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DESCRIPCION
Compuestos de imidazolonilquinolina y usos terapéuticos de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencién proporciona atropisdmeros y derivados deuterados del inhibidor de ATM 8-(1,3-dimetil-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-fluoro-5-metoxipiridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1, 3-dihidroimidazo[4,5-c]quinolin-2-ona  asi como
sales farmacéuticamente aceptables y formas sélidas de las mismas. Estos compuestos son Utiles en la inhibicion,
regulacién y/o modulacién de la transduccién de sefiales por ATM cinasa. La invencién también proporciona
composiciones que comprenden esos atropisémeros, formas sélidas, sales farmacéuticamente aceptables y
derivados deuterados de la presente invencion, asi como estas composiciones para uso en el tratamiento de
diversos trastornos relacionados con ATM cinasa, en particular cancer.

Antecedentes de la invencién

La proteina cinasa de serinaftreonina ATM (cinasa mutada de ataxia telangiectasia) pertenece a la familia de
cinasas PIKK con dominios cataliticos, que son homélogos a las cinasas fosfoinositido-3 (cinasa PI3, PI3K). Estas
cinasas estan implicadas en una variedad de funciones celulares clave, tal como el crecimiento celular, la
proliferacién celular, la migracién, la diferenciacion, la supervivencia y la adhesion celular. En particular, estas
cinasas responden al dafio del ADN activando programas de detencién del ciclo celulary reparacion del ADN (DDR:
respuesta al dafio del ADN). ATM es un producto del gen ATM y desempefia un papel clave en la reparacion del
dafio de la doble hebra del ADN (DSB: rupturas de la doble hebra) mediante recombinacion homdloga y union de
extremo a extremo no homoéloga (NHEJ). Este tipo de dafio de doble hebra es particularmente citotoxico.

Una de las principales caracteristicas de los tumores en humanos es su inestabilidad genémica, con los defectos
especificos del mecanismo de reparacién del ADN aun no conocidos en la mayoria de los canceres. Esta
inestabilidad representa el punto de partida terapéutico de la quimioterapia, que se practica predominantemente
desde hace algun tiempo. Ademas, hay algunos sindromes en los que el factor genético subyacente es la pérdida
de una mutacién asociada a la funcion de un gen que modula la respuesta al dafio de la doble hebra del ADN. Esto
incluye ataxia telangiectasia, que es causada por un gen ATM defectuoso. Una caracteristica comun de todos estos
sindromes es que causan una extrema sensibilidad a la radiacion (Lavin y Shiloh (1997) Annu. Rev. Immunol. 15:
177; Rotman y Shiloh (1998) Hum. Mol. Genet. 7: 1555). En consecuencia, las células deficientes en ATM son
sensibles a agentes y otras medidas que causan dafio al duplex del ADN, lo que convierte a la ATM en un objetivo
atractivo para la sensibilizacién a la quimioterapia y a la radiacion en el tratamiento del cancer.

En resumen, la ATM (cinasa mutada de ataxia telangiectasia) es un regulador clave de la reparacién de la ruptura
de la doble hebra del ADN, que es inducida por radio y quimioterapia ampliamente usadas. ATM transmite una
seflal generalizada a una multitud de efectores descendentes, incluido p53. Las rupturas de doble hebra no
reparadas provocan la activacién de las respuestas de los puntos de control, la detencién del ciclo celular y, en
Ultima instancia, la muerte de las células tumorales. Por lo tanto, la ATM se ha convertido en un atractivo punto de
intervencion para inhibir la reparacion de rupturas de doble hebra inducidas.

El compuesto wortmanina fue uno de los inicialmente investigados en este contexto y mostré una
radiosensibilizacion que podria atribuirse, entre otras cosas, ala inhibicion de ATM. Sin embargo, no era adecuado
para usos terapéuticos debido a su toxicidad in vivo. A partir de la estructura quimica del inhibidor de PI3K
LY294002, KuDOS Pharmaceuticals identificé el inhibidor de ATM: KU-55933 (2-morfolino-6-(tiantren-1-il)-4H-
piran-4-ona). Con este compuesto se logré la sensibilizacién a la radiacion ionizante y a los agentes
quimioterapéuticos que dafian la doble hebra del ADN (Hickson, |., et al. (2004), Cancer Res 64, 9152-9159). Sin
embargo, se encontrdé que KU-55933 no era adecuado para uso in vivo, presumiblemente debido a su alta lipofilia.
KU-60019 (2-((2S,6R)-2,6-dimetilmorfolino)-N-(5-(6-morfolino-4-oxo-4H-piran-2-il)-9H-tioxanten-2-il)-acetamida) y
KU-559403 (2-(4-metilpiperazin-1-il)-N-[5-(6-morfolino-4-oxopiran-2-ilitioxanten-2-ilJacetamida) se desarrollaron
posteriormente, y KU-559403 fue aclamado lo suficientemente prometedor como para entrar en un ensayo clinico
para el tratamiento de tumores sdlidos avanzados.

Hay otros inhibidores de ATM que respaldan la nocién anterior en el sentido de que actualmente se encuentran en
desarrollo clinico, por ejemplo, AZD0156, AZD1390 y M3541, incluidos los estudios clinicos que implican su
combinacioén con radioterapia.

Si bien se ha avanzado mucho en el campo de los inhibidores de ATM, sigue existiendo la necesidad de
proporcionar un compuesto que tenga una alta inhibicion de la ATM cinasa pero también una selectividad
beneficiosa sobre otras cinasas, una biodisponibilidad beneficiosa y/o una reduccion de los efectos fuera del
objetivo.
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Sumario de la invencion

La provisién de moléculas pequefias que inhiben, regulan y/o modulan eficazmente la transduccién de sefales por
ATM cinasa es deseable y un objeto de la presente invencidn. Ademas, es deseable proporcionar inhibidores de
ATM que sean selectivos, es decir, que no tengan o tengan una actividad significativamente menor contra otras
cinasas. Ademas, es deseable proporcionar inhibidores de ATMi que muestren propiedades beneficiosas con
respecto a objetivos conocidos que provocan efectos secundarios no deseados. Por o tanto, un objeto es
proporcionar compuestos que tengan efectos secundarios reducidos y/o toxicidades asociadas. Ademas, es un
objeto de la presente invencién proporcionar un inhibidor de ATM con buena biodisponibilidad. Es un objeto
adicional o alternativo de la presente invencion proporcionar un inhibidor de ATM con propiedades ventajosas en
forma sélida, tales como higroscopicidad favorablemente baja y/u otras propiedades fisicas.

Al menos un objeto como el descrito anteriormente y otros objetos se resuelven mediante atropisémeros y
derivados deuterados del inhibidor de ATM 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(3-fluoro-5-metoxipiridin-4-il)-7-metoxi-
3-metil-1,3-dihidroimidazo[4,5¢c]quinolin-2-ona (Compuesto Y) asi como formas sdélidas, farmacéuticamente
aceptables sales y composiciones del mismo.

Un aspecto de la invencion proporciona dos compuestos, que son atropisdmeros del Compuesto Y, y estan
representados por las férmulas:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otro aspecto de la presente invencidn proporciona formas sélidas del Compuesto 1:

N—N

Compuesto 1

Las sales farmacéuticamente aceptables particularmente ventajosas del Compuesto 1 comprenden el Compuesto
1 fumarato, Compuesto 1 edisilato y Compuesto 1 napsilato, que también pueden denominarse colectivamente
como "Compuestos 1-a" en lo sucesivo.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona los atropisomeros 3-a, 3-b, 4-a, 4-b, 5-a, y 5-b de los
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compuestos deuterados 3, 4,y 5:

N—N D/
\ D
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N\| >=O =
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Compuesto 3 Compuesto 4

Na

Compuesto 5.
5 cuyos atropisémeros se describen e ilustran mas adelante.
Breve descripcion de las figuras
La figura 1 representa un espectro de RMN 'H anotado del Compuesto 1.
La figura 2 representa un espectro de RMN '3C anotado del Compuesto 1.
La figura 3 representa un espectro de RMN '°F anotado del Compuesto 1.
10 La figura 4 representa un espectro UV-Vis del Compuesto 1 en Metanol.
La figura 5 representa un cromatograma de HPLC de los Compuestos 1y 2.
La figura 6 muestra un diagrama de flujo de la preparacion del Compuesto 1.
La figura 7 representa una estructura cristalina del Compuesto-1-Dibenzoil-D-tartrato (7A) y XRPD (7B) del mismo.
La figura 8 representa una estructura cristalina del Compuesto-2-Dibenzoil-L-tartrato.

15 La figura 9 representa un grafico del comportamiento de disolucién sin hundimiento en FaSSIF del Compuesto 1y
sales especificas del mismo.

La figura 10 representa un patrén de difraccién de rayos X en polvo (XRPD) de una forma sdélida de fumarato del
Compuesto 1.
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La figura 11 representa un patrén de difraccién de rayos X en polvo (XRPD) de una forma sélida de napsilato del
Compuesto 1.

La figura 12 representa un patron de difraccién de rayos X en polvo (XRPD) de una forma sélida de edisilato del
Compuesto 1.

La figura 13 representa un patrén de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la Forma A2 sélida del Compuesto
1.

La figura 14 representa un patrén de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la Forma A1 sélida del Compuesto
1.

La figura 15 representa un patrén de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la Forma A3 sélida del Compuesto
1.

La figura 16 representa un patrén de difraccién de rayos X en polvo (XRPD) de la Forma NF9 sélida del Compuesto
1.

La figura 17 representa un patron de difraccidon de rayos X en polvo (XRPD) de la Forma H1 sélida del Compuesto
1 hidratado.

La figura 18 representa un patrdn de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de la forma H2 sélida del compuesto
1 hidratado.

La figura 19 representa un patron de difracciéon de rayos X en polvo (XRPD) de la Forma NF19 sdlida del
Compuesto 1.

La figura 20 muestra una fuerte inhibicién del crecimiento tumoral inducida por irradiacion (IR) y la administracion
concomitante del Compuesto 1 oral (6 x 5 dias, 2 Gy; Modelo de tumor FaDu SCCHN).

La figura 21 muestra los resultados de una evaluacién in vivo de la actividad antitumoral del Compuesto 1y un
inhibidor de ATM comparativo en combinacidn con olaparib, en un modelo de xenoinjerto de cancer de mama triple
negativo derivado del paciente HBCx-10.

La figura 22 muestra una curva de calentamiento DSC de la Forma A2 del Compuesto 1.

La figura 23 muestra una curva de calentamiento TGA de la Forma A2 del Compuesto 1.

La figura 24 muestra una isoterma de absorcién de agua DVS (25°C) de la Forma A2 del Compuesto 1.

La figura 25 muestra una curva de calentamiento DSC de la Forma A1 del Compuesto 1.

La figura 26 representa una curva de calentamiento TGA de la Forma A1 del Compuesto 1.

La figura 27 muestra una isoterma de absorcién de agua DVS (25°C) de la Forma A3 del Compuesto 1.

La figura 28 representa una curva de calentamiento DSC de la Forma H2 del Compuesto 1 (hidrato).

La figura 29 muestra una curva de calentamiento TGA de la Forma H2 del Compuesto 1 (hidrato).

La figura 30 muestra una isoterma de absorcién de agua DVS (25°C) de la Forma H2 del Compuesto 1 (hidrato).
La figura 31 representa una curva de calentamiento DSC del Fumarato del Compuesto 1 (Forma NF6).

La figura 32 muestra una curva de calentamiento TGA del Fumarato del Compuesto 1 (Forma NF6).

La figura 33 muestra una isoterma de absorcion de agua DVS (25°C) del Fumarato del Compuesto 1 (Forma NF6).
La figura 34 representa una curva de calentamiento DSC del Napsilato del Compuesto 1 (NF7).

La figura 35 muestra una curva de calentamiento TGA del Napsilato del Compuesto 1 (NF7)
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La figura 36 representa una isoterma de absorcion de agua DVS (25°C) del Napsilato del Compuesto 1 (NF7).
La figura 37 representa una curva de calentamiento DSC del Edisilato del Compuesto 1 (NF8).

La figura 38 muestra una curva de calentamiento TGA del Edisilato del Compuesto 1 (NF8).

La figura 39 representa una isoterma de absorcion de agua DVS (25°C) del Edisilato del Compuesto 1 (NF8).
La figura 40 muestra un XRPD de un metanolato del Compuesto 1 en forma sélida S1.

La figura 41 representa un XRPD de una mezcla de hidrato/metanolato del Compuesto 1 en forma sdlida S2.
La figura 42 muestra un XRPD de un solvato de THF del Compuesto 1 en forma sdlida S3.

La figura 43 representa un XRPD de un solvato de dioxano del Compuesto 1 en forma sélida NF11.

La figura 44 muestra un XRPD de un solvato de cloroformo del Compuesto 1 en forma sélida NF15.

La figura 45 representa un XRPD de un solvato de acido acético del Compuesto 1 en forma sdélida NF16.

La figura 46 muestra un XRPD de un solvato de acido acético del Compuesto 1 en forma solida NF18.

La figura 47 representa un XRPD de un solvato de 1,4-dioxano del Compuesto 1 en forma sdélida NF29.

La figura 48 muestra un XRPD de un solvato de diclorometano del Compuesto 1 en forma sélida NF32.

La figura 49 representa un XRPD de un solvato de NMP (N-metil-2-pirrolidona) del Compuesto 1 en forma sélida
NF33.

La figura 50 muestra un XRPD de un solvato de acetonitrilo del Compuesto 1 en forma solida NF35.

La figura 51 representa un XRPD de un solvato de 1,4-dioxano del Compuesto 1 en forma sdélida NF36.
La figura 52 muestra un XRPD de un solvato de dimetilacetamida del Compuesto 1 en forma sélida NF37.
Descripcion detallada de la invencion

La solicitud de patente internacional WO2016/155844 describe compuestos de imidazolonil quinolina que inhiben,
regulan y/o modulan efectivamente la transduccion de sefiales por la ATM cinasa. Los compuestos incluyen el
Compuesto Y:

pY
\

Y N
¥ N
| ¥—0
NP~
\

Compuesto Y
El compuesto Y se designa como Ejemplo 4 en el documento WO2016/155844 y es activo en una variedad de
ensayos y modelos terapéuticos que demuestran la inhibicién selectiva de ATM cinasa sobre Pl3Kalfa, PI3Kbeta,
PI3Kdelta, PI3Kgamma y mTOR (en ensayos enzimaticos y celulares).

Los términos usados aqui para la definicién de los compuestos se basan generalmente en las reglas de la
organizacion IUPAC para compuestos quimicos y en particular compuestos organicos.

Sorprendentemente, se ha descubierto ahora que el Compuesto Y existe en forma de dos atropisémeros, que
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pueden aislarse y son beneficiosamente estables, y que esos atropisémeros presentan caracteristicas
sorprendentes y muy deseables.

De acuerdo con un aspecto, la presente invencion proporciona los siguientes dos compuestos, que son
atropisémeros del Compuesto Y:

*  8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,  3-dihidro-imidazo[4,5-
c]quinolin-2-ona (Compuesto 1) y

*  8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Ra)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,  3-dihidro-imidazo[4,5-
c]quinolin-2-ona (Compuesto 2),

asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos 1y 2 se representan por las siguientes formulas:

\

N—N

Compuesto 1 Compuesto 2

en donde las secciones en negrita y discontinua de los compuestos 1 y 2 indican la rotacién parcial del anillo de
piridina fuera del plano en donde esta situado el anillo triciclico.

Un experto en la técnica apreciara que el término "atropisémero” como se usa en este documento se refiere a un
estereoisdémero que surge debido a una rotacion restringida alrededor de un enlace simple que crea un eje quiral.
Se apreciara ademas que la barrera de rotacién alrededor de esa enlace sencillo tiene que ser suficientemente
alta para permitir el aislamiento de un solo atropisdmero. Esa barrera de rotacién puede resultar, por ejemplo, de
interacciones estéricas con otros residuos de la misma molécula restringiendo asi esa rotacién alrededor de esa
enlace sencillo. Tanto los factores estéricos como los electrénicos entran en juego y pueden reforzarse o
contrarrestarse entre si.

El uso de compuestos quirales que contienen atomos de carbono asimétricos esta bien establecida en el
descubrimiento de farmacos, en principio. En particular, se sabe en |la técnica que las mezclas racémicas de dos
compuestos quirales normalmente consisten en un enantiémero mas activo y uno menos activo en comparacién
con la mezcla racémica. Por lo tanto, el uso de solo uno de los dos enantiémeros puede ser ventajosa para mejorar
la potencia global del compuesto.

Sin embargo, el uso de atropisdmeros, que son estereocisémeros que surgen solo debido a una rotacion impedida
alrededor de un enlace simple, generalmente se considera indeseable. En particular, los atropisémeros se
consideran comunmente como una desventaja en el descubrimiento de farmacos, ya que la estabilidad de estos
isémeros depende de las diferencias de energia que resultan de la deformacion estérica u otros factores que crean
una barrera a la rotacion alrededor de esa enlace simple. A diferencia de los compuestos quirales que resultan de
atomos de carbono asimétricos, la atropisomeria no se puede predecir facilmente. En particular, generalmente no
es posible predecir facilmente la estabilidad de un atropisémero. En particular, la altura de esa barrera energética
determina el tiempo de la interconversion de dos atropisdmeros correspondientes. La interconversién de un
atropisémero biologicamente activo en el otro atropisémero correspondiente puede, por lo tanto, reducir su
actividad biolégica e introducir efectos fuera del objetivo u otros efectos no deseados. Por lo tanto, solo los
atropisémeros estables que poseen una barrera de energia suficientemente alta pueden ser adecuados en el
descubrimiento de farmacos.

Se ha descubierto sorprendentemente que los atropisémeros Compuesto 1y Compuesto 2 no se interconvierten
significativamente en el otro atropisdmero respectivo, incluso después de largos periodos de tiempo de mas de
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diez afios (Una semivida rotacional de >10 diez afios se determiné mediante simulaciones por computadora) y a
temperaturas superiores a la temperatura ambiente. Se ha evaluado que la temperatura de inversién de los
atropisémeros es superior a 100°C en solucién. Esta muy buena estabilidad se ha confirmado experimentalmente.
Hace que esos atropisomeros sean facilmente adecuados para la aplicacién, fabricacién y formulacién
farmacéuticas y proporciona una vida util suficiente.

La estructura absoluta del Compuesto 1 se ha determinado basandose en la sal del acido (2S,3S)-dibenzoil-D-
tartarico, asi como a partir de la difraccion de rayos X de la Forma A2 sélida, que se describira con mas detalle a
continuacién. La estructura del Compuesto 1 ha sido probada por los resultados de espectroscopia (RMN, MS, IR
y UV), difraccion de rayos X, analisis elemental y polarimetria. Los espectros de RMN 'H, 13C y °F del Compuesto
1 se muestran en las figuras 1 a 3, el espectro UV-Vis se muestra en la figura 4, El XRPD de la Forma A2 sdlida
del Compuesto 1 se ilustra en la figura 13. La estructura cristalina y XRPD del Compuesto-1-dibenzoil-D-tartrato
se muestran en las figuras 7Ay 7B, la estructura cristalina del Compuesto-2-Dibenzoil-L-tartrato se ilustra en la
figura 8.

Los Compuestos 1y 2 soninhibidores muy potentes de la ATM cinasa. Como se ilustra en la Tabla 1, el Compuesto
1 tiene evidentemente valores superiores de inhibicion de ATM en todos los ensayos en comparacién con el
Compuesto Y, que es una mezcla de los Compuestos 1y 2:

Tabla 1

Ensayo / ICso Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto Y

ATM

(Conc. de ATP = 10 uM) 0,20 nM 0,63 nM 0,22 nM

ATM 0,7 nM 8,8 nM 1,9 nM
(Conc. de ATP = 1000 pM)

pCHK2

o 13 nM 76 nM 86 nM
(ATM mecanistico celular, HCT-

116)

Auln mas, esos compuestos son selectivos sobre cinasas relacionadas, incluyendo mTOR (> 30.000 nM), DNA-PK
y, mas notablemente, ATR. Sorprendentemente, tanto los Compuestos 1 como 2 son inhibidores menos potentes
de la cinasa ATR en comparacion con el Compuesto Y, es decir, mas ventajosos en términos de selectividad.

Tabla 2
Ensayo / ICso Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto Y
IATR 10.000nM >28.000 nM 5060 nM
pCHK1

> 24.000 nM >30.000 nM 7900 nM
(ATR  mecanistico celular,
HCT-116)
DNA-PK 600 nM 1290 nM 980 nM
pDNA-PK

>30.000 nM >30.000 nM >30.000 nM

(DNA-PK mecanistico celular,
HCT-116)

Si bien el Compuesto 2 no es diferente del Compuesto Y en lo que respecta a la inhibicién de ATM (ver Tabla 1),
tiene una selectividad significativamente mejor sobre ATR y DNA-PK que el Compuesto Y, tal como se desprende
de la Tabla 2 anterior.




10

15

20

25

30

ES 2984 074 T3

Por lo tanto, los compuestos de la presente invencién pueden usarse de manera particularmente ventajosa para
abordar de forma selectiva mecanismos de reparacién de ADN especificos, en particular la recombinacion
homodloga, que se dirige especificamente a los dafios de la doble hebra del ADN.

Una ventaja adicional de los inhibidores selectivos de ATM Compuestos 1y 2 es una reduccién de las toxicidades,
en particular en relacién con los efectos fuera del objetivo, y por tanto, la tolerabilidad de dosis de compuesto mas
altas. Porlo tanto, los compuestos de acuerdo con lainvencidn abren nuevas posibilidades en la terapia del cancer,
por ejemplo, los Compuestos 1 y 2, mas preferiblemente el Compuesto 1, pueden usarse en terapias de
combinacién dirigidas, por ejemplo, que comprenden un inhibidor de ATM potente y selectivo y un potente y otro
inhibidor selectivo, por ejemplo inhibidor de ATR.

En general, se ha encontrado que el Compuesto 1 tiene la combinacidon general de propiedades mas beneficiosa.
Sorprendentemente, no solo tiene las mejores propiedades inhibidoras de ATM, sino también los mejores valores
de aclaramiento microsémico y la inhibicion mas baja de la fosfodiesterasa (PDE) 2A1, asi como de PDE4A1AY
PDE4D2. La inhibicion de la fosfodiesterasa en si misma estd asociada con una variedad de efectos
farmacologicos, y los inhibidores de PDE estan disponibles como medicamentos para el tratamiento de una
diversidad de afecciones, que incluyen depresién, esclerosis multiple y enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
por nombrar solo algunas, todas las cuales constituirian efectos fuera del objetivo en el presente caso. También se
sabe que la inhibiciéon de PDE4 esta asociada con el riesgo de inducir nauseas vy, por lo tanto, debe evitarse. Por
lo tanto, son deseables valores altos de IC50, es decir, unainhibicidn deficiente de estos objetivos fuera de objetivo.
Como es evidente a partir de la siguiente Tabla 3, el Compuesto 1 tiene valores de IC50 para la inhibicién de PDE4
que son en un factor de aproximadamente 5 mas altos que los del Compuesto Y.

Tabla 3

Ensayo /IC50 Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto Y
CLint (humano/rata/raton)i<10, <10, 22 <10, <10, 103 19,19,61
[ul/min/mg proteina]

PDE2A1 2,2 uM 3,9 UM 1,4 uM
PDE4A1A 5,2 UM 0,93 uM 1,1 UM
PDE4D2 3,0 UM 0,44 uM 0,6 UM

La Tabla 4 ilustra otros parametros ventajosos del Compuesto 1, incluida una biodisponibilidad favorablemente alta
de aproximadamente 80% y propiedades favorables con respecto a CYP y hERG (canal de iones cardiacos), lo
ultimo que indica que no hay interacciones relevantes para la seguridad con el canal de iones de hERG Kv11.1
cardiaco son de esperar.

Tabla 4

Compuesto 1

Ki Kv11.1 hERG canal iénico cardiaco (pinza de parche) > 30 uM
Inhibicién de CYP > 20 uM
Biodisponibilidad (parametro humano predicho) -80%

Ademas, se encontrd sorprendentemente que tanto el Compuesto 1 como el 2 muestran una solubilidad
significativamente mejorada en soluciones amortiguador bioldgicas (ver Tabla 5 a continuacién) en comparacién
con el Compuesto Y. El aclaramiento plasmatico humano lento previsto y la alta biodisponibilidad del Compuesto
1 contribuyen a los requisitos apropiados de dosis bajas.
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Tabla 5

Solubilidad Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto Y
PBS, pH 7,4 - 100 pg/mi - 100 pg/mi 19 pg/ml
FaSSiF, pH 6,5 242 pg/ml 216 pg/ml 52 ug/ml
FeSSiF, pH 5,0 731 pg/ml - 800 pg/mi 201 pg/ml

Las estructuras representadas para los Compuestos 1 0 2 pretenden incluir compuestos que difieren solo en la
presencia de uno 0 mas atomos enriquecidos isotépicamente. Por ejemplo, H, C, N, en cada caso también incluyen
los isétopos mas pesados de estos atomos. Esto se aplica, en particular, al H, en donde se puede emplear
ventajosamente deuterio o tritio, y a la sustitucién de un carbono por un carbono enriquecido con '3C o '#C que
también esté dentro del alcance de esta invencién. En ciertas realizaciones preferidas, no se usan atomos
enriquecidos isotopicamente, en sulugar, los atomos se usan en sus formas naturales con respecto a la distribucién
de isétopos.

