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DESCRIPCION
Piridazina tetrasustituida como antagonistas de la via Hedgehog

La presente invencién se refiere a antagonistas de la via Hedgehog y, mas especificamente, a nuevas piridazinas
tetrasustituidas y uso terapéutico de las mismas. La via de sefializacion Hedgehog (Hh) juega un importante papel
en la formacién del patron embrionario y mantenimiento del tejido adulto dirigiendo la diferenciacion y proliferacion
celular. La familia de proteinas Hedgehog (Hh), que incluye Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (lhh), y Desert
Hedgehog (Dhh) son glucoproteinas segregadas que sufren modificaciones post-traduccionales, incluyendo escision
autocatalitica y acoplamiento del colesterol tal péptido terminal amino para formar el fragmento que posee actividad
de sefializacion. Hh se une a la proteina transmembrana de paso doce Ptch (Ptchl y Ptch2), reduciendo de ese
modo la supresién mediada por Ptch de Smoothened (Smo). La activacion de Smo dispara una serie de eventos
intracelulares que culminan en la estabilizacion de los factores de transcripcion de Gli (Glil, Gli2, y Gli3) y la
expresion de los genes dependientes de Gli que son responsables de la proliferacion celular, supervivencia celular,
angiogénesis e invasion.

La sefializacion de Hh recientemente ha atraido considerable interés en base al descubrimiento de que la activacion
anormal de la sefializacion de Shh lleva a la formacion de diversos tumores, por ejemplo cancer pancreatico,
meduloblastoma, carcinoma de células basales, cancer pulmonar de células pequefias, y cancer de prostata. Se han
informado varios antagonistas de Hh en la técnica, tales como el compuesto alcaloide esteroide IP-609; el
compuesto de aminoprolina CUR61414; y el compuesto de tiazol 2,4-disustituido JK18. EI documento
W02005033288 divulga ciertos compuestos de ftalazina 1,4-disustituidos que se afirma que son amtagonistas de
hedgehog. En forma similar, el documento W02008110611 divulga ciertos compuestos de ftalazina 1,4-disustituidos
relacionado con el diagnostico y tratamiento de patologias relacionada con la via de hedgehog.

Existe una necesidad de inhibidores potentes de la via hedgehog, particularmente aquellos que tienen perfiles
farmacodinamicos, farmacocinéticos y de toxicologia deseados. La presente invencion proporciona nuevas
piridazinas tetrasustituidas que son antagonistas potentes de esta via.

La presente invencién proporciona un compuesto de formula I:

H,C  CH,

O
— >—H2
x y) O—N
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:
X es C-R' o N:
R'es hidrégeno, fldor o ciano;

R® es
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piperidinilo, o ciclohexilo sustituido con gem di-fluoro;

R® es metilo o trifluorometilo;

R*es pirrolidinilo, morfolinilo o piridilo, amino o dimetilamino;
R® es trifluorometilo, o metilsulfonilo;

R°® es hidrégeno o metilo; y

R’, R®, R%, Ry R son independientemente hidrégeno fltor, ciano, cloro, metilo, trifluorometilo, trifluorometoxi o
metilsulfonilo, siempre que al menos dos de R’, R®, R°, R'® y R™ sean hidrégeno.

Aquellos expertos entenderan que los compuestos de la presente invencion comprenden un resto de amina terciaria
y son capaces de reaccion con una serie de acidos inorganicos y organicos para formar sales de adicion de acido
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farmacéuticamente aceptables. Dichas sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables y metodologia
comun para preparar las mismas son bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, P. Stahl, et al., HANDBOOK
OF PHARMACEUTICAL SALTS: PROPERTIES, SELECTION AND USE, (VCHA/Wiley-VCH, 2002); S.M. Berge, et
al., "Pharmaceutical Salts, "Journal of Pharmaceutical Sciences, Volumen 66, N°1, enero de 1977.

Las realizaciones especificas de la invencion incluyen compuestos de formula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos, en la que:

(@) X es C-R!

