliggende
forbindelser innenfor rammen av oppfinnelsen. Med mindre
annet er fastsatt, er strukturer beskrevet heri ogsd ment a
inkludere forbindelser som bare er forskjellige i narveret
av ett eller flere isotopt anrikede atomer. For eksempel
er forbindelser som har de foreliggende strukturer bortsett
fra erstatningen av et hydrogen med et deuterium eller tri-
tium, eller erstatningen av et karbon med et 'C- eller *‘C-

anriket karbon innenfor rammen av denne oppfinnelse.

Forbindelser med formel IV eller salter derav kan
formuleres i sammensetninger. I en foretrukket utfgrelse
er sammensetningen en farmasgytisk sammensetning. I en
utfegrelse omfatter sammensetningen en mengde av
proteinkinaseinhibitoren effektiv for & hemme en
proteinkinase, spesielt GSK-3, 1 en biologisk prgve eller i
en pasient. I en annen utfgrelse kan forbindelser av denne
oppfinnelse og farmasegytiske sammensetninger derav, som
omfatter en mengde av proteinkinaseinhibitoren effektive
for & behandle eller forebygge en GSK-3-mediert tilstand og
en farmasgytisk akseptabel barer, adjuvans eller vehikkel,
formuleres for administrasjon til en pasient.

Begrepet "GSK-3-mediert tilstand" eller "sykdom", som an-
vendt heri, betyr enhver sykdom eller annen skadelig be-
tingelse eller tilstand hvor GSK-3 er kjent for & spille en
rolle. Slike sykdommer eller tilstander inkluderer
diabetes, Alzheimers sykdom, Huntingtons sykdom, Parkinsons
sykdom, AIDS-assosiert demens, amyotrofisk lateral sklerose
(AML), multippel sklerose (MS), schizofreni, kardiomycet
hypertrofi, reperfusjon/iskemi og skallethet.

Ett aspekt av denne oppfinnelse vedrgrer & gke glykogen-
syntese og/eller senke blodnivder av glukose i en pasient.
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Dette er spesielt nyttig for diabetespasienter. Ellers kan
forbindelsene ifglge oppfinnelsen hemme produksjonen av
hyperfosforylert Tau-protein, noe som er nyttig for a
stanse eller saktne progresjonen av Alzheimers sykdom.
Forbindelsene kan ogsa hemme fosforyleringen av B-catenin,

o

noe som er nyttig for & behandle schizofreni.

Et annet aspekt av oppfinnelsen vedrgrer & hemme GSK-3-ak-
tivitet 1 en biologisk preve, hvilken fremgangsmdte omfat-
ter & kontakte den biologiske pregve med en GSK-3-inhibitor
med formel IV.

Begrepet "Aurora-2-mediert tilstand" eller "sykdom", som
anvendt heri, betyr enhver sykdom eller annen skadelig til-
stand hvor Aurora er kjent for & spille en rolle. Begrepet
"Aurora-2-mediert tilstand" eller "sykdom" betyr ogsa de
sykdommer eller tilstander som lindres av behandling med en
Aurora-2-inhibitor. Slike tilstander inkluderer, uten be-
grensning, kreft. Begrepet "kreft" inkluderer de folgende

cancere: tarm og ovarie.

Et annet aspekt av oppfinnelsen vedrgrer hemming av Aurora-
2-aktivitet i en biologisk preve, hvilken fremgangsméte om-

fatter & kontakte den biologiske preove med Aurora-2-inhibi-

toren med formel IV, eller en sammensetning derav.

Begrepet "CDK-2-mediert tilstand" eller "sykdom", som an-
vendt heri, betyr enhver sykdom eller annen skadelig til-
stand hvor CDK-2 er kjent for & spille en rolle. Begrepet
"CDK-2-mediert tilstand” eller "sykdom”" betyr ogsa de syk-
dommer eller tilstander som lindres ved behandling med en
CDK-2 inhibitor. Slike tilstander inkluderer kreft,
Alzheimers sykdom, restenose, angiogenese, glomerulon-
efritt, cytomegalovirus, HIV, herpes, psoriasis,
aterosklerose, alopeci og autoimmune sykdommer slik som
revmatoid artritt. Se Fischer, P.M. og Lane, D.P., Current
Medicinal Chemistry, 7, 1213-1245 (2000); Mani, S., Wang,
C., Wu, K., Francis, R. og Pestell, R., Exp. Opin. Invest.
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Drugs, 9, 1849 (2000); Fry, D.W. og Garrett, M.D., Current
Opinion in Onceologic, Endocrine & Metabolic Investigational
Drugs, 2, 40-59 (2000).

Et annet aspekt av oppfinnelsen vedrgrer hemming av CDK-2-
aktivitet i en biologisk preve, hvilken fremgangsmate
omfatter & administrere til pasienten en forbindelse med

formel IV eller en sammensetning omfattende forbindelsen.

Begrepet “ERK-mediert tilstand”, som anvendt heri betyr en-
hver sykdomstilstand eller annen skadelig tilstand hvor ERK
er kjent for & spille en rolle. Begrepet "ERK-2-mediert
tilstand” eller "sykdom" betyr ogsa de sykdommer eller til-
stander som lindres av behandling med en ERK-2-inhibitor.
Slike tilstander inkluderer kreft, slag, diabetes,
hepatomegali, kardiovaskular sykdom inklusive kardiomegali,
Alzheimers sykdom, cystisk fibrose, wviral sykdom,
autoimmune sykdommer, aterosklerose, restenose, psoriasis,
allergiske forstyrrelser inklusive astma, inflammasjon,
nevrologiske forstyrrelser og hormonrelaterte sykdommer.
Begrepet “cancer” inkluderer, men er ikke begrenset til de
folgende cancere: bryst, ovarium, livmorhals, prostata,
testikkel, genitourinart system, gsofag, larynks,
glioblastom, nevroblastom, mage, hud, keratoakantom, lunge,
epidermoid karsinom, storcellet karsinom, smacellet
karsinom, lung adenokarsinom, bein, kolon, adenom,
pankreas, adenokarsinom, skjoldbrusk, follikular karsinom,
udifferensiert karsinom, papillerkarsinom, seminom, mela-
nom, sarkom, blarekarsinom, leverkarsinom og galleganger,
nyrekarsinom, myeloid forstyrrelser, lymfoide forstyrrel-
ser, Hodgkins, harceller, bukkalhulrom og farynks (oral),
leppe, tunge, munn, farynks, tynntarm, kolon-rektum, tykk-
tarm, rektum, hjerne og sentralnervesystem og levkemi.
ERK-2 proteinkinase og dens implikasjon i forskjellige syk-
dommer har blitt beskrevet [Bokemeyer et al. 1996, Kidney
Int. 49, 1187; Anderson et al., 1990, Nature 343, 651;
Crews et al., 1992, Science 258, 478; Bjorbaek et al.,
1995, J. Biol. Chem. 270, 18848; Rouse et al., 1994, Cell
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78, 1027; Raingeaud et al., 1996, Mol. Cell Biol. 16, 1247;
Raingeaud et al. 1996; Chen et al., 1993 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90, 10952; Oliver et al., 1995, Proc. Scc. Exp.
Biol. Med. 210, 162; Moodie et al., 1993, Science 260,
1658; Frey og Mulder, 1997, Cancer Res. 57, 628; Sivaraman
et al., 1997, J Clin. Invest. 99, 1478; Whelchel et al.,
1997, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 16, 589].

Et annet aspekt av oppfinnelsen vedrgrer hemming av ERK-2-
aktivitet i en biologisk preve, hvilken fremgangsméte
omfatter & administrere til pasienten en forbindelse med
formel IV eller en sammensetning omfattende forbindelsen.

Begrepet “AKT-mediert tilstand”, som anvendt heri, betyr
enhver sykdomstilstand eller annen skadelig tilstand hvor
AKT er kjent for a spille en rolle. Begrepet "AKT-mediert
tilstand" eller "sykdom" betyr ogsd de sykdommer eller til-
stander som lindres av behandling med en AKT-inhibitor.
AKT-medierte sykdommer eller tilstander inkluderer,
proliferative forstyrrelser, kreft og nevrodegenerative
forstyrrelser. Assosiasjonen av AKT, ogsd kjent som
proteinkinase B, med forskjellige sykdommer har blitt
beskrevet [Khwaja, A., Nature, pp. 33-34, 1990; Zang, Q.
Y., et al, Oncogene, 19 2000; Kazuhiko, N., et al, The

Journal of Neuroscience, 20 2000].

Et annet aspekt av oppfinnelsen vedrgrer hemming av AKT-ak-
tivitet i en biologisk preve, hvilken fremgangsmdte
omfatter & administrere til den biologiske pregve en for-
bindelse med formel IV eller en sammensetning omfattende

forbindelsen.

Begrepet “Src-mediert tilstand”, som anvendt heri betyr en-
hver sykdomstilstand eller annen skadelig tilstand hvor Src
er kjent for & spille en rolle. Begrepet "Src-mediert til-
stand" eller "sykdom" betyr ogsa de sykdommer eller til-
stander som lindres av behandling med en Src-inhibitor.
Slike tilstander inkluderer, hyperkalsemi, osteoporose,
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osteocartritt, cancer, symptomatisk behandling av
beinmetastaser og Pagets sykdom. Src proteinkinase og dens
implikasjon 1 forskjellige sykdommer har blitt beskrevet
[Soriano, Cell, 69, 551 (1992); Soriano et al., Cell, 64,
693 (1991); Takayanagi, J. Clin. Invest., 104, 137 (1999);
Boschelli, Drugs of the Future 2000, 25(7), 717, (2000);
Talamonti, J. Clin. Invest., 91, 53 (1993); Lutz, Biochem.
Biophys. Res. 243, 503 (1998); Rosen, J. Biol. Chem., 261,
13754 (1986); Bolen, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 2251
(1987); Masaki, Hepatology, 27, 1257 (1998); Biscardi, Adv.
Cancer Res., 76, 61 (1999); Lynch, Leukemia, 7, 1416
(1993); Wiener, Clin. Cancer Res., 5, 2164 (1999); Staley,
Cell Growth Diff., 8, 269 (1997)1].

Et annet aspekt av oppfinnelsen vedrgrer hemming av Src-ak-
tivitet i en biologisk preve, hvilken fremgangsmate
omfatter & administrere til den biologiske prgve en for-
bindelse med formel IV eller en sammensetning omfattende
forbindelsen.

Begrepet "farmasgytisk akseptabel barer, adjuvans, eller
vehikkel" refererer til en ikke-toksisk barer, adjuvans el-
ler vehikkel og som ikke g@delegger den farmakologiske
aktivitet derav.

Begrepet "biologisk preve", som anvendt heri, inkluderer,
uten begrensning, cellekulturer eller ekstrakter derav;
preparater av et enzym passende for in vitro assay; biopsi-
materiale skaffet fra et pattedyr eller ekstrakter derav;
og blod, saliva, urin, feces, s&d, tdrer, eller andre

kroppsvasker eller ekstrakter derav.

Mengden effektiv for & hemme proteinkinase, for eksempel
GSK-3 og Aurora-2, er en som malbart hemmer kinaseaktivite-
ten sammenlignet med aktiviteten av enzymet i fravaer av en
inhibitor. Enhver fremgangsmate kan anvendes for a be-
stemme hemming slik som, for eksempel, de biologiske test-
eksempler beskrevet under.
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Farmasgytisk akseptable baerere som kan anvendes i disse
farmasgytiske sammensetninger inkluderer, ionebyttere,
alumina, aluminiumstearat, lecitin, serumproteiner, slik
som humant serumalbumin, buffersubstanser slik som
fosfater, glysin, sorbinsyre, kaliumsorbat, delvise
glyseridblandinger av mettede vegetabilske fettsyrer, wvann,
salter eller elektrolytter, slik som protaminsulfat,
dinatriumhydrogenfosfat, kaliumhydrogenfosfat,
natriumklorid, sinksalter, kolloidal silika, magnesiumtri-
silikat, polyvinylpyrrolidon, cellulosebaserte substanser,
polyetylenglykol, natriumkarboksymetylcellulose, polyakry-
later, vokser, polyetylen-polyoksypropylen-blokkpolymerer,
polyetylenglykol og ullfett.