Se considerara que la referencia a compuestos o sales de acuerdo con la presente invencion también incluye
formas solvatadas, es decir, solvatos de los mismos, es decir, solvatos tanto de la forma libre como de una sal. Se
considera que los solvatos significan aductos de moléculas de solvente inertes sobre los compuestos que se
forman debido a su fuerza de atraccion mutua. Los solvatos son, por ejemplo, mono o dihidratos o alcoholatos. Las
realizaciones ejemplares de solvatos se describen con mas detalle a continuacion.

Como se expuso anteriormente, la presente invencion proporciona dos atropisomeros estables, los Compuestos 1
y 2, La preparacién de estos dos atropisomeros se basa tipicamente en técnicas de separacion y purificacion, tal
como se describira con mas detalle a continuacion. El experto en la técnica apreciara que esto puede no producir
productos perfectamente puros. Sin embargo, la presente invencion proporciona el Compuesto 1 sustancialmente
libre de Compuesto 2 y el Compuesto 2 sustancialmente libre de Compuesto 1, "Sustancialmente libre" en el
presente contexto significara preferiblemente que el Compuesto 1 sustancialmente puro puede contener como
maximo un 20% en peso de Compuesto 2 o sal del mismo, preferiblemente como méaximo 15% en peso, mas
preferiblemente como méaximo 10% en peso, por ejemplo como maximo 5% en peso, tal como maximo 2,5% en
peso, tal como maximo 1% en peso, tal como méaximo 0,5% en peso 0 como maximo 0,1% en peso del Compuesto
2 o sal del mismo, en donde el resto hasta el 100% esta compuesto por el Compuesto 1, En un ejemplo, el
Compuesto 1 sustancialmente puro puede consistir en el 99% en peso del Compuesto 1y el 1% en peso de
Compuesto 2, Lo mismo se aplica viceversa al Compuesto 2, es decir, que el Compuesto 2 esté sustancialmente
libre de Compuesto 1 significara preferiblemente que el Compuesto 2 puro puede contener como maximo un 20%
en peso de Compuesto 1 o una sal del mismo, con los intervalos preferidos descritos para el Compuesto 1 siendo
igualmente aplicable (viceversa) por analogia. Ademas, la referencia al Compuesto 1 o una sal del mismo,
respectivamente el Compuesto 2 o una sal del mismo, incluira todos los solvatos y formas soélidas, tales como las
descritas en el presente documento mas adelante, incluso sin mencidn especifica, a menos que se describa
explicitamente de otro modo.

En otras realizaciones, la presente invencion proporciona el Compuesto 1 0 2 sustancialmente libre de impurezas.
Como se usa en este documento, el término "sustancialmente libre de impurezas" significa que el compuesto no
contendra ninguna cantidad significativa de materia extrafia. Esa materia extrafia puede incluir el Compuesto 1
residual o una sal del mismo, el Compuesto 2 residual o una sal del mismo, solventes residuales o cualquier otra
impureza que pueda resultar de la preparacién y/o aislamiento del Compuesto 1 0 2, En ciertas realizaciones, el
Compuesto 1 no puede contener mas del 30% en peso de materias extrafias, el resto hasta el 100% en peso esta
compuesto por el Compuesto 1, preferiblemente no mas del 25% en peso, no mas del 20% en peso, no mas del
15% en peso, no mas del 10% en peso, no mas del 7,5% en peso, no mas del 5% en peso, no mas del 1% en
peso, no mas del 0,5% en peso o no mas del 0,1% en peso. Las mismas realizaciones ejemplares son validas, por
analogia, para el Compuesto 2, Ademas, como antes, la referencia al Compuesto 1 o sal del mismo,
respectivamente Compuesto 2 o sal del mismo, incluira todos los solvatos y formas sélidas, tales como las descritas
aqui mas adelante, a menos que se describa explicitamente lo contrario.

De acuerdo con otra realizacion, el Compuesto 1 0 2, respectivamente, no contiene mas de aproximadamente 5,0
por ciento de area de HPLC de impurezas organicas totales y, en ciertas realizaciones, no mas de
aproximadamente 3,0 por ciento de area de HPLC de impurezas organicas totales y, en ciertas realizaciones, no
mas de aproximadamente 1,5 por ciento de area de impurezas organicas totales de HPLC en relacion con el area
total del cromatograma de HPLC. En otras realizaciones, el Compuesto 1 0 2 no contiene mas de aproximadamente
1,0 por ciento de area de HPLC de cualquier impureza individual; no mas de aproximadamente 0,6 por ciento de
area de HPLC de cualquier impureza individual y, en ciertas realizaciones, no mas de aproximadamente 0,5 por
ciento de area de HPLC de cualquier impureza individual, con respecto al area total del cromatograma de HPLC.
Por ejemplo, para el cromatograma de HPLC, puede usarse el método descrito en el Ejemplo 3,3 para el analisis
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de la pureza de los respectivos atropisémeros. De nuevo, la referencia al Compuesto 1 o una sal del mismo,
respectivamente el Compuesto 2 o una sal del mismo, incluira todos los solvatos y formas soélidas, tales como las
descritas en el presente documento mas adelante, a menos que se describa explicitamente de otro modo.

De acuerdo con otra realizacién, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz del Compuesto 1 o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizacidon
alternativa, la composicidon farmacéutica comprende una cantidad eficaz del Compuesto 2 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. De acuerdo con otra realizacién, la presente invencidn proporciona un
método para preparar tales composiciones descritas en el presente documento (por ejemplo, una composicidén que
puede incluir una cantidad eficaz de Compuesto 1 0 2). La referencia al Compuesto 1 0 2 se leera en el presente
contexto de manera que cualquier cantidad del otro atropisémero respectivo solo pueda equivaler a la que esté en
armonia con las definiciones de "sustancialmente libre de" el otro atropisdémero respectivo, "sustancialmente libre
de impurezas" o cantidad total de impurezas, respectivamente, es decir, contaré para la cantidad del compuesto
mencionado en lugar de estar presente por separado. Lo mismo se aplica a las respectivas sales. Como se expuso
anteriormente, la referencia al Compuesto 1 0 2 o0 una sal del mismo incluira igualmente cualquier forma soélida o
solvato, tal como los que se describen mas adelante en el presente documento, a menos que se describa
especificamente lo contrario. En realizaciones ejemplares, el Compuesto 1 estéd contenido en la composicién
farmacéutica en su forma libre, es decir, no de sal.

De acuerdo con otra realizacién, la presente invencidn proporciona el uso de un compuesto, una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo o una composicion (farmacéutica) de acuerdo con la presente invencion
en la fabricacion de un medicamento para tratar el cancer. En otra realizacién, la presente invencién proporciona
un compuesto o composicién farmacéutica, tal como se describe en el presente documento, para su uso como
medicamento, en particular para el tratamiento del cancer. De nuevo, la referencia a un compuesto o sal del mismo
incluira cualquier solvato o forma sélida de esos compuestos o sales, tales como los descritos en el presente
documento mas adelante, a menos que se describa explicitamente de otro modo.

Forma libre y sales

Los compuestos de acuerdo con la invencién se pueden usar en su forma libre, es decir, tal como se muestra en
las formulas anteriores. Por ejemplo, se ha descubierto que la forma libre del Compuesto 1 es particularmente
beneficiosa, y formas sélidas ejemplares del mismo, incluida una forma sélida preferida, se describiran con mas
detalle a continuacion.

Por otro lado, la presente invencidn también abarca el uso de estos compuestos en forma de sus sales
farmacéuticamente aceptables, que pueden derivarse de diversos acidos organicos e inorganicos mediante
procedimientos conocidos en la técnica. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas de los compuestos
de acuerdo con la invencién se pueden preparar mediante métodos convencionales. Un compuesto de acuerdo
con lainvencién se puede convertir en la sal de adicion de acido asociada usando un &cido, por ejemplo, mediante
la reaccién del compuesto y una cantidad equivalente o en exceso de acido en un solvente adecuado, tal como,
por ejemplo, THF o acetona seguido por cristalizacién por enfriamiento de la solucion saturada asi formada. Como
alternativa, se puede emplear cristalizacidén antisolvente o cristalizacion por evaporacion.

Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables adecuadas de los compuestos de acuerdo con la presente
invencidn, en particular el Compuesto 1, incluyen una sal de HCI, sal de sulfato, sal de tosilato, sal de besilato, sal
de lactato, en particular sal de L-lactato.

Las sales preferidas del Compuesto 1 incluyen una sal fumarato, una sal napsilato y una sal edisilato, que también
pueden denominarse colectivamente Compuestos 1a a continuacion.

El napsilato del Compuesto 1 se puede preparar a partir del Compuesto 1 usando acido naftalensulfénicoy THF o
acetona como solvente. Se obtuvo una buena cristalinidad. La proporcion preferida de Compuesto 1 : napsilato es
de aproximadamente 1:1.

El edisilato del Compuesto 1 se puede obtener usando acido etanodisulfénico y cristalizacion por enfriamiento en
acetona. La proporcion preferida de Compuesto 1 : napsilato es de aproximadamente 1:1, Se obtuvo una buena
cristalinidad.

El fumarato del Compuesto 1 puede obtenerse mediante difusién de vapor antisolvente en THF usando n-pentano
como antisolvente y acido fumarico como acido. Se demostré que la relacion de Compuesto 1 . fumarato era
aproximadamente 1. 0,9, La sal resultante tiene propiedades fisicas generales muy favorables y buena
cristalinidad. La sal fumarato es una realizacién preferida entre las sales, en parte debido a |la deseable ausencia
de propiedades higroscépicas.
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En el Ejemplo 5 se describen ejemplos detallados de métodos adecuados para preparar las sales fumarato,
napsilato y edisilato del Compuesto 1 de acuerdo con la presente invencién.

Se ha encontrado que estas sales del Compuesto 1 muestran una velocidad de disolucién inicial mas rapida que
el Compuesto 1 original. EI comportamiento de disolucidon sin hundimiento en la solucién amortiguador FaSSIF (pH
6,5) del Compuesto 1y las sales especificas del mismo se representa a modo de ejemplo en la figura 9, Las sales
con un comportamiento de disolucién ventajoso son el edisilato del Compuesto 1, el fumarato del Compuesto 1y
el napsilato del Compuesto 1, El Compuesto 1 original se usé en forma de una mezcla de diversas formas
cristalinas y solvatadas.

Un experto en la técnica apreciara que el resto aniénico del acido y el Compuesto 1 estan unidos iénicamente para
formar el Compuesto 1-a. Se contempla que el Compuesto 1-a puede existir en una variedad de formas fisicas.
Por ejemplo, el Compuesto 1-a puede estar en solucién, suspensién o en forma sélida. En determinadas
realizaciones, el Compuesto 1-a estd en forma sélida. Cuando el Compuesto 1-a esta en forma sdlida, esa
compuesto puede ser amorfo, cristalino 0 una mezcla de los mismos. Como se usa en el presente documento, el
término "polimorfo" se refiere a las diferentes estructuras cristalinas en las que puede cristalizar un compuesto o
una sal del mismo.

En algunas realizaciones, los Compuestos 1-a son sélidos cristalinos sustancialmente libres de Compuesto 1-a
amorfo. Como se usa en este documento, el término "sustancialmente libre de Compuesto 1-a amorfo” significa
que la sal no contiene una cantidad significativa de Compuesto 1-a amorfo. En determinadas realizaciones, esta
presente al menos aproximadamente 90% en peso del Compuesto 1-a cristalino, o esta presente al menos
aproximadamente 95% en peso del Compuesto 1-a cristalino. En otras realizaciones mas de la invencion, esta
presente al menos aproximadamente 99% en peso del Compuesto 1-a cristalino. Estos porcentajes son relativos
al peso absoluto del Compuesto 1-a (100% en peso).

En una realizacidén ejemplar, la presente invencidn proporciona una forma soélida de fumarato del Compuesto 1,
caracterizada por un patrén de difraccidon de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el representado en la
figura 10 y/o caracterizada por uno 0 mas picos en su patrén de difraccion de rayos X en polvo seleccionado de
aquellos de aproximadamente

Sal fumarato Sal fumarato Sal fumarato
Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta
1 8 1 18,2 21 257
2 9,4* 12 19 22 26,6
3 10,3* 13 19,8
4 10,9 14 20,4
5 11,6 15 21,3
6 12,1* 16 21,9
7 14,1 17 22,6
8 14,9* 18 23,8*
9 15,8* 19 24,4
10 16,7 20 25,1*

La sal fumarato del Compuesto 1 es anhidra. Su forma sélida también puede denominarse Fumarato-NF6. La curva
de calentamiento DSC, la curva de calentamiento TGA y la isoterma de absorcidon de agua DVS (25°C) de
Fumarato-NF6 se muestran en las figuras 31, 32 y 33. Los resultados de las mediciones de disolucion sin
hundimiento se proporcionan en la siguiente tabla (datos de disolucién sin hundimiento) en FaSSIF a pH 6,5,
método descrito en la Seccién Experimental):
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Tiempo (min) Conc. de fumarato (NF6) disuelta
5 150,9 ug/mL
15 251,7 pg/mL
30 257,0 pg/mL
60 245,8 pg/mL
120 232,2 pg/mL

Como se usa en este documento, el término "aproximadamente", cuando se usa en referencia a un valor de grado
2-theta se refiere al valor establecido + 0,3 grados 2-theta (°20). En ciertas realizaciones, "aproximadamente" se
refiere a £ 0,2 grados 2-theta o £ 0,1 grados 2-theta, lo mas preferiblemente + 0,2 grados 2-theta.

Cualquier polimorfo de forma soélida, respectivamente, descrito en este documento se puede caracterizar por uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete,
dieciocho, diecinueve, veinte o mas de los picos de XRD o XRPD (°28). Cualquier polimorfo de forma sélida y
respectivamente descrito en el presente documento se caracteriza preferiblemente por al menos seis picos XRD
(°20, preferiblemente £ 0,2 °20). Los picos preferidos para la caracterizacion de la forma sdélida respectivamente
polimorfo se indican mediante letras en negrita y asteriscos en los respectivos listados de picos.

En una realizacién ejemplar adicional, la presente invencién proporciona una forma sdlida de napsilato del
Compuesto 1, caracterizada por un patrén de difraccion de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el
representado en la figura 11 y/o caracterizada por uno 0 mas picos en su patrén de difraccion de rayos en polvo
seleccionado de aquellos de aproximadamente

Sal napsilato Sal napsilato

Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta
1 7 1 19,7
2 8,2* 12 20,2
3 9,2 13 21,3
4 10,3 14 21,7
5 12,9* 15 23,9
6 13,8 16 24,3
7 14,5 17 24,9
8 15,7

9 16,6

10 18,8

Las propiedades de adsorcidn térmica y de agua de la sal napsilato del Compuesto 1 se ilustran en las figuras 34,
35y 36. La forma sélida obtenida para la sal napsilato también puede denominarse Napsilato NF7. Ademas, el
comportamiento de disolucién esta representado por los siguientes datos experimentales de disolucion sin
hundimiento (FaSSIF, pH 6,5):
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Tiempo (min) Conc. de napsilato disuelta
5 167,4 pg/mL
15 310,6 pg/mL
30 331,4 pg/mL
60 329,7 pg/mL
120 326,0 pg/mL

En una realizaciéon ejemplar adicional, la presente invencién proporciona una forma sélida de edisilato del
Compuesto 1, caracterizado por un patrén de difraccidon de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el
representado en la figura 12 y/o caracterizado por uno o mas picos en su patron de difraccién de rayos X en polvo
seleccionado de aquellos de aproximadamente

Sal edisilato Sal edisilato

Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta

1 7 1 21,4

2 12,3* 12 21,9*

3 12,8 13 231 10

4 13,4 14 24,2

5 14,1 15 24,7*

6 16,2 16 26,2

7 17* 17 27

8 16* 15

9 18,7

10 97 Las propied_ades ’_u,érmicas y los
' datos de disolucién de la sal

edisilato del Compuesto 1 se

ilustran en las figuras 37, 38 y 39. La forma sdlida de la sal edisilato también puede denominarse NF8. Es una
forma/sal anhidra. Los datos de disolucidn sin hundimiento (FaSSIF, pH 6,5) se proporcionan en la siguiente tabla:

Tiempo (min) Conc. de sal edisilato disuelta
5 274,5 yg/mL
15 276,0 pyg/mL
30 269,2 pg/mL
60 276,5 pg/mL
120 274,7 pg/mL

En armonia con lo expuesto anteriormente con respecto alos Compuestos 1y 2, la presente invencion proporciona
el Compuesto 1-a u otras sales del Compuesto 1 sustancialmente libres de Compuesto 2 o sal del mismo. En
realizaciones adicionales, el Compuesto 1-a u otra sal del Compuesto 1 también se proporciona sustancialmente

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2984 074 T3

libre de impurezas. De acuerdo con otra realizacion, el Compuesto 1-a o cualquier otra sal del Compuesto 1 no
contiene mas de aproximadamente 5,0 por ciento de area de HPLC de impurezas orgéanicas totales con respecto
al area total del cromatograma de HPLC. Los intervalos ejemplares y preferidos descritos anteriormente para el
Compuesto 1 en relacién con "sustancialmente libre de Compuesto 2 o una sal del mismo", "libre de impurezas" y
el porcentaje de area de las impurezas organicas totales son igualmente aplicables aqui. Lo mismo se aplica, por
analogia, a cualquiera de las sales de cualquiera de los compuestos, y en particular a los compuestos
atropisoméricos, de acuerdo con la presente invencion.

De acuerdo con otra realizacién, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz de un Compuesto 1-a. De acuerdo con otra realizacién, la presente invencidn proporciona un
método para preparar tales composiciones descritas en el presente documento (por ejemplo, una composicién que
puede incluir una cantidad eficaz del Compuesto 1-a). Aln otra realizacién proporciona el Compuesto 1-a,
respectivamente, una composicion de este de acuerdo con la presente invencion para uso en el tratamiento de
cancer. De acuerdo con otra realizacion, la presente invencidn proporciona el uso de una composicion descrita en
el presente documento en la fabricacién de un medicamento para tratar el cancer. El Compuesto 1-a puede estar
presente en la composicién (farmacéutica) en las mismas cantidades descritas para el Compuesto 1, Con respecto
a la presencia del otro atropisémero o sal del mismo en la composicion, respectivamente, las consideraciones
expuestas anteriormente para el Compuesto 1 se aplican igualmente por analogia.

Formas sdlidas y solvatos

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencidn proporciona formas sdélidas del Compuesto 1 0 2, en particular
del Compuesto 1.

Un experto en la técnica apreciara que los compuestos de acuerdo con la presente invencién pueden existir en
una variedad de formas fisicas. Por ejemplo, pueden estar en solucidn, suspension o en forma sélida.

En ciertas realizaciones preferidas, el Compuesto 1 esta en forma sélida. Las formas sélidas se prefieren aqui
generalmente porque permiten la provision de composiciones farmacéuticas sdélidas. Cuando el Compuesto 1 esta
en forma sélida, esa compuesto puede ser amorfo, cristalino o una mezcla de los mismos. Las formas soélidas
ejemplares del Compuesto 1 se describen con mas detalle a continuacién.

De acuerdo con una realizacién, la presente invencién proporciona el Compuesto 1 como un sdélido amorfo. Los
solidos amorfos son bien conocidos por los expertos en la técnica y normalmente se preparan mediante métodos
tales como liofilizacidon, secado por aspersion o precipitacién repentina.

En otras realizaciones, el Compuesto 1 es un sdlido cristalino. Como se usa en el presente documento, el término
"polimorfo" se refiere a las diferentes estructuras cristalinas en las que puede cristalizar un compuesto.

En algunas realizaciones, el Compuesto 1 es un solido cristalino sustancialmente libre de Compuesto 1 amorfo.
Como se usa en el presente documento, el término "sustancialmente libre de Compuesto 1 amorfo" significa que
el compuesto no contiene una cantidad significativa de Compuesto 1 amorfo. En ciertas realizaciones, al menos
estd presente aproximadamente 90% en peso del Compuesto 1 cristalino, o estd presente al menos
aproximadamente 95% en peso del Compuesto 1 cristalino. En otras realizaciones mas de la invencién, esta
presente al menos aproximadamente 99% en peso del Compuesto 1 cristalino. Estos porcentajes son relativos al
peso absoluto del Compuesto 1 (100% en peso). Lo mismo se aplica, mutatis mutandis, al contenido amorfo
aceptable en cualquier forma cristalina respectivamente polimorfo de todos los compuestos descritos en este
documento, incluidos los descritos para las sales, formas anhidras, solvatos y otras formas de este documento.

De acuerdo con un aspecto, la presente invencién proporciona una forma sélida del Compuesto 1, que es una
forma sélida del Compuesto 1 anhidro, preferiblemente el Compuesto 1 anhidro cristalino. Se describen en este
documento cinco formas polimoérficas diferentes del Compuesto 1 anhidro. En el contexto de las formas soélidas
especificas descritas en esta seccién que implican formas anhidras y solvatos, la referencia al Compuesto 1 debe
entenderse como una referencia al compuesto como tal, es decir, su forma libre (no de sal).

Una primera forma cristalina anhidra del Compuesto 1 se denomina en lo sucesivo "Forma A2" y es un polimorfo
caracterizado por un patrén de difraccidén de rayos X en polvo (XRPD) sustancialmente en linea con el representado
en la figura 13, y se ha encontrado que ser muy ventajoso.

De acuerdo con una realizacion, la Forma A2 se caracteriza por uno o mas picos en su patron de difraccidén de
rayos X en polvo seleccionados de aquellos de aproximadamente 7,3, aproximadamente 9,6, aproximadamente
11,1, aproximadamente 12,0, aproximadamente 12,7 y aproximadamente 16,2 grados 2-theta. En algunas
realizaciones, la Forma A2 se caracteriza por dos 0 mas picos en su patron de difraccion de rayos X en polvo
seleccionados de aquellos de aproximadamente 7,3, aproximadamente 9,6, aproximadamente 12,7,
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aproximadamente 16,2, aproximadamente 22,6 y aproximadamente 25,1 grados 2-theta. En determinadas
realizaciones, la Forma A2 se caracteriza por tres 0 mas picos en su patrén de difraccion de rayos X en polvo
seleccionados de aquellos de aproximadamente 7,3, aproximadamente 9,6, aproximadamente 12,7,
aproximadamente 16,2, aproximadamente 22,6 y aproximadamente 25,1 grados 2-theta. En ciertas realizaciones,
la Forma A2 se caracteriza por cuatro, cinco o sustancialmente todos los picos en su patrén de difraccidén de rayos
X en polvo seleccionados de aquellos de aproximadamente 7,3, aproximadamente 9,6, aproximadamente 12,7,
aproximadamente 16,2, aproximadamente 226 y aproximadamente 251 grados 2-theta. En realizaciones
particulares, la Forma A2 se caracteriza por seis 0 mas o sustancialmente todos los picos en su patrén de difraccion
de rayos X en polvo seleccionados de aquellos de aproximadamente 7,3, 9,6, 11,1, 12,0, 12,7, 14,7, 16,2, 17,3,
18,9, 21,0, 22,6 y 25,1 grados 2-theta.

En una realizacién ejemplar, la Forma A2 se puede caracterizar por uno o mas, preferiblemente seis y hasta
sustancialmente todos los picos en su patron de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) seleccionados de aquellos
en aproximadamente:

Forma A2 Forma A2 Forma A2
Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta
1 7,3* 1 18,9 21 251
2 9,6* 12 19,3 22 25,7
3 11,1* 13 19,7 23 26,4
4 12,0* 14 20,4 24 28,0
5 12,7 15 21,0 25 28,3
6 13,0 16 21,8
7 14,7 17 22,1
8 16,2* 18 22,4
9 16,9 19 22,6
10 17,3 20 23,4
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Se apreciara que la forma polimoérfica descrita anteriormente se puede caracterizar, por ejemplo, por referencia a
cualquiera de los picos en su respectivo patrén de difraccion de rayos X (XRD). Como se indicd anteriormente, las
letras en negrita y los asteriscos designan picos que pueden ser preferidos para la caracterizacién de un polimorfo.

La Forma A2 puede estar caracterizada por uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce,
trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte 0 mas del XRPD picos (°20) de la tabla
anterior. Cualquier polimorfo descrito en el presente documento se caracteriza preferiblemente por al menos seis
picos de XRD o XRPD (°26, preferiblemente + 0,2).