(b) R'es fluor;

(©) R'es ciano;
(d) R? es:
CF
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La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula
I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinacién con un excipiente, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de la presente invencion preferentemente son formulados como composiciones farmacéuticas
administradas mediante un variedad de vias. Preferentemente, dichas composiciones son para la administracion oral
0 intravenosa. Dichas composiciones farmacéuticas y procedimientos para preparar las mismas son bien conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY (A. Gennaro, et
al., eds., 19°edicion, Mack Publishing Co., 1995).

La presente invencion se refiere a un procedimiento para tratar cancer cerebral, carcinoma de células basales,
cancer de esotfago, cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer del tracto biliar , cancer de prostata, cancer de
mama, cancer pulmonar de células pequefias, cancer pulmonar de células no pequefias, linfoma de linfocitos B,
mieloma multiple, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de higado, cancer de rifion o melanoma en un
paciente que comprende administrar a un paciente que necesita dicho tratamiento una cantidad efectiva de un
compuesto de formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se entendera que la cantidad del compuesto realmente administrada serda determinada por un médico en
circunstancias apropiadas, incluyendo la afeccién que debe ser tratada, la via de administracion elegida, el
compuesto o compuestos reales administrados, la edad, peso, y respuesta del paciente individual, y la severidad de
los sintomas del paciente. Las dosificaciones por dia normalmente caen dentro del intervalo de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 5 mg/kg del peso corporal. En algunos casos los niveles de dosificacion debajo del limite
inferior del intervalo antes mencionado pueden ser mas que apropiados, mientras que en otros casos pueden
emplearse dosis alin mayores. Por ello, el intervalo de dosificacion anterior no intenta restringir el ambito de la
invencién de ninguna manera. la presente invencion también proporciona un compuesto de féormula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso como medicamento.

Adicionalmente, la presente invencidon proporciona el uso de un compuesto de férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la fabricacion de un medicamento para tratar cancer. En particular, el
cancer se selecciona del grupo constituido por cancer cerebral, carcinoma de células basales, cancer de eséfago,
cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer del tracto biliar, cancer de prostata, cancer de mama, cancer pulmonar
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de células pequefias, cancer pulmonar de células no pequefias, linfoma de célula B, mieloma multiple, cancer de
ovario, cancer colorrectal, cancer de higado, cancer de rifién y melanoma.

Ademas, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula
I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como ingrediente activo para tratar cancer cerebral, carcinoma
de células basales, cancer de eséfago, cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer del tracto biliar , cancer de
prostata, cancer de mama, cancer pulmonar de células pequefias, cancer pulmonar de células no pequefias, linfoma
de célula B, mieloma mudltiple, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de higado, cancer de rifién o melanoma.

Los compuestos de formula I, o sales de los mismos, pueden prepararse mediante una variedad de procedimientos
conocidos en la técnica, asi como aquellos descritos en los Esquemas, Preparaciones, y Ejemplos mas abajo. Las
etapas sintéticas especificas para cada una de las rutas descritas pueden combinarse en formas diferentes, o en
conjuncion con las etapas de diferentes esquemas, para preparar los compuestos de féormula I, o sales de los
mismos.

Los sustituyentes, a menos que se indique lo contrario, son como se ha definido previamente. Los reactivos y
materiales de partida en general estan facilmente disponibles para uno con experiencia en la técnica. Otros pueden
prepararse mediante técnicas estandar de quimica heterociclica y organica, técnicas que son analogas a la sintesis
de compuestos similares estructuralmente conocidos, y los procedimientos descritos en las Preparaciones y
Ejemplos que siguen incluyendo cualquier procedimiento nuevo.