Sammensetningene av den foreliggende oppfinnelse kan admi-
nistreres oralt, parenteralt, ved inhalasjonsspray, topisk,
rektalt, nasalt, bukkalt, wvaginalt eller via et implantert
reservoar. Begrepet "parenteral” som anvendt heri inklude-
rer subkutane, intravengse, intramuskulere, intra-artiku-
lere, intra-synoviale, intrasternale, intratekale, intrahe-
patiske, intralesjonale og intrakranielle injeksjons- eller
infusjonsteknikker. Fortrinnsvis administreres sammenset-

ningene oralt, intraperitonealt eller intravengst.

Sterile injiserbare former av sammensetningene av denne
oppfinnelse kan vere vandig eller oljeaktig suspensjon.
Disse suspensjoner kan formuleres i henhold til teknikker
kjent i faget som anvender passende dispergerings- eller
fuktemidler og suspensjonsmidler. Det sterile injiserbare
preparat kan ogsd vere en steril injiserbar legsning eller
suspensjon i et ikke-toksisk parenteralt-akseptabelt for-
tynningsmiddel eller lgsningsmiddel, for eksempel som en
lzsning i 1,3-butandiol. Blant de akseptable vehikler og
lgsningsmidler som kan anvendes er vann, Ringers lgsning og
isoton natriumkloridlegsning. I tillegg anvendes konvensjo-
nelt sterile, fikserte oljer som et lgsningsmiddel eller
suspensjonsmedium. For dette formal kan enhver forekommen-
de fiksert olje anvendes inklusive syntetiske mono- eller



10

15

20

25

30

35

17

diglyserider. Fettsyrer, slik som oleinsyre og dens glyse-
ridderivater, er nyttige i fremstillingen av injiserbare,
like som naturlige farmasgytisk akseptable oljer er, slik
som olivenolje eller ricinusolje, spesielt i1 sine polyoksy-
etylerte versjoner. Disse oljelgsninger eller suspensjoner
kan ogsd inneholde et langkjedet alkoholfortynningsmiddel
eller dispergeringsmiddel, slik som karboksymetylcellulose
eller lignende dispergeringsmidler som vanligvis anvendes i
formuleringen av farmasgytisk akseptable doseringsformer
inklusive emulsjoner og suspensjoner. Andre vanlig anvend-
te surfaktanter, slik som Tween, Span og andre emulgerings-—
midler eller biotilgjengelighetsforsterkere som vanligvis
anvendes i fremstillingen av farmasgytisk akseptable faste,
flytende eller andre doseringsformer kan ogsd anvende for

formuleringsformdl.

De farmasgytiske sammensetninger av denne oppfinnelse kan
administreres oralt i enhver oral akseptabel doseringsform
inklusive, kapsler, tabletter, wvandige suspensjoner eller
lgsninger. I tilfellet med tabletter for oral bruk
inkluderer vanligvis anvendte barere laktose og mais-
stivelse., Smgremidler, slik som magnesiumstearat,
tilsettes ogsa typisk. For oral administrasjon i en
kapselform, inkluderer nyttige fortynningsmidler laktose og
torket maisstivelse. Nar vandige suspensjoner er krevd for
oral anvendelse, kombineres den aktive ingrediens med emul-
gerings- og suspensjonsmidler. Hvis gnsket kan visse
sgte—, smaks- eller fargemidler ogsad tilsettes.

Alternativt kan de farmasgytiske sammensetninger av denne
oppfinnelse administreres i form av suppositorier for rek-
tal administrasjon. Disse kan fremstilles ved & blande
midlet med en passende ikke-irriterende eksipiens som er
fast ved romtemperatur, men flytende ved rektaltemperatur
og derfor vil smelte i rektum for & frigi legemidlet.
Slike materialer inkluderer kakaosmgr, bivoks og polyety-
lenglykoler.
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De farmasgytiske sammensetninger av denne oppfinnelse kan
ogsa administreres topisk, spesielt nar behandlingsmalet
inkluderer omradder eller organer lett tilgjengelige ved to-
pisk applikasjon, inklusive sykdommer i gyet, huden, eller
det lavere intestinale system. Passende topiske formule-
ringer fremstilles lett for hvert av disse omrader eller

organer.

Topisk applikasjon for det lavere intestinale system kan

bevirkes i en rektal suppositorisk formulering (se over)

eller i en passende klystérformulering. Topisk-transder-
male plaster kan ogsa anvendes.

For topiske applikasijoner kan de farmasgytiske sammenset-
ninger formuleres i en passende salve inneholdende den ak-
tive komponent suspendert eller lgst i en eller flere ba-
rere. Berere for topisk administrasjon av forbindelsene av
denne oppfinnelse inkluderer, mineralolje, parafinolje,
vaselin, propylenglykol, polyoksyetylen, polyoksypropylen-
forbindelse, emulgerende voks og vann. Alternativt kan de
farmasgytiske sammensetninger formuleres i1 en passende
lotion eller krem inneholdende de aktive komponenter
suspendert eller lgst 1 en eller flere farmassytisk
akseptable barere. Passende barere inkluderer,
mineralolje, sorbitanmonostearat, polysorbat 60,
cetylestervoks, cetearylalkohol, 2-oktyldodekanol,
benzylalkohol og wvann.

For oftalmisk bruk kan de farmasgytiske sammensetninger
formuleres som mikroniserte suspensjoner i isoton, pH-jus-
tert steril saltlgsning, eller, fortrinnsvis, som l@gsninger
i isoton, pH-justert steril saltlgsning, enten med eller
uten et konserveringsmiddel slik som benzylalkoniumklorid.
Alternativt, for oftalmisk bruk, kan de farmasgytiske sam-

mensetninger formuleres i en salve slik som petrolatum.

De farmasgytiske sammensetninger av denne oppfinnelse kan
ogsa administreres ved nasal aerosol eller inhalasjon.
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Slike sammensetninger fremstilles i henhold til teknikker
velkjente i faget for farmasgytisk formulering og kan frem-
stilles som lgsninger i saltlgsning, ved & anvende benzyl-
alkohol eller andre passende konserveringsmidler, absorp-
sjonsfremmere for & gke biotilgjengelighet, fluorkarboner,
og/eller andre konvensjonelle solubiliserings- eller dis-
pergeringsmidler.

I tillegg til forbindelsene av denne oppfinnelse kan ogsa
farmasgytisk akseptable derivater eller prodroger av for-
bindelsene av denne oppfinnelse anvendes i sammensetninger
for a behandle eller forebygge de over identifiserte syk-

dommer eller forstyrrelses.

Farmasgytisk akseptable salter av forbindelsene av denne
oppfinnelse inkluderer de avledet fra farmaseytisk aksep-
table uorganiske og organiske syrer og baser. Eksempler pa
passende syresalter inkluderer acetat, adipat, alginat, as-
partat, benzoat, benzensulfonat, bisulfat, butyrat, citrat,
kamforat, kamforsulfonat, cyklopentanpropionat, diglukonat,
dodecylsulfat, etansulfonat, format, fumarat, glukohepta-
noat, glyserofosfat, glykolat, hemisulfat, heptanocat, hek-
sanoat, hydroklorid, hydrobromid, hydrojodid, 2-hydroksy-
etansulfonat, laktat, maleat, malonat, metansulfonat, 2-
naftalensulfonat, nikotinat, nitrat, oksalat, palmoat, pek-
tinat, persulfat, 3-fenylpropionat, fosfat, pikrat, piva-
lat, propionat, salisylat, succinat, sulfat, tartrat, tio-
cyanat, tosylat og undekancat. Andre syrer, slik som ok-
salsyre, selv om de ikke i seg selv er farmasgytisk aksep-
table, kan anvendes i fremstillingen av salter av oppfin-
nelsen og deres farmasgytisk akseptable syreaddisjons-

salter.

Salter avledet fra passende baser inkluderer alkalimetall
(f.eks. natrium og kalium), alkalijordmetall (f.eks. magne-
sium), ammonium og N*(C;, alkyl), salter. Denne oppfinnel-
se regner ogsa med kvaterniseringen av alle basiske nitro-
geninneholdende grupper av forbindelsene brakt for dagen
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heri. Vann eller oljelgslige eller dispersible produkter
kan oppnas ved slik kvaternisering.

Mengden av proteinkinaseinhibitoren som kan kombineres med
berermaterialene for & frembringe en enkelt doseringsform
vil variere avhengig av den behandlede pasient og den spe-
sielle administrasjonsmate. Fortrinnsvis bgr sammensetning-
ene formuleres slik at en dosering pa mellom 0,01 - 100
mg/kg kroppsvekt/dag av inhibitoren kan administreres til
en pasient som mottar disse sammensetninger.

Det skal ogsa forstads at en spesifikk dosering og behand-
lingsregime for enhver spesiell pasient vil avhenge av
mange forskjellige faktorer, inklusive aktiviteten av den
spesifikke forbindelse anvendt, alderen, kroppsvekten, ge-
nerell helse, kjenn, diett, administrasjonstid, ekskre-
sjonshastighet, legemiddelkombinasjon, og den behandlende
leges vurdering og alvorligheten av den spesielle sykdom
som behandles. Mengden av inhibitoren vil ogsé& avhenge av

den spesielle forbindelse i sammensetningen.

Avhengig av den spesielle proteinkinasemediert tilstand som
skal behandles eller forebygges, kan ytterligere terapeu-
tiske midler, som normalt administreres for & behandle el-
ler forebygge denne tilstand, administreres sammen med in-
hibitorene av denne oppfinnelse. For eksempel, i behand-
lingen av diabetes kan andre anti-diabetiske midler kombi-
neres med GSK-3-inhibitorene av denne oppfinnelse for & be-
handle diabetes. Disse midler inkluderer, insulin eller
insulinanaleoger, i injiserbar eller inhalasjonsform,
glitazoner, alfa-glukosidaseinhibitorer, biguanider,

insulinsensibilisatorer og sulfonylureaer.

Andre eksempler pad midler inhibitorene av denne oppfinnelse
ogsa kan kombineres med inkluderer, kjemoterapeutiske
midler eller andre anti-proliferative midler slik som
adriamycin, deksametason, vincristin, cyklofosfamid,
fluoruracil, topotecan, taxol, interferoner og plati-



10

15

20

25

21

naderivater; anti-inflammatoriske midler slik som kortiko-
steroider, TNF-blokkere, IL-1 RA, azatioprin, cyklofosfamid
og sulfasalazin; immunomodulerende og immunosuppressive
midler slik som cyklosporin, tacrolimus, rapamycin, mycofe-
nolat mofetil, interferoner, kortikosteroider, cyklofofa-
mid, azatioprin og sulfasalazin; nevrotrofiske faktorer
slik som acetylkolinesteraseinhibitorer, MAO-inhibitorer,
interferoner, anti-konvulsiver, ionekanalblokkere, riluzol
og anti-Parkinson midler; midler for behandling av kardio-
vaskuler sykdom slik som beta-blokkere, ACE-inhibitorer,
diuretika, nitrater, kalsiumkanalblokkere og statiner; mid-
ler for behandling av leversykdom slik som kortikosteroi-
der, kolestyramin, interferoner og antivirale midler; mid-
ler for behandling av blodforstyrrelser slik som kortiko-
steroider, anti-levkemiske midler og vekstfaktorer; og mid-
ler for behandling av immundefektforstyrrelser slik som

gamma-globulin.

Disse tilleggsmidler kan administreres separat fra den pro-
teinkinaseinhibitor-inneholdende sammensetning, som del av
et multippelt doseringsregime. Alternativt kan disse mid-
ler vere del av en enkelt doseringsform, blandet sammen med
proteinkinaseinhibitoren av denne oppfinnelse i en enkelt

sammensetning.