La Forma A2 se puede caracterizar opcionalmente porque tiene un sistema cristalino monoclinico y un grupo
espacial P21. La Forma A2 puede caracterizarse ademés por uno o mas de los siguientes parametros de su celda
unitaria, tal como se establece en la siguiente tabla:

Forma A2

a 7,457 A

b 15,082 A

c 18,246 A

a 90,0°

B 90,0°
90,0°

\ 21745 A

La Forma A2 del Compuesto 1 tiene propiedades generales favorables, tal como es mas evidente por su
comportamiento térmico y de absorcidn de agua, tal como se ilustra en la curva de calentamiento DSC de (figura
22), la curva de calentamiento TGA (figura 23) y la isoterma de absorcion de agua DVS (a 25°C) (figura 24). La
Forma A2 adsorbe muy poca agua (<2%) incluso hasta una humedad relativa del 100% vy, por lo tanto, es superior
a la Forma A3, por ejemplo.

Otra ventaja de la Forma A2 es su comportamiento de disolucion favorable, tal como se ilustra en la siguiente tabla,
que representa las cantidades de Compuesto 1 en la Forma A2 disueltas en diferentes periodos de tiempo (datos
de disolucion sin hundimiento en FaSSIF a pH 6,5, método descrito en la Seccién Experimental):

Tiempo (min) Conc. de Forma A2 disuelta
5 163,4 ug/mL
15 204,4 pg/mL
30 233,2 pg/mL
60 233,3 pg/mL
120 224,0 pg/mL

La Forma A2 se puede obtener a partir del Compuesto 1 mediante cristalizacion por enfriamiento en alcoholes, por
nombrar sélo un ejemplo. Los métodos y condiciones de reaccion adecuados se describen en detalle en el Ejemplo
7.

Por ejemplo, los cristales de la Forma A2 que tienen propiedades favorables se pueden preparar de forma
reproducible mediante un proceso de cristalizacion controlado que comprende:

a) Preparar una dispersion del Compuesto 1, por ejemplo, el hidrato del Compuesto 1, tal como el hidrato del
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Compuesto 1 en forma H2, en un solvente adecuado, por ejemplo, un alcohol,

b) Calentar la dispersion para obtener una solucion, preferiblemente una solucién clara,
c¢) Refrigeracion controlada de la solucién,

d) Adicién de cristales semilla de la Forma A2.

e) Enfriamiento controlado de la solucidon con los cristales de siembra, por ejemplo a una velocidad de
aproximadamente 0,1°C/min.

Los alcoholes adecuados y las condiciones de cristalizacién, tales como temperaturas, pueden derivarse de los
EJEMPLOS 7.1 a 7.3, que son aplicables mas alla de la realizacién especifica. La presente invencion se refiere
ademas al Compuesto 1 cristalino anhidro en la Forma A2, que se puede obtener mediante el proceso anterior o
sustancialmente en linea con cualquiera de los procesos descritos en los EJEMPLOS 7.1a 7.4.

Una forma cristalina anhidra adicional del Compuesto 1 se denomina en lo sucesivo "Forma A1" y es un polimorfo
caracterizado por un patrén de difraccidon de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el representado en la
figura 14. Los métodos adecuados para su preparacion se describen en el Ejemplo 7.

La Forma A1 se puede caracterizar por uno o mas, preferiblemente seis, y hasta sustancialmente todos los picos
en su patrdn de difraccién de rayos X en polvo seleccionados de aquellos de aproximadamente:

Forma A1 Forma A1
Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta

1 7.7 1 21,2
2 8,3* 12 21,7
3 9,6 13 24,3
4 10,3* 14 25,6*
5 12,9* 15 26
6 14,5* 16 26,3
7 15,3 17 27,3
8 16,1

9 18,9*

10 19,6

Las propiedades térmicas de la Forma A1 del Compuesto 1 se evaluaron mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA), tal como se ilustra en las figuras 25y 26.
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Una tercera forma cristalina anhidra del Compuesto 1 se denomina en lo sucesivo "Forma A3" y es un polimorfo
caracterizado por un patron de difraccion de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el representado en la
figura 15, Un método adecuado para su preparacion se describe en el Ejemplo 7.

La Forma A3 se puede caracterizar por uno o mas, preferiblemente seis, y hasta sustancialmente todos los picos
en su patron de difraccion de rayos X en polvo seleccionados de aquellos de aproximadamente:

Forma A3 Forma A3
Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta

1 9,3* 1 24,6

2 11,2 12 25,3

3 12 13 27,5 10
4 14,7*

5 15,8

6 16,7*

7 18,6*

8 19,47 15
9 21,3

10 232"

Como es evidente en la figura 27, la Forma A3 del Compuesto 1 muestra muy poca adsorcién de agua hasta una
humedad relativa de aproximadamente 70%. Opcionalmente, la Forma A3 puede caracterizarse adicionalmente
por el sistema de cristal y los parametros de la celda unitaria como se establece en la Tabla 7 a continuacién. Los
datos de disolucion sin hundimiento en FaSSIF a pH 6,5 del Compuesto 1 en la Forma A3 se dan en la siguiente
tabla:

Tiempo (min) Conc. de Forma A3 disuelta
5 135,6 ug/mL
15 160,8 pg/mL
30 190,3 pg/mL
60 212,9 pg/mL
120 219,7 pg/mL

Una cuarta forma cristalina anhidra del Compuesto 1 se denomina a continuacién "Forma NF9" y es un polimorfo
caracterizado por un patrén de difraccidon de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el representado en la
figura 16. Un método adecuado para su preparacion se describe en el Ejemplo 7.

La forma NF9 puede caracterizarse por uno o mas, preferiblemente seis y hasta sustancialmente todos los picos
en su patrén de difraccién de rayos X en polvo seleccionados de aquellos en aproximadamente:
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Forma NF9 Forma NF9
Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta
1 7,2* 1 23,9
2 8,7* 12 24,3
3 8,9* 13 24,5
4 12,2 14 27
5 16,1*
6 16,6*
7 16,8
8 17,5
9 20,1
10 21,5*

En una realizacién adicional, la presente invencion proporciona hidratos del Compuesto 1, preferiblemente una
forma sdlida del hidrato del Compuesto 1, preferiblemente el Compuesto 1 cristalino hidratado. En este documento
se describen dos hidratos diferentes, respectivamente, formas polimérficas de los hidratos del Compuesto 1, Tal
como se mencionod anteriormente, en el contexto de estas formas sdlidas especificas, la referencia al Compuesto
1 debe entenderse como una referencia al compuesto como tal, es decir, su forma libre (no de sal).

Una primera forma cristalina de un hidrato del Compuesto 1 se denomina en lo sucesivo "Forma H1" y es un
polimorfo caracterizado por un patron de difraccién de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el
representado en la figura 17. Los métodos adecuados para su preparacion se describen en el Ejemplo 7.

La forma H1 puede caracterizarse por uno o mas, preferiblemente seis y hasta sustancialmente todos los picos en
su patron de difraccion de rayos X en polvo seleccionados de aquellos en aproximadamente:

Forma H1 Forma H1

Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta
1 7,2* 1 17,5

2 8,7* 12 21,5*

3 8,9* 13 23,8

4 12,2 14 24,2

5 13,5 15 24,4

6 14,1 16 26,5

7 15,9 17 27

8 16,1*
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Forma H1 Forma H1

Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta
9 16,6*

10 16,8

Una segunda forma cristalina de un hidrato del Compuesto 1 se denomina en lo sucesivo "Forma H2" y es un
polimorfo caracterizado por un patron de difraccién de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el

representado en la figura 18. Los métodos adecuados para su preparacion se describen en el Ejemplo 7.

La forma H2 puede caracterizarse por uno o mas, preferiblemente seis y hasta sustancialmente todos los picos en
su patrén de difraccion de rayos X en polvo seleccionados de aquellos en aproximadamente:

El hidrato del Compuesto 1 en Forma H2 cristalina se puede caracterizar opcionalmente porque tiene un sistema
cristalino triclinico y un grupo espacial P1. La forma H2 puede caracterizarse por uno o mas de los siguientes

parametros de su celda unitaria, tal como se establece en la Tabla 7 a continuacion.

Las propiedades de adsorcidn térmica y de agua de la Forma H2 se ilustran en las figuras 28, 29y 30. Se determind
que los datos de disolucion sin hundimiento en FaSSIF (ph 6,5) para la Forma H2 del Compuesto 1 son los

siguientes:

Tiempo (min) Conc. de Forma H2 disuelta
5 42,7 ug/mL

15 78,8 ug/mL

30 140,8 ug/mL

60 200,5 pug/mL

21

Forma H2 Forma H2 Forma H2

Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta
1 7,2* 1 20,9* 21 29
2 8,7* 12 21,8

3 10,3 13 22,3

4 13,1* 14 23

5 13,6 15 23,8

6 14,2* 16 24,7

7 15,8 17 25,3

8 17,3 18 26,4

9 18,8 19 27,2

10 20,1 20 27,8
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120 218,3 pg/mL

Una quinta forma cristalina del Compuesto 1 anhidro se denomina a continuacién "Forma NF19" y es un polimorfo
caracterizado por un patron de difraccion de rayos X en polvo sustancialmente en linea con el representado en la
figura 19. Los métodos adecuados para su preparacién se describen en el Ejemplo 7.

La forma NF19 puede caracterizarse por uno o mas, preferiblemente seis y hasta sustancialmente todos los picos
en su patron de difraccion de rayos X en polvo seleccionados de aquellos en aproximadamente:

Las formas sélidas A1, A3, H1 y H2 también pueden, o como alternativa, caracterizarse por tener un determinado
sistema cristalino, grupo espacial y/o parametro de celda unitaria seleccionado entre a, b, ¢, a, B, y y V, tal como

se establece a continuacién en la Tabla 7:

Forma NF19 Forma NF19 Forma NF19

Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta Pico No. °2-Theta
1 6,9 1 18,8 21 26,9
2 7,1 12 19,4 22 27,3
3 9,5 13 20,2 23 27,5
4 11,4 14 20,8 24 28,7
5 12,8 15 21

6 13,7 16 21,9

7 13,9 17 22,9

8 14,2 18 23,4

9 16,3 19 241

10 16,7 20 25

Tabla 7

Forma A1 Forma A3 Forma H1 Forma H2
Temp. de medicién 298 K 298 K 298 K 200 K
Sistema de cristales triclinico triclinico Triclinico triclinico
Grupo espacial P1 P1 P2i P1
lo} 8,940 A 10,553 A 13,206 A 8,542 A
b 11,022 A 10,984 A 8,697 A 11,249 A
c 12,509 A 11,530 A 20,791 A 13,150 A
lo} 106,1° 112,8° 90,0° 67,3°
B 107,4° 112,8° 102,8° 89,8°
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Y 90,1° 93,7° 90,0° 83,3°

\ 1125,7 A3 1099,2 A3 2328,0 A3 1156,6 A

La presente invencidn también se refiere a las siguientes formas de solvatos, que pueden prepararse facilmente
por cristalizacion de los respectivos solventes, pero se ha encontrado que son considerablemente menos
ventajosas con respecto a propiedades importantes en comparacion con las formas anteriores:

Un metanolato del Compuesto 1 (forma sélida denominada S1), una mezcla de hidrato/metanolato del Compuesto
1 (forma solida denominada S2), un solvato de THF del Compuesto 1 (forma sélida denominada S3), formas de
solvato de 1,4-dioxano del Compuesto 1 en numerosas formas sélidas (formas sdélidas denominadas NF11 [del
experimento de conversion de suspension de forma anhidra a ~26 mg/200 uL en 1,4-dioxano a TA], NF29 [del
experimento de cristalizacién con enfriamiento 50-5°C en 1,4-dioxano], NF36 [del experimento de conversion de
suspension de forma anhidra a ~52 mg/150 L en 1,4-dioxano a TA]), un solvato de cloroformo del Compuesto 1
(forma solida denominada NF15), solvato de acido acético formas del Compuesto 1 en varias formas soélidas
(formas sdlidas denominadas NF 16 [del experimento de cristalizacion por evaporacidén a TA en acido acético], NF18
[del experimento de cristalizacién por evaporacion a 50°C en acido acético]), un solvato de diclorometano (DCM)
del Compuesto 1 (forma solida denominada NF32), un solvato de NMP (N-Metil-2-pirrolidona) del Compuesto 1
(forma sdlida denominada NF33), un solvato de acetonitrilo del Compuesto 1 (forma sdlida denominada NF35), un
solvato de dimetilacetamida (DMAA) del Compuesto 1 (forma sélida denominada NF37). Los XRPDs de las formas
solidas de estos solvatos se muestran en las figuras 40 a 52, y los picos correspondientes se enumeran en las
siguientes tablas:

Pico 20
Num.

1 S2 S3 NF11 NF15 NF16 NF18 NF29
1 7,2 8,3 7,5 7,9 7,9 6,8 6,8 7,9
2 8,7 9,8 8,0 8,1 94 8,5 6,9 9,6
3 12,5 10,2 10,3 8,6 9,6 8,7 8,5 10,7
4 13,6 12,6 14,6 10,3 10,8 11,9 8,7 10,9
5 14,2 13,5 15,0 11,7 11,5 14,7 94 13,5
6 15,5 14,1 15,4 121 12,4 15,4 11,9 13,7
7 15,9 14,9 18,7 12,3 12,8 16,4 14,7 14,5
8 16,4 16,8 21,4 131 14,2 17,0 15,4 15,3
9 16,8 19,0 22,0 16,5 14,6 17,8 16,4 15,8
10 19,9 20,5 22,6 16,7 15,2 18,4 17,8 16,2
1 20,7 21,0 23,6 16,9 15,7 18,9 18,4 17,5
12 21,6 22,2 29,6 19,6 16,6 20,0 18,9 17,9
13 23,2 24,2 20,1 19,3 20,4 20,0 19,3
14 23,5 24,8 20,6 20,4 23,3 20,4 21,4
15 24,2 25,8 21,1 21,6 24,7 23,3 22,0
16 24,6 26,2 21,8 22,9 25,0 24,7 22,4

23




ES 2984 074 T3

17 25,0 26,5 23,8 24,1 257 25,0 23,2
18 25,8 27,2 24,3 24,6 26,5 257 23,5
19 271 27,6 24,8 26,6 27,2 26,5 24,8
20 28,8 28,4 27,5 28,3 28,4 27,2 254

Pico 20

Num.

NF32 NF33 NF35 NF36 NF37

1 7.2 7,6 7,0 7,9 7.4

2 8,9 13,4 8,4 9,6 9,7

3 94 13,8 9,3 10,7 11,2

4 10,0 16,3 10,3 10,9 12,1

5 10,7 17,2 12,5 13,7 12,8

6 11,6 17,8 12,8 14,5 13,1

7 13,4 21,5 13,6 15,4 14,7

8 14,4 21,9 14,0 15,8 16,3

9 14,8 22,7 14,3 16,2 17,3

10 16,7 23,5 15,3 17,9 18,7

1 18,9 24,3 16,4 19,2 18,9

12 21,5 25,2 16,9 22,0 20,5

13 21,7 27,4 19,0 22,4 21,0

14 22,1 20,0 22,9 22,4

15 23,2 20,2 23,2 22,7

16 24,6 21,0 23,5 234

17 25,5 24,4 24,9 252

18 26,6 25,6 254 253

19 27,1 26,5 257

20 28,4 27,5 28,1

De acuerdo con otra realizacién, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz de Compuesto 1 en la Forma A2, que es la forma sélida preferida. De acuerdo con otra
realizacion, la presente invencidn proporciona un método para preparar esas composiciones farmacéuticas
descritas en el presente documento, por ejemplo, una composicién farmacéutica que incluye una cantidad eficaz
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del Compuesto 1 en la Forma A2. De acuerdo con otra realizacion, la presente invencidn proporciona el uso de un
Compuesto 1 en la Forma A2 en la fabricacidon de un medicamento para tratar el cancer. En una realizacién
adicional, la presente invencién proporciona la Forma A2 para su uso como medicamento, preferiblemente para el
tratamiento del cancer. En armonia con lo que se ha establecido anteriormente, las realizaciones, intervalos,
purezas, etc. ejemplares descritos para el Compuesto 1 son igualmente validos para la Forma A2.

De acuerdo con otra realizacién, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz de Compuesto 1 en cualquiera de las formas sélidas de Compuesto 1 anhidro o Compuesto 1
hidratado como se describié anteriormente. De acuerdo con otra realizacion, la presente invencidn proporciona un
método para preparar esas composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento, por ejemplo, una
composicidn farmacéutica que incluye una cantidad eficaz del Compuesto 1 en una de esas formas sélidas. De
acuerdo con otra realizacidn, la presente invencion proporciona el uso de un Compuesto 1 en forma sélida como
se describe en el presente documento en la fabricacion de un medicamento para tratar el cancer. En una realizacién
adicional, la presente invencion proporciona una forma sdélida del Compuesto 1 como se describe en el presente
documento para su uso como medicamento, preferiblemente para el tratamiento del cancer. En armonia con lo
expuesto anteriormente, las realizaciones, intervalos, purezas, etc. ejemplares descritos para el Compuesto 1 son
igualmente validos para las formas sdlidas.

La presente invencidn también se refiere a una forma sélida de Compuesto 1 anhidro o Compuesto 1 hidratado,
tal como se describe en el presente documento, que se obtiene o puede obtenerse de acuerdo con un método
descrito en el Ejemplo 7.

Realizaciones deuteradas
Los derivados deuterados del compuesto Y son los siguientes:

. 8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)-1-[3-fluoro-5-(trideuteriometoxi)-4-piridil]-7-metoxi-3-(trideuterio-metil)imidazo[4, 5-
clquinolin-2-ona (Compuesto 3) y

. 1-[3-fluoro-5-(trideuteriometoxi)-4-piridil]-7-metoxi-3-metil-8-[3-metil-(trideuterio-metil)pirazol-4-illimidazo[4,5-
clquinolin-2-ona (Compuesto 4),

* 8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)-1-[3-fluoro-5-(trideuteriometoxi)-4-piridil]-7-metoxi-3-metil-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona
(Compuesto 5),

asi como sus sales.

Los compuestos 3, 4y 5 se representan por las siguientes formulas y se proporcionan como ejemplos de referencia,
respectivamente, para preparar los respectivos atropisémeros:

N—N o/
\ o~
N
0} = / D N N

D N
Db \
Compuesto 3 Compuesto 4
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Compuesto 5,

En otras realizaciones, la presente invencién proporciona los atropisdmeros 3-a, 3-b, 4-a, 4-b, 5-ay 5-b:

Compuesto 4-a Compuesto 4-b
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Compuesto 5-a Compuesto 5-b

En armonia con lo expuesto anteriormente con respecto alos Compuestos 1y 2, la presente invencion proporciona

el Compuesto 4-a, 5-a, 6-a, 4-b, 5-b, 6-b sustancialmente libre de los respectivos otro atropisdémero, incluida

5 cualquier sal del mismo. En realizaciones adicionales, estos compuestos también se proporcionan sustancialmente

libres de impurezas. De acuerdo con otra realizacién, estos compuestos no contienen mas de aproximadamente

5,0 por ciento de area de HPLC de impurezas organicas totales con respecto al area total del cromatograma de

HPLC. Los intervalos ejemplares y preferidos descritos anteriormente para el Compuesto 1 en relacién con

"sustancialmente libre de Compuesto 2 o sal del mismo", "libre de impurezas" y el porcentaje de area de impurezas

10 organicas totales son, por analogia, igualmente aplicables aqui en relacidon con los otros atropisomeros
correspondientes del compuesto respectivo.

De acuerdo con otra realizacién, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz de un atropisémero de los Compuestos 3, 4 0 5 0 una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. De acuerdo con otra realizacién, la presente invencién proporciona un método para preparar esas

15 composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. De acuerdo con otra realizacion, la presente
invencién proporciona el uso de una composicién descrita en el presente documento en la fabricaciéon de un
medicamento para tratar el cancer. Las realizaciones ejemplares y preferidas como se describe anteriormente para
el Compuesto 1 son igualmente aplicables a estos compuestos.

Preparacion

20 Los Compuestos 1 y 2 de acuerdo con la presente invencion se pueden preparar a partir del Compuesto Y,
compuesto que se ha descrito previamente. Como se describe en el documento WO 2016/155884, 8-(1,3-dimetil-
1H-pirazol-4-il)-1-(3-fluoro-5-metoxipiridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-dihidroimidazo[4,5c]quinolin-2-ona
(Compuesto Y) se puede preparar de acuerdo con la siguiente secuencia de reaccion:

7~ 0 /| 0
| |
S NH S NH o~ 9,,
b B . a Br. X N\O_
Br. o NH2 r X N\‘o
| | o N
o
o N~ o
C-\
r r
A\
o d
[ =0
N\ N NS

25 En el Ejemplo 1 se dan condiciones de reaccion ejemplares para cada una de esas pasos a - €, al igual que los
métodos para obtener los compuestos de partida. Otras condiciones de reaccién adecuadas resultaran evidentes
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para el experto en la materia.

Los Compuestos 1y 2 pueden obtenerse luego mediante métodos adecuados de separacion del Compuesto Y,
cuyos ejemplos de realizacion se proporcionan en los EJEMPLOS 1, 2y 3.

Los atropisdmeros se pueden separar a partir del Compuesto Y usando cromatografia quiral, incluida la
cromatografia de fluidos supercriticos (SFC). Los ejemplos de métodos adecuados se describen en detalle en los
EJEMPLOS 1y 3.

Los respectivos atropisomeros no deseados pueden someterse a racemizacién, por ejemplo, racemizacién térmica,
para producir el Compuesto Y para su uso como nuevo material de partida, tal como se ilustra esquematicamente
a continuacién a modo de ejempilo.

racemizacion térmica

En una realizacion alternativa, los Compuestos 1y 2 se pueden preparar a partir del Compuesto Y mediante
cristalizacidén usando un acido 6pticamente activo, por ejemplo, acido dibenzoiltartarico. La reaccidén del Compuesto
Y con el acido opticamente activo da un par de sales de atropisémeros. Estas sales de los Compuestos 1y 2
exhiben diferentes propiedades fisicoquimicas (por ejemplo, solubilidad, distribucién de fases) y se pueden separar
aprovechando estas diferencias.

Como se ilustra en el esquema de reaccion siguiente, en una realizacion, el Compuesto Y se hace reaccionar con
un acido opticamente activo, produciendo una mezcla de las dos sales en |la solucion madre, precipitando primero
la sal del Compuesto 2 (sal L B) y eliminandola por filtracion, en donde la sal correspondiente del Compuesto 1
(sal LA) se recolecta sélo después de una concentracion adicional de la solucién madre y precipitacion. La sal del
Compuesto 1 se convierte primero en su forma libre y se aisla y luego se hace reaccionar con la otra forma
Opticamente activa correspondiente del acido para dar la sal correspondiente del Compuesto 1, que, en un paso
posterior, se convierte en la base libre con alta pureza dptica. Mientras tanto, el Compuesto 2 puede someterse a
racemizacién para dar el compuesto Y como material de partida nuevo.
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N\
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NA~y © 20-25°C
\
Compuesto Y
_ 0Bz O 52-55°C/0.5h
Solvente A (licor madre) + HO —  sallLD
OH  luego enfriar a
O OBz 20-25°C

En el Ejemplo 2 y la figura 6 se proporciona un ejemplo detallado de un esquema de preparacion adecuado.

Los Compuestos 3, 4 y 5 deuterados se pueden preparar como se describe en detalle en el Ejemplo 6 y los
atropisdmeros, sales, solvatos y formas sélidas se preparan sustancialmente como los de los Compuestos 1y 2.

Uso

En lo que sigue, cualquier referencia general a los "compuestos de acuerdo con la presente invencidon" se aplicara
a todas las realizaciones de los compuestos de la presente invencién, incluidos los Compuestos 1 0 2, 0 una sal,
solvato o forma solida farmacéuticamente aceptable de los mismos, y puede leerse como "Compuesto 1 0 2, o sal,
solvato o forma sdélida farmacéuticamente aceptable del mismo". De manera similar, cualquier referencia a
compuestos deuterados de acuerdo con la presente invencion incluira cualquier atropisémero de los Compuestos
3,4 05, osal o forma sélida de los mismos.

Lainvencién también abarca el uso de los presentes atropisémeros, formas solidas farmacéuticamente aceptables,
solvatos y sales de los mismos, asi como inhibidores de ATM deuterados, atropisomeros y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos para la inhibicion, regulacion y/o modulacién de la cascada de
sefializacién de ATM cinasa y, por lo tanto, ofrece herramientas novedosas para la investigacion y/o el diagnéstico.
Por lo tanto, la invencion se refiere ademas al uso de compuestos de acuerdo con la presente invencion, incluyendo
formas deuteradas de los mismos para la inhibicion de ATM cinasa. El término "inhibicién" se refiere a cualquier
reduccién de la actividad que se base en la accién de los compuestos especificos de acuerdo con la invencién, ya
que estos Ultimos son capaces de interactuar con la molécula objetivo de tal manera que se lleva a cabo el
reconocimiento, la unién y el bloqueo posibles. Los compuestos se distinguen por su alta afinidad por ATM cinasa.
Ademas, los compuestos son altamente selectivos y, por tanto, permiten el reconocimiento directo vy
sustancialmente exclusivo de ATM cinasa. Para su uso en investigacién y/o diagnodstico, los compuestos
deuterados, es decir, los Compuestos 3, 4 o0 5, o los atropisdmeros o la sal o forma sélida de los mismos, se
consideran utiles, por ejemplo, para su uUso en ensayos.