Segun lo utilizado en la presente memoria, los siguientes términos tienen los significados indicados: "boc" o "t-boc"
se refiere a terc-butoxicarbonilo; "BOP" se refiere a hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)-
fosfonio; "DMA" se refiere a N,N-dimetilacetamida; "DMF" se refiere a N,N-dimetilformamida; "DMSQ" se refiere a
metilsulféxido; "EDCI" se refiere a hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida; "Et,O" se refiere a dietil
éter; "EtOAC" se refiere a acetato de etilo; "iPrOH" se refiere a isopropanol; "MeOH" se refiere a metanol; "TFA" se
refiere a acido trifluoroacetico; "SCX" se refiere a intercambio de cationes fuertes; "PyBOP" se refiere a
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitripirrolidino-fosfonio; y "Clso" se refiere a la concentracion de un agente que
produce 50% de la repuesta inhibidora maxima posible para ese agente.

Esquema 1

Fam OH
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Un compuesto de formula | puede prepararse en conformidad con las reacciones descritas en el Esquema 1.

En el Esquema 1, etapa 1, la 3,6-dicloro-4,5-dimetilpiridazina (1) es desplazada con metil(piperidin-4-il)carbamato de
terc-butilo (2) en una reaccion de sustitucion aromatica nucledfila (SNAr) en un disolvente aprético polar tal como
DMF, DMA, o DMSO en presencia de una base organica tal como trietilamina y/o diisopropiletilamina y/o una base
inorganica tal como carbonato de potasio con calentamiento hasta 100-140C para proporcionar 1-(6-clor 0-4,5-
dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-butilo (3). En la etapa 2, el cloruro restante en la
dimetilpiridazina puede reaccionar con un &cido aril borénico (4) en una reacciéon de acoplamiento cruzado de
Suzuki-Miyaura para dar la correspondiente piperidina arilpiridazina-3-sustituida 4,5-dimetil-6-sustituida (5). El
experto en la técnica apreciara que hay una variedad de condiciones Utiles para facilitar dichas reacciones de
acoplamiento cruzado. Las condiciones de reaccion utlizan un disolvente apropiado tal como dioxano o
dioxano/agua en presencia de una base tal como carbonato de cesio o fluoruro de cesio y un catalizador de paladio
tal como cloruro de (1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno)paladio(ll) o (SP-4-1)-bis[bis(1,1-dimetiletil)(4-metoxifenil)fosfina-
uP]dicloro-paladio (preparado en conformidad con J. Org. Chem. 2007, 72, 5104-5112) bajo una atmésfera inerte a
una temperatura de aproximadamente 80-160C para dar un compuesto de férmula (5). La amina puede
desprotegerse mediante métodos de desproteccion estandar. Los métodos para introducir y eliminar grupos
protectores de nitrdgeno son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Greene and Wuts, Protective Groups
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in Organic Synthesis, 3°edicion., John Wiley and Son s, Nueva York, (1999)). Por ejemplo, la desproteccion de boc
de la amina de férmula (5) puede realizarse en condiciones acidas, tales como cloruro de hidrégeno o acido
trifluoroacetico para dar un compuesto de férmula (6). La acilacién de la amina en la etapa 4 puede realizarse con un
cloruro de acido sustituido (7) en un disolvente inerte tal como diclorometano o alternativamente, un compuesto de
férmula (6) puede someterse a acilacion utilizando un acido carboxilico sustituido y un reactivo de acoplamiento
apropiado tal como PyBOP, difenilfosfinato de pentafluorofenilo, BOP, o EDCI y una base apropiada tal como
trietilamina o diisopropiletilamina en un disolvente apropiado tal como DMF y/o DMSO, o diclorometano para dar
compuestos neutrales de férmula |. Los compuestos de formula | pueden convertirse en una sal tal como la sal de
HCI mediante procedimientos conocido para un experto en la técnica tal como afiadir HCI en Et;O y el HCI puede
generarse in situ mediante la adicion en gotas de cloruro de acetilo a una solucién de un disolvente alcohdlico tal
como metanol a 0-20 "C.