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer forbindelser med formel
Iv:

R2
R?
—

Pt
HN” N
RX

f”
@0

Iv
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eller et farmasgytisk akseptabelt derivat eller prodroge

derav, hvori:

Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte fenyl
eller pyridyl eventuelt er substituert med C;-galkyl,
halogen eller CF3; eller D er 2,3-dihydro-benzo[l,4]dioksan
eller piperidinyl eventuelt substituert med Ci-galkyl;

R* og RY er uavhengig valgt fra H, Ci-¢alkyl, nitro, amino,
Ci-salkoksylCi_salkyl, fenyl og —-S-(fenyl), hvori nevnte
fenyl eventuelt er substituert med C;_¢alkoksy eller

NHC (=0) CH3; eller R* og RY tas sammen med sine tilstgtende
atomer for & danne en kondensert, umettet eller delvis
umettet, 5-8-leddet ring med 1-3 ringhetercatomer valgt fra
oksygen, svovel eller nitrogen hvori nevnte ring eventuelt

er substituert med CHpfenyl;

R®> og R* er uavhengig valgt fra H, Ci-galkyl, Ci-¢alkoksyl-
karbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl; eller R? og R*
tas sammen med sine tilstetende atomer for a danne en
benzoring eventuelt substituert med fluor.

Nar R*- og RY-gruppene i formel IV tas sammen for & danne
en kondensert ring, inkluderer foretrukne R*/RY-ringer en
5-, 6-, 7- eller 8-leddet umettet eller delvis umettet ring
med 1-2 ringheteroatomer. Dette gir et bicyklisk
ringsystem inneholdende pyrimidinringen.

I det monocykliske pyrimidinringsystem i formel IV, inklu-
derer foretrukne R*-grupper hydrogen, amino, nitro eller en
Ci-4 alkylgruppe slik som metyl, etyl, isopropyl eller t-
butyl. Eksempler pad foretrukne RY-grupper inkluderer 2-
pyridyl, 4-pyridyl, piperidinyl, metyl, etyl, isopropyl, t-
butyl, alkyl- eller dialkylamino, acetamido, eventuelt
fenyl, metoksyfenyl, trimetoksyfenyl, eller halosubstituert
fenyl og metoksymetyl.
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Eksempler pa foretrukne Rz—grupper inkluderer metyl, t-
butyl, -CH,OCH;, furanyl, og fenyl.

Foretrukne formel IV-forbindelser er valgt fra gruppen

forbindelser hvor:

(a) Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte
fenyl eller pyridyl eventuelt er substituert med C;_¢alkyl,
halogen eller CFjs;

(b) R* er hydrogen eller C;_jalkyl og RY er H, Ci-galkyl,
nitro, amino, Cj;-gsalkoksylC;_salkyl, fenyl og -S-(fenyl),
hvori nevnte fenyl eventuelt er substituert med C;_salkolksy
eller NHC(=0)CHs; eller R* og RY tas sammen med sine
tilstgtende atomer for & danne en 5-7-leddet umettet eller

delvis umettet ring med 1-2 ringheteroatomer; og

(c) R* er hydrogen eller metyl og R®* er H, Ci-galkyl,
Ci-salkoksylkarbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl:
eller R*> og R* tas sammen med sine tilstgtende atomer for &

danne en benzoring.

Mer foretrukne forbindelser med formel IV er forbindelser

hvor:

(a) Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte
fenyl eller pyridyl eventuelt er substituert med Ci_galkyl,
halogen eller CFs;

(b) R® er hydrogen eller Ci_salkyl og RY er H, Ci_galkyl,
nitro, amino, C;_galkoksylCi_galkyl, fenyl og —-S-(fenyl),
hvori nevnte fenyl eventuelt er substituert med Ci-galkoksy
eller NHC(=0)CH;3, eller R* og RY tas sammen med sine
tilstegtende atomer for & danne en 5-7-leddet umettet eller

delvis umettet ring med 1-2 ringheteroatomer; og

(¢) R?¥ er hydrogen eller metyl og R® er H, Ci_salkyl,
Ci-galkoksylkarbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl,
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eller R? og R?* tas sammen med sine tilstetende atomer for &

danne en benzoring.

Enda mer foretrukne forbindelser med formel IV er

forbindelser hvor:

(a) Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte
fenyl eller pyridyl eventuelt er substituert med C;_¢alkyl,
halogen eller CFjs;

(b) R* er hydrogen eller metyl og RY er H, Ci_galkyl, amino
eller C;_galkoksylCi_gsalkyl; eller R* og RY tas sammen med
sine tilstptende atomer for & danne en 5-7-leddet umettet
eller delvis umettet ring med 1-2 ringnitrogener.

Alternative foretrukne forbindelser av formel IV er

forbindelser hvor:

(a) Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte
fenyl eller pyridyl eventuelt er substituert med C;-g¢alkyl,
halogen eller CFs;

(b) R* er hydrogen eller metyl og RY er H, Ci-salkyl, amino
eller C;_galkoksylC; galkyl, eller R* og RY tas sammen med
sine tilstetende atomer for & danne en 5-7-leddet umettet
eller delvis umettet ring med 1-2 ringnitrogener.

Alternative foretrukne forbindelser av formel IV er
forbindelser hvor:

(a) R* og RY tas sammen med sine tilstegtende atomer for &
danne en 6-leddet umettet eller delvis umettet ring med 1-2

ringnitrogener; og

(c) R?' er hydrogen og R? er H, Ci-gsalkyl, Ci-¢alkoksyl-
karbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl, eller R? og R*
tas sammen med sine tilstetende atomer for & danne en

benzoring.
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Alternative foretrukne forbindelser av formel IV er
forbindelser hvor:

(a) R* og RY tas sammen med sine tilstegtende atomer for a
danne en 6-leddet umettet eller delvis umettet ring med 1-2
ringnitrogener; og

(c) R? er hydrogen og R? er H, Cigalkyl,
Ci-galkoksylkarbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl,
eller R* og R* tas sammen med sine tilsteotende atomer for &
danne en benzoring.

Representative forbindelser med formel IV er fremlagt i ta-
bell 3 under.

Tabell 3.
CH, CHs CH,
ja %l ja % L
HN N HN N HN N
() . R eN Y
AW > Ene 0
MeO Cl
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INJ\ |
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Iv-31 Iv-32 IvV-33
HNN
i eeariaont
Sgaas
'/ F
IV-34 IV-35 Iv-36.

I en annen utfgrelse tilveiebringer denne oppfinnelse en
sammensetning omfattende en forbindelse med formel IV og en

farmasgytisk akseptabel barer.

En annen fremgangsmate vedregrer hemming av GSK-3-, Aurora-
eller CDK-2-aktivitet i en bioclogisk preve, hvilken frem-
gangsmate omfatter a kontakte den biologiske preve med GSK-
3- eller Aurora-inhibitoren med formel IV, eller en farma-
spytisk sammensetning derav, 1 en mengde effektive for a
hemme GSK-3, Aurora eller CDK-2.

Hver av de ovennevnte fremgangsmdter rettet mot hemmingen
av GSK-3, Aurora eller CDK-2, utfegres fortrinnsvis med en
foretrukket forbindelse med formel IV, som beskrevet over.

Forbindelsene av denne oppfinnelse kan fremstilles som il-
lustrert ved syntesemetodene under, ved synteseeksemplene
beskrevet heri og ved generelle fremgangsmater kjent for

fagmannen.

Generelle syntesemetoder

De generelle syntesemetoder under gir en rekke generelle

reaksjonsruter som ble anvendt for & fremstille forbindel-
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ser av denne oppfinnelse. Metoder F-I under er spesielt
nyttige for a fremstille forbindelser med formel IV.

Metode A
2 1
cl Rz‘f(R H Rz R (H°)2‘3~£) Rz R
Rxfi HaN ol HN]:N(NH HN):N(‘NH
RY“°N"CI R"jl)sN PP Rfo R!
1 RV NNl RY N
2

Fremstilling av start diklorpyrimidinet 1 kan oppnds pa en
madte lignende den beskrevet i Chem. Pharm. Bull., 30, 9,
1982, 3121-3124. Kloret i stilling 4 pa intermediat 1 kan
erstattes med et aminopyrazol eller aminoindazol for & gi
intermediat 2 pad en mate lignende den beskrevet i1 J. Med.
Chem., 38, 3547-3557 (1995). Aryl-eller heterocarylringen
introduseres deretter ved & anvende en borholdig ester
under palladium-katalyse (se Tetrahedron, 48, 37, 1992,
8117-8126). Denne metode er illustrert ved den fglgende
prosedyre.

En suspensjon av 1H-kinazolin-2,4-dion (10,0 g, 61,7 mmol)
i POCl; (60 ml, 644 mmol) og N,N-dimetylanilin (8 ml, 63,1

mmol) wvarmes under refluks i 2 timer. Oveskudd POCl; for-
dampes under vakuum, residuet helles ned i is, og presipi-
tatet samles ved filtrering. Det ubearbeidede faste 2,4-

diklorkinazolinprodukt kan anvendes uten ytterligere ren-

sing.

Til en lgsning av 2,4-diklor-kinazolin (3,3 g, 16,6 mmol) i
vannfri etanol (150 ml) tilsettes 5-metyl-l1H-pyrazol-3-yl-
amin (3,2 g, 32,9 mmol). Blandingen omrgres ved romtempera-
tur 1 4 timer, og det resulterende presipitat samles wved
filtrering, vaskes med etanol og tegrkes under vakuum for &
gi (2-klor-kinazolin-4-yl)-(5-metyl-1H-pyrazol-3-yl)-amin.
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Til en lgsning av (2-klor-kinazolin-4-yl)-(5-metyl-1H-pyra-
zol-3-yl)-amin (50 mg, 0,19 mmol) i DMF (1,0 ml) tilsettes
den gnskede arylborsyre (0,38 mmol), 2 M Na2C03 (0,96 mmol)
og tri-t-butylfosfin (0,19 mmol). Under nitrogen tilsettes

5 PdCl, (dppf) (0,011 mmol) i en porsjon. Reaksjonsblandingen
varmes deretter ved 80 °C i 5 til 10 timer, avkjsles til
romtemperatur og helles i vann (2 ml). Det resulterende
presipitat samles ved filtrering, vaskes med vann og renses
ved HPLC.

10 Metode B

RSN

X POCI X
R:(LNH R 3 Rr\N R! HoN
PN 0

CO,H
NH R! @(
HzNJ‘\© NH; dNH R’

(ii) 5
1 CONHZ
QR NH2
(iii) 7

Metoder B til F beskriver ruter hvor pyrazolringsystemet
introduseres etter aryl- eller heterocarylringen og
pyrimidinringdelen fgrst konstrueres. Et allsidig
intermediat er 4-klorpyrimidinet 4, som lett oppnas fra

15 pyrimidinon 3 som vist i metode B(i). Se J. Med. Chem., 38,
3547-3557 (1995).
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For kinazolinringsystemer (hvor R* og RY tas sammen for &
danne en benzoring) kan det nyttige intermediat 6 oppnas
ved & kondensere en antranilinsyre eller dens derivat med
et benzamidin som vist i metode B(ii) eller ved & konden-
sere et benzoylklorid med et antranilamid som vist i metode
B(iii). Mange substituerte antranilinsyre-, antranilamid-,
benzamidin- og benzoylkloridutgangsmaterialer kan oppnas
ved kjente metoder. Se Aust. J. Chem., 38, 467-474 og J.
Med. Chem., 38, 3547-3557 (1995). Metode B(iii) er illu-
strert ved den fglgende prosedyre.

Til en lgsning av antranilamid (33 mmol) i THF og CH,Cl,
(1:1, 70 ml) tilsettes det wnskede benzoylklorid (33 mmol)
0g trietylamin (99 mmol) ved romtemperatur. Blandingen om-—
rores i ca 14 timer. Det resulterende presipitat samles
ved filtrering, vaskes med CH,;Cl, og vann og teorkes under
vakuum. Det ubearbeidede 2-benzoylaminobenzamid kan anven-

des direkte i det neste trinn uten ytterligere rensing.

Til en lgsning av raproduktet over (13 mmol) i etanol (50
ml) tilsettes NaOEt (26 mmol) ved romtemperatur. Blan-
dingen varmes under refluks i 48 til 96 timer. Lesnings-
midlet fordampes og residuet ngytraliseres ved & anvende
konsentrert HC1l til pH 7. Produktet samles deretter ved
filtrering og t@rkes under vakuum for & gi 2-fenyl-3H-kina-
zolin-4-on som kan anvendes uten ytterligere rensing.