La invencidn abarca generalmente el uso de los compuestos de acuerdo con la invencion, incluidos los compuestos
deuterados, en el tratamiento de enfermedades causadas, mediadas y/o propagadas por la actividad de la ATM
cinasa.

Por lo tanto, la presente invencidn se refiere ampliamente a los compuestos de acuerdo con la invencidn, incluidos
los compuestos deuterados, para su uso como medicamento.

Por lo tanto, la presente invencién también se refiere a los compuestos de acuerdo con la invencién, incluidos los
compuestos deuterados, para su uso en el tratamiento de cualquier enfermedad que sea causada, mediada y/o
propagada por la actividad de la ATM cinasa. En consecuencia, la presente invencion también se refiere al uso de
compuestos, incluidos los compuestos deuterados, de acuerdo con la invencién para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de cualquier enfermedad causada, mediada y/o propagada por la actividad de
ATM cinasa. En otras palabras, la presente invencidn también describe un compuesto de acuerdo con la invencion,
que incluye un compuesto deuterado, para su uso en el tratamiento de enfermedades que estan influenciadas por
la inhibicion de ATM cinasa.
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Ademas, los compuestos o compuestos deuterados de acuerdo con la invencion también pueden usarse como
reactivos para probar vias de sefializacion dependientes de cinasas en animales y/o modelos de cultivo celular o
en las enfermedades clinicas mencionadas en esta solicitud. Como se analiza en el presente documento, estas
vias de sefializacidn son relevantes para diversas enfermedades.

La presente invencion también se refiere a los compuestos de acuerdo con la presente invencion, incluyendo sales,
solvatos, formas sélidas y deuteradas farmacéuticamente aceptables de los mismos, para uso en el tratamiento de
cancer y/o tumores; y su uso en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de cancer y/o tumores.

En este tratamiento del cancer y/o tumores, una cantidad eficaz de al menos un compuesto, o una sal, solvato,
deuterado o forma sélida farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la invencién se administra a un
sujeto que va a ser tratado. Los sujetos preferidos en el sentido de la invenciéon son humanos o animales,
particularmente preferiblemente humanos.

El cancerfumor puede seleccionarse, en particular, del grupo de cancer/tumor del epitelio escamoso, vejiga,
estdmago, rifiones, cabeza, cuello, eséfago, cuello uterino, tiroides, intestino, higado, cerebro, préstata, tracto
urogenital, sistema linfatico, laringe, pulmoén, piel, sangre y sistema inmunolégico, y/o el cancer puede
seleccionarse del grupo de leucemia monocitica, adenocarcinoma de pulmoén, cancer de pulmén de células
pequefias, cancer de pulmon de células no pequefias, cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer gastrico,
cancer de mama, cancer de ovario, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica, leucemia linfatica aguda,
leucemia linfatica cronica, linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin. Debe entenderse que la sensibilizaciéon de las
células cancerosas abarcara células de los mismos canceres y tumores mencionados anteriormente.

La presente invencién también se refiere a un medicamento que comprende un compuesto de acuerdo con la
invencién y/o una sal, solvato, deuterado o sdélido farmacéuticamente aceptable del mismo.

La invencidn se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de acuerdo con la invencion y/o una sal, solvato, deuterado o sdlido farmacéuticamente
aceptable del mismo, opcionalmente junto con al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un "medicamento” y una "composicién farmacéutica" deben entenderse como cualquier composicidon que pueda
emplearse en el tratamiento de pacientes que, al menos temporalmente, presentan una modificacién patégena del
estado general o del estado de partes individuales del organismo del paciente, preferiblemente como consecuencia
de cancer y/o tumores.

El suministro de los compuestos respectivamente de la composicién farmacéutica de acuerdo con la presente
invencién en una célula u organismo se puede llevar a cabo de acuerdo con la invencion de cualquier manera que
permita que la ATM cinasa se ponga en contacto con los compuestos presentes en la composicidon farmacéutica,
tal como una consecuencia de la cual se induce una respuesta. La composicion farmacéutica de la presente
invencién se puede administrar por via oral, transdérmica, transmucosa, transuretral, vaginal, rectal, pulmonar,
enteral y/o parenteral. El tipo de administracion seleccionada depende de la indicacion, la dosis a administrar, los
parametros especificos del individuo, etc. En particular, varios tipos de administracion pueden facilitar la terapia
especifica del sitio, lo que minimiza los efectos secundarios y reduce la dosis del compuesto activo. Las inyecciones
pueden ser intradérmicas, subcutaneas, intramusculares o intravenosas. La administracion puede realizarse, por
ejemplo, con la ayuda de las denominadas pistolas de vacunacion o mediante jeringas. También es posible
proporcionar la sustancia en forma de aerosol, que sea inhalado por el organismo, preferiblemente un paciente
humano.

En realizaciones preferidas, los compuestos de acuerdo con la presente invencion (en cualquiera de sus formas)
se administran por via oral. La administracién oral es favorable en términos de cumplimiento por parte del paciente.
Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas son preferiblemente composiciones farmacéuticas sélidas orales.

Es una ventaja de los compuestos de acuerdo con la presente invencion, en particular los Compuestos 1y 2y sus
formas sélidas, en particular el Compuesto 1 respectivamente una forma sdlida del mismo, que se prestan
facilmente a la formulacién en una forma de dosificacién sélida oral, debido a buena estabilidad y alta
biodisponibilidad.

Composiciones

Las composiciones, respectivamente, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién se
pueden preparar usando excipientes sélidos o liquidos convencionales correspondientes al tipo de administracién
deseado en una dosis adecuada y de una manera conocida per se. Asi, los excipientes farmacéuticamente
aceptables conocidos por el experto en la técnica pueden formar basicamente parte de la composicidn
farmacéutica de acuerdo con la invencién, en donde varia la cantidad de excipiente (s) que se combina con el
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compuesto activo para preparar una dosis Unica dependiendo de la dosis y el tipo de administracion. Esos
excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen cargas, estabilizadores, agentes complejantes, antioxidantes,
solventes, aglutinantes, lubricantes, sales, amortiguadores, conservadores, ajustadores y similares. Ejemplos de
excipientes de este tipo son agua, aceites vegetales, alcoholes bencilicos, alquilenglicol, polietilenglicol, Kolliphor,
triacetato de glicerol, gelatina, carbohidratos tales como, por ejemplo, lactosa o almiddn, hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC), estearato de magnesio, talco y Vaselina.

Como se menciond anteriormente, la presente composicion farmacéutica es preferiblemente para administracidn
oral. La composicién farmacéutica generalmente puede estar en forma de tableta, tableta de pelicula, gragea,
pastilla, capsula, pildora, polvo, granulos, jarabe, jugo, gotas, solucion, dispersién, suspensién, supositorio,
emulsién, implante, crema, gel, unglento, pasta, locién, suero, aceite, spray, aerosol, adhesivo, yeso o vendaje.
Las formas de administracion oral son preferiblemente tabletas, tabletas de pelicula, grageas, grageas, capsulas,
pildoras, polvos, granulos, jarabes, jugos, gotas, soluciones, dispersiones o suspensiones.

Ademas, se pueden considerar composiciones farmacéuticas parenterales, tales como, por ejemplo, supositorios,
suspensiones, emulsiones, implantes o soluciones, preferiblemente soluciones oleosas o acuosas. Para aplicacidn
tdpica, los compuestos de acuerdo con la presente invencion pueden formularse de manera convencional con al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como, por ejemplo, celulosa microcristalina, vy
opcionalmente otros auxiliares, tales como, por ejemplo, humectantes, para dar composiciones que se puedan
aplicar sobre la piel, tales como, por ejemplo, cremas, geles, pomadas, pastas, polvos o emulsiones, o para dar
formulaciones liquidas que se puedan aplicar sobre la piel, tales como, por ejemplo, soluciones, suspensiones,
lociones, sueros, aceites, aerosoles o aerosoles.

La composicion farmacéutica también podria estar en forma de solucidon inyectable. Para la preparaciéon de la
solucion de inyeccién se puede usar un medio acuoso, tal como por ejemplo agua destilada o soluciones salinas
fisiolégicas. La composicién farmacéutica también se puede proporcionar en forma de una composicion solida, por
ejemplo en estado liofilizado, y luego se puede preparar para la administracién mediante inyeccion mediante la
adicién de un agente de disolucién, tal como, por ejemplo, agua destilada o un amortiguador. El experto en la
materia esta familiarizado con los principios basicos de la preparacién de liofilizados.

La cantidad de un compuesto de acuerdo con la presente invencién en la composicién farmacéutica que contiene
al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser del 0,1 al 100 por ciento en peso. Es crucial que
la composicidén farmacéutica comprenda una cantidad eficaz del compuesto, opcionalmente junto con uno 0 mas
excipientes farmacéuticamente aceptables. Una composicion farmacéutica simple puede ser el compuesto de
acuerdo con la presente invencion en forma sélida, tal como un polvo, en una capsula de gelatina dura. Los
términos "cantidad eficaz" o "dosis eficaz" se usan indistintamente en el presente documento e indican una cantidad
del compuesto de acuerdo con la presente invencidn que tiene un efecto terapéuticamente relevante sobre una
enfermedad o cambio patolégico en una célula, tejido, érgano o mamifero, preferiblemente cancer y/o tumor.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto de acuerdo con la invencion se refiere a una cantidad eficaz,
en las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, que, cuando se administra a un paciente con una afeccién
dependiente o modulada por ATMi, preferiblemente cancer, tendra el efecto terapéutico pretendido, por ejemplo,
alivio, mejora, paliacién o eliminacién de una 0 mas manifestaciones de la afeccién, respectivamente, cancer en el
paciente, o cualquier otro resultado clinico en el curso del tratamiento de un paciente. Un efecto terapéuticamente
eficaz no ocurre necesariamente mediante la administracion de una dosis y puede ocurrir solo después de la
administracién de una serie de dosis. Por lo tanto, se puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz en
una o mas administraciones. Tal cantidad terapéuticamente eficaz puede variar de acuerdo con factores tales como
el estado patoldgico, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad del compuesto de acuerdo con la
invencién, solo o en combinacidén, para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente eficaz es también aquella en la que los efectos terapéuticamente beneficiosos superan cualquier
efecto téxico o perjudicial de un compuesto de acuerdo con la invencion.

En una realizacién de la invencion, un compuesto de acuerdo con la invencion (o sal, solvato, deuterado o sdlido)
se administra a una dosis de 5 mg a 1 g por unidad de dosificacién, por ejemplo entre 10y 750 mg por unidad de
dosificacién, tal como entre 20 y 500 mg por unidad de dosificacién, tal como 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200,
225, 250, 275, 300, 325 o 350 mg por unidad. Se ha estimado que una dosis biolégicamente eficaz para el
Compuesto 1 esta en el intervalo de 25 a 350 mg una vez al dia.

Debido a su inhibicién sorprendentemente fuerte y/o selectiva de la ATM cinasa, que regula los procesos celulares
mediante la reparacion del ADN bicatenario, los compuestos de la invencion pueden administrarse en una dosis
ventajosamente baja, mientras logran eficacia bioldgica similar o incluso superior en comparacién con inhibidores
menos potentes 0 menos selectivos. Una dosis reducida se asocia tipicamente con efectos secundarios médicos
reducidos. Ademas, la inhibicidon altamente selectiva generalmente también se refleja en una reduccién de los
efectos secundarios no deseados.
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"Tratar" o "tratamiento de" una afeccion o un paciente se refiere a tomar medidas para obtener resultados
beneficiosos o deseados, incluidos los resultados clinicos. Para los propésitos de esta invencién, los resultados
clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan a, alivio, mejora de uno o mas sintomas de la
enfermedad a tratar, mas preferiblemente cancer; disminucién de la extension de la enfermedad; retraso o
ralentizacion de la progresion de la enfermedad; mejora, paliacion o estabilizacion del estado de enfermedad; u
otros resultados beneficiosos. Debe apreciarse que las referencias a "tratar" o "tratamiento” incluyen tanto la
profilaxis como el alivio de los sintomas establecidos de una afeccion. Por lo tanto, "tratar” o el "tratamiento” de un
estado, trastorno o afeccién incluye: (1) prevenir o retrasar la aparicién de sintomas clinicos del estado, trastorno
o afeccién que se desarrolla en un sujeto que pudiera estar afligido o predispuesto al estado, trastorno o afeccién,
pero aln no experimente ni muestre sintomas clinicos o subclinicos del estado, trastorno o afeccion, (2) inhibir el
estado, trastorno o afeccién, es decir, detener, reducir o retrasar el desarrollo de la enfermedad o una recaida de
la misma (en caso de tratamiento de mantenimiento) o al menos uno de sus sintomas clinicos o subclinicos, o (3)
aliviar o atenuar la enfermedad, es decir, provocar la regresion del estado, trastorno o afeccién o al menos uno de
sus sintomas clinicos o subclinicos. En determinadas realizaciones, "tratar" incluye (1) y (2).

"Tumor”, tal como se aplica a un sujeto diagnosticado o que se sospecha que tiene un cancer, se refiere a una
neoplasia maligna o potencialmente maligna o masa tisular de cualquier tamafio, e incluye tumores primarios y
neoplasmas secundarios. Un tumor sélido es un crecimiento anormal o una masa de tejido que generalmente no
contiene quistes ni areas liquidas. Los diferentes tipos de tumores sélidos reciben el nombre del tipo de células
que los forman. Ejemplos de tumores sélidos son sarcomas, carcinomas y linfomas. Las leucemias (canceres de
la sangre) generalmente no forman tumores sdélidos.

"Administrar”" o "administracion de" un compuesto a un paciente (y equivalentes gramaticales de esta frase) se
refiere a la administracion directa, que puede ser la administracidon a un paciente por un profesional médico, o
puede ser autoadministracion y/o administracion indirecta, que puede ser el acto de recetar un medicamento. Por
ejemplo, se considerara que un médico que instruye a un paciente a autoadministrarse un farmaco o le proporciona
una receta para un farmaco administra el farmaco al paciente en el contexto de la presente invencién.

Todos los excipientes u otros componentes anteriores y adicionales de un medicamento o formulacidn farmacéutica
son familiares para el experto en la técnica y pueden experimentar una formulacién especial para la ensefianza de
acuerdo con la invencidon en experimentos de rutina.

Terapia de combinacion

Los medicamentos y composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de acuerdo con la invencion y
el uso de estos compuestos para el tratamiento de trastornos mediados por cinasas son un enfoque muy
prometedor para el tratamiento del cancer, en particular. Los compuestos de acuerdo con la presente invencion se
pueden administrar como monoterapia, pero preferiblemente, tal como se describié anteriormente, en combinacion
con otras terapias, tales como, por ejemplo, quimio o radioterapia. Como se expuso anteriormente, la referencia a
un compuesto incluira cualquier sal, solvato, forma deuterada o sélida del mismo.

La participacion clave de ATM en los procesos de reparacion del ADN vy la evidencia de que la deficiencia de ATM
cinasa permite que las células de mamiferos se vuelvan mas sensibles a la radiacidén permite el uso terapéutico de
los inhibidores especificos de ATM como parte del tratamiento del cancer, por ejemplo, tumores sdlidos, mediante
radioterapia y/o quimioterapia, estando la quimioterapia dirigida preferiblemente a inducir dafio de doble hebra del
ADN. Como se explicé anteriormente, la ATM es una intervencioén atractiva para inhibir la reparacion de los DSB
inducidos por la terapia. Por lo tanto, los compuestos de acuerdo con la presente invencion, en cualquiera de sus
formas, son muy ventajosos en combinacion con radioterapia y/o quimioterapia que dafia el ADN.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a una combinacién de un compuesto de acuerdo conla invencion
y radioterapia (RT). Por consiguiente, la presente invencidn se refiere a un compuesto de la presente invencion, o
una sal o forma sélida farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de cancer y/o
tumores en combinacidn con radioterapia. Expresado de manera diferente, la presente invencion se refiere al uso
de un compuesto de acuerdo con la presente invencidn, o una sal o forma sélida farmacéuticamente aceptable del
mismo, en la preparacién de un medicamento para tratar el cancer y/o tumores en combinacién con radioterapia y,
por lo tanto, un método de tratamiento de cancer que implica la administracion de un compuesto de acuerdo con
la presente invencién o una sal o forma sélida farmacéuticamente aceptable del mismo en combinacion con
radioterapia. La presente invencion se refiere ademas a un compuesto de acuerdo con la presente invencion o una
sal o forma sélida farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en la sensibilizacion de las células
cancerosas a la radiacion ionizante y respectivamente a la radioterapia (RT).

Se ha demostrado que el Compuesto 1 conduce a importantes respuestas antitumorales dependientes de la dosis
in vivo en combinacidén con programas de radiacion clinicamente relevantes (es decir, radioterapia). El Ejemplo 8
y lafigura 20 proporcionan detalles de los resultados obtenidos.
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Un régimen de administracién adecuado puede implicar, por nombrar solo un ejemplo, la administracién de una
dosis de RT de 15 Gray (Gy) administrada en 5 fracciones (3 Gy administradas por fraccién de dia) durante una
semana (es decir, en 5 dias consecutivos, seguido de 2 dias sin) y en los mismos dias la administracion de un
compuesto de acuerdo con la invencién por via oral, que puede repetirse al menos una vez.

Los métodos de irradiacién industrial que se usan clinicamente preferiblemente incluyen irradiacion de fotones
(clasica, radiacidén electromagnética de rayos X/gamma), irradiacion de protones, irradiacién de iones pesados
(carbono ionizado) e irradiacién de neutrones, sin estar restringido a los mismos. Estas radioterapias y otras
terapias de irradiaciéon adecuadas en el sentido de la invencién son conocidas por el experto en la técnica, tal
como, por ejemplo, de Herrmann et al. (2006) Klinische Strahlenbiologie [Biologia de radiacién clinica], Elsevier
Munich, 42 edicién, 67-68; Bhide y Nutting (2010) BMC Medicine 8: 25; Choi & Hung (2010) Current Urology Reports
11 (3): 172). Como aplicacion mas frecuente, la irradiacién de fotones se ha perfeccionado técnicamente mediante
el método IMRT (radioterapia de intensidad modulada) y mediante métodos de formacion de imagenes
(radioterapia conformada tridimensional) en la planificacion y el rendimiento de la irradiacién para un enfoque lo
mas preciso posible.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una combinacién de un compuesto de
acuerdo con la presente invencidn y un agente que dafia el ADN; por lo tanto, para un compuesto de acuerdo con
la presente invencion para su uso en el tratamiento del cancer y/o un tumor en combinacion con un agente que
dafia el ADN, el uso de un compuesto de acuerdo con la invencion en la preparaciéon de un medicamento para
tratar el cancer en combinacidon con un agente que dafia el ADN. Tratamiento del cancer que implica la
administracién de un compuesto de acuerdo con la presente invencion y un agente que dafia el ADN. Como se
explicd en general en el presente documento anteriormente, el compuesto incluira sales, formas solidas y solvatos
farmacéuticamente aceptables, en particular en relacion con las composiciones y los tratamientos.

La administracién del compuesto y agente que dafia el ADN de acuerdo con la presente invencidn puede ser
simultanea o secuencial.

Como se usa en este documento, un agente que dafia el ADN es un agente que es capaz de inducir dafio al ADN
en una célula, particularmente preferiblemente en una célula cancerosa, con realizaciones ejemplares que se
mencionan a continuacion.

Como se explicé anteriormente, la ATM cinasa es un regulador clave de la reparacion de la ruptura de la doble
cadena del ADN (DSB), que es inducida por terapias contra el cancer ampliamente usadas, tal como la radiacién
ionizante (IR) y los agentes que dafian el ADN. Luego de los eventos DSB, ATM envia sefiales a una multitud de
efectores descendentes, incluido p53. Los DSBs no reparados provocan la activacién de las respuestas de los
puntos de control, la detencién del ciclo celular y, en Ultima instancia, la muerte de las células tumorales.

En una realizacidon de la invencion, la presente invencidn proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto terapéuticamente eficaz de acuerdo con la invencién y un agente que dafia el ADN.

Un agente que dafia el ADN adecuado para su uso en la combinacion (terapia), incluida la composicién
farmacéutica o el kit, se selecciona preferiblemente del grupo que comprende:

» agentes alquilantes, tal como altretamina, bendamustina, busulfan, carmustina, cloroambucilo, clorometina,
ciclofosfamida, dacarbazina, ifosfamida, tosilato de improsulfan, lomustina, melfalan, mitobronitol, mitolactol,
nimustina, ranimustina, temozolomida, tiotepa, treosulfan, mecloroetamina, carbocuona, apaziquona, fotemustina,
glufosfamida, palifosfamida, pipobroman, trofosfamida, uramustina;

» compuestos de platino, tales como carboplatino, cisplatino, eptaplatino, hidrato de miriplatino, oxaliplatino,
lobaplatino, nedaplatino, picoplatino, satraplatino;

* Inhibidores de la topoisomerasa, por ejemplo, irinotecano, SN38, topotecano, camptotecina, rubitecano,
belotecano, etopdsido, daunorrubicina, doxorrubicina, aclarubicina, epirrubicina, idarubicina, amrubicina,
pirarubicina, valrubicina, zorubicina, amsacrina;

* inhibidores de la poli(ADP-ribosa)polimerasa (PARP), por ejemplo, olaparib, niraparib, veliparib;

 Inhibidores de ATR (ataxia telangiectasia y relacionados con Rad3), por ejemplo M6620 (VX-970: 3-[3-(4-
Metilaminometil-fenil)-isoxazol-5-il]-5-[4-(propano-2-sulfonil)-fenil]-pirazin-2-ilamina), M4344 (VX-803: [5'-fluoro-4-
(4-oxetan-3-il-piperazin-1-carbonil)-3,4,5,6-tetrahidro-2H-[1,4'1bipiridinil-3'-il]-amida de acido 2-amino-6-fluoro-
pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-carboxilico); AZD-6738 (4-[4-[1-[[S(R)]-S-metilsulfonimidoil]ciclopropil]-6-[(3R)-3-metil-4-
morfolinil]-2-pirimidinil]-1H-pirrolo[2,3-b]piridina) y 2-[(3R)-3-metilmorfolin-4-il]-4-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-8-(1H-
pirazol-5-il)-1,7-naftiridina;
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» Agentes modificadores del ADN, tal como amrubicina, bisantreno, decitabina, mitoxantrona, procarbazina,
trabectedina, clofarabina, amsactrina, brostalicina, pixantrona, laromustina;

« antibiéticos anticancer, tal como bleomicina, dactinomicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, levamisol,
miltefosina, mitomicina C, romidepsina, estreptozocina, valrubicina, zinostatina, zorrubicina, daunurobicina,
plicamicina, aclarubicina, peplomicina, pirarrubicina;

» emisores alfa, tales como alfaradina (dicloruro de 2®Ra, Xofgio), 2"At, 213Bi, 225Ac, 22'Th;

Se da preferencia particular a etopésido, irinotecan, razoxano, sobuzoxano, topotecan, camptotecina,
doxorrubicina, amsacrina, inhibidores de PARP e inhibidores de ATR.

La eficacia del Compuesto 1 en combinacion con el inhibidor de PARP ejemplar olaparib se demostré en un modelo
de xenoinjerto de cancer de mama triple negativo derivado del paciente HBCx-10, desarrollado en ratones hembra
inmunodeficientes, cuyos resultados se muestran en la figura 21. Mas detalles de este experimento se describen
en el Ejemplo 9.

La invencion también se puede practicar como un kit, que contenga un compuesto de acuerdo con la invencién. El
kit consta de paquetes separados (a) de una cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo con la invencién y/o una
sal fisiolégica, solvato o forma sélida del mismo y (b) de una cantidad eficaz de un compuesto activo adicional. El
compuesto activo adicional es preferiblemente un agente que dafia el ADN.

El kit puede contener recipientes adecuados tales como, por ejemplo, cajas o cartones, botellas individuales, bolsas
o ampolletas. El kit puede contener, por ejemplo, ampollas o viales separados, cada uno de los cuales contenga
una cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo con la invencién y/o una sal, solvato o forma sdlida
farmacéuticamente aceptable del mismo, o0 una cantidad eficaz de un compuesto activo adicional, tal como un
agente que dafia el ADN en forma disuelta o liofilizada. El kit de la invencion también puede contener un articulo
que contenga instrucciones escritas o indica al usuario instrucciones escritas, que explican el manejo de los
compuestos de la invencion.