Esquema 2
] 4]
_..-\0 5 AD HO ]
. | Nl}_ml £ N-ﬁb“ﬂ L. . 3 R . . | N’;:’_R‘
FL Etapa 1 F 1A Etapa 2 Etapa Fl
"y (] (L] 12}

Los acidos carboxilicos deseados (7), (Y = OH, Etapa 4, Esquema 1), pueden prepararse tal como se muestra en el
Esquema 2. La amina primaria en la posicion 2 del tiazol (8) es desplazada con un cloruro en la reaccién de
Sandmeyer utilizando cloruro de cobre y nitrito de isopentilo en un disolvente apropiado tal como acetonitrilo tal
como se muestra en la Etapa 1 para dar un tiazol 2-cloro-4,5-sustituido (9). El cloruro después se desplaza con la
amina deseada (10) en la Etapa 2 en un disolvente aprético polar tal como DMSO para dar el correspondiente
aminotiazol (11). La hidrdlisis del éster en la Etapa 3 con una base apropiada tal como hidréxido de sodio acuoso o
hidréxido de litio acuoso en un disolvente apropiado tal como MeOH o dioxano proporciona el acido carboxilico
deseado (12).

Esquema 3

(13) P (18 P s

N
07 N\e= 07N
— 'NH —_— — ,N ——
F N Etapa 1 F N Etapa 2 _@
FL F

En otro ejemplo para preparar el acido carboxilico deseado (7), (Y = OH, Etapa 4, Esquema 1), tal como se muestra
en el Esquema 3, un pirazol (13) se protege con un grupo protector apropiado tal como 4-metoxibencilo tal como se
muestra en la Etapa 1 utilizando una base inorganica tal como carbonato de potasio en un disolvente tal como
acetona para dar el pirazol protegido (14). El éster después se hidroliza con una base apropiada tal como se
muestra en la Etapa 3 para dar un compuesto de férmula (15). Después de la acilacion en la Etapa 4, Esquema 1, la
desproteccion del pirazol puede completare en condiciones acidas tales como TFA para dar los compuestos de
formula 1.

El Esquema 4 muestra aun otro ejemplo para preparar un acido carboxilico (7), (Y = OH, Etapa 4, Esquema 1).

Esquema 4
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) )

HO
rf S G { ;
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
q q ] 2
N\ \ N. \ L N. ) s=0
. N
| \
(16) (17) (18) (19)

Puede afiadirse nitrito de isopentilo en gotas a una solucién de un amino pirazol (16) y disulfuro de dimetilo en un
disolvente inerte tal como cloroformo para convertir la amina primaria en un grupo tiometilo para formar 1-metil-5-
(metiltio)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo (17) tal como se muestra en la Etapa 1. El grupo tiometilo del compuesto
(17) puede oxidarse en metilsulfona con un agente oxidante tal como peroxido de hidrégeno en un disolvente
apropiado tal como &cido acético para dar un compuesto de formula 18, Etapa 2. La hidrdlisis del éster tal como se
describe previamente proporciona el &cido carboxilico apropiado tal como se muestra en la Etapa 3, compuesto (7).

Las siguientes Preparaciones y Ejemplos se proporcionan para ilustrar la invencion en mayor detalle y representan
sintesis tipicas de los compuestos de formula (). Los nombres de los compuestos de la presente invenciéon en
general son proporcionados por ChemDraw Ultra® 10,0.

Preparacién 1

1-(6-cloro-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-butilo

O k
— -0
Cl— 4 ND_N
N-N \

Calentar una mezcla de 3,6-dicloro-4,5-dimetilpiridazina (11,0 g, 62,1 mmol), metil(piperidin-4-il)carbamato de terc-
butilo (23,3 g, 109 mmol), y K2COj3 en polvo (17,2 g, 124 mmol) en DMSO (310 ml) a 120 C durante 2 dias. Enfriar la
mezcla de la reaccidn, diluir con H>O, y filtrar el sélido. Enjuagar el sélido con H;0, y secar al vacio a 45 "C. Disolver
el sélido en CHxCl,, y pasar la soluciéon a través de una almohadilla de gel de silice, eluyendo con CH,Cl..
Concentrar la capa organica bajo presion reducida para obtener el compuesto del titulo como un sélido amarillo
(14,3 g, 65%). EM/EP m/z (**Cl) 355,0 (M+1).