Til en suspensjon av produktet over (12 mmol) i POClz (120
mmol) tilsettes tri-n-propylamin (24 mmol). Blandingen
varmes under refluks i 1 time., Etter fjerning av overskudd
POCl; ved inndamping, lgses residuet i etylacetat og vaskes
med 1 N NaOH (to ganger) og vann (to ganger). Den orga-
niske fase torkes over MgSO,, legsningsmidlet fordampes un-
der vakuum, og raproduktet renses ved flashkromatografi
(ved & eluere med 10 % etylactetat i heksaner) for & gi 4-

klor-2-arylkinazolin.
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Til en lgsning av 4-klor-2-arylkinazolin (0,16 mmol) i DMF
(eller THF, etanol) (1 ml) tilsettes den wsnskede aminopyra-
zol eller aminoindazol (0,32 mmol). Blandingen varmes i
DMF (eller THF under refluks) ved 100 til 110 °C i 16 timer
(eller i etanol ved 130-160 °C i 16 timer) og helles deret-
ter i vann (2 ml). Presipitatet samles ved filtrering og
renses ved HPLC.

Metode C
NH R'
o HoN o)
R* 1
Ry A COEt  ——— > jfL’NH R
R* RY“™N
8 9
Metode D (i)
NH R!
HoN
o} cl
POCl3
R COE! gx A= COE 9
RY RY
10 11

Metoder C og D(i) over bruker henholdsvis P-ketoestere 8 og
10, som pyrimidinonforlgpere. Substitusjonsmensteret for
R*- og RY-gruppene pa pyrimidinonringen vil bli reversert
hvis et klorkrotonat 11 (Synth. Comm, (1986), 997-1002),
istedenfor den tilsvarende P-ketoester 10, kondenseres med
det gnskede benzamidin. Disse metoder illustreres ved den

fozlgende generelle prosedyre.

Til en lesning av en P-ketoester (5,2 mmol) og amidinium-
klorid (5,7 mmol) i etanol (5 ml) tilsettes natriumetoksid
(7,8 mmol). Blandingen varmes under refluks i 7-14 timer.
Etter inndamping lgses det resulterende residu i wvann,
surgjgres med konsentrert HCl til pH 6, og filtreres deret-

o

ter for a oppna et fast produkt 2-aryl-3H-pyrimidin-4-on
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(utbytte 75-87 %), som kan renses ved flashkolonnekromato-
grafi om nedvendig. Til dette pyrimidinon (3,7 mmol) til-
settes POClz (4 ml) og n-Pr3N (1,4 ml). Blandingen varmes
under refluks i 1 time. Etter inndamping av overskudd
POCl;, lgses residuet i etylacetat, vaskes med 1 N NaOH-
lgsning (tre ganger) og NaHCOs; (en gang) og tegrkes over
MgSOs. Lgsningsmidlet fjernes under vakuum og residuet
renses ved flashkolonnekromatografi ved & eluere med 10 %
etylacetat i heksaner for a gi 2-aryl-4-klor-pyrimidin som
en blek, gul sirup. Dette réprodukt kan behandles med en

3-aminopyrazol eller 3-aminoindazol som beskrevet over.

Metode D(ii)

NH R!
° HzNj\© o POCH,, Cl
H R' "PrsN R A 1
Eto)l\rxcozEt l)L ("N R
R N'\© refluks Cl NJ\@
36 37 33
morfolin,
MeOH .
38 — 5 xR
refluks N

39

Metode D(ii}) over viser en generell rute for fremstillingen
av de foreliggende forbindelser. Se Il Farmaco, 52(1) 61-65
(1997). Erstatning av 6-klorgruppen er eksemplifisert her
ved anvendelse av morfolin. Denne metode er illustrert ved
den feolgende prosedyre.

Til en lgsning av 2-metylmalonsyre-dietylester (5 mmol) og
natriumetoksid (15 mmol) tilsettes det passende amidinsalt
(5 mmol) i etanol (10 ml) og reaksjonen varmes ved refluks

i 2-24 timer. Residuet lgses i vann og surgjgres med 2 N



10

15

20

34

HC1.

videre ved flashkromatografi

Det resulterende presipitat filtreres fra og renses
(utbytte 5-35 %)
Til 37 (1,6 mmol)

mmol) og tri-n-propylamin (6,4 mmol)

for & gi py-
tilsettes POClz (32

og reaksjonen refluk-
overskudd POCls,
gjgres basisk med 1 N NaOH,

rimidindionet 37.

seres 1 1 time. Etter inndamping av lgses

residuet i etylacetat, separe-
res og den vandige fase ekstraheres to ganger til med etyl-
acetat.

De kombinerte organiske teorkes (natriumsulfat) og

dampes inn. Rensing ved flashkromatografi gir diklorpyri-

midinet (38) som en gul olje 1 23 % utbytte.
(5 ml)

ved & anvende morfolin (0, 64

En lgsning av 38 (0,33 mmol) i metanol behandles med

et amin, eksemplifisert her

mmol) og reflukseres 1 time. Etter inndamping av legsnings-

middel, renses residuet ved flashkromatografi for a gi
mono-klorpyrimidinet 39 som en fargelgs olje i 75 % ut-
bytte.

39, (0,19 mmol)

3-aminopyrazol- eller 3-aminoindazolforbindelse pa en mate

Mono-klorpyrimidinet, kan behandles med en

i vesentlig lik de beskrevet over i metode A og B.

Metode E
1 R.N.R .
R" O

Ry/L§CH2 H 1

N=C=0 1 | ’NH R
NH,OAc, RY NJ\@

12 AcOH,

refluks 9 (Rx = H)

Som vist ved metode E,
med et enamin for & gi pyrimidinon 9
58, 414-418; J.Med.Chem., (1992),

35,

kan et acylisocyanat 12 kondenseres

(J. Org. Chem (1993),
1515-1520;
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J.0Org.Chem., 91967, 32, 313-214). Denne metode er illu-
strert ved den fslgende generelle prosedyre.

Enaminet fremstilles i henhold til W. White, et al, J. Org
Chem. (1967), 32, 213-214. Acylisocyanatet fremstilles i
henhold til G Bradley, et al, J Med. Chem. (1992), 35,
1515-1520. Koblingsreaksjonen folger deretter prosedyren
til S Kawamura, et al, J. Org. Chem, (1993), 58, 414-418.
Til enaminet (10 mmol) i tetrahydrofuran (30 ml) ved 0 °C
under nitrogen tilsettes drapevis over 5 min en legsning
acylisocyanat (10 mmol) i tetrahydrofuran (5 ml). Etter
omrgrimg i 0,5 time tilsettes eddiksyre (30 ml), etterfulgt
av ammoniumacetat (50 mmol). Blandingen reflukseres i 2
timer med kontinuerlig fjerning av tetrahydrofuran. Reak-
sjonen avkjgles til romtemperatur og helles i wvann (100
ml). Presipitatet filtreres, vaskes med vann og eter og

torkes for & gi 2-aryl-3H-pyrimidin-4-onet.

Metode F
o] (o) 2
" OH 7 ~ 4 NH,OH (YLNHZ varme
(Ik — (\E"“’o R — S\"nu  — 16
N"“NH, NN

< 0
13 14 15 R

Metode F viser en generell rute for fremstillingen av de
foreliggende forbindelser hvori R* og RY tas sammen for &
danne en 5-8-leddet delvis umettet mettet eller umettet
ring med 1-3 heterocatomer. Kondensasjonen av en 2-amino-
karboksylsyre, slik som 2-amino-nikotinsyre 13, og et syre-
klorid 7 gir et oksazinon 14. Behandling av 14 med ammoni-
umhydroksid vil tilfgre benzamidet 15 som kan cykliseres
til et 2-(substituert)-pyridol[2,3-d]l[1l,3]pyrimidin-4-on 16,

Denne metode er illustrert ved den fwlgende prosedyre.

2-(trifluormetyl)benzoylklorid (4,2 ml, 29,2 mmol) tilset-
tes drépevis til en lgsning av 2-aminonikotinsyre (2,04 g,
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14,76 mmol) i 20 ml pyridin. Reaksjonsblandingen varmes
ved 158 C i1 30 min og avkjwsles deretter til romtemperatur.
Reaksjonen helles i 200 ml vann og en olje dannes som gar
til fast form ved omrgring. Det faste stoff samles ved va-
kuumfiltrering og vaskes med vann og dietyleter. Produktet
torkes for & gi 2-(2-trifluormetyl-fenyl)-pyrido[2,3-
d][1,3]oksazin-4-on (2,56 g, 60 % utbytte) som kan anvendes

i det neste trinn uten ytterligere rensing.

2-(2-trifluormetyl-fenyl) -pyrido([2,3-d][1l, 3]oksazin-4-on
(2,51 g) omrgres i 30 % ammoniumhydroksid (25 ml)} ved rom-
temperatur natten over. Det resulterende presipitat filt-
reres og skylles med vann og dietyleter. Presipitatet ter-
kes under vakuum ved 50 C natten over for & gi 2-(2-tri-

fluormetyl-benzoylamino) -nikotinamid (850 mg, 33 % utbytte)

2-(2-trifluormetyl-benzoylamino}-nikotinamid (800 mg, 2,6
mmol) lgses i1 10 ml etanol. Kaliumetoksid (435 mg, 5,2
mmol) tilsettes til lgsningen som varmes til refluks i 16
timer. Reaksjonsblandingen fordampes in vacuo for a gi et
gummiaktig residu som lgses i vann og surgjgres med 10 %
natriumhydrogensulfat til pH 7. Det resulterende presipi-
tat filtreres og terkes under vakuum ved 50 C for & gi 2-

(2-trifluormetyl-fenyl)-3H-pyrido[2,3-d]pyrimidin-4-on.

Metode G

Metode G er analog med metode B(i) over. Denne metode er
illustrert ved den fglgende generelle prosedyre.

2-(3,4-diklor-fenyl)-3H-kinazolin-4-on (1 g, 3,43 mmol)
suspenderes i1 fosforoksyklorid (4 ml) og reaksjonsblan-
dingen ble omrgrt ved 110 °C i 3 timer. Lgsningsmidlene
dampes deretter inn og residuet behandles forsiktig med en
iskald vandig mettet lgsning av NaHCO3;. Det faste stoff
samles ved filtrering og vaskes med eter for & gi 4-klor-2-
(3,5-diklor-fenyl) -kinazolin som et hvitt fast stoff (993
mg, 93 %).
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Til 4-klor-2-(3,5-diklor-fenyl)-kinazolin (400 mg, 1,29
mmol) i THF (30 ml) tilsettes 3-amino-5-metyl-pyrazol (396
mg, 2,58 mmol) og reaksjonsblandingen varmes ved 65 °C nat-
ten over. Lgsningsmidlene dampes deretter inn og residuet
tritureres med etylacetat, filtreres og vaskes med en mini-
mumsmengde av etanol for & gi [2-(3,4-diklorfenyl)-kinazo-
lin-4-yl]-(5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin som et hvitt fast
stoff (311 mg, 65 %): smp. 274 °C; 'H NMR (DMSO) & 2,34
(3, s), 6,69 (1H, s), 7,60 (1H, m), 7,84 (1H, d), 7,96
(24, d), 8,39 (1H, dd), 8,60 (1H, d), 8,65 (1H, d), 10,51
(14, s), 12,30 (1H, s); IR (fast) 1619, 1600, 1559, 1528,
1476, 1449, 1376, 1352, 797, 764, 738; MS 370,5 (M+H)".

THF-lgsningsmidlet anvendt i1 det forangdende trinn kan er-
stattes med andre organiske lgsningsmidler slik som etanol,

N,N-dimetylformamid eller dioksan.