En resumen, cabe sefalar que los compuestos de acuerdo con la invencidon pueden usarse individualmente y/o en
combinacién con otras medidas de tratamiento, tales como, por ejemplo, intervenciones quirlrgicas,
inmunoterapia, radioterapia y/o quimioterapia. Estos Ultimos se relacionan con la terapia dirigida con cualquier
compuesto activo deseado (quimico o bioldgico, incluidos nMEs: nuevas entidades moleculares, NCEs: nuevas
entidades quimicas y NBEs: nuevas entidades biolégicas) tales como monoterapia y/o terapia de combinacidn
dentro/ffuera del objetivo.

No hace falta decir que esta invencidon no esta restringida a los compuestos, composiciones farmacéuticas, usos y
métodos especificos como se describen en el presente documento, ya que tales cosas pueden variar. Ademas, no
hace falta decir que la terminologia usada aqui sirve exclusivamente para el propdsito de descripcién de
realizaciones particulares y no pretende restringir el alcance de proteccién de la invencion. Como se usa aqui en
la descripcién, incluidas las reivindicaciones adjuntas, las formas de palabras en singular, tal como, por ejemplo,
"un" o "el", incluyen el equivalente en plural, siempre que el contexto no indique especificamente lo contrario. Por
ejemplo, la referencia a "un compuesto” incluye un solo compuesto o una pluralidad de compuestos, que a su vez
pueden ser idénticos o diferentes, o la referencia a "un método" incluye pasos y métodos equivalentes que son
conocido por el experto en la materia. Hacer referencia a la materia como "que comprende” ciertas caracteristicas
se interpretara en el sentido de que el tema debe incluir esas caracteristicas, pero que no excluye la presencia de
otras caracteristicas, siempre que estas no hagan inviable la materia.

Parte experimental

Los compuestos de acuerdo con la invencion presentan propiedades ventajosas, tal como lo demuestran diversos
parametros y resultados experimentales. Los métodos experimentales usados para el analisis y caracterizacién de
los compuestos de acuerdo con la invencién, en todas sus formas, se proporcionan a continuacién.

Ensayos

La medicion de la actividad cinasa es una técnica bien conocida por el experto en la materia. Los sistemas de
prueba genéricos para la determinacion de la actividad cinasa usando sustratos, por ejemplo histona (Alessi et al.
(1996) FEBS Lett. 399 (3): 333) o la proteina de mielina basica, se describen en la literatura (Campos- Gonzalez y
Glenney (1992) JBC 267: 14535). Se encuentran disponibles varios sistemas de ensayo para la identificacion de
inhibidores de cinasas. En el ensayo de centelleo de proximidad (Sorg et al. (2002) J Biomolecular Screening 7:
11) y el ensayo de placa de vaporizacién, se mide la fosforilacion radiactiva de una proteina o péptido como sustrato
usando ATP. En presencia de un compuesto inhibidor, se detecta una sefial radiactiva disminuida o ninguna.
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Ademas, las tecnologias homogéneas de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia resuelta en el
tiempo (HTR-FRET) y polarizacién de fluorescencia (FP) son utiles como métodos de ensayo (Sills et al. (2002) J
Biomolecular Screening 191). Otros métodos ELISA no radiactivos usan fosfoanticuerpos especificos (fosfo-AB).
El fosfo-AB se une solo al sustrato fosforilado. Esta unidn puede detectarse por quimioluminiscencia usando un
segundo anticuerpo anti-oveja conjugado con peroxidasa.

Para los propodsitos de la presente invencién, se evaluaron las propiedades relevantes en el objetivo de los
compuestos usando los siguientes ensayos:

Ensayo de cinasa ATM - determinacién de la inhibicién de ATM (IC50 ATM):

El valor de IC50 se determind con la ayuda de un ensayo de cinasa ATM bioquimico. El ensayo consta de dos
pasos: la reaccion enzimatica y el paso de deteccion. En primer lugar, la proteina ATM (ataxia telangiectasia
mutada) y la sustancia de ensayo se incuban a diferentes concentraciones con la adicién de la proteina sustrato
p53 y ATP. ATM media la fosforilacion de p53 en varias posiciones, incluido el aminoacido $15. La cantidad de p53
fosforilada se determina con la ayuda de anticuerpos especificos y la técnica TR-FRET. El ensayo enzimatico ATM
se lleva a cabo como ensayo de 384 pocillos con base en TR-FRET (HTRFTM, Cisbio Bioassays). En el primer
paso, se incuba ATM recombinante humano purificado (ATM humano, longitud completa, GenBank ID nM_000051,
expresado en una linea celular de mamifero) en amortiguador de ensayo durante 15 minutos con el inhibidor de
ATM en varias concentraciones y sin la sustancia de prueba como negativa o neutra control. El amortiguador de
ensayo comprende HEPES 25 mM pH 8,0, mg (CH3COOQO)2 10 mM, MnCl2 1 mM, BSA al 0,1% y Brij® 35 al 0,01%,
ditiotreitol (DTT) 5 mM. Las soluciones de la sustancia de ensayo se dispensaron en las placas de microtitulacién
usando un ECHO 555 (Labcyte). En el segundo paso, se afiaden p53 recombinante humano purificado marcado
con c-myc (p53 humano, longitud completa, GenBank ID BC003596, expresado en células de insecto Sf21) y ATP,
y la mezcla de reaccién se incuba a 22°C durante 30-35 minutos. El volumen de ensayo farmacolégicamente
relevante es de 5 jl. Las concentraciones finales en el ensayo durante la incubacion de la mezcla de reaccidon son
0,30,4 nMATM, 50 -75nM p53y 10 uM ATP. La reaccién enzimatica se detiene mediante la adicion de EDTA. La
formacion de p53 fosforilado como resultado de la reaccidon mediada por ATM en presencia de ATP se detecta
mediante anticuerpos especificos [marcados con el fluoroforeno europio (Eu) como donante y d2 como aceptor
(Cisbio Bioassays)] que permiten FRET. 2 ul de solucién de parada que contiene anticuerpos (HEPES 12,5 mM
pH 8,0, EDTA 125 mM, cloruro de sodio 30 mM, fluoruro de potasio 300 mM, Tween-20 al 0,1006%, Brij® 35 al
0,005%, anticuerpo anti-fosfo-p53 (ser15)-Eu 0,21 nM y anticuerpo anti-cmyc-d2 15 nM) se afiaden a la mezcla de
reaccién. Después de la incubacién, generalmente durante 2 horas (entre 1,5y 15 horas), para el desarrollo de la
sefial, las placas se analizan en un lector de placas (EnVision, PerkinElmer) usando el modo TRF (y con excitacidn
laser). Después de la excitacién del europio donante a una longitud de onda de 340 nM, se mide la luz de
fluorescencia emitida tanto del aceptor d2 a 665 nM como también del Eu donante a 615 nM. La cantidad de p53
fosforilada es directamente proporcional al cociente de las cantidades de luz emitida, es decir, las unidades de
fluorescencia relativa (RFU) a 665 nM y 615 nM. Los datos de medicion se procesaron mediante el software
Genedata Screener. Las determinaciones de IC50 se llevan a cabo, en particular, ajustando una curva de
dosis/accion a los puntos de datos mediante analisis de regresién no lineal.

IC50 = concentracion inhibitoria media maxima

ATP = trifosfato de adenosina

TR-FRET = transferencia de energia de resonancia de fluorescencia resuelta en el tiempo
HTRF® = fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo

HEPES = &cido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil)etanosulfénico

Mg(CHsCOO)2 = acetato de magnesio

MnCl2 = cloruro de manganeso(ll)

BSA = albumina de suero bovino

EDTA = tetraacetato de etilendiamina

TRF = fluorescencia resuelta en el tiempo

Las abreviaturas se aplican en todas partes, a menos que se indique lo contrario.
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El ensayo para determinar el valor de IC50 a una concentracion de ATP de 1000 uM difiere del ensayo anterior
solo en esa concentracién de ATP.

Ensayo de pCHK2 celular:

Para la identificacidn de sustancias que inhiben la fosforilacion de la proteina cinasa CHK2 (punto de control cinasa
2) en el aminoacido treonina 68, se usé un ensayo de analisis de alto contenido con base en inmunofluorescencia
en células HCT116.

Ensayo de inmunofluorescencia celular in vitro para la identificacion de inhibidores de la fosforilacién de CHK2
(fosfo-Thr68) inducida por bleomicina en la linea celular de carcinoma de colon humano HCT116:

Se siembran células HCT116 en una densidad celular definida en placas de 384 pocillos en medio de cultivo
(DMEM de glucosa alta, GlutaMax 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, FCS al 10%) y se incuban durante la noche a
37°Cy 10% de CO2. Al dia siguiente, las sustancias de ensayo se afiaden en un intervalo de concentracién definido
(1 nM a 30 uM) en combinacion con bleomicina 10 uM, en donde la concentracién del solvente DMSO se mantiene
constante al 0,5%. Después de cuatro horas de incubacién a 37°C y 10% de CO2, las células se fijan (5 min,
formaldehido al 4% en PBS), se permeabilizan (10 min, Triton X 100 al 0,2% en PBS) y, después del bloqueo de
los sitios de unién inespecifica (suero de cabra al 10%, BSA al 1% en PBS), incubados durante la noche a 4°C con
un anticuerpo anti-pCHK2 especifico (sefializacion celular # 2661). El pCHK2 (Thr68) se determina usando un
anticuerpo anti-lgG de conejo secundario marcado con Alexa488. La tincién paralela del ADN con yoduro de
propidio permite la determinacién del recuento celular. La sefial pCHK2 se detecta usando un generador de
imagenes de alto contenido (Molecular Devices IMX Ultra) y analisis automatico de imagenes usando el software
MetaXpress que pertenece al instrumento. Se determina el niUmero de nucleos celulares que tienen una sefial
pPCHK2 por encima de un fondo definido.

DMEM: Medio Eagle modificado de Dulbecco; FCS: suero de ternero fetal, PBS: solucién salina amortiguada con
fosfato (las abreviaturas se aplican en todas partes, a menos que se indique lo contrario)

Ademas, el efecto, en particular la inhibicién, de otras cinasas y, por tanto, la selectividad de los compuestos de
acuerdo con la invencidn se puede determinar con ayuda de los siguientes ensayos:

Ensayo de ATR cinasa/ATRIP

El valor de IC50 se determiné mediante un ensayo enzimatico ATR/ATRIP. El ensayo consta de dos pasos: la
reaccién enzimatica y el paso de deteccion. Primero, una mezcla de proteina ATR/ATRIP (Ataxia Telangiectasia y
proteina relacionada con Rad3/proteina que interactia con ATR), el compuesto en cuestion a diferentes
concentraciones, p53 como proteina sustrato y trifosfato de adenosina (ATP) se incuban en amortiguador de
ensayo. ATR fosforila p53 en Ser15 y otros residuos. A continuacién, se detecta la cantidad de p53 fosforilada
usando anticuerpos especificos y la tecnologia de ensayo TR-FRET.

En detalle: El ensayo enzimatico ATR/ATRIP se lleva a cabo como un ensayo de 384 pocillos con base en TR-
FRET-(HTRFTM, Cisbio Bioassays). En un primer paso, ATR/ATRIP recombinante humano purificado (ATR
humano, longitud completa, GenBank ID: NM_001184.3, y ATRIP humano, completo, GenBank ID AF451323.1,
co-expresado en una linea celular de mamifero) se incuba en amortiguador de ensayo durante 15 minutos a 22°C
con compuesto de ensayo a diferentes concentraciones o sin compuesto de ensayo (tal como control negativo). El
amortiguador de ensayo contiene HEPES 25 mM pH 8,0, Mg (CHsCOO)2 10 mM, MnCl2 1 mM, BSA al 0,1%, Brij®
35al 0,01%y ditiotreitol (DTT) 5 mM. Se usa un Echo 555 (Labcyte) para dispensar soluciones compuestas. Luego,
en un segundo paso, se afiaden p53 recombinante humana etiquetada con cmyc purificada (p53 humana, longitud
completa, GenBank ID: BC003596, expresada en células de insecto Sf21) y ATP y la mezcla de reaccion se incuba
durante 25 a 35 minutos, normalmente 25 minutos, a 22°C. El volumen de ensayo farmacolégicamente relevante
es de 5 ul. Las concentraciones finales en el ensayo durante la incubacién de la mezcla de reaccién son 0,3 -0,5
nM, tipicamente 0,3 nM, ATR/ATRIP, p53 50 nM y ATP 0,5 uM. La reaccién enzimatica se detiene mediante la
adicién de EDTA. La generacién de p53 fosforilada como resultado de la reaccién mediada por ATR en presencia
de ATP se detecta mediante el uso de anticuerpos especificos [marcados con los fluoréforos europio (Eu) como
donante y d2 como aceptor (Cisbio Bioassays)]que permiten FRET. Para este propésito, 2 ul de solucion de parada
que contiene anticuerpos (HEPES 12,5 mM pH 8,0, EDTA 125 mM, cloruro de sodio 30 mM, fluoruro de potasio
300 mM, Tween-20 al 0,006%, Brij® 35 al 0,005%, anticuerpo anti-fosfo-p53(Ser15)-Eu 0,21 nM, anticuerpo anti-
cmyc-d2 15 nM) se afiaden a la mezcla de reaccién. Después del desarrollo de la sefial durante 2 h, las placas se
analizan en un lector de microplacas EnVision (PerkinElmer) usando el modo TRF con excitacién laser. Luego de
la excitacién del europio donante a 340 nm, se miden la luz de fluorescencia emitida del aceptor d2 a 665 nm asi
como del Eu donante a 615 nm.

La cantidad de p53 fosforilada es directamente proporcional a la relacion de las cantidades de luz emitida, es decir,
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la relacion de las unidades de fluorescencia relativas (rfu) a 665 nm y 615 nm. Los datos se procesan empleando
el software Genedata Screener. En particular, los valores de IC50 se determinan de la manera habitual ajustando
una curva de respuesta a la dosis a los puntos de datos usando analisis de regresién no lineal.

Para las abreviaturas, consulte la lista anterior.
Ensayo celular pCHK1

La cinasa Chk1 actla aguas abajo de ATR y tiene un papel clave en el control del punto de control de dafios en el
ADN. La activacién de Chk1 implica la fosforilacion de Ser317 y Ser345 (considerado como el objetivo preferencial
para la fosforilacion/activacién por ATR) y ocurre en respuesta a la replicacion del ADN bloqueada y ciertas formas
de estrés genotdxico. La fosforilacién en Ser 345 sirve para localizar Chk1 en el nlcleo después de la activacién
del punto de control.

Este ensayo mide una disminucidn en la fosforilacién de Chk1 (Ser 345) en células de adenocarcinoma de colon
HT29 después del tratamiento con compuesto e hidroxiurea (que promueve el estancamiento de la horquilla debido
al agotamiento de dNTP) y usando un procedimiento inmunocitoquimico e imagenes de alto contenido.

Para el ensayo, las células HT29 se siembran en medio de cultivo (DMEM de glucosa alta (sin rojo de fenol),
glutamax 2 mM, piruvato 1 mM, FCS al 10% en placas Greiner de 384 pocillos, negras, jclear # 781090 (2500
células/pocillo/30 pl) y se incuban durante al menos 20 horas a 37°C, 10% de CO2 y 90% rH. Los compuestos de
prueba diluidos (1 nM - 30 uM final) e hidroxiurea (3 mM final) se agregan simultdneamente y las células se incuban
durante 4 h a 37°C. Después de la fijacién/permeabilizacidon con MeOH al 100% (-20°C frio) y permeabilizacién
con Triton X-100 al 0,2%. Se lleva a cabo un procedimiento inmunocitoquimico completo usando un anticuerpo
anti-pChk1 especifico (Cell Signalling, # 2348BF) y un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia (Alexa
Fluor® 488 fragmento F(ab')2 de cabra anti-conejo, Invitrogen A11070) y tincidn nuclear paralela para el recuento
de células.

La sefial pChk1 localizada en el nucleo se detecta en un lector de alto contenido confocal ImageXpress Ultra y se
informa como% de células positivas (nucleos).

Ensayo de ADN-PK

El ensayo de cinasa se llevd a cabo como ensayo de 384 pocillos con base en HTRF®. En un primer paso, el
complejo de proteina ADN-PK se incubd con o sin el compuesto de prueba durante 15 min a 22°C. Después de la
adicion del sustrato STK-1-biotina (Cisbio), Mg-ATP, ADN y estaurosporina, la mezcla de reaccién se incubo
durante 60-80 min (dependiendo de la actividad del complejo de proteina ADN-PK) a 22°C. Se uso6 un Echo 555
(Labcyte) para dispensar soluciones compuestas. El amortiguador de ensayo consistia en HEPES 25 mM pH 7,4,
MgCI2 11 mM, KCI 80 mM, EDTA 0,45 mM y EGTA 0,5 mM, y contenia ditiotreitol (DTT) 1 mM, BSA al 0,17% vy
Tween® 20 al 0,01%. El volumen farmacolégicamente relevante fue de 5 pl. Las concentraciones finales en el
ensayo durante la incubacién de la mezcla de reaccién fueron 50-100 ng/pocillo de complejo de proteina ADN-PK
(dependiendo de la actividad del complejo de proteina ADN-PK), 1 uM STK-sustrato 1-biotina, 10 uyM Mg-ATP, 80
ng/bien ADN de timo de ternera y estaurosporina 1 uM. La reaccion enzimatica se detuvo mediante la adicidén de
EDTA. La generacion de sustrato STK fosforilado 1-biotina como resultado de la reaccion mediada por ADN-PK se
detectd mediante un anticuerpo anti-fosfo STK especifico (Cisbio) marcado con europio (Eu) como donante y
estreptavidina marcada con XL665 (Cisbio) como aceptor que permite FRET. Para este proposito, 4ul de solucidn
de parada que contiene anticuerpos y estreptavidina (12,5 mM HEPES pH 8,0, 125 mM EDTA, 30 mM de cloruro
de sodio, 300 mM de fluoruro de potasio, 0,006% de Tween-20, 0,005% de Brij® 35, 0,179 nM de anticuerpo anti-
fosfo-STK, estreptavidina-XL665 160 nM) se afiadieron a la mezcla de reaccién. Después del desarrollo de la sefial
durante 1 hora, las placas se analizaron en un lector de microplacas Rubystar o Pherastar (BMG Labtech). La
cantidad de sustrato fosforilado fue directamente proporcional a la relacion de unidades de fluorescencia (longitud
de onda de excitacién 337 nm) a las longitudes de onda de emisién 665 nm (longitud de onda sensible a
fosfopéptidos/emision de XL665) a las unidades a 620 nm (longitud de onda de referencia europio). Los valores de
IC50 se calcularon usando el software Genedata Screener®. (Molecular Cancer Therapeutics 2003, 1257-1264;
inhibidores de la proteina cinasa dependientes del ADN como candidatos a farmacos para el tratamiento del cancer;
A. Kashishian, H. Douangpanya, D. Clark, S. T. Schlachter, C. Todd Eary, J. G. Schiro, H. Huang. L. E. Burgess, E.
A. Kesicki y J. Halbrook.)

MgATP = magnesio 5'-O-[hidroxi({[(hidroxifosfinato)oxilfosfinato}oxi)fosforilladenosina
Tween 20 = polisorbato 20

EGTA = acido etilenglicol bis(aminoetil éter)N,N,N’,N'-tetraacético
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BSA = Albumina de suero bovino
EDTA = tetraacetato de etilendiamina
Ensayo celular pDNA-PK

Las células HCT116 se cultivan en medio MEM alfa con suero de ternero fetal al 10% y glutamina 2 mM a 37°C y
CO2 al 10%. Las células se separaron del fondo de los recipientes de cultivo usando tripsina/EDTA, se
centrifugaron en tubos de centrifuga, se recogieron en medio fresco y se determiné la densidad celular. Se
sembraron 100.000 células en 1 ml de medio de cultivo por pocillo de una placa de cultivo celular de 24 pocillos y
se cultivaron durante la noche. Al dia siguiente, se afladieron a las células 10 uM de bleomicina (intercalador de
ADN e inductor de ruptura de doble cadena de ADN) y las sustancias de ensayo en medio de cultivo fresco y se
cultivaron durante seis horas mas. Luego se llevé a cabo la lisis celular y los lisados celulares se colocaron en una
placa ELISA de 96 pocillos (Sigma-Aldrich WH0005591M2: ADN-PK total, Abcam ab18192 o Epitomics EM09912:
fosfo-serina 2056 ADN-PK), que se bloqued y se recubrio con Anticuerpo especifico de ADN-PK, y se incubd a 4°C
durante la noche. Posteriormente, las placas de ELISA de 96 pocillos se trataron con un anticuerpo de deteccidn
(Abcam ab79444: ADN-PK total) y un conjugado estreptavidina-HRP. El desarrollo de la reaccion enzimatica se
llevé a cabo usando un reactivo quimioluminiscente, la quimioluminiscencia se midié usando el Mithras LB940. Las
seflales con el anticuerpo especifico de fosfo-ADN-PK se normalizaron a la sefial con el anticuerpo contra la
proteina completa ADN-PKc. Los valores o porcentajes de IC50 se determinaron haciendo referencia al nivel de
sefial del grupo de control del vehiculo tratado con bleomicina (100% del control). El control de DMSO se usd como
blanco.

MEM: Medio Esencial Minimo; DMSO: sulféxido de dimetilo
Ensayo de PDE2A1

Se usd un ensayo disponible comercialmente (Cerep, catélogo ref.4071, SOP n°1C1054), que esta disefiado para
evaluar los efectos de los compuestos sobre la actividad de la fosfodiesterasa-2A1 humana cuantificada midiendo
la formacion de 5’AMP a partir de cAMP usando una enzima recombinante humana expresada en células Sf9.

El compuesto de prueba, el compuesto de referencia o el agua (control) se afiaden a un amortiguador que contiene
Tris/HCI 40 mM (pH 7,4), MgCI2 8 mM y EGTA/NaOH 1,7 mM, cAMP 1,8 uMy 1 uCi [3H]cAMP.

Posteriormente, la reaccion se inicia mediante la adicidon de la enzima (aproximadamente 2,5 U) y la mezcla se
incuba durante 20 min a 22°C.

Para las medidas de control basal, la enzima se omite de |la mezcla de reaccion.
Después de la incubacién se afiaden perlas de SPA.

Después de 30 min a 22°C con agitacion, se cuantifica la cantidad de [H]5’AMP con un contador de centelleo
(Topcount, Packard).

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicidn de la actividad enzimatica de control.
El compuesto de referencia inhibidor estandar es EHNA (eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina), que se prueba en
cada experimento a varias concentraciones para obtener una curva de inhibicién a partir de la cual se calcula su

valor de IC50.

Referencia bibliografica: Maurice D.H., Ke H., Ahmad F., Wang Y., Chung J. y Manganiello V. C. (2014), Advances
in targeting cyclic nucleotide phosphodiesterases, Nat. Rev. Drug Discov., Vol. 13 Ed. 4: p. 290.

Ensayo de PDE4D2

Se usd un ensayo de Cerep disponible comercialmente (catalogo ref.4077; SOP n°1C1045). El ensayo esta
disefiado para evaluar los efectos de los compuestos de prueba sobre la actividad de la fosfodiesterasa-4D2
humana cuantificada midiendo la formacion de 5'’AMP a partir de cAMP usando una enzima recombinante humana
expresada en células Sf9.

El compuesto de prueba, el compuesto de referencia o el agua (control) se afiaden a un amortiguador que contiene

Tris/HCI 40 mM (pH 7,4) y MgCI2 8 mM, cAMP 450 nM y [*H]cAMP 0,0125 uCi.
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Posteriormente, la reaccion se inicia mediante la adicidon de la enzima (aproximadamente 1,5 U) y la mezcla se
incuba durante 20 min a 22°C.

Para las medidas de control basal, la enzima se omite de |la mezcla de reaccion.
Después de la incubacién, se afiaden perlas de SPA (ensayo de centelleo por proximidad).

Después de 30 min a 22°C con agitacion, se cuantifica la cantidad de [2H]5’AMP con un contador de centelleo
(Topcount, Packard).

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicidn de la actividad enzimética de control.

El compuesto de referencia inhibidor estandar es Ro 20-1724, que se prueba en cada experimento a varias
concentraciones para obtener una curva de inhibicién a partir de la cual se calcula su valor de IC50.

Referencia bibliografica como arriba.
Ensayo de PDE42A1

Se usé un ensayo comercial de Cerep (catalogo ref.4074; SOP n°1C1056), que esta disefiado para evaluar los
efectos de los compuestos sobre la actividad de la fosfodiesterasa-4A1A humana cuantificada midiendo la
formacion de 5'AMP a partir de cAMP usando una enzima recombinante humana expresada en células Sf9.

El compuesto de prueba, el compuesto de referencia o el agua (control) se afladen a un amortiguador que contiene
Tris/HCI 40 mM (pH 7,4) y MgCI2 8 mM, cAMP 450 nM y [*H]cAMP 0,25 uCi.

Posteriormente, la reaccién se inicia mediante la adicién de la enzima (aproximadamente 10 U) y la mezcla se
incuba durante 20 min a 22°C.