Preparacion 2

1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-butilo

2

— 1.-— >—D

F N A N\_>—N
N=-N \

Calentar una mezcla de 1-(6-cloro-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-butilo (1,5 g, 4,23
mmol), acido 4-fluorofenilborénico (887 mg, 6,34 mmol), Cs,COsz (5,51 g, 16,9 mmol) y (SP-4-1)-bis[bis(1,1-
dimetiletil)(4-metoxifenil)fosfina-uP]dicloro-paladio (J. Org. Chem. 2007, 72, 5104-5112) (29 mg, 0,042 mmol) en una
mezcla de 1,4-dioxano (30 ml) y H2O (10 ml) bajo N2 a 90C durante toda la noche. Repartir la mezcla d e la reaccién
entre H,O y CHxCl,. Separar las capas, y extraer la capa acuosa con CH,Cl,. Combinar las capas organicas, secar
sobre NaySOq, filtrar, y concentrar bajo presién reducida. Purificar el residuo mediante cromatografia en gel de silice
(gradiente de 0 a 2% NH3 2 M/MeOH en CHCl,) para proporcionar el compuesto del titulo como una espuma blanca
(1,05 g, 60%). EM/EP m/z 415,2 (M+1).

Procedimiento alternativo:

Tratar una mezcla desgasificada con N, de 1-(6-cloro-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-
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butilo (3,01 g, 8,48 mmol), acido 4-fluorofenilborénico (1,23 g, 8,80 mmol) y CsF (4,08 g, 26,8 mmol) en 1,4-dioxano
(80 ml) con cloruro de (1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno)paladio(ll) (1,10 g, 1,35 mmol). Calentar la mezcla resultante
bajo N, at 95T durante toda la noche. Repartir la mezcla de la reaccién entre H.O y EtOAc. Separar las capas, y
lavar la capa organica con salmuera. Secar la capa organica sobre Na;SO., filtrar, y concentrar bajo presion
reducida. Purificar el residuo mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de 20 a 80% EtOAc en hexanos)
para proporcionar el compuesto del titulo (3,05 g, 87%). EM/EP m/z 415,2 (M+1).

Preparacién 3

1-(6-(4-cianofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-butilo

Calentar una mezcla de 1-(6-cloro-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-butilo (1,5 g, 4,23
mmol), acido 4-cianofenilborénico (932 mg, 6,34 mmol), Cs,COs; (5,51 g, 16,9 mmol) y (SP-4-1)-bis[bis(1,1-
dimetiletil)(4-metoxifenil)fosfina-uP]dicloro-paladio (29 mg, 0,042 mmol) en una mezcla de 1,4-dioxano (30 ml) y H,O
(10 ml) bajo N2 a 90 durante toda la noche. Repartir la mezcla d e la reaccion entre EtOAc y H>O con NaHCO3
disuelto .Separar las capas, y extraer la capa acuosa con EtOAc. Combinar las capas organicas, secar sobre
Na,SO0s, filtrar, y concentrar bajo presion reducida. Purificar el residuo mediante cromatografia en gel de silice
(gradiente de 0 a 2% NH3z 2 M/MeOH en CHCl,) para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido amarillo
(1,68 g, 94%). EM/EP m/z 422,2 (M+1).

Preparar las fenilpiridazinas sustituidas en la tabla de mas abajo siguiendo esencialmente el procedimiento descrito
en la Preparacion 3, utilizando el acido borénico sustituido apropiadamente. Para la Preparacion 5, directamente
filtrar la mezcla cruda de la reaccién sobre un pecho corto de gel de silice eluyendo con 5% NHsz M /MeOH en
CH_Cl,. Concentrar el eluyente y purificar sin una elaboracién acuosa.