Metode H
2 R? 5 2 R?
R j’< . (HO)ZB@R R 14( )
. HN ‘NJ\l X . HN ‘NJ\l
REUA — > R_A
RVII:'N Pd” Rer\’N
S N
J\C/_X J\@@R5
(1) 17 18
RZ'f(R2 R2' R2
< NH o )f( H
NN (CHgssi=H
R _————>» R
N N
Rer' N Cul RVII:' N
(ii) 17 19

Metode H(i) viser en fenylborsyre-kobling til Ring D for a
gi forbindelse 18 og metode H(ii) viser en acetylen-kobling
for & gi forbindelse 19. Substituent X i forbindelse 17
kan vare brom eller jod. Disse metoder er illustrert ved
de folgende prosedyrer.
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Metode H(i). Til en blanding av [2-(4-brom-fenyl)-kinazo-
lin-4-yl]l-(5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin (196 mg, 0,51
mmol) og fenylborsyre (75 mg, 0,62 mmol) i THF/vann (1/1, 4
ml) tilsettes NayCO; (219 mg, 2,06 mmol), trifenylfosfin (9
mg, 1/15 molprosent og palladiumacetat (1 mg, 1/135 molpro-
sent) . Blandingen varmes ved 80 °C natten over, legsnings-
midlene dampes inn og residuet renses ved flashkromatografi
(gradient av CHyCl,/MeOH) for & gi (2-bifenyl-4-yl-kinazo-
lin-4-yl)-(5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin som et gult fast
stoff (99 mg, 51 %):'H NMR (DMSO) & 2,37 (3H, s), 6,82 (1lH,
s), 7,39-7,57 (4H, m), 7,73-7,87 (6H, m), 8,57 (2H, d),
8,67 (1H, d), 10,42 (1H, s), 12,27 (1H, s); MS 378,2 (M+H)"

Metode H(ii). Til en blanding av [2-(4-brom-fenyl)-kinazo-
lin-4-yl]-(5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin (114 mg, 0,3 mmol)
og trimetylsilylacetylen (147 mg, 1,5 mmol) i DMF (2 ml)
tilsettes Cul (1,1 mg, 1/50 molprosentPd (PPh3),Cl, (4,2 mg,
1/50 molprosentog trietylamin (121 mg, 0,36 mmol). Blan-
dingen varmes ved 120 °C natten over og lgsningsmidlet for-
dampes. Residuet tritureres i etylacetat og presipitatet

samles ved filtrering.

Til presipitatet over suspendert i THF (3 ml) tilsettes
tetrabutylammoniumfluorid (1 M i THF, 1,1 ekv.). Reak-
sjonsblandingen omrgres ved romtemperatur i to timer og
lgsningsmidlet fordampes. Residuet renses ved flashkroma-
tografi (gradient av CH,Cl,;/MeCH) for & gi [2-(4-etynylfe-
nyl)-kinazolin-4-yl]-(5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin som et
hvitt fast stoff (68 mg, 70 %): 'H NMR (DMSO) & 2,34 (3H,
s), 4,36 (1H, s), 6,74 (1lH, s), 7,55 (1H, m), 7,65 (2H, d),
7,84 (2H, m), 8,47 (2H, 4), 8,65 (1H, d), 10,43 (1lH, s),
12,24 (1H, s); MS 326,1 (M+H)'
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Metode I

, 2
= — NH
HNmH HU . AN N
X R \N
R -
fi Rr ANy
RY NG O
2

20
Metode I over viser en generell rute for fremstillingen av
de foreliggende forbindelser hvori ring D bindes direkte
til pyrimidinets 2-stilling via et nitrogenatom.
Erstatning av 2-klorgruppen, eksemplifisert her ved a
anvende piperidin, kan utfgres pa en madte lignende den
beskrevet i J. Med. Chem., 38, 2763-2773 (1995) og J. Chem.
Soc., 1766-1771 (1948). Denne metode er illustrert ved den
folgende prosedyre.

Til en lgsning av (2-klor-kinazolin-4-yl)-(lH-indazol-3-
yl)-amin (1 ekvivalent, 0,1-0,2 mmol) i N,N-dimetylacetamid
(1 ml) tilsettes det gnskede amin (3 ekvivalenter). Den re-
sulterende blanding holdes ved 100 °C i 6 timer og renses

deretter ved omvendt-fase HPLC.

For at oppfinnelsen beskrevet heri kan bli forstatt fullt
ut, fremlegges de fglgende eksempler.

SYNTESEEKSEMPLER

De fglgende HPLC-metoder ble anvendt i analysen av forbin-
delsene som spesifisert i synteseeksemplene fremlagt under.
Som anvendt heri, refererer begrepet "R, " til retensjonsti-
dene observert for forbindelsen ved & anvende den spesifi-
serte HPLC-metode.

HPLC-metode A:
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Kolonne: C18, 3 um, 2,1 X 50 mm, "Lighting" fra Jones
Chromatography.

vann (inneholdende 1 % acetonitril,

oe

Gradient: 100
0,1 $ TFA) til 100 % acetonitril (inneholdende 0,1 % TFA)

\C

over 4,0 min, hold ved 100 % acetonitril i 1,4 min og retur
til utgangsbetingelser. Total kjgretid 7,0 min. Strom-
ningshastighet: 0,8 ml/min.

HPLC-metode B:

Kolonne: C18, 5 um, 4,6 X 150 mm "Dynamax" fra Rainin

Gradient: 100 % vann (inneholdende 1 % acetonitril, 0,1 %
TFA) til 100 % acetonitril (inneholdende 0,1 % TFA) over 20
min, hold ved 100 % acetonitril i 7,0 min og retur til ut-
gangsbetingelser. Total kjegretid 31,5 min. Strgmningshas-
tighet: 1,0 ml/min.

HPLC-metode C:

Kolonne: Cyano, 5 um, 4,6 X 150 mm "Microsorb" fra Varian.
Gradient: 99 % wvann (0,1 % TFA), 1 % acetonitril (innehol-
dende 0,1 % TFA) til 50 % vann (0,1 % TFA), 50 % acetoni-
tril (inneholdende 0,1 $ TFA) over 20 min, hold i 8,0 min
og retur til utgangsbetingelser. Total kjgretid 30 min.
Stremningshastighet: 1,0 ml/min.

HPLC-metode D:

Kolonne: Waters (YMC) ODS-AQ 2,0x50 mm, S5, 120A.

Gradient: 90 % vann (0,2 % maursyre), 10 % acetonitril (in-
neholdende 0,1 % maursyre) til 10 % vann (0,1 % maursyre),
90 % acetonitril (inneholdende 0,1 % maursyre) over 5,0
min, hold i 0,8 min og retur til utgangsbetingelser. Total
kjeretid 7,0 min.
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Stremningshastighet: 1,0 ml/min.
HPLC-metode E:
Kolonne: 50x2,0 mm Hypersil C18 BDS;5 um
Gradient: eluering 100 &% vann (0,1 % TFA), til 5 % wvann
(0,1 % TFA), 95 % acetonitril (inneholdende 0,1 % TFA) over

2,1 min, retur til utgangsbetingelser etter 2,3 min.

Stremningshastighet: 1 ml/min.

Eksempel 375 [6-(4-acetamidofenylsulfanyl)-2-fenyl-pyrimi-

din-4-yl]-(5-metyl-2H-pyrazol—3-yl)-amin (IV-3): En sus-
pensjon av Fenclorim (4,6-diklor-2-fenylpyrimidin) (0,1 g,
0,44 mmol), 3-amino-5-metylpyrazol (0,045 g, 0,47 mmol),

N, N-diisopropyletylamin (0,08 ml, 0,47 mmol) og natriumjo-
did (0,067 g, 0,44 mmol) i n-butanol (5 ml) ble varmet ved
117 °C i 18 timer. Lgsningsmidlet ble fjernet in vacuo og
raproduktet renset ved flashkromatografi (silikagel, 3:2
Petrol:EtOAc) for & gi 0,037 g (29 % utbytte) (6-klor-2-fe-
nyl-pyrimidin-4-yl)-(5-metyl-2H-pyrazol—3-yl)-amin som et
offwhite fast stoff. En suspensjon av pyrimidinet over
(0,037 g, 0,13 mmol) og tiocacetamidotiofenol (0,108 g, 0,64
mmol) i tert-butanol ble varmet ved 85 °C under nitrogen i
2 dager. Reaksjonsblandingen ble avkjglt til romtemperatur
og lgsningsmidlet fjernet in vacuo. Konsentratet ble lgst
i EtOAc og vasket med NaHCQO; (mettet, aq.). Den organiske
fase konsentreres in vacuo, og raproduktet ved preperativ
HPLC. Det residuale disulfid som fremdeles wvar igjen i
blandingen etter HPLC kan fjernes ved presipitasijon fra
EtOAc og filtrering. Modervaskem ble konsentrert for a gi
IV-3 (7 mg, 13 % utbytte) som et offwhite fast stoff: smp.
235-236 °C; 'H NMR (DMSO) & 2,10 (3H, s), 2,21 (3H, s),

6,33 (1H, br s), 7,50 (34, m), 7,7-7,59 (2H, m), 7,76-7,78
(2, m), 8,25 (2H, m), 9,72, 10,26 og 11,93 (3 H, 3 x br
s); IR (fast) 1669, 1585, 1551, 1492, 1392, 1372, 1312,
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1289, 1259, 1174, 1102, 1089, 1027, 1015, 984; MS 417,3
(M+H) *.

Eksempel 376 [2-(4-metylpiperidin-1l-yl)-pyrimidin-4-yl]-(5-
metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin (IV-4): smp. 215-216 °C; 'H NMR
(CDs0OD) & 0,96 (3H, &), 1,16 (2H, m), 1,66 (3H, m), 2,27
(34, s), 2,86 (2H, t), 4,58 (2H, m), 4,78 (2H, utv.
protoner), 6,13 (2H, m), 7,83 (1H, d); IR (fast) 1593,
1550, 1489, 1436, 1331, 1246, 1231; MS 273,1 (M+H)'.

Eksempel 377 [2-(4-metylpiperidin-1-yl)-5-nitropyrimidin-4-
yl]-(5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin (IV-5): smp. 185-187 °C;
'H NMR (DMSO) & 0,93 (3H, d), 1,06-1,18 (2H, m), 1,68-1,80
(34, m), 2,26 (3H, s), 3,01-3,12 (2H, m), 4,63 (lH, d),
4,80 (1H, d), 6,39 (1H, s), 9,00 (1H, s), 10,41 (1H, s),
12,36 (1H, s); IR (fast) 1589, 1517, 1479, 1446, 1346,
1317, 1246, 1222, 1055; MS 318,2 (M+H)".

Eksempel 378 [5-amino-2-(4-metylpiperidin-l-yl)-pyrimidin-

4-yl]-(5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin (IV-6): Til en lssning
av IV-5 (48 mg, 0,151 mmol) i etanol (2,0 ml) ble
tinndikloriddihydrat (171 mg, 0,756 mmol) tilsatt og den
resulterende blanding varmet ved refluks i 3 timer. Reak-
sjonen ble avkjglt til romtemperatur og hrelt i en blanding
av 1 M NaOH:diklormetan:propanol (18:8:4 ml) og omrgrt i 15
minutter. Fasene ble separert og den vandige fase ekstra-
hert to ganger med diklormetan. De kombinerte organiske
faser ble konsentrert in vacuo og residuet renset ved
flashkromatografi (silikagel, gradient diklormetan:MeOH)
for & gi IV-6 som et gratt fast stoff (27 mg, 63 %): 'H NMR
(DMSO) 6 0,88-1,04 (5H, m), 1,55-1,62 (3H, m), 2,21 (3H,
s), 2,70 (2H, m), 3,36 (2H, m), 4,40 (2H, m), 6,37 (lH, s),
7,49 (1H, s), 8,40 (1H, s), 11,92 (1H, br s); MS 288,2
(M+H) *.

Eksempel 379 [5-amino-6-metyl-2-(4-metylpiperidin-1-yl)-

pyrimidin-4-yl] - (5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin (IV-7): smp.
172-175 °C; 'H NMR (DMSO) & 0,90 (3H, d), 1,03 (2H, m),
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1,52-1,62 (34, m), 2,13 (3H, s), 2,20 (3H, s), 2,69 (24,
m), 3,92 (2H, br s), 4,44 (2H, 4), 6,35 (1H, s), 8,41 (1H,
s), 11,85 (1H, br s); IR (fast) 1612, 1589, 1489, 144e,
1317; MS 302,5 (M+H)".