Para las medidas de control basal, la enzima se omite de |la mezcla de reaccion.
Después de la incubacién se afiaden perlas de SPA.

Después de 30 min a 22°C con agitacion, se cuantifica la cantidad de [2H]5’AMP con un contador de centelleo
(Topcount, Packard).

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicidn de la actividad enzimética de control.

El compuesto de referencia inhibidor estandar es Ro 20-1724, que se prueba en cada experimento a varias
concentraciones para obtener una curva de inhibicién a partir de la cual se calcula su valor de IC50.

Referencia bibliografica como arriba.
Los parametros adicionales considerados de importancia se determinan de la siguiente manera:
Estabilidad microsémica de método de prueba (depuracién intrinseca)

Se utiliza un ensayo de estabilidad microsémica para medir /a depuracién in vitro (Clint). El ensayo consiste en
medir la tasa de desaparicién de un compuesto debido a su actitud intrinseca para ser metabolizado ("intrinseco"
significa que la desaparicién no se ve afectada por otras propiedades como permeabilidad, union, etc. que juegan
un papel en la cuantificacién del aclaramiento in vivo). La estabilidad microsomal (aclaramiento intrinseco, Clint) vy,
por tanto, |la estabilidad metabdlica se dan generalmente como ul/min/mg de proteina. Puede visualizarse como el
volumen de solucién que 1 mg de microsomas puede eliminar del compuesto en un minuto.

Instrumentacion

Se usd una estacidn de trabajo Tecan Genesis (RSP 150/8) para llevar a cabo las incubaciones microsomales. El
analisis se llevo a cabo usando un sistema Waters ACQUITY UPLC acoplado a un espectrometro de masas
ABSciex API3000. El analisis de datos se llevé a cabo usando Assay Explorer (Symyx).
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Condiciones de UPLC
Columna: Acquity UPLC BEH C18, 2,1 x 50 mm, 1,7 um (Waters)

Fases moviles: A = &cido formico al 0,1% en agua; B = acetonitrilo

Tiempo de gradiente % A % B
inicial 90 10
0,47 5 95
0,65 5 95
0,66 90 10

Velocidad de flujo: 0,750 ml/min; Deteccién: ESI, MRM; Inyeccién: 10 uL; Temperatura de la columna: 50 °C
Quimicos
» Amortiguador de fosfato de potasio: amortiguador de fosfato de potasio 0,05 M pH 7,4 que contiene MgCI2 1 mM

* NADPH (fosfato de dinucledétido de nicotinamida y adenina): 22,5 mg de NADPH-Na4 en 1,8 ml de amortiguador
de fosfato de potasio

» Acetonitrilo: 50% en volumen de acetonitrilo (1 volumen de acetonitrilo, 1 volumen de agua)

* DMSO: 20% en volumen de DMSO en agua

* Solucion madre de 20 mg/ml de microsomas de higado de raton o humano (proteina)/ml en amortiguador fosfato
* Solucion madre de compuesto 10 mM en DMSO al 100%

Incubacién microsomal

La dilucién de los compuestos de prueba se llevo a cabo en 2 pasos partiendo de una solucidon madre 10 mM del
compuesto respectivo en DMSO al 100%. Se afiadieron los primeros 4 pl de solucién madre a 196 ul de DMSO al
20% en volumen. En un segundo paso, se agregaron 10 ul de la primera dilucién a 1590 ul de amortiguador de
fosfato de potasio para lograr una concentracion final de 1,25 uyM en la dilucion final del compuesto. Por lo tanto,
la cantidad de solvente orgéanico en el ensayo se mantuvo al minimo (<1%).

La solucién de microsoma (proteina) de higado humano o de ratdn que se usara en el ensayo se preparo
mezclando 750 ul de solucién madre (20 mg/ml) y 2250 uyl de amortiguador de fosfato de potasio hasta una
concentracion final de 5 mg/ml.

La incubacién se llevé a cabo en una placa de incubacién de 96 pocillos profundos. Se transfirieron 160 ul por
pocillo de la dilucion final del compuesto a la placa de incubacién. Se ensayaron cuatro muestras de cada dilucion
de compuesto. Se afiadieron 20 pl/pocillo de soluciéon de microsoma hepatico a cada pocillo y luego las muestras
se preincubaron durante 5 min a 37°C y con agitaciéon de 800 rpm. Se usaron dos compuestos de referencia
(verapamilo y dextrometorfano) en paralelo en cada experimento y para cada especie (microsomas humanos o de
ratén) para garantizar el rendimiento del sistema y para la comparacion.

En una placa de parada separada, se afiadieron 160 ul de acetonitrilo por pocillo.

Después de la preincubacién, es decir, en el tiempo t1 = 0 minutos, se transfirieron muestras de 18 ul de solucién
de compuesto incubado y se agregaron por pocillo (que contenia acetonitrilo) en la placa de parada para evitar
una reaccion (muestras de control de 0 minutos, 4 muestras por compuesto). Igualmente, se transfirieron muestras
de 18 ul de soluciéon de compuesto de referencia incubada y se agregaron por pocillo (que contenia acetonitrilo)
en la placa de parada en el tiempo t1 = 0 minutos y nuevamente después de 30 minutos (t4), se verifico la solubilidad
y estabilidad quimica del compuesto.

Para iniciar la reaccion, se afiadieron 26 I de solucién de NADPH (cofactor) a todos los pocillos que comprendian
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una dilucién de compuesto preincubado o una solucion de referencia, con la excepciéon de los pocillos que
comprendian una dilucién de compuesto preincubado que iban a usarse como muestras de control de 30 minutos,
en donde 26 ul de fosfato en su lugar se agreg+o amortiguador. A continuacion, se continué la incubacién a 37°C
y agitacion a 800 rpm.

En las soluciones de ensayo finales (es decir, en cada pocillo que comprende una solucién de compuesto,
microsomas (proteina) y NADPH respectivamente amortiguador fosfato), la concentracion final de proteina fue de
0,5 mg/ml y la concentracién de compuesto 1 mg/ml.

Después de t2 = 5 minutos, t3 = 10 minutos y t4 = 20 minutos de tiempo de incubacion (es decir, después del inicio
de la reaccidn), se transfirieron y agregaron por pocillo muestras de 20 ul de solucién de compuesto incubado (4
muestras por compuesto) y solucion de compuesto de referencia de acetonitrilo en la placa de tope.

Después de t4 = 30 minutos de tiempo de incubacién, muestras de 20 ul de soluciéon de compuesto incubada (4
muestras por compuesto) y muestras de 20 pl de las muestras de control de 30 minutos (que contienen
amortiguador en lugar de NADPH), asi como muestras de 20 ul de solucién de compuesto de referencia incubada
se transfirieron y se afiadieron por pocillo de acetonitrilo en la placa de parada.

Las muestras apagadas se centrifugaron a 4000 g durante 1 h a 4°C. Se transfirieron 80 pl del sobrenadante a
placas de 96 pocillos para su analisis por LC-MS/MS.

Analisis de los datos

La estabilidad microsémica/metabélica de cada compuesto se determind midiendo el cambio en el area del pico
de LC-MS/MS a lo largo del tiempo. Los datos se ajustan de acuerdo con un modelo logaritmico lineal de acuerdo
con Michaelis/Menten. El valor de Clint se calcula a partir de la pendiente (k) de la grafica de concentracidn
transformada logaritmica lineal por tiempo dividida entre la cantidad de microsomas (0,5 mg/ml): Clint (ul/min/mg
de proteina) = k*1000/concentracidn de proteina. Se usé el software Assay Explorer para calcular automaticamente
la pendiente k del declive.

ACTIVIDAD DEL CANAL DE IONES Kv11.1 (hERG) (ensayo de pinza de parche)

Método para la deteccidn y caracterizacidn de sustancias de ensayo que interfieren con el canal Kv11.1 (hERG):
Kv11.1 (hERG, gen del éter humano relacionado con go-go) es un canal de potasio que desempefia un papel
fundamental en la repolarizacion de las células. en los miocitos ventriculares.

La medicién de |la pinza de parche se llevé a cabo a temperatura ambiente en la configuracidén de células completas
en células de rifién embrionario humano (HEK293) que se han transfectado de manera estable con el gen hERG.

Las configuraciones de células completas se llevaron a cabo usando un dispositivo de pinza de parche
automatizado (PatchlinerTM, Nanion Technologies, Munich). Se trata de un sistema con base en chips de vidrio
con el que es posible realizar mediciones automaticas de células completas en hasta 8 células simultaneamente.
El chip de vidrio tiene un orificio de tamafio definido al que se transfiere |la celda al Gigaseal mediante la aplicacion
de una presion reducida y se lleva a la configuracion de celda completa. Se afiadieron amortiguador, suspensién
celular y sustancias de prueba a los microcanales del chip usando una pipeta recubierta de teflon.

Las células se sujetaron a un potencial de retencién de -80 mV. Para la medicion de la inhibicién promovida por
sustancias del canal Kv11.1, se aplicd el siguiente protocolo de voltaje a intervalos de 10 segundos: 51 ms/-80 mV,
500 ms/+40 mV, 500 ms/-40 mV, 200 ms/-80 mV. La corriente de fuga se resta mediante el método P4. Las células
se resuspendieron en amortiguador extracelular (EC) y se aplicaron al chip. Una vez recolectada la célula, se
mejord el sellado mediante la adicidon de un amortiguador potenciador del sellado. Tan pronto como se alcanzé la
configuracién de célula completa, el amortiguador potenciador del sello se lavé y se reemplazé por amortiguador
extracelular. La medicion se inicié en EC durante 1,5 min. A continuacion, se aplico DMSO (control de vehiculo,
0,1% de DMSO) y se registro la corriente de control durante 3 min. A continuacién, se afiadié dos veces la sustancia
de ensayo en la misma concentracion y se midié la corriente de potasio durante 3,5 min en cada caso.

Si el resultado de la medicidn de una sustancia de prueba a una concentracion inicial de 10 uM fue menor que (-)
50% de efecto (valor umbral) (por ejemplo (-) 60% de efecto), la sustancia de prueba fue, para determinar una
relacién dosis/accién, afiadida acumulativamente en concentracién creciente, en donde cada concentracion se
midié durante 5 minutos.

La sustancia de referencia usada fue la quinidina, bloqueador de los canales idnicos Kv11.1 (hERG). Los efectos
de las sustancias de pruebay la quinidina se estandarizaron para el control del vehiculo asociado. El efecto sobre
la actividad del canal Kv11.1 (hERG) se evalué a partir de la corriente de potasio a -40 mV. Para el calculo, se
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evaluo la corriente para la traza final respectiva. Se estandarizd una inhibicion inducida por la sustancia de ensayo
del canal Kv11.1 (hERG) para el control del vehiculo (0,1% de DMSO).

Durante la medicién, se tomdé una alicuota de la sustancia de prueba para determinar la concentracion. La muestra
se midié inmediatamente por HPLC y la concentracion final se determiné a partir de una curva de calibracion.

Si el resultado de la medicién de una sustancia problema a una concentracién inicial de 10 yM es mayor o igual a
(-) 50% de efecto (valor umbral) (por ejemplo (-) 30% de efecto, es decir, 30% de inhibicién a 10 uM), se calcula la
Ki de acuerdo con la siguiente formula: Ki = 1,0E-5 x (100+% de efecto)/(-% de efecto), [M].

El resultado de la medicidn de (-)30% de efecto a una concentracidn de sustancia de prueba de 10 uM da una K|
de 23 uM.

Enzimas del citocromo P-450 (CYP)

En el organismo humano, las sustancias farmacologicas se convierten en compuestos solubles en agua por
sistemas enzimaticos para facilitar su excrecidon. Estos sistemas enzimaticos incluyen enzimas del citocromo P-
450 microsomales, CYPs para abreviar. El ensayo esta disefiado para identificar si un compuesto puede ser un
inhibidor fuerte de isoformas de CYP definidas. Esto implica el uso de isoformas de CYP recombinantes y su
reductasa obtenidas por sobreexpresién en células de insectos infectadas con baculovirus. La reaccion de CYP se
lleva a cabo mediante la inhibicion de la isoforma de CYP que se esta probando junto con un sustrato de CYP
luminométrico en condiciones de regeneracién de NADPH. Los sustratos luminométricos P450-GloTM son
derivados de luciferina de escarabajo (acido (4S)-4,5-dihidro-2-(6-hidroxibenzotiazolil)-4-tiazolcarboxilico o D-
luciferina), un sustrato de luciferasa de /uciérnaga de escarabajos. Los sustratos luminométricos P450-Glo™ no
reaccionan directamente con la luciferasa, sino que la isoforma CYP respectiva los convierte en un producto de
luciferina que es luminiscente al reaccionar con el reactivo de deteccion de luciferina (LDR). Esto permite cuantificar
rapidamente la actividad enzimatica a través de la luminosidad. El grado de inhibicién se mide determinando el
valor de IC50 (Crespi et al., Methods Enzymol. 357: 276-284, 2002). Se usan los siguientes sistemas/ensayos de
tamizado disponibles comercialmente: Sistema de tamizado P450-Glo™ CYP1A2 (Promega Corporation; V9770);
Ensayo P450-Glo™ CYP2C8 (Promega Corporation; V8782), Sistema de tamizado P450-Glo™ CYP2C9
(Promega Corporation; V9790); Sistema de tamizado P450-Glo™ CYP2C19 (Promega Corporation; V9880);
Sistema de tamizado P450-Glo™ CYP2D6 (Promega Corporation; V9880); Sistema de deteccién P450-Glo™
CYP3A4 (Luciferin-PPXE) (Promega Corporation; V9910).

Biodisponibilidad

La biodisponibilidad predicha en humanos se deriva de las biodisponibilidades medidas en las especies preclinicas:
ratén, rata y perros (Beagle) y se calcula para la dosis farmacolégicamente efectiva predicha en humanos
(simulacién in silico de GastroPlus).

Método de difraccién de rayos X en polvo (PXRD):

Los difractogramas de rayos X en polvo (XRPD), tal como los que se muestran en las figuras 7By 10 a 19 (y otras),
se obtuvieron usando la siguiente metodologia: Las muestras se prepararon en una placa combinatoria de 96
pocillos (que comprende una placa de rayos X lamina amorfa como fondo), o entre peliculas amorfas de rayos X.
Las mediciones se han realizado en geometria de transmision con radiacion Cu-Ka1 en un difractémetro Stoe
StadiP 611. Los escaneos fueron de 0-36° 26 simultaneamente (ancho de paso de 0,03° 26, 30 segundos por
paso), o cubriendo 1-65° 26 (ancho de paso de 0,015° 26, 15 segundos por paso), respectivamente.

Difraccién de rayos X de cristal tinico:

Los datos de la estructura de rayos X monocristalino se obtuvieron usando un difractometro SuperNova de Agilent,
equipado con un detector CCD que usa radiacién Cu Ka. Las mediciones se llevaron a cabo a 200 K (Forma H2)
0298 K (Formas A1, A2, A3, H1), respectivamente. Los datos monocristalinos se usaron para la determinacion del
sistema cristalino y los parametros de la celda unitaria.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC):

Los barridos de DSC se adquirieron en un calorimetro de barrido diferencial de flujo de calor Mettler-Toledo con
muestreador automatico, usando una atmosfera de gas inerte de nitrogeno (50 mil/min). Se llevaron a cabo barridos
generales en recipientes de Al 40 uL con tapas abiertas desde 25-300°C a 5°C/min.
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Analisis termogravimétrico (TGA):

Las exploraciones de TGA se adquirieron en un analizador termogravimétrico Mettler-Toledo con muestreador
automatico, usando una atmésfera de gas inerte de nitrégeno (50 ml/min). Se llevaron a cabo exploraciones
generales en recipientes de Al 100 uL sin tapa desde 25-300°C a 5°C/min. Los experimentos se corrigieron en la
linea de base con un ensayo en blanco de un recipiente vacio de 100 pl de Al sin tapa, usando el mismo perfil de
temperatura.

Absorcién dinamica de vapor (DVS):

Las isotermas de sorcion de vapor de agua DCS se adquirieron en un instrumento DVS con microbalanza e
incubadora (DVS-Intrinsic, Surface Measurement Systems, SMS). Las muestras de polvo se pesaron con precision
en bandejas de Al desechables y se colocaron en la posicién de muestra del instrumento DVS. Para la
humidificacion se usd una velocidad de seguimiento global de nitrégeno de 200 ml/min (corriente seca y humeda
combinada). Las isotermas de sorcién de vapor de agua se adquirieron a 25°C, usando un segmento de desorcién
inicial 1 de 40% HR (humedad relativa) a 0% HR (con pasos de 10% HR), un segmento de adsorcién de 0% HR a
98% HR (con Pasos de 10% de HR y un paso final de 8% de HR, respectivamente), y un segmento de desorcién
final 2 de 98% de HR a 0% de HR (con un paso inicial de 8% de HR y pasos de 10% de HR, respectivamente).
Para todos los pasos de HR, se usd una condicion de equilibrio de dm/dt < 0,0005% en peso/min, con un tiempo
de paso de HR minimo de 10 minutos y un tiempo de paso de HR maximo (tiempo de espera) de 360 minutos.

Perfiles de disolucién sin hundimiento de formas de estado sélido:
Los perfiles de disolucién sin hundimiento para formas de estado solido se adquirieron usando el método de matraz
agitado con exceso de material sélido en medio FaSSIF (pH 6,5) con muestreo resuelto en el tiempo para la

determinaciéon de cantidades disueltas de API.

Se pesaron aproximadamente 10-20 mg de muestra sdlida en viales de vidrio. Se afiadieron 7 ml del medio
respectivo (precalentado a 37°C) y la suspensién se agité a 450 rpom a 37°C. Después de 5 min, 10 min, 15 min,
30 min, 60 min, 120 min, 24 hy 48 h, se extrajo 1 ml de suspension y se filtré a través de un filtro de jeringa de 0,2
um. El filtrado transparente se analizé por HPLC después de una dilucidon adecuada para medir la cantidad de
compuesto/forma (también puede denominarse API) disuelto.

FaSSIF: taurocolato de sodio 3 mM; Lecitina 0,75 mM; Cloruro de sodio 105,9 mM; Fosfato de sodio monobasico
28,4 mM e hidréxido de sodio 8,7 mM, pH 6,5

Método de HPLC para la solubilidad dependiente del pH y la disolucién no hundida miniaturizada:
Los niveles de compuesto/forma disueltos se analizaron por HPLC, con las siguientes condiciones:
» Columna: Chromolith RP-18e 100 - 3 mm

» Solvente A: agua/acido férmico (999: 1; viv)

» Solvente B: acetonitrilo/acido formico (999: 1; viv)

* Volumen de inyeccién: 5 uL

» Temperatura de la columna: 37 °C

» Gradiente de HPLC:

Tiempo (minutos) Eluyente A (%) Eluyente B (%) [Flujo (mL/min)
0,0 90 10 17
0,3 90 10 17
2,0 10 90 17
2,75 10 90 1.7
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién descrita anteriormente; sin embargo, no pretenden limitar el alcance
de la invencién de ninguna manera. Los Ejemplos deben interpretarse, en particular, de tal manera que no se
limiten a las caracteristicas 0 combinaciones de caracteristicas especificamente ilustradas, sino que las
caracteristicas ilustrativas pueden modificarse o combinarse libremente siempre que se logre el objeto de la
invencidn. Los efectos beneficiosos de los compuestos, combinaciones y composiciones de la presente invencién
también pueden determinarse mediante otro método analitico y configuraciones experimentales conocidas como
tales por el experto en la técnica pertinente. Asimismo, las modificaciones de los métodos de preparacion, en
particular las condiciones de reaccién, seran facilmente evidentes para el experto en la materia.

Ejemplo 1: Preparacion de los Compuestos 1y 2

El Compuesto Y se prepara de acuerdo con el procedimiento descrito en el documento WO 2016/155844, seguido
de la separacion de los Compuestos 1y 2 a partir del compuesto Y:

72 o " | o
| I
S NH > ONH o 5 ﬁ:
b. Br. NG a r N o
Br NH NG 9N
| | ~o 2
~o Z ~o =

a. Sintesis de 6-bromo-N-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3-nitro-quinolin-4-amina

En una atmésfera de nitrégeno seco, se proporciond una solucion de 3-fluoro-5-metoxipiridin-4-amina (447 mg,
3,02 mmol) disuelta en N,N-dimetilformamida (5 ml). Luego, se afiadié hidruro de sodio (504 mg, 12,6 mmol, 60%)
ala solucidn y se continuo agitando durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacidn, se afiadioé 6-bromo-
4-cloro-7-metoxi-3-nitro-quinolina (800 mg, 2,52 mmol) a la mezcla de reaccidn, seguida de 15 minutos de agitacién
a temperatura ambiente, luego inactivacion de la reaccion mediante adicion de agua helada (100 mL). El
precipitado se separd por filtracién, se lavd con agua helada y se sec6 para dar 1,00 g (94%) de 6-bromo-N-(3-
fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3-nitro-quinolin-4-amina como un solido amarillo.
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b. Sintesis de 6-bromo-N*-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-quinolin-3,4-diamina

Se proporciond 6-bromo-N-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3-nitro-quinolin-4-amina (990 mg, 2,20 mmol)
disuelta en metanol (100 ml) en una atmdsfera protectora de nitrégeno. Luego, se afiadié Raney-Ni (100 mg, 1,17
mmol) a la solucidn y la mezcla de reaccion se agitdé durante 30 minutos bajo una atmosfera de hidréogeno a presion
normal. Después de introducir nitrégeno, la suspension se filtré y el filtrado se secd al vacio. El filtrado se evapord
hasta sequedad al vacio. El residuo se cristalizé en una mezcla de acetato de etilo/éter de petrdleo, produciendo
0,86 g (99%) de 6-bromo-N?-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-quinolin-3,4-diamina como un solido amarillo.

c. Sintesis de 8-bromo-1-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona

Se proporciond una solucion de 6-bromo-N*-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-quinolin-3,4-diamina (0,85 g,
2,20 mmol) disuelta en tetrahidrofurano (20 ml). Luego, se afiadieron 1,1'-carbonildiimidazol (1,84 g, 11,3 mmol) y
base de Hunig (1,46 g, 11,3 mmol). La mezcla de reaccién se calenté a 40°C y se agité durante 16 horas. Después,
la reaccion se inactivé mediante la adicién de agua helada (200 ml). El precipitado se separé por filtracidn, se lavo
con agua helada y se secd para dar 0,87 g (94%) de 8-bromo-1-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3H-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona como un sélido amarillo claro.

d. Sintesis de 8-bromo-1-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3-metil-imidazo[4, 5-c]quinolin-2-ona

En una atmdsfera de gas nitrégeno protector seco, se proporcioné 8-bromo-1-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-
3H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (0,86 g, 1,94 mmol) disuelta en N,N-dimetilformamida (5 ml). Luego, se afiadieron
hidruro de sodio (388 mg, 9,71 mmol, 60%) y yoduro de metilo (2,76 g, 19,4 mmol). La mezcla de reaccién se agito
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, la reaccién se detuvo mediante la adicion de agua helada (100
ml). El precipitado resultante se filtré y se secd al vacio para dar 0,70 g (80%) de 8-bromo-1-(3-fluoro-5-metoxi-4-
piridil)-7-metoxi-3-metil-imidazof4,5-c]quinolin-2-ona como un sélido amarillo claro.

e. Sintesis de 1-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3-metil-8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona

Bajo una atmodsfera de gas inerte de argdn en equipo cerrado se proporcionaron 8-bromo-1-(3-fluoro-5-metoxi-4-
piridil)-7-metoxi-3-metil-imidazof4,5-c]quinolin-2-ona (150 mg, 0,33 mmol), 1,3-dimetil-4-(tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (88,4 mg, 0,40 mmol), Pd(PPh3)4 (76,6 mg, 0,07 mmol) y carbonato de potasio (91,6
mg, 0,66 mmol) en 1,4-dioxano (15 ml) y agua (5 ml). La mezcla de reaccidon se calentd a 80°C con agitacién
durante 2 horas. A continuacién, se enfrié a temperatura ambiente y se redujo la mezcla de reaccién a sequedad
al vacio. El residuo se purificd cromatograficamente usando silice (acetato de etilo/metanol = 97:3, partes en
volumen). El eluato se redujo a sequedad y el producto bruto resultante se purificé mediante RP-HPLC preparativa
(agua/acetonitrilo). Después de reducir las fracciones del producto, 1-(3-fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3-metil-
8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)imidazof4,5-c]quinolin-2-ona (70 mg, 47%) se obtuvo como un sélido incoloro.

f. Separacién de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Ra)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1, 3-dihidro-
imidazo[4,5-cJquinolin-2-onay 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-
1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona

1-(3-Fluoro-5-metoxi-4-piridil)-7-metoxi-3-metil-8-(1,3-metilpiraz ol-4-il)imidaz o[4, 5-c]quinolin-2-ona (50,0 mg, 0,11
mmol) como se obtuvo anteriormente se separé mediante HPLC quiral usando SFC para dar los Compuestos 1y
2, La sustancia se aplicé ala columna quiral Lux Cellulose-2 y se separ6 a un flujo de 5 ml/min con CO2/2-propanol
+ dietilamina al 0,5% (75:25) como solvente y usando deteccidn a una longitud de onda de 240 nm. La reduccién
de las fracciones de producto a presién reducida proporcioné 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Ra)-(3-fluoro-5-
metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1, 3-dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (25,0 mg, 50%) y 8-(1,3-dimetil-1H-
pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1, 3-dihidro-imidazof4,5-cjquinolin-2-ona (22,1
mg, 44%), ambos como sdlidos incoloros.