Eksempel 380 [6-metyl-2-(4-metyl-fenyl)-pyrimidin-4-yl]-(5-
fenyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin (IV-10): MS 342,34 (M+H); HPLC-
metode E, R¢ 1,334 min.

Eksempel 381 [2-(4-klor-fenyl)-6-metyl-pyrimidin-4-yl]-(5-
furan-2-yl-2H-pyrazol=3-yl)~-amin (IV-11): MS 352,11 (M+H);
HPLC-metode E, R¢ 1,194 min.

Eksempel 382 5-furan-2-yl-2H-pyrazol—-3-yl)-(6-metyl-2-fe-
nyl-pyrimidin-4-yl)-amin (IV-12): MS 318,21 (M+H); HPLC-
metode E, 1,192 min.

Eksempel 383 [6-metyl-2-(4-trifluormetyl-fenyl)-pyrimidin-
4-yl] - (5-fenyl-2-yl-2H-pyrazol—3-yl)-amin (IV-13): MS
396,24 (M+H); HPLC-metode E, R¢ 1,419 min.

Eksempel 384 (5-furan-2-yl-2H-pyrazol—3-yl)-[6-metyl-2-(4-
trifluormetyl-fenyl) -pyrimidin-4-yl]-amin (IV-14): MS
386,08 (MtH); HPLC-metode E 1,347 min.

Eksempel 385 [2-(2,3-dihydro-benzo[l,4]dioksin-2-yl)-6-me-
tyl-pyrimidin-4-yl] - (5-furan-2-yl-2H-pyrazol—3-yl)-amin
(IV-15): MS 376,18 (M+H); HPLC-metode E, Ry 1,181 min.

Eksempel 386 [2-(2,3-dihydro-bezo[l,4]dioksin-2-yl)-6-etyl-
pyrimidin-4-yl] - (5-metyl-2H-pyrazol—3-yl)-amin (IV-16): MS
338,17 (M+H); HPLC-metode E, R¢ 1,082 min.

Eksempel 387 (6-etyl-2-fenyl-pyrimidin-4-yl)-(5-metyl-2H-
pyrazol—3-yl)-amin (IV-17): MS 280,18 (M+H); HPLC-metode E,
Re 1,024 min.
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Eksempel 388 (6-metyl-2-fenyl-pyrimidin-4-yl)-(5-fenyl-2H-
pyrazol—3-yl)-amin (IV-19): MS 328,51 (M+H); HPLC-metode E,
Re 1,192 min.

Eksempel 389 [6-etyl-2-(4-trifluormetyl-fenyl)-pyrimidin-4-
yl]-(5-metyl-2H-pyrazol—3-yl)-amin (IV-20): MS 348,5 (M+H);
HPLC-metode E, R¢ 1,224 min.

Eksempel 390 (5-furan-2-yl-2H-pyrazol—3-yl)-[6-metyl-2-(4-
metyl-fenyl) -pyrimidin-4-yl] -amin (IV-21): MS 332,23 (M+tH):
HPLC-metode E, R¢ 1,139 min.

Eksempel 391 (6-metoksymetyl-2-fenyl-pyrimidin-4-yl)-(5-
metyl-2H-pyrazol—-3-yl)-amin (IV-22): MS 296,31 (Mt+tH); HPLC-
metode E, Ry 0,971 min.

Eksempel 392 (5,6-dimetyl-2-fenyl-pyrimidin-4-yl)-(5-metyl-
2H-pyrazol—3-yl)-amin (IV-23): MS 280,2 (M+H); HPLC-metode
E, R 0,927 min.

Eksempel 393 (6-metyl-2-fenyl-pyrimidin-4-yl)-(5-metyl-2H-
pyrazol—3-yl)-amin (IV-24): MS 266,18 (M+H); HPLC-metode E,
Re 0,925 min.

Eksempel 394 [6-etyl-2-(4-metyl-fenyl)-pyrimidin-4-yl]-(5-
metyl-2H-pyrazol—-3-yl)-amin (IV-25): MS 294,46 (M+H); HPLC-
metode E, Ry 1,174 min.

Eksempel 395 [2-(4-klor-fenyl)-6-etyl-pyrimidin-4-yl]-(5-
metyl-2H-pyrazol—3-yl)-amin (IV-26): MS 314,42 (M+tH); HPLC-
metode E Ry 1,213 min.

Eksempel 396 (5-metyl-lH-pyrazol-3-yl)-(6-metyl-2-p-tolyl-
pyrimidin-4-yl)-amin (IV-27): MS 280,45 (M+H); HPLC-metode
E, R¢ 1,135 min.

Eksempel 397 (lH-indazol-3-yl)- (6-metoksymetyl-2-fenyl-py-
rimidin-4-yl)-amin (IV-28): 'H NMR (500 MHz, DMSO) & 3,57
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(34, s), 4,65 (2H, s), 7,23 (1H, J=7,5 Hz, t), 7,52 (1H,
J=7,6 Hz, t), 7,63 (4H, m), 7,75 (1H, br), 8,13 (1H, J=5,5
Hz, br d), 8,44 (1H, J=5,7 Hz, br d4), 10,6 (lH, br), 12,8
(1H, br s) ppm; HPLC-metode A, R¢ 2,944 min; MS (FIA) 332,1
(M+H) *.

Eksempel 398 (5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-(2-pyridin-4-yl-
tieno[3,2-d]pyrimidin-4-yl)-amin (IV-29): H NMR (DMSO) &
2,34 (3H, s), 6,66 (1H, s), 7,53 (1H, d), 7,84 (1H, d),
8,32 (2H, d), 8,70 (2H, d); MS 309,6 (M+H)".

Eksempel 399 (5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-(2-fenyl-pyrido[3,64-
d]pyrimidin -4-yl)-amin (IV-30): smp. 225 °C; 'H NMR (DMSO)
6 2,35 (34, s), 6,81 (1H, s), 7,50-7,63 (3H, m), 8,45-8,52
(24, m), 8,54 (1H, d), 8,62 (1H, d), 9,20 (1H, s), 10,79
(1#, s), 12,38 (1H, br s); IR (fast) 2958, 2917, 2852,
1593, 1565, 1524, 1467, 1450; MS 303,2 (M+H)".

Eksempel 400 (5-metyl-2H-pyrazol-3-yl)-(2-fenyl-pyrido[2,3-

d]pyrimidin-4-yl) ~amin (IV-31):

Til en lesning av 4-klor-2-fenyl-pyrido[2,3-d]lpyrimidin (J.
Pharm. Belg., 29, 1974, 145-148) (109 mg, 0,45 mmol) i THF
(15 ml) ble 3-amino-5-metyl pyrazol (48 mg, 0,5 mmol) til-
satt og den resulterende blanding varmet ved 65 °C natten
over. Blandingen ble avkjglt til romtemperatur og den re-
sulterende suspensjon ble filtrert og vasket med Et,0. Det
faste stoff ble lgst i en EtOH:vannblanding og pH justert
til pH 7. Den vandige ble ekstrahert to ganger med etyl-
acetat og de kombinerte organiske faser ble terket (MgSOQ4),
filtrert og konsentrert in vacuo. Residuet ble renset ved
flashkromatografi (Si0O;, DCM-MeOH gradient) for & gi IV-31
som et offwhite fast stoff (69 mg, 50 %): smp. 234 °C; 'H
NMR (DMSO) & 2,14 (3H, s), 5,99 (1H, s}, 7,20-7,40 (3H, m),
7,40-7,50 (3H, m), 8,60 (1H, d), 8,79 (1H, d4), 12,82 (1H,
br s); IR (fast) 2957, 2921, 2857, 1644, 1560, 1459, 1427;
MS 303,2 (M+H)'.
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Eksempel 401 (5-cyklopropyl-2H-pyrazol-3-yl)-(2-fenyl-py-
rido[3,4-d]pyrimidin-4-yl)-amin (IV-32): offwhite fast
stoff, smp. 232-233 °C; 'H NMR (DMSO) & 0,70-0,85 (2H, m),
0,90-1,05 (2H, m), 1,05-2,07 (1H, m), 6,75 (1H, s), 7,50-
7,75 (3H, m), 8,40-8,70 (4H, m), 9,20 (1H, s), 10,80 (1H,
s), 12,41 (1H); IR (fast) 3178, 1601, 1573, 1532, 1484,
1452, 1409, 1367, 1328, 802, 781, 667; MS 329,2 (M+H)®.

Eksempel 402 [2-(4-metylpiperidin-1-yl)-purin-4-yl]-(5-me-

tyl-2H-pyrazol-3-yl)-amin (IV-33): Til en suspensjon av
2,4-diklor-purin (2,0 g, 10,6 mmol) i vannfri etanol (10
ml) ble 5-metyl-l1H-pyrazol-3-yl amin (2,05 g, 21,2 mmol)
tilsatt. Den resulterende blanding ble omrgrt ved romtempe-
ratur i 48 timer. Det resulterende presipitat ble samlet
ved filtrering, vasket med etanol og tgrket under vakuum
for a gi 1,524 g (58 % utbytte) (2-klor-purin-4-yl)-(5-me-
tyl-1H-pyrazol-3-yl)-amin som ble anvendt i det neste trinn
uten ytterligere rensing. Til en lgsning av (2-klor-purin-
4-y1)-(5-metyl-1H-pyrazol-3-yl)-amin (200 mg, 0,80 mmol)
ble 4-metylpiperidin (4 ml, 8,01 mmol) tilsatt og reak-
sjonsblandingen varmet ved refluks natten over. Lgsnings-
midlet ble fordampet og residuet lgst i en blanding
EtOH:vann (1:3, 4 ml). Kaliumkarbonat (57 mg, 0,41 mmol)
ble tilsatt og blandingen ble omrgrt ved romtemperatur i 2
timer. Den resulterende suspensjon ble filtrert, vasket med
vann (x2) og skyllet med Et;0O (x2) for & gi IV-33 som et
hvitt fast stoff (225 mg, 90 %): smp. >300 °C; 'H NMR

(DMSO) o 0,91 (3H, d), 1,10 (2H, m), 1,65 (3H, m), 2,24

(3H, s), 2,84 (2H, m), 4,60 (2H, m), 6,40 (1lH, s), 7,87
(14, m), 9,37-9,59 (1H, m), 12,03-12,39 (2H, m); IR (fast)
1651, 1612, 1574, 1484, 1446, 1327, 1317, 1255, 1203; MS
313,3 (M+H)".

Eksempel 403 (5-cyklopropyl-2H-pyrazol-3-yl)-[2-(4-

metylpiperidin-1-yl)-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-yl]-amin
(IV-34): hvitt fast stoff; H NMR (DMSO) & 0,65 (2H, m),
0,%1-0,96 (5H, m), 1,08 (2H, m), 1,58-1,64 (3H, m), 1,89
(14, m), 2,77 (2H, t), 4,57 (2H, 4), 6,09 (1H, s}, 6,38
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(14, s), 7,33 (1lH, s), 9,42 (1H, s), 10,65 (lH, s), 12,02
(1H, br s); MS 338,3 (M+H)*.

Eksempel 404 [6-benzyl-2-fenyl-5,6,7,8~-tetrahydro-
pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl] - (5-fluor-1H-indazol-3-yl)-amin
(Iv-35): 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 13,0 (s, 1H), 10,4 (s,
br, 1H), 9,73 (s, 1H, TFA-OH), 8,00 (d, 2H), 7,64 (m, 2H),
7,59 (dd4, 1H), 7,52 (m, 3H), 7,41 (t, 1H), 7,31 (m, 3H),
7,14 (dd, 1H), 4,58 (s, 2H), 4,35 (br, 2H), 3,74 {(m, 2H),
3,17 (s, 2H) ppm. MS (ES+): m/e= 451,30 (M+H); HPLC-metode
A, Tyet 2,96 min.

Eksempel 405 (5-fluor-l1H-indazol-3-yl)-(2-fenyl-5,6,7,8-
tetrahydro-pyrido[4,3-d]pyrimidin-4-yl)-~amin (IV-36):
Fremstilt fra IV-35 (0,13 mmol) ved behandling med en like
stor vekt av Pd/C (10 %) i 4,4 % HCOOH i MeOH ved romtempe-

ratur i 12 timer. Blandingen ble filtrert gjennom celite,
filtratet ble dampet inn, og radprodukt ble renset ved HPLC
for & gi IV-36 som gult fast stoff i 35 % utbytte. !H NMR
(500 MHz, DMSO-dé6) & 12,9 (s, 1H), 9,06 (s, 1H), 7,99 (d,
2”H), 7,57 (dd, 1H), 7,34 (m, 1H), 7,28 (m, 3H), 7,22 (d,
1H), 3,83 (s, 2H), 3,05 (m, 2H), 2,72 (m, 2H) ppm. MS
(ES+) : m/e= 361,20 (M+H); HPLC-metode A, Tret 2,68 min.

Biologisk testing

Aktiviteten til forbindelsene som proteinkinaseinhibitorer
kan evalueres in vitro, in vivo eller i en cellelinje. In
vitro assayer inkluderer assayer som bestemmer hemming av
enten fosforyleringsaktiviteten eller ATPase-aktiviteten av
den altiverte proteinkinase. Alternativt kvantifiserer in
vitro assayer inhibitorens evne til & binde til proteinki-
nasen. Inhibitorbinding kan males ved radiomerking av in-
hibitoren fegr binding, isolering av inhibitor/proteinki-
nase-komplekset og bestemmelse av mengden med radiomerke
bundet. Alternativt kan inhibitorbinding bestemmes ved a
kjere et konkurranseeksperiment hvor nye inhibitorer inku-
beres med proteinkinasen bundet til kjente radioligander.
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Biologisk test - Eksempel 1

Ki-bestemmelse for hemmingen av GSK-3

Forbindelser ble undersgkt for sin evne til & hemme GSK-3f
(AA 1-420) aktivitet ved & anvende et standard koblet en-
zymsystem (Fox et al. (1998) Protein Sci. 7, 2249). Reak-
sjoner ble utfgrt i en lgsning inneholdende 100 mM HEPES
(pHE 7,5), 10 mM MgCl,, 25 mM NaCl, 300 uM NADH, 1 mM DTT og
1,5 % DMSO. Endelige substratkonsentrasjoner i assayet var
20 uM ATP (Sigma Chemicals, St Louis, MO) og 300 pM peptid
(HSSPHQS (POsH;) EDEEE, American Peptide, Sunnyvale, CA).
Reaksjoner ble utfert ved 30 °C og 20 nM GSK-3B. Sluttkon-
sentrasjoner av komponentene av det koblede enzymsystem var
2,5 mM fosfoenolpyruvat, 300 pM NADH, 30 pg/ml pyruvat-
kinase og 10 pg/ml laktatdehydrogenase.

En assay-stambufferlgsning ble fremstilt inneholdende alle
reagensene listet over bortsett fra ATP og testforbindelsen
av interesse. Assaystambufferlgsningen (175 pl) ble inku-
bert 1 en 96 bregnnsplate med 5 pl av testforbindelsen av
interesse ved sluttkonsentrasjoner som strekker seg over
0,002 pM til 30 puM ved 30 °C 1 10 min. Typisk ble en 12-
punkts titrering utfegrt ved & fremstille serielle fortyn-
ninger (fra 10 mM forbindelsestamlegsninger) med DMSO av
testforbindelsene i datterplater. Reaksjonen ble initiert
ved tilsetningen av 20 pl ATP (sluttkonsentrasjon 20 pM).
Reaksjonshastighet ble oppnadd ved & anvende en Molecular
Devices Spectramax plateleser (Sunnyvale, CA) over 10 min
ved 30 °C. Ki-verdiene ble bestemt fra hastighetsdata som

en funksjon av inhibitorkonsentrasjon.

De fwlgende forbindelser ble vist & ha Ki-verdier mindre
enn 0,1 pM for GSK-3: forbindelser IV-15, IV-16, IV-17, IV-
20, Iv-25, 1IvV-26, IV-30 og IV-34.

De folgende forbindelser ble vist & ha Ki-verdier mellom
0,1 og 1,0 puM for GSK-3: forbindelser IV-10, IV-11, IV-12,
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Iv-13, Iv-14, Iv-19, Iv-21, Iv-22, IV-23, IvV-24, IV-3, IV-
4, 1IV-6, IV-7, IV-8, IV-29, IV-31, IV-32, IV-33 og IV-36.

Biologisk test - Eksempel 2

Ki-bestemmelse for hemmingen av AURORA-2

Forbindelser ble undersgkt pa den feolgende mate for sin

evne til & hemme Aurora-2 ved & anvende et standard koblet
enzymassay (Fox et al (1998) Protein Sci 7, 2249).

Til en assaystambufferlgsning inneholdende 0,1 M HEPES 7,5,
10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 25 mM NaCl, 2,5 mM fosfoenolpyruvat,
300 mM NADH, 30 mg/ml pyruvatkinase, 10 mg/ml laktatde-
hydrogenase, 40 mM ATP og 800 pM peptid (LRRASLG, American
Peptide, Sunnyvale, CA) ble en DMSO-lgsning av en forbin-
delse av den foreliggende oppfinnelse tilsatt til en slutt-
konsentrasjon pa 30 uM. Den resulterende blanding ble inku-
bert ved 30 °C i 10 min. Reaksjonen ble initiert ved til-
setningen av 10 pl Aurora-2-stamlegsning for & gi en slutt-
konsentrasjon pa 70 nM 1 assayet. Reaksjonshastighetene
ble oppnadd ved & overvake absorbans ved 340 nm over en 5
minutters avlesningstid ved 30 °C ved & anvende en BioRad
Ultramark plateleser (Hercules, CA). K;-verdiene ble be-
stemt fra hastighetsdata som en funksjon av inhibitorkon-
sentrasjon.

De fwlgende forbindelser ble vist & ha Ki-verdier mindre
enn 0,1 pM for Aurora-2: forbindelser IV-7, IV-30, IV-32 og
IV-34,

De fwlgende forbindelser ble vist & ha Kij-verdier mellom
0,1 og 1,0 pM for Aurora-2: forbindelser IV-3, IV-4, IV-§,
Iv-29, IV-33 og V-4.

De fglgende forbindelser ble vist & ha K;-verdier mellom
1,0 og 20 pM for Aurora-2: forbindelse IV-31l.
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Biologisk test - Eksempel 3

CDK-2-hemmingsassay

Forbindelser ble undersgkt pa den feslgende mate for sin
evne til & hemme CDK-2 ved & anvende et standard koblet en-
zymassay (Fox et al (1998) Protein Sci 7, 2249).

Til en assaystambufferlgsning inneholdende 0,1 M HEPES 7,5,
10 mM MgCl;, 1 mM DTT, 25 mM NaCl, 2,5 mM fosfoenolpyruvat,
300 mM NADH, 30 mg/ml pyruvatkinase, 10 mg/ml laktatdehyd-
rogenase, 100 mM ATP og 100 pM peptid (MAHHHRSPRKRAKKK,
American Peptide, Sunnyvale, CA) ble en DMSO-lgsning av en
forbindelse av den foreliggende oppfinnelse tilsatt til en
sluttkonsentrasjon pa 30 pM. Den resulterende blanding ble
inkubert ved 30 °C i 10 min.

Reaksjonen ble initiert ved tilsetningen av 10 pl CDK-
2/Cyclin A-stamlgsning for & gi en sluttkonsentrasjon pa 25
nM 1 assayet. Reaksjonshastighetene ble oppnadd ved a
overvake absorbans ved 340 nm over en 5 minutters av-
lesningstid ved 30 °C ved & anvende en BioRad Ultramark
plateleser (Hercules, CA). Ki-verdiene ble bestemt fra
hastighetsdata som en funksjon av inhibitorkonsentrasjon.

Biologisk test - Eksempel 4

ERK-Hemmingsassay

Forbindelser ble vurdert for hemmingen av ERK2 ved et spek-
trofotometrisk koblet enzymassay (Fox et al (1998) Protein
Sci 7, 2249). 1 dette assay ble en fast konsentrasjon av
aktivert ERK2 (10 nM) inkubert med forskjellige konsentra-
sjoner av forbindelsen i DMSO (2,5 %) i 10 min. ved 30 °C i
0,1 M HEPES-buffer, pH 7,5, inneholdende 10 mM MgCl2, 2,5
mM fosfoenolpyruvat, 200 pM NADH, 150 pg/ml pyruvatkinase,
50 png/ml laktatdehydrogenase og 200 puM erktidpeptid. Reak-
sjonen ble initiert ved tilsetningen av 65 pM ATP. Hastig-
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heten av minskning av absorbanse ved 340 nM ble overvaket.
ICsp ble evaluert fra hastighetsdata som en funksjon av in-
hibitorkonsentrasjon.

Den fglgende forbindelse ble vist & ha en Ki-verdi pd <1 uM
for ERK-2: IV-4.

Biologisk test - Eksempel 5

AKT-hemmingsassay

Forbindelser ble undersgkt for sin evne til & hemme AKT ved
a anvende et standard koblet enzymassay (Fox et al., Pro-
tein Sci., (1998) 7, 2249). Assayer ble utfegrt i en blan-
ding av 100 mM HEPES 7,5, 10 mM MgCl,, 25 mM NaCl, 1 mM DTT
og 1,5 % DMSO. Endelige substratkonsentrasjoner i assayet
var 170 pM ATP (Sigma Chemicals) og 200 pM peptid (RPRAATF,
American Peptide, Sunnyvale, CA}. Assayer ble utfgrt ved
30 °C og 45 nM AKT. Sluttkonsentrasjoner av komponentene
av det koblede enzymsystem var 2,5 mM fosfoenolpyruvat, 300
uM NADH, 30 pg/ml pyruvatkinase og 10 pg/ml laktatdehydro-
genase.

En assaystambufferlgsning ble fremstilt inneholdende alle
reagensene listet over, bortsett fra AKT, DTT og testfor-
bindelsen av interesse. 56 pl av stamlgsningen ble plas-
sert 1 en 384-brgnnsplate etterfulgt av tilsetningen av 1
pl 2 mM DMSO stam inneholdende testforbindelsen (endelig
forbindelseskonsentrasjon 30 puM). Platen ble preinkubert i
ca 10 minutter ved 30 °C og reaksjonen initiert ved tilset-
ning av 10 pl enzym (sluttkonsentrasjon 45 nM) og 1 mM DTT.
Reaksjonshastigheter ble oppnadd ved & anvende en BioRad
Ultramark plateleser (Hercules, CA) over en 5 minutters av-
lesningstid ved 30°C. Forbindelser som viste steorre enn 50
% hemming versus standardbrgnner inneholdende assayblan-
dingen og DMSO uten testforbindelse ble titrert for & be-

stemme ICso-verdier.
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Biologisk test - Eksempel 6

Src-hemmingsassay

Forbindelsene ble evaluert som inhibitorer av human Src-ki-
nase ved & anvende enten et radiocaktivitetsbasert assay el-
ler spektrofotometrisk assay.