Los compuestos de partida se pueden obtener facilmente, por ejemplo, tal como se muestra a continuacion:
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Br. NG Br. _ NG
| DMF, POCI, |
- - N
7 N
| NaOMe |
= . s = O/
NH2 NHZ

Ejemplo 2: Aislamiento de los atropisdmeros y purificacion del Compuesto 1

Los Compuestos 1y 2 pueden aislarse del Compuesto Y como se muestra en el Esquema de reaccion 1y en la
figura 6 y como se describe en detalle a continuacidén. Un experto en la técnica apreciara que el proceso descrito

5 a continuacion es igualmente aplicable para los compuestos 3-ay 3-b a partir de 3, 4-ay 4-b a partir de 4, asi como
5-ay 5-b a partir de 5, Esquema de reaccién 1: preparacion de las sales quirales

Esquema de reaccién 1. preparacién de las sales quirales

N\
N—N
X ) N
/ N
~© F = OBz O
- 2 52-55°C/0.5h
N9+ HO S NoH = salLA + sallB
| AN >= = luego enfriar a
\
Compuesto Y
, OBz O 52-55°C/0.5h
Solvente A (licor madre) + HO —— > salLD
OH  luego enfriar a
O OBz 20-25°C

Paso 1:

10 1. En un reactor de 200 L, se afladieron acetona (108 L, 20 vol.), Agua purificada (8,13 L, 1,5 vol.) y Compuesto Y
(5,42 kg, 1,0 eq.) A20~25°C.

2. Cargado con &cido dibenzoil-L-tartarico (4,33 kg, 1,0 eq.).
3. Calentado a 52-55°C para dar una solucién transparente, agitado durante 0,5 h a 52-55°C.
4. Enfriado a 20~25°C.
15 5. Torta de filtracién filtrada y lavada con acetona (5,4 I, 1 vol.) Una vez.
6. Se recogio la torta y se secé para dar la sal L B (sal L del Compuesto 2) (sdlido amarillo claro con 95,9% de

pureza quiral).
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7. Se concentré la solucion madre y se obtuvo la sal L A (sal L del Compuesto 1).

8. En un reactor de 100 | se afiadio L-sal Ay DCM (38 1, 7 vol.), el pH se ajustd a 8-9 con una solucién saturada de
NaHCO3.

9. Se recogiod la capa de diclorometano (DCM), se extrajo el NaHCOs saturado con DCM (16,3 |, 3 vol.), se
combinaron las capas de DCM, se lavé la capa de DCM con H20 (10,8 [, 2 vol.).

10. Se concentrd la capa de DCM. Luego, se afiadié acetona (5,4 |, 1 vol.) A 20~25°C.
11. Agitado a 20~25°C durante 1h.

12. Se filtrd, se recogio la torta y se secd para dar el Compuesto 1 (3,50 kg, sdlido blanco con 73,2% de pureza
quiral, R: 64,6%).

Paso 2:

1. En un matraz de 50 | se afiadié L-sal By DCM (16,2 |, 3 vol.), El pH se ajusté a 8-9 con una solucién saturada
de NaHCO3.

2. Se recogid la capa de DCM, se extrajo la capa acuosa con DCM (5,4 1, 1 vol.), se combinaron las capas de DCM,
se lavé la capa de DCM con H20 (5,4 1, 1 vol.).

3. Se intercambid el DCM con 2-etoxietanol (1,8 L, 0,3 vol.) dos veces al vacio a 40~50°C.

4. Se ajusto el volumen con 2-etoxietanol a 5,4 L (1 vol.).

5. Calentado a 128-130°C para dar una suspension, agitado durante 44 h a 128-130°C.

6. IPC (relacién 49,5: 50,5).

7. Enfriado a 15~20°C.

8. Sefiltré y se lavé la torta con metil-terc-butil-éter (2,7 1, 0,5 vol).

9. Se recogié la torta y se secé para dar el Compuesto Y (1,60 kg, sélido blanquecino, rendimiento global: 29,5%).
Paso 3:

1. En un reactor de 100 L se afiadié acetona (70 L, 20 vol.) A20~25°C, se agit6 y se afiadio Compuesto 1 (3,5 kg,
1,0 eq.), se afiadié agua (5,3 L, 1,5vol.).

2. A35~40°C, calentado a 52~55°C para dar una solucion transparente, agitado durante 0,5 h a 52~55°C.

3. Se enfrio a 20~25°C con bafio de aceite y se agita durante 17 h a 20~25°C.

4. Sefiltré y se lavo la torta con acetona (3,5 L, 1 vol.).

5. Se recogié la torta para dar la sal D A (sal D del Compuesto 1) (sélido amarillo claro con 98,7% de pureza quiral).

6. Se concentro la solucidon madre, luego se afiadié una solucion saturada de NaHO3 (15,5 L, 3,5 vol.) y H20 (15,5
L, 3,5vol.).

7. Se agito durante 0,5 h a 20~25°C.
8. Sefiltré y se lavd la torta con H20 (3,5 L, 1 vol.).

9. Se recogio la torta de filtracién y se secd para dar el Compuesto Y (1,53 kg, sélido blanco con una relacion de
50,3: 49,7, Y: 43,7%).
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Paso 4:

1. En un reactor de 50 L se afiadié D-sal A (D-sal del Compuesto 1) y acetona (17,5L, 5vol.), se calenté a 52~55°C
para dar una solucion en suspension, se agité durante 0,5 h a 52~55°C.

2. Se enfriéa 20~25°C y se agita durante 17 h a 20~25°C.
3. Sefiltré y se lavd la torta con acetona (3,5 L, 1 vol).

4. Se recogi6 la torta de filtracién y se secé para dar la sal D A (3,23 kg, sélido amarillo claro con 99,2% de pureza
quiral).

5. En un reactor de 50 L se afiadié D-sal A, luego se afiadio una solucion saturada de NaHCOs (16 L, 5 vol.) y H20
(16 L, 5vol.).

6. Se agitd durante 0,5 h a 20~25°C.
7. Se filtré y se lavo la torta con H20 (16 L, 5 vol.).

8. Se recogid la torta y se seco para dar el Compuesto 1 (1638 g, sélido blanco con 99,1% de pureza quiral y 99,9%
de HPLC, rendimiento total: 30,2%).

Ejemplo 3: Separacion, purificacion y analisis cromatograficos

3.1 Los Compuestos 1 y 2 se pueden aislar a partir del Compuesto Y usando cromatografia en una fase
estacionaria quiral (ver, por ejemplo, Chiral Liquid Chromatography; W. J. Lough, Ed. Chapman and Hall, Nueva
York, (1989); Okamoto, "Optical resolution of dihydropyridine enantiomers by high-performance liquid
chromatography using phenylcarbamates of polysaccharides as a chiral stationary phase”, J. of Chromatogr.
513:375-378, (1990)). Los Compuestos 1y 2 se pueden aislar mediante cromatografia en fase estacionaria quiral,
por ejemplo, una columna Chiralpak IC (5 mm, 150 x 4,6 mm ID), por ejemplo, usando elucion isocratica con una
fase movil que contiene: H2O/ACN 50/50 viv (ACN: acetonitrilo; v: volumen). Un experto en la materia apreciara
que se puede aplicar el mismo procedimiento para los compuestos 3-ay 3-b, 4-ay 4-b asi como 5-ay 5-b.

Un cromatograma asi obtenido se ilustra en la figura 5 (columna y elucidén como se menciond anteriormente, flujo
1,00 ml/min; UV a 260 nm; Tcy Ts: 25 £ 5°C, Sconc 0,20 mg/ml; volumen inyectado 10 ml)

3.2 Como alternativa a las condiciones de SFC mencionadas anteriormente, se puede usar la cromatografia de
fluidos supercriticos preparativa, que incluya, por ejemplo: columna Chiralpak AS-H (20 mm x 250 mm, 5 pm);
elucién isocratica (20:80 etanol: CO2 con 0,1% v/v de NH3), BPR (reg. de contrapresiéon): aproximadamente 100
bar por encima de la presion atmosférica; una temperatura de columna de 40°C, un caudal de 50 ml/min, un
volumen de inyeccion de 2500 ul (125 mg) y una longitud de onda del detector de 265 nm.

3.3 Para el analisis de la pureza de los respectivos atropisdmeros, nuevamente, se puede aplicar SFC, por ejemplo
usando la siguiente configuracion: columna Chiralpak AS-H (4,6 mm x 250 mm, 5 um); elucidn isocratica (20:80
etanol: CO2con 0,1% v/v de NH3), BPR (reg. de contrapresién): aproximadamente 125 bar por encima de la presién
atmosférica; una temperatura de columna de 40°C, un caudal de 4 ml/min, un volumen de inyeccién de 1 uly una
longitud de onda del detector de 260 nm.

Ejemplo 4: Estabilidad de los Compuestos 1y 2
Célculos de mecénica cuéntica de barreras rotacionales

LaPlante et al., (ChemMedChem, 2011, 6 (3), 505-513) describen un flujo de trabajo de mecanica cuantica para
estimar las barreras de energia a la rotacion axial de moléculas similares a farmacos. Se aplicd un enfoque similar:
las estructuras 3D de todas las moléculas de entrada se han generado usando CORINA (Corina version 3,6,
Molecular Networks, Alemania) y posteriormente se han minimizado con Macromodel (version 11.1, Schrédinger.
LLC, Nueva York, NY). Sobre la base de estas estructuras de entrada, se calcularon las barreras de energia
rotacional a partir de escaneos de angulos diedros relajados usando el programa Jaguar (versioén 9,1 version 14,
Schrédinger. LLC, Nueva York, NY) empleando el método B3LYP/6-31G™* con un incremento del angulo de torsién
de 15°. Las estructuras se optimizaron antes del escaneo de torsién usando el mismo nivel de teoria. Se han usado
parametros predeterminados, excepto que el nimero maximo de pasos de minimizacion se establecié en 500y se
introdujo el indicador stop_rxn para evitar rupturas de union artificiales. Para todos los célculos, se han usado
fragmentos moleculares representativos. El diedro obtenido de la estructura minimizada de la mecanica molecular
se ha usado para definir el valor inicial para la exploracion diedro, por ejemplo, para el Compuesto 1 de esta
invencién o para el “Compuesto de referencia 1 de LaPlante” los valores se han establecido en 47,32° y 35,8°
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respectivamente. Para cada torsion alrededor del enlace axial, los valores de energia QM se han calculado en 24
pasos. El perfil de torsién se ha obtenido trazando los valores del angulo de torsién a las energias calculadas. Se
ha determinado la barrera de energia mas baja para cada compuesto que permite la interconversion entre ambos
isomeros. Para los compuestos de referencia 1-6 se conocen tasas de interconversion determinadas
experimentalmente y barreras energéticas deducidas. Las barreras de energia computacional para los compuestos
de referencia 1-6 estan entre 9,865 y 31,316 kcal/mol. Estos valores se han ajustado a las tasas de interconversién
determinadas experimentalmente.

Los calculos para el Compuesto 1 de esta invencion y el Compuesto 2 de esta invencion revelaron una alta barrera
rotacional prevista de 29,205 kcal/mol que se traduce en un atropisémero muy estable con una semivida rotacional
prevista en el intervalo de afios (> 10 afios). La temperatura requerida para el inicio de la racemizacion de
cualquiera de los atropisémeros enantioméricos es >100°C.

Un experto en la técnica apreciaré que estos valores también son ejemplares para los compuestos 3-ay 3-b, 4-a
y 4-b, asi como 5-ay 5-b.

Ejemplo 5: Sales farmacéuticamente aceptables del Compuesto 1

Las sales del Compuesto 1 (Compuestos 1-a), que son farmacéuticamente aceptables, se prepararon como se
muestra y se comenta en detalle a continuacion.

Preparacién de fumarato-sal (Forma NF6):

Aprox. 20 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-dihidro-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona se disolvieron en 1 ml de THF a 50°C (grado p. a.) en un vial de vidrio de 4 ml con
tapdn cerrado, equipado con una barra de agitacion magnética y usando un agitador magnético. A 50°C, se
afiadieron aprox. 5,7 mg de acido fumarico (~1,1 €q.) a la solucion caliente y se enfrid a 5°C a una velocidad de
enfriamiento de 0,1 K/min. La mezcla se calentd repetidamente a 50°C (en aproximadamente 30 min) y se enfrié a
5°C (a 0,1 K/min) con agitacion, antes de una paso de equilibrio final a 5°C durante varias horas. Para aumentar
el rendimiento de la formacién de sal en la solucion enfriada, la mezcla se expuso adicionalmente a una difusion
de vapor antisolvente lenta de n-pentano en una configuracion de vial cerrado. El material sdlido finalmente
obtenido se separé por centrifugacién y se secé suavemente bajo una purga de nitrogeno.

Preparacién de sal napsilato (Forma NF7) - Alternativa 1:

Aprox. 10 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1, 3-dihidro-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona se disolvieron en ~250 uL de acetona a 50°C (grado p. a.) en un vial de vidrio de 4 ml
con tapén cerrado, equipado con un agitador magnético barra, y usando un agitador magnético. A 50°C, se
afiadieron aproximadamente 5,6 mg de acido naftaleno-2-sulfénico (~1,2 eq.) a la solucion caliente y se enfrié a
5°C a una velocidad de enfriamiento de 0,1 K/min. La mezcla se calenté repetidamente a 50°C (en
aproximadamente 30 min) y se enfrié a 5°C (a 0,1 K/min) con agitacion, antes de una paso de equilibrio final a 5°C
durante varias horas. El material sélido finalmente obtenido se separ6 por centrifugacién y se secd suavemente
bajo una purga de nitrégeno.

Preparacién de sal napsilato (Forma NF7) - Alternativa 2:

Aprox. 11,5 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1, 3-dihidro-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona se disolvieron en ~250 pL de THF (tetrahidrofurano) a 50°C (grado p. a.) en un vial de
vidrio de 4 ml con tapdn cerrado, equipado con una barra de agitacién magnética, y mediante el uso de un agitador
magnético. A 50°C, se afiadieron aproximadamente 6,6 mg de acido naftalen-2-sulfénico (~1,2 eq.) a la solucién
caliente y se enfrid a 5°C a una velocidad de enfriamiento de 0,1 K/min. La mezcla se calentd repetidamente a
50°C (en aproximadamente 30 min) y se enfrié a 5°C (a 0,1 K/min) con agitacién, antes de una paso de equilibrio
final a 5°C durante varias horas. El material sélido finalmente obtenido se separé por centrifugacion y se secd
suavemente bajo una purga de nitrogeno.

Preparacién de sal edisilato (Forma NF8):

Aprox. 12,6 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1, 3-dihidro-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona se disolvieron en ~250 UL de acetona a 50°C (grado p. a.) en un vial de vidrio de 4 ml
con tapén cerrado, equipado con un agitador magnético barra, y usando un agitador magnético. A 50°C, se
afiadieron aproximadamente 6,1 mg de acido etandisulfénico (~1,2 eq.) a la solucién caliente y se enfrié a 5°C a
una velocidad de enfriamiento de 0,1 K/min. La mezcla se calentd repetidamente a 50°C (en aproximadamente 30
min) y se enfrié a 5°C (a 0,1 K/min) con agitacién, antes de una paso de equilibrio final a 5°C durante varias horas.
El material sdlido finalmente obtenido se separé por centrifugacién y se secéd suavemente bajo una purga de
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nitrégeno.
Parametro Fumarato Napsilato Edisilato
Estereoquimica delAPI : Fumarato API API API: Edisilato 1:1
sal
1,0:0,9 Napsilato 1:1 Napsilato 1:1
Punto de fusién >180°C ~209°C n.d. ~223°C

Ejemplo 6: Preparacién de los Compuestos 3, 4y 5 (Ejemplos de referencia)

Sintesis de 8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)-1-[3-fluoro-5-(trideuteriometoxi)-4-piridil]-7-metoxi-3-metil-imidaz of4,5-
cjJquinolin-2-ona

N—N N—N
I/ N I/ N
O F’Q a.; O F’Q/Z D
N o F N O/%D
T =0 T p=o

Paso a:

En un tubo sellado se colocaron: 1-(3,5-difluoropiridin-4-il)-8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-7-metoxi-3-metil-
1H,2H,3H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (90,0 mg, 0,20 mmol, 95%), carbonato de potasio (85,3 mg, 0,62 mmol),
CDsOD (0,30 ml, 6,74 mmol), N,N-dimetilformamida (3 ml). La mezcla se agitdé durante 1 h a 100°C. Se afiadieron
10 ml de agua y la solucién resultante se extrajo tres veces con acetato de etilo (10 ml) y las capas organicas
combinadas se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y el filtrado se concentré a sequedad al vacio.
El residuo bruto se purificé mediante HPLC preparativa (SHIMADZU (HPLC-10): Columna: columna Atlantis Prep
T3 OBD, 19 x 250 mm, 10 ym,; fase movil: agua (10 mmol/L de NH4HCO3) y acetonitrilo (contener 34% de
acetonitrilo durante 10 min); Detector: UV 254 nm) para producir 35 mg (38%) de 8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)-1-[3-
fluoro-5-(trideuteriometoxi)-4-piridil]-7-metoxi-3-metil-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona como un sélido blanco. Punto de
encuentro 260-262°C. HPLC/MS (pureza) 97%. Rt 1,98 min (método A). [M+H]+ 452. [M+H]+ 452, RMN 1H (400
MHz, DMSO-d6) ppm = 8,92 (s, 1 H), 8,70(d, J=95Hz, 2H), 7,83 (s, 1H), 7,54 (s, 1H), 7,00 (s, 1H), 3,94 (s, 3
H), 3,78 (s, 3H), 3,60 (s, 3H), 1,75 (s, 3 H).
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Sintesis de 8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)-1-[3-fluoro-5-(trideuteriometoxi)-4-piridil]-7-metoxi-3-
(trideuteriometil)imidazof4,5-cjquinolin-2-ona
\N N
I Br N\ \
F\= b. N F c. o F\=
F — = | >=O —_— F
d | N)=o NS~~N Z | N>=O
N Y H )VD N ~ N
° b XD
Db
l d.
\
N—N
\
N N
| / A\
O F _ D
) O/%DD
[ >=o
Na N
XD
DD

Paso b:

En un matraz de fondo redondo se colocé 8-bromo-1-(3,5-difluoropiridin-4-il)-7-metoxi-1H, 2H, 3H-imidazo[4,5-
clquinolin-2-ona (3,00 g, 6,96 mmol, 94%) en N,N-dimetilformamida (50 ml). Se afiadié hidruro de sodio (1,39 g,
34,8 mmol, 60%) a 0°C en 5 min, seguido de la adicién de CDsl (3,18 g, 20,9 mmol, 95%). La solucion resultante
se agité durante 15 min a temperatura ambiente. Ala mezcla, se le afiadieron 500 ml de agua helada y los sélidos
se recogieron por filtracién. Esto dio como resultado 2,95 g (99%) de 8-bromo-1-(3,5-difluoro-4-piridil)-7-metoxi-3-
trideuteriometil)imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona como un sélido amarillo. HPLC/MS (pureza) 99%. Rt 0,93 min (método
B). [M+H]+ 424, 426.

Paso c:

En un tubo sellado purgado y mantenido con una atmésfera inerte de argén se colocaron 8-bromo-1-(3,5-difluoro-
4-piridil)-7-metoxi-3-trideuteriometil)imidazo-[4,5-c]quinolin-2-ona (1,80 g, 4,20 mmol, 99%), 1,3-dimetil-4-
(tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1,97 g, 8,43 mmol, 95%), Pd(PPhs)4 (540 mg, 0,42 mmol, 90%),
carbonato de potasio (1,22 g, 8,39 mmol, 95%), dioxano (50 ml) y agua (10 ml). La mezcla se agité durante 2 h a
80°C y se concentré al vacio hasta sequedad. El residuo se purificd mediante cromatografia en columna
(metanol/acetato de etilo, 13:87) dando como resultado 1,35 g (71%) de 1-(3,5-difluoro-4-piridil)-8-(1,3-
dimetilpirazol-4-il)-7-metoxi-3-(trideuteriometil)imidazo[4,5-c]Jquinolin-2-ona como un sélido amarillo. HPLC/MS
(pureza) 97%. Rt 0,91 min (método C). [M+H]+ 440.

Paso d:

En un tubo sellado purgado y mantenido con una atmésfera inerte de argdn se colocaron 1-(3,5-difluoro-4-piridil)-
8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)-7-metoxi-3-(trideuteriometil)imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (1,35 g, 2,96 mmol), N,N-
dimetilformamida (30 ml), carbonato de potasio (818 mg, 5,92 mmol) y CDsOD (2,76 ml, 2,24 g, 62,2 mmol).

La mezcla se agité durante 2 h a 100°C. Se afiadieron 100 ml de agua y la mezcla resultante se extrajo tres veces
con 200 ml de acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron dos veces con 100 ml de salmuera.
La capa organica se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se concentré a sequedad y el producto bruto se cristalizo
en metanol/acetonitrilo  (1:25) para producir 1,50 g (66%) de 8-(1,3-dimetilpirazol-4-il)-1-[3-fluoro-5-
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(trideuteriometoxi)-4-piridil]-7-metoxi-3-(trideuteriometil)imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona como un sdélido blanquecino.
Punto de fusiéon 266-271°C. HPLC/MS (pureza) 97%. Rt 2,00 min (método C). [M+H]+ 455, [M+H]+ 455, RMN 1H
(300 MHz, DMSO-d6) ppm = 8,87 (s, 1H), 8,65(d, J=7,5Hz,2H), 7,78 (s, 1H), 7,49 (s, 1 H), 6,95 (s, 1 H), 3,89
(s, 3H),3,28(s, 3H), 1,71 (s, 3 H).

Sintesis  de 1-[3-fluoro-5-(trideuteriometoxi)-4-piridil]-7-metoxi-3-metil-8-[3-metil-1-(trideuteriometil) piraz o/-4-
illimidazof4,5-cjquinolin-2-ona

X X

N—N
P N
0 foN
o0&
AN D
| )>=o
N N

Paso e:

En un matraz de fondo redondo, se colocd 1-(3,5-difluoropiridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-8-(3-metil-1H-pirazol-4-il )-
1H,2H,3H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (890 mg, 1,89 mmol, 90%) en N,N-dimetilformamida (30 ml). Se afiadié
hidruro de sodio (377 mg, 9,43 mmol, 60%) a 0°C en 5, seguido de CDsl (1,44 g, 9,44 mmol, 95%). La mezcla
resultante se agité durante 8 h a temperatura ambiente. Se agregaron 200 ml de agua helada y la solucidén se
extrajo cuatro veces con 200 ml de acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron dos veces con
100 ml de salmuera. La fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se concentré a sequedad y se purificé
por cromatografia en columna con diclorometano/metanol (19:1) para producir 400 mg (47%) de 1-(3,5-difluoro-4-
piridil)-7-metoxi-3-metil-8-[3-metil-1-(trideuteriometil)pirazol-4-illimidazo[4,5-clquinolin-2-ona como un soélido
amarillo. HPLC/MS (pureza) 98%. Rt 0,68 min (método D). [M+H]+ 440.

Paso f:

En un tubo sellado purgado y mantenido con una atmésfera inerte de argén se colocaron 1-(3,5-difluoro-4-piridil)-
7-metoxi-3-metil-8-[3-metil-1-(trideuteriometil)pirazol-4-ilJimidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (380 mg, 0,84 mmol, 98%),
N-metil-2-pirrolidona (20 ml), carbonato de potasio (368 mg, 2,53 mmol, 95%) y CD30D (2,45 ml, 53,9 mmol, 98%).

La mezcla se agitoé durante 4 h a 100°C. Se agregaron 100 mL de agua y la solucién resultante se extrajo 5 veces
con 100 mL de acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron dos veces con 100 ml de salmuera,
se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se concentraron a sequedad y se purificaron mediante cromatografia
en columna con diclorometano/metanol (10:1) para producir 300 mg (74%) de 1-{3-fluoro-5-(trideuteriometoxi)-4-
piridil]-7-metoxi-3-metil-8-[3-metil-1-(trideuteriometil) pirazol-4-ilJimidazo[4,5-c]Jquinolin-2-ona  como un  soélido
naranja. HPLC/MS (pureza) 95%. Rt 0,65 min (método D). [M+H]+ 455. [M+H]+ 455, RMN 1H (300 MHz, DMSO-
d6) ppm =8,87 (s, 1 H), 8,65(d, J=7,5Hz, 2H), 7,78 (s, 1H), 7,49 (s, 1 H), 6,95 (s, 1 H), 3,89 (s, 3H), 355(s, 3
H), 1,71 (s, 3 H).