Src-hemmingsassay A: Radioaktivitetsbasert assay

Forbindelsene ble undersgkt som inhibitorer av full-lengde
rekombinant human Src-kinase (fra Upstate Biotechnology,
cat. no. 14-117) uttrykket og renset fra baculovirale cel-
ler. Src kinase-aktivitet ble overvadket ved & felge inkor-
poreringen av 3°P fra ATP inn i tyrosinet av et vilkarlig
poly Glu-Tyr-polymersubstrat med sammensetning, Glu:Tyr =
4:1 (Sigma, cat. no. P-0275). De fglgende var sluttkon-
sentrasjonene av assaykomponentene: 0,05 M HEPES, pH 7,6,
10 mM MgCl,, 2 mM DTT, 0,25 mg/ml BSA, 10 uM ATP (1-2 nCi
33P-ATP per reaksjon), 5 mg/ml poly Glu-Tyr og 1-2 enheter
av rekombinant human Src-kinase. I et typisk assay ble
alle reaksjonskomponentene med ekspresjonen av ATP for-
h&dndsblandet og delt i like deler i assayplatebrgnner. In-
hibitorer lgst i DMSO ble tilsatt til bregnnene for & gi en
endelig DMSO-konsentrasjon pa 2,5 %. Assayplaten ble inku-
bert ved 30 °C i 10 min feor initiering av reaksjonen med
¥p-ATP. Etter 20 min reaksjon ble reaksjonene stanset med
150 pnl 10 % trikloreddiksyre (TCA) inneholdende 20 mM
Na3;P0O,. De stansede prgver ble deretter overfgrt til en
96-brenns filterplate (Whatman, UNI-Filter GF/F Glass Fiber
Filter, cat no. 7700-3310) installert pa en filterplate-va-
kuummanifold. Filterplater ble vasket fire ganger med 10 %
TCA inneholdende 20 mM Na3;P0O; og deretter 4 ganger med me-
tanol. 200 pl scintillasjonsvaske ble deretter tilsatt til
hver brgnn. Platene ble forseglet og mengden av radioakti-
vitet assosiert med filterne ble kvantifisert pa en Top-
Count scintillasjonsteller. Radioaktiviteten inkorporert
ble plottet som en funksjon av inhibitorkonsentrasjonen.
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Data ble tilpasset til en konkurranse- hemmings kinetikkmo-
dell for & fa K; for forbindelsen.

Src-hemmingsassay B: Spektrofotometrisk assay

ADP produsert fra ATP av den humane rekombinante Src ki-
nase-katalyserte fosforylering av poly Glu-Tyr-substrat ble
kvanitifisert ved & anvende et koplet enzymassay (Fox et al
(1998) Protein Sci 7, 2249). I dette assay oksideres ett
molekyl NADH til NAD for hvert molekyl ADP produsert i ki-
nasereaksjonen. Forsvinningen av NADH kan beleilig fglges
ved 340 nm.

De feolgende var sluttkonsentrasjonene av assaykomponentene:
0,025 M HEPES, pH 7,6, 10 mM MgCl2, 2 mM DTT, 0,25 mg/ml
poly Glu-Tyr og 25 nM rekombinant human Src kinase. Slutt-
konsentrasjoner av komponentene av det koblede enzymsystem
var 2,5 mM fosfoenolpyruvat, 200 uM NADH, 30 pg/ml pyruvat-
kinase og 10 pg/ml laktatdehydrogenase.

I et typisk assay ble alle reaksjonskomponentene bortsett
fra ATP forhandsblandet og delt i like deler i assaypla-
tebrgnner. Inhibitorer lgst i DMSO ble tilsatt til bren-
nene for & gi en endelig DMSOkonsentrasjon pa 2,5 %. As-
sayplaten ble inkubert ved 30°C i 10 min f@r initiering av
reaksjonen med 100 pM ATP. Absorbansendringen ved 340 nm
med tid, reaksjonshastigheten, ble overvaket pa en molecu-
lar devices plateleser. Hastighetsdataene som en funksjon
av inhibitorkonsentrasjonen ble tilpasset til konkurranse-
hemmingskinetikkmodell for & f£4& Ki for forbindelsen.

Den fglgende forbindelse ble vist & ha en Ki-verdi pa <100
nM pa SRC: IV-32.

Den fglgende forbindelse ble vist & ha en K;-verdi pd mel-
lom 100 nM og 1 pM for SRC: IV-30.
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Den folgende forbindelse ble vist & ha en Ki-verdi pd mel-
lom 1 pM og 6 puM for SRC: IV-31.
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Patentkravw

1. Forbindelse med formel IV:

eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, hvori:

Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte fenyl
eller pyridyl eventuelt er substituert med C;_salkyl,
halogen eller CF;; eller D er 2,3-dihydro-benzo[l,4]dioksan
eller piperidinyl eventuelt substituert med C;_galkyl;

R* og RY er uavhengig valgt fra H, Ci-salkyl, nitro, amino,
Ci-¢alkoksylC;i-galkyl, fenyl og —-S-(fenyl), hvori nevnte
fenyl eventuelt er substituert med C;-galkoksy eller

NHC (=0) CH3; eller R* og RY tas sammen med sine tilstgtende
atomer for & danne en kondensert, umettet eller delvis
umettet, 5-8-leddet ring med 1-3 ringheteroatomer valgt fra
oksygen, svovel eller nitrogen hvori nevnte ring eventuelt

er substituert med CHxfenyl;

R? og R? er uavhengig valgt fra H, Ci-¢alkyl,
Ci-galkoksylkarbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl;
eller R® og R* tas sammen med sine tilstetende atomer for &
danne en benzoring eventuelt substituert med fluor.

2. Forbindelse ifglge krav 1, hvori forbindelsen har ett

eller flere trekk valgt fra gruppen bestaende av:
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(a) Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte
fenyl eller pyridyl eventuelt er substituert med C;_galkyl,
halogen eller CF3;

(b) R* er hydrogen eller C;-salkyl og RY er H, C;-galkyl,
nitro, amino, Ci-¢alkoksylCi;_galkyl, fenyl og -S-(fenyl),
hvori nevnte fenyl eventuelt er substituert med Ci;-galkolksy
eller NHC(=0)CH;; eller R* og RY tas sammen med sine
tilstotende atomer for & danne en 5-7-leddet umettet eller
delvis umettet ring med 1-2 ringheterocatomer; og

(c) R?¥ er hydrogen eller metyl og R® er H, Ci_salkyl,
Ci-galkoksylkarbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl;
eller R® og R* tas sammen med sine tilstetende atomer for &

danne en benzoring.
3. Forbindelse ifglge krav 2, hvori:

(a) Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte
fenyl eller pyridyl eventuelt er substituert med C;-g¢alkyl,
halogen eller CFs;

(b) R* er hydrogen eller C;-salkyl og RY er H, Ci:-galkyl,
nitro, amino, C;-¢alkoksylC;_galkyl, fenyl og —-S-(fenyl),
hvori nevnte fenyl eventuelt er substituert med C;_¢alkoksy
eller NHC(=0)CHs3, eller R* og RY tas sammen med sine
tilstetende atomer for a danne en 5-7-leddet umettet eller
delvis umettet ring med 1-2 ringheteroatomer; og

(c) R¥ er hydrogen eller metyl og R? er H, Ci-salkyl,
Ci-galkoksylkarbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl,
eller R? og R* tas sammen med sine tilstgtende atomer for &

danne en benzoring.

4. Forbindelse ifglge krav 2, hvori forbindelsen har ett

eller flere trekk valgt fra gruppen bestaende av:
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(a) Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte
fenyl eller pyridyl eventuelt er substituert med C;_galkyl,
halogen eller CF3;

(b) R* er hydrogen eller metyl og RY er H, Ci-salkyl, amino
eller Ci;_galkoksylCigalkyl; eller R* og RY tas sammen med
sine tilstgtende atomer for & danne en 5-7-leddet umettet

eller delvis umettet ring med 1-2 ringnitrogener.
5. Forbindelse ifeglge krav 4, hvori:

(a) Ring D er valgt fra fenyl eller pyridyl, hvori nevnte
fenyl eller pyridyl eventuelt er substituert med Ci_¢alkyl,
halogen eller CF3;

(b) R* er hydrogen eller metyl og RY er H, C;_galkyl, amino
eller Ci_galkoksylCigalkyl, eller R* og R’ tas sammen med
sine tilstwstende atomer for & danne en 5-7-leddet umettet
eller delvis umettet ring med 1-2 ringnitrogener.

6. Forbindelse ifglge krav 4, hvori forbindelsen har ett

eller flere trekk valgt fra gruppen bestaende av:

(a) R* og RY tas sammen med sine tilstgtende atomer for &
danne en 6-leddet umettet eller delvis umettet ring med 1-2

ringnitrogener; og

(c) R?* er hydrogen og R? er H, Ci-salkyl, Ci-salkoksyl-
karbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl, eller R? og R*
tas sammen med sine tilstetende atomer for & danne en

benzoring.
7. Forbindelse ifglge krav 6, hvori:
(a) R* og RY tas sammen med sine tilstgtende atomer for &

danne en 6-leddet umettet eller delvis umettet ring med 1-2

ringnitrogener; og
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(c) R?* er hydrogen og R? er H, Ci_salkyl,
Ci-salkoksylkarbonyl, fenyl, furanyl eller cyklopropyl,
eller R? og R? tas sammen med sine tilstetende atomer for &

danne en benzoring.

5 8. Forbindelse ifglge krav 1, hvori forbindelsen er wvalgt

fra de fglgende forbindelser:
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9. Sammensetning omfattende en forbindelse ifglge et hvil-
ket som helst av kravene 1-8 og en farmasgytisk akseptabel

barer.

10. Anvendelse av en forbindelse ifglge et hvilket som
helst av kravene 1-8 i fremstillingen av et medikament for
& behandle diabetes, Alzheimers sykdom, Huntingtons sykdom,
Parkinsons sykdom, AIDS-assosiert demens, amyotrofisk
lateralsklerose (AML), multippel sklerose (MS), schizo-
freni, kardiomycet hypertrofi, reperfusjon/iskemi, skal-
lethet, eller cancer valgt fra bryst, ovarium, livmorhals,
prostata, testikkel, genitourinert system, @gsofag, larynks,
glioblastom, nevroblastom, mage, hud, keratcakantom, lunge,
epidermoid karsinom, storcellet karsinom, smacellet
karsinom, lunge adenokarsinom, bein, kolon, adenom,
pankreas, adenokarsinom, skjoldbrusk, follikulert karsinom,
udifferensiert karsinom, papillerkarsinom, seminom, mela-
nom, sarkom, blarekarsinom, leverkarsinom og galleganger,
nyrekarsinom, myeloide forstyrrelser, lymfoide forstyrrel-

ser, Hodgkins, hdrceller, bukkalhulrom og farynks (oral),
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leppe, tunge, munn, farynks, tynntarm, kolon-rektum, tykk-
tarm, rektum, hjerne og sentralnervesystem og levkemi.

11. Fremgangsmate for & hemme GSK-3- eller Aurora-aktivi-
tet i en biologisk preove omfattende & kontakte den biolo-
giske prove med forbindelsen ifglge et hvilket som helst av
kravene 1 til 8.

12. Anvendelse ifglge krav 10 i1 fremstillingen av et
medikament for & behandle diabetes, Alzheimers sykdom,
Huntingtons sykdom, Parkinsons sykdom, AIDS-assosiert
demens, amyotrofisk lateralsklerose (AML), multippel
sklerose (MS), schizofreni, kardiomycet hypertrofi,
reperfusjon/iskemi og skallethet.

13. Anvendelse ifglge krav 12, hvori sykdommen er dia-

betes.

14. Anvendelse ifglge krav 12, hvori sykdommen er

Alzheimers sykdom.

15. Anvendelse ifglge krav 12, hvori sykdommen er schi-

zofreni.

16. Anvendelse ifglge krav 10 1 fremstillingen av et
medikament for & behandle cancer valgt fra bryst, ovarium,
livmorhals, prostata, testikkel, genitourinsrt system,
gsofag, larynks, glioblastom, nevroblastom, mage, hud,
keratoakantom, lunge, epidermocid karsinom, storcellet
karsinom, smacellet karsinom, lunge adenokarsinom, bein,
kolon, adenom, pankreas, adenokarsinom, skjoldbrusk,
follikulart karsinom, udifferensiert karsinom,
papillerkarsinom, seminom, melanom, sarkom, blarekarsinom,
leverkarsinom og galleganger, nyrekarsinom, myeloide
forstyrrelser, lymfoide forstyrrelser, Hodgkins, harceller,
bukkalhulrom og farynks (oral), leppe, tunge, munn,
farynks, tynntarm, kolon-rektum, tykktarm, rektum, hjerne
og sentralnervesystem og levkemi
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17. Anvendelse ifglge krav 16, hvori canceren er melanom
eller er valgt fra kolon-, lunge-, mage- eller brystcancer.
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