Método A de HPLC:

Columna: Shim-pack XR-ODS, 3,0 x 50 mm, 2,2 um; fase mévil A: agua/TFA al 0,05%, fase mévil B: acetonitrilo/TFA
al 0,05%; caudal: 1,0 ml/min; gradiente: 5% de B a 100% de B en 2,2 min, mantener 1,0 min; 254 nm.

Método B de HPLC:

Columna: Shim-pack XR-ODS, 3,0 x 50 mm, 2,2 um; fase mévil A: agua/TFA al 0,05%, fase mévil B: acetonitrilo/TFA
al 0,05%; caudal: 1,2 ml/min; gradiente: 5% de B a 100% de B en 2,0 min, mantener 0,7 min; 254 nm.

Método C de HPLC:

Columna: Poroshell HPH-C18, 3,0 x 50 mm, 2,7 um; fase mévil A: agua/NH4HCO3 5 mM, fase movil B: acetonitrilo;
caudal: 1,3 ml/min; gradiente: 10% de B a 95% de B en 2,1 min, mantener 0,6 min; 254 nm.
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Método D de HPLC:

Columna: Ascentis Express C18, 3,0 x 50 mm, 2,7 um; fase movil A: agua/TFA al 0,05%, fase moavil B:
acetonitrilo/TFA al 0,05%; caudal: 1,5 ml/min; gradiente: 5% de B a 100% de B en 1,2 min, mantener 0,5 min; 254
nm.

Ejemplo 7: Formas sélidas y solvatos del Compuesto 1
A. Preparacién de la Forma A2 sélida

La Forma A2 solida del Compuesto 1 se preparé mediante diferentes procesos de cristalizacion por enfriamiento a
partir de alcoholes:

7.1 El Compuesto 1 se disolvié en 1-propanol a una concentracién de aprox. 50 mg/mL a 50°C con agitacion. La
solucion transparente resultante se enfrié a -20°C a una velocidad de enfriamiento de 0,1°C/min., con un periodo
de mantenimiento final de al menos 1 h a -20°C. La separacion sdlido-liquido se llevd a cabo mediante filtracion
sobre succién al vacio, y la muestra soélida filtrada se secd bajo purga dinamica de nitrégeno durante la noche.

7.2 El Compuesto 1 se disolvié en alcohol isobutilico a una concentracién de aprox. 40 mg/ml a 50°C con agitacién.
La solucién transparente resultante se enfrié a -20°C a una velocidad de enfriamiento de 0,1°C/min., con un periodo
de mantenimiento final de al menos 1 h a -20°C. La separacion sdlido-liquido se llevd a cabo mediante filtracion
sobre succién al vacio y la muestra sélida filtrada se seco bajo purga dinamica de nitrdgeno durante la noche.

7.3 La forma hidrato H2 del Compuesto 1 (cuya preparacion se describe a continuacion) se dispersé en 2-PrOH a
un nivel de concentracién del 12% (m/m; con respecto a la masa seca del Compuesto 1). La dispersion resultante
se calent6 a 80°C con agitacién para obtener una solucién transparente. Se ejecuté una rampa de enfriamiento
inicial de 80 a 70°C a una velocidad de 0,5°C/min, con un tiempo de mantenimiento posterior a 70°C. A70°C, se
afiadieron cristales de siembra de la Forma A2 anhidra (particulas trituradas <50 um; aproximadamente 4,5% en
relacidon con la cantidad en el reactor). Los cristales de siembra se predispersaron en aprox. 1 mL de 2-PrOH por
100 mg de semilla. Se aplicd un tiempo de espera de 10 min después de la siembra a 70°C. Se ejecuté una rampa
de enfriamiento de 70°C a 5°C a 0,1°C/min, seguida de un tiempo de retencién de 3 horas a la temperatura final
(5°C). La separacién saolido-liquido se llevo a cabo mediante filtracién sobre succién al vacio, y la muestra sélida
filtrada se secd bajo purga dinamica de nitrégeno a 70°C durante la noche.

En un método alternativo, la Forma A2 se preparé mediante la conversion en suspension de una forma polimorfica
diferente de la siguiente manera:

7.4 El material sdlido, en particular una forma polimdrfica diferente del Compuesto 1, lo mas preferiblemente la
Forma H2 hidratada (cuya preparacion se describe a continuacién), se dispersé en aprox. 5,2 vol.-eq. de acetato
de etilo y se agité a TA durante 21 h. El precipitado se filtrd con succion y se secd durante al menos 72 h a 60°C
al vacio.

B. Preparacién de la Forma A1 sélida
La Forma A1 sélida del Compuesto 1 se preparé mediante los dos métodos siguientes:

7.5 Approx. 50 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1, 3-dihidro-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (mezcla racémica) se sometieron a separacién quiral SFC, usando una columna Lux
Cellulose-2, y una mezcla de solventes de CO2/2-Propanol + 0,5% DEA (75:25) a un caudal de 5 ml/min. La
fraccién obtenida se enjuagd con diclorometano y se concentrd a una temperatura del bafio de 30°C para obtener
un sdlido.

7.6 Aprox. 10 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-
dihidro-imidazo[4,5-c]lquinolin-2-ona disuelto en 100 uL de diclorometano (DCM) se evaporaron a TA (TA:
temperatura ambiente, aprox. 20-25°C) para obtener un polvo.

C. Preparacién de la Forma A3 sélida

7.7 Aprox. 12 mg de material sélido de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-
3-metil-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, que representa una forma morfica alternativa distinta de A3, lo
mas preferiblemente que representa la Forma A2, se dispersaron en aprox. 40 uL de THF y se agité a TA (20-25°C)
durante aprox. 4 semanas. El solido obtenido se separd por centrifugacion y se secd suavemente en condiciones
ambientales para obtener un polvo.
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D. Preparacién de Forma NF9 sdlida:

La Forma NF9 sélida del Compuesto 1 se prepardé mediante los dos métodos siguientes:

7.8 Aprox. 100 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-
dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, disueltos en 2000 L de diclorometano, se evaporaron rapidamente al vacio
a TA (aproximadamente 20-25°C) para obtener un polvo.

7.9 Aprox. 20 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-
dihidro-imidazo[4,5-c]lquinolin-2-ona, disuelto en 1000 ul de acetona a 50°C, se afiadieron con 1 eq. de acido
benzoico. La solucién se enfrié a TA (aproximadamente 20-25°C). A continuacién, la solucion se sometié a
cristalizacidon por difusién de vapor a TA (aproximadamente 20-25°C) usando un depdsito de n-pentano, y se
difundio lentamente en la solucion mediante difusidon en fase gaseosa. Después de unos dias cristalizd un sélido,
que se separo por centrifugacion y se secé suavemente bajo purga de nitrégeno para obtener un polvo.

E. Preparacién de Forma H1 sélida en hidrato
La Forma H sdlida del Compuesto 1 hidratado se obtuvo mediante los dos métodos siguientes:

7.10 Aprox. 12-13 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-
dihidro-imidazo[4,5-clquinolin-2-ona, que representa una forma mérfica alternativa distinta de H1, mas
preferiblemente la Forma A2, se dispersaron en aprox. 200 uL de metanol y se agitaron a TA (20-25°C) durante 5
dias. El solido obtenido se separd por centrifugacién y se secoé suavemente en condiciones ambientales para
obtener un polvo.

7.11 Aprox. 12 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-
dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, disueltos en 750 pl de 1-propanol, se evaporaron a TA (aproximadamente 20-
25°C) para obtener un polvo.

F. Preparacion de la Forma H2 sdlida en hidrato

7.12 Aprox. 19 g de material sélido de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-( 3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-
3-metil-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, que representa una forma mérfica alternativa distinta de H2, lo
mas preferiblemente que representa la Forma A2, se dispersaron en aprox. 80 ml de agua desionizaday se agitaron
a TA (20-25°C) durante aprox. 4 dias. El solido obtenido se separd mediante filtracion al vacio y se secd a 50°C
bajo una purga de nitrégeno para obtener un polvo.

7.13 Aprox. 13-14 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-
dihidro-imidazo[4,5-c]lquinolin-2-ona, disueltos en 250 uL de THF, se vertieron rapidamente en un depdsito de 1500
ML de agua DI a TA (aprox. 20-25°C) bajo agitacion turbulenta. El precipitado obtenido se separé por centrifugacion
y se secO suavemente a condiciones ambientales para obtener un polvo.

G. Preparacién de Forma NF19 sdlida

7.14 Aprox. 48 mg de 8-(1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)-1-(Sa)-(3-fluoro-5-metoxi-piridin-4-il)-7-metoxi-3-metil-1,3-
dihidro-imidazo[4,5-c]lquinolin-2-ona, disueltos en 1500 puL de metanol, se evaporaron a 50°C para obtener un
polvo.

Ejemplo 8: Combinacidn con radioterapia

En un estudio de farmacologia in vivo (modelo de tumor FaDu SSCHN), el tratamiento combinado del Compuesto
1 concomitante y la irradiacién fraccionada durante 6 semanas (6 x 5 dias, 2 Gy por fraccién), mejoré fuertemente
la eficacia de la IR (irradiacion) en una dosis- de manera dependiente de acuerdo con el nivel de participacion del
objetivo, tal como se muestra en la figura 20. En detalle:

La eficacia antitumoral del compuesto inhibidor de ATM 1 se evalud en combinacién con irradiacién (IR) en ratones
NMRI nu/nu que llevaban xenoinjertos del modelo FaDu de cabeza y cuello de células escamosas humanas.

Uno de los grupos de control se traté solo con vehiculo. El otro grupo de control se traté con IR solo a 30 fracciones
de IR de 2 Gy en un programa de 5 dias encendido/2 dias fuera y durante un periodo de 6 semanas. Se trataron
dos grupos con la combinacion de IR (tal como en el control de IR solo) y el Compuesto 1 con una dosis oral de
10 mg/kg, 0 25 mg/kg 30 min antes de cada fraccién de IR.
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Ejemplo 9: Combinacién con inhibicion de PARP

La eficacia del Compuesto 1 en combinacién con olaparib se demostré en un modelo de xenoinjerto de cancer de
mama triple negativo derivado del paciente HBCx-10, desarrollado en ratones hembra inmunodeficientes, cuyos
resultados se muestran en la figura 21.

Setenta (70) ratones con un tumor HBCx-10 de crecimiento subcutéaneo (P20.1.4/0) entre 62,5y 196,0 mm?® se
asignaron al tratamiento cuando su volumen tumoral medio y mediano alcanzaron 131,16 y 126,00 mm?
respectivamente.

El estudio comprendio varios grupos de 10 ratones cada uno:

- En el grupo 1, el vehiculo olaparib se administré a 10 ml/kg p.o. qd x 28 combinado con vehiculo metocel
administrado a 10 mi/kg p.o. (3d si/4d no) x4,

- En el grupo 2, olaparib se dosificé a 50 mg/kg p.o. qd x 49;
- En el grupo 3, el inhibidor de ATM comparativo ATMix solo se administré p.o. (3d si/4d no) x5;
- En el grupo 4, olaparib se dosificé a 50 mg/kg p.o. qd x 49 combinado con ATMix p.o. (3d si/4d no) x 7,

- En el grupo 5, olaparib se dosifico a 50 mg/kg p.o. gd x 49 combinado con el Compuesto 1 a 100 mg/kg p.o. (3d
si/4dno) x 7.

Los tumores se midieron cada dos semanas durante el periodo de tratamiento y una vez a la semana durante el
periodo de seguimiento.

p.o. peroralmente - d dia - qd quaque die - uno al dia
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, representado por la siguiente férmula

N—N

Compuesto 1

que puede incluir uno o mas atomos isotdpicamente enriquecidos, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

2. Un compuesto, representado por la siguiente formula

Compuesto 2

que puede incluir uno o mas atomos isotdpicamente enriquecidos, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

3. Una forma anhidra solida del compuesto 1 de acuerdo con la reivindicacién 1.

4. La forma anhidra sdlida del Compuesto 1 de acuerdo con la reivindicacién 3, que se caracteriza por uno 0 mas
picos en un patron de difraccion de rayos X en polvo seleccionado de aquellos a aproximadamente 7,3,
aproximadamente 9,6, alrededor de 11,1, aproximadamente 12,0, aproximadamente 12,7 y aproximadamente 16,2
grados 2-theta + 0,2 grados 2-theta.

5. La forma anhidra sdlida del Compuesto 1 de acuerdo con la reivindicacién 3 0 4, que se caracteriza porque tiene
un sistema cristalino monoclinico y un grupo espacial P21 y/o los siguientes parametros de su celda unitaria:

a 7,457 A a 90,0°
b 15,982 A B 90,0°
c 18,246 A y 90,0°
% 21745 A2

6. Un derivado deuterado de un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, seleccionado de:
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Compuesto 5-a Compuesto 5-b

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto, sal farmacéuticamente aceptable, derivado
deuterado o forma anhidra sdélida de éste de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

8. Compuesto, sal farmacéuticamente aceptable, derivado deuterado o forma anhidra sélida del mismo de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento de cancer y/o tumores.

9. Compuesto, sal farmacéuticamente aceptable, derivado deuterado o forma anhidra sélida del mismo para uso
en el tratamiento de cancer y/o tumores de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el tratamiento es en
combinacién con radioterapia.

10. Compuesto, sal farmacéuticamente aceptable, derivado deuterado o forma anhidra sélida del mismo para uso
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en el tratamiento de cancer y/o tumores de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el tratamiento es en
combinacién con un agente que dafia el ADN.

11. Compuesto, sal farmacéuticamente aceptable, derivado deuterado o forma anhidra sélida del mismo para uso
en el tratamiento de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el agente que dafia el ADN es un agente alquilante,
un compuesto de platino, un inhibidor de topoisomerasa, un inhibidor de poli-(ADP-ribosa)-polimerasa (PARP), un
inhibidor de ATR (ataxia telangiectasia y relacionados con RAD3), un agente modificador de ADN, un antibiético
anti-cancer o un emisor alfa.

12. Compuesto, sal farmacéuticamente aceptable, derivado deuterado o forma anhidra sélida del mismo para uso
en el tratamiento de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde el agente que dafia el ADN se selecciona de
altretamina, bendamustina, busulfano, carmustina, cloroambucilo, clorometina, ciclofosfamida, dacarbazina,
ifosfamida, tosilato de improsulfan, lomustina, melfalan, mitobronitol, mitolactol, nimustina, ranimustina,
temozolomida, tiotepa, treosulfan, mecloroetamina, carbocuona, apazicuona, fotemustina, glufosfamida,
palifosfamida, pipobroman, trofosfamida, uramustina, carboplatino, cisplatino, eptaplatino, hidrato de miriplatino,
oxaliplatino, lobaplatino, nedaplatino, picoplatino, satraplatino, irinotecan, SN38, topotecan, camptotecina,
rubitecan, belotecan, etoposido, daunorrubicina, doxorrubicina, aclarubicina, epirubicina, idarrubicina, amrubicina,
pirarrubicina, valrubicina, zorrubicina, amsacrina, olaparib, niraparib, veliparib, 3-[3-(4-Metilaminometil-fenil)-
isoxazol-5-il]-5-[4-(propano-2-sulfonil)-fenil]-pirazin-2-ilamina), [5'-fluoro-4-(4-oxetan-3-il-piperazina-1-carbonil)-
3,4,5,6-tetrahidro-2H-[1,4'bipiridinil-3'-y 1]-amida de acido 2-amino-6-fluoro-pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-carboxilico,
4-[4-[1-[[S(R)]-S-metilsulfonimidoil]ciclopropil]-6-[( 3R)-3-metil-4-morfolinil]-2-pirimidinil]-1H-pirrolo[2,3-b] piridina, 2-
[(3R)-3-metilmorfolin-4-il]-4-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-8-(1H-pirazol-5-il)-1,7-naftiridina,  amrubicina, bisantreno,
decitabina, mitoxantrona, procarbazina, trabectedina, clofarabina, amsacrina, brostallicina, pixantrona,
laromustina, bleomicina, dactinomicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, levamisol, miltefosina, mitomicina
C, romidepsina, estreptozocina, valrrubicina, zinostatina, zorrubicina, daunurobicina, plicamicina, aclarrubicina,
peplomicina, pirarrubicina, alfaradina (dicloruro de 222Ra, Xofgio), 2''At, 213Bi, 225Ac y 227Th.

13. Compuesto, sal farmacéuticamente aceptable, derivado deuterado o forma anhidra sélida del mismo para uso
en el tratamiento de cancer y/o tumores de acuerdo con las reivindicaciones 8 a 12, en donde el tumor se selecciona
del grupo de enfermedades del epitelio escamoso, vejiga, estomago, rifiones, cabeza, cuello, eséfago, cuello
uterino, tiroides, intestino, hueso, higado, cerebro, prostata, tracto urogenital, sistema linfatico, laringe, pulmoén,
piel, sangre y sistema inmunitario, y/o en donde el cancer se selecciona de leucemia monocitica, adenocarcinoma
de pulmon, carcinoma de pulmdn de células pequefias, cancer de pancreas, glioblastoma, carcinoma intestinal,
carcinoma de mama, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide croénica, leucemia linfatica aguda, leucemia
linfatica crénica, linfoma de Hodgkin y linfoma no de Hodgkin.

14. Una combinacién de un compuesto, sal farmacéuticamente aceptable, derivado deuterado o forma anhidra
solida del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un agente que dafia el ADN
seleccionado de un agente alquilante, un compuesto de platino, un inhibidor de la topoisomerasa, un inhibidor de
poli-(ADP-ribosa)-polimerasa (PARP), un inhibidor de ATR (ataxia telangiectasia y relacionado con RAD3), un
agente modificador de ADN, un antibiético anti-cancer y un emisor alfa para uso en el tratamiento de cancer y/o
tumores.
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FIGURA 1:

Espectro de RMN 'H anotado del compuesto 1

{los nimeros anotados denotan las asignhaciones).
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FIGURA 2:

Espectro de RMN '*C anotado del compuesto 1

{Los nimeros anotados denotan las asignaciones).
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FIGURA 3:

Espectro de RMN "°F anotado del compuesto 1 {los niimeros anotados denotan

las asignaciones).
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FIGURA 4:

Espectro UV-Vis del compuesto 1 en metanol.
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FIGURAG:

Diagrama de flujo de la preparacion de compuestos 1y 2.

5,0 kg de compuesto Y

Acido L/acetona/agua

Y
A

r N
Sal L de compuesto 2 Licor madre
 Libre ' Libre
\ Y
1,5 % de compuesto 2 3,5kg Compuesto 1
95% de pureza quiral 67~75%, pureza quiral
30% de rendimiento ;
! Acido Dlacetonalagua
' Calor Y
| AL
] 4 N\
Licor madre Sal D de compuesto 1
i ~47:53 ;
Y y Libre | Libre
1,5 kg de mezcla de 2,0 kg de mezcla de :
compuesto 1y 2 compuesto 1y 2 v
U y 1,5 % de compuesto 1
' 99% de pureza quiral

aproximadamente 30% de rendimiento

Repetir procedimietno anterior

'4 N\
2,5 kg de mezcla de 1,0 % de compuesto 1
compulesto 1y2 99% de pureza quiral
aproximadamente 30% de rendimiento

Repetir procedimietno anterior

\
A
r N
1,8 kg de mezcla de 0,7 % de compuesto 1
compuesto 1y 2 99% de pureza quiral

aproximadamente 30% de rendimiento
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FIGURA 7

del compuesto-1-dibenzoil-D-tartrato.
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FIGURA 8

Estructura cristalina del compuesto-2-dibenzoil-L-tartrato.
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FIGURA 9:

Comportamiento de disolucién sin hundimiento en FaSSIF del compuesto 1 y sales

especificas de los mismos.
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FIGURA 10:

XRPD de la Forma Sdlida de Fumarato de Compuesto 1
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FIGURA 11:

XRPD de la Forma Sélida de Napsilato de Compuesto 1
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FIGURA 12:

XRPD de la Forma Sdélida de Edisilato de Compuesto 1.
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FIGURA 13:

XRPD de la Forma Sélida A2 del Compuesto 1.

10 15 o0g 20

72

25

30



ES 2984 074 T3

FIGURA 14:

XRPD de la Forma Sdélida A1 del Compuesto 1.
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FIGURA 15:

XRPD de la Forma Sélida A3 del Compuesto 1.
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FIGURA 16:

XRPD de la Forma Sdlida NF9 del Compuesto 1.
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FIGURA 17:

XRPD de la Forma Solida H1 del Hidrato de Compuesto 1.
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FIGURA 18:

XRPD de la Forma Sélida H2 del Hidrato de Compuesto 1.
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FIGURA 19:

XRPD de la Forma Soélida NF19 del Compuesto 1.
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FIGURA 20:

{6x5 dias, 2 Gy; Modelo de tumor FaDu SCCHN)
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FIGURA 21:
Evaluacién in vivo de la actividad antitumoral del compuesto 1 y el inhibidor de ATM
comparativo en combinacioén con olaparib, en el modelo de xenoinjerto de cancer

de mama triple negativo derivado de paciente HBCx-10
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FIGURA 22:

Curva de calentamiento por DSC de {a Forma A2 del Compuesto 1
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FIGURA 23:

Curva de calentamiento por TGA de la Forma A2 del Compuesto 1
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Isoterma de absorcion de agua DVS (25 °C) de la Forma A2 del Compuesto 1

Absorcion de agua [% en peso]

ES 2984 074 T3

FIGURA 24:
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FIGURA 25:
Curva de calentamiento por DSC de la Forma A1 del Compuesto 1
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FIGURA 26:
Curva de calentamiento por TGA de la Forma A1 del Compuesto 1
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FIGURA 27:
Isoterma de absorcion de agua DVS (25 °C) de la Forma A3 del Compuesto 1
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FIGURA 28:

Curva de calentamiento por DSC de la Forma H2 del Compuesto 1
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FIGURA 29:

Forma H2 de la curva de calentamiento por TGA del Compuesto 1

100 \

a5

90

85

Pérdida de peso [%]

80

75
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

Ternperatura [°C]

84



ES 2984 074 T3

FIGURA 30:

Isoterma de absorcién de agua DVS (25 °C) de la Forma H2 del Compuesto 1
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FIGURA 31:

Curva de calentamiento por DSC del Fumarato de Compuesto 1 (Forma "NF6")
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FIGURA 32:

Curva de calentamiento por TGA del Fumarato de Compuesto 1 (Forma "NF6")
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FIGURA 33:
Isoterma de absorcién de agua DVS (25 °C) del fumarato del compuesto 1 (forma
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FIGURA 34:

Curva de calentamiento por DSC del napsilato de Compuesto 1 (NF7)
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FIGURA 35:

Curva de calentamiento por TGA del napsilato de Compuesto 1 (NF7)
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Isoterma de absorcion de agua DVS (25 °C) de napsilato de compuesto 1 (NF7)
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FIGURA 36:

35 Desorcion 1 -~ Adsorcién 1 Desorcion 2
7,5

S

g

- 5,5

S

=

& 35

[}

el

f =

Bl

o

S 1,5

=)

) e,/@—fe“’@/
05 g 20 40 60 80 100

) Humedad relativa { %1

FIGURA 37:
Curva de calentamiento por DSC del Edisilato de Compuesto 1 (NF8)
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Curva de calentamiento por TGA del Edisilato de Compuesto 1 (NF8)
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FIGURA 38:
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FIGURA 40:

XRPD de un metanolato del Compuesto 1 en forma sélida S1
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FIGURA 41:

XRPD de un hidrato/metanolato del Compuesto 1 en forma sélida $2
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FIGURA 42:
XRPD de un solvato de THF del Compuesto 1 en forma sdélida S3
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FIGURA 43:

XRPD de un solvato de dioxano del Compuesto 1 en forma sélida NF11
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FIGURA 44:
XRPD de un solvato de cloroformo del Compuesto 1 en forma sélida NF15
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FIGURA 45:

XRPD de un solvato de acido acético del Compuesto 1 en forma solida NF16
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FIGURA 46:

XRPD de un solvato de acido acético del Compuesto 1 en forma sélida NF18
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FIGURA 47:

XRPD de un solvato de 1,4-dioxano del Compuesto 1 en forma sélida NF29
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FIGURA 48:
XRPD de un solvato de diclorometano del Compuesto 1 en NF32 sélido
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FIGURA 49:
XRPD de un solvato de NMP (N-metil-2-pirrolidona) del Compuesto 1 en NF33 sélido
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FIGURA 50:

XRPD de un solvato de acetonitrilo del Compuesto 1 en forma sélida NF35
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FIGURA 51:

XRPD de un solvato de 1,4-dioxano del Compuesto 1 en forma sélida NF36
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FIGURA 52:
XRPD de un solvato de dimetilacetamida del Compuesto 1 en forma sdlida
NF37
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