Prep. H* Nombre guimico Estructura EM/EF miz

1-{d, 5-dimetil-6-fenilpiridarin-3
-il)piperidin-4-il {(metil) 0,
4 | carbamato de terc-butilo

307,2 (M+1)

1-(4 5-dimetil-é6-(piridina-4-il}
pirvidarin-3-il)piperidin-4-il
(metil jcarbamato de terc-butilo

308,2 (M+1)

Preparacién 6

1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)-N-metilpiperidin-4-amina

Tratar una solucion de 1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-butilo (1,04 g,
2,51 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml) con HCI 4 M en 1,4-dioxano (15,0 ml). Agitar la mezcla resultante a temperatura
ambiente durante 2 horas. Concentrar la mezcla de la reaccion bajo presion reducida. Disolver el residuo en MeOH,
y verter en una columna de SCX (Varian, 10 g). Enjuagar la columna con MeOH y CH,Cl,, y eluir el producto con
una mezcla 1:1 de CH2Cl, y NHz 2 M/MeOH. Concentrar bajo presion reducida para proporcionar el compuesto del
titulo como un sélido blancuzco (784 mg, 99%). EM/EP m/z 315,2 (M+1).

Preparacion 7
4-(4,5-dimetil-6-(4-(metilamino)piperidin-1-il)piridazin-3-il)benzonitrilo

8
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Tratar una solucion de 1-(6-(4-cianofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il(metil)carbamato de terc-butilo (1,68 g,
3,99 mmol) en 1,4-dioxano (20 ml) con HCI 4 M en 1,4-dioxano (20 ml). Agitar la mezcla resultante a temperatura
ambiente durante 2 horas. Concentrar la mezcla de la reaccion bajo presion reducida. Disolver el residuo en MeOH,
verter en una columna de SCX (Varian, 20 g). Enjuagar la columna con MeOH y CHCl,, y eluir el producto con una
mezcla 1:1 de CH2Cl, y NH3 2 M/MeOH. Concentrar bajo presién reducida para proporcionar el compuesto del titulo
como un sélido amarillo (1,28 g, cuantitativo). EM/EP m/z 322,2 (M+1).

Y/
N—N

Preparar la N-metilaminopiperidina desprotegida en la tabla de mas abajo siguiendo esencialmente el procedimiento
descrito en la Preparacion 7, utilizando la piperidina boc protegida apropiada.

Prep. N° Nombre quimico Estructura EM/EP miz

1-(4,5-dimetil-6-fenilpiridazin-3-il)

8 -N-metilpiperidin-4-amina — C>,_H 297.2 (M+1)
N /N N
N-N \

Preparacién 9

1-(4,5-dimetil-6-(piridina-4-il)piridazin-3-il)-N-metilpiperidin-4-amina

7 N N g
N N N

Afiadir CH,Cl, (20 ml) y &cido trifluoroacetico (20 ml) a 1-(4,5-dimetil-6-(piridin-4-il)piridazin-3-il)piperidin-4-
il(metil)carbamato de terc-butilo (1,19 g, 2,99 mmol). Agitar a temperatura ambiente durante 3 dias. Concentrar bajo
presion reducida para dar un residuo. Repartir el residuo entre CH2Cl, y NaOH 1 N. Separar las capas, y extraer la
capa acuosa dos veces con CH,Cl,. Combinar los extractos organicos, secar sobre Na;SOq, filtrar, y concentrar bajo
presion reducida para obtener el compuesto del titulo (790 mg, 89%). EM/EP m/z 298,2 (M+1).

Preparacion 10

2-cloro-4-(trifluorometil)tiazol-5-carboxilato de etilo

0
—\
o

s
|_»—c
N

Fr

Tratar lentamente una mezcla a 0 "C de CuCl, (671 mg, 4,99 mmol) y nitrito de isopentilo (732 mg, 6,24 mmol) en
acetonitrilo (10 ml) con 2-amino-4-(trifluorometil)tiazol-5-carboxilato de etilo (1,0 g, 4,16 mmol). Agitar la mezcla
resultante a temperatura ambiente durante 1 hora. Calentar hasta 50 "C durante 1 hora. Eliminar la mayor parte de
los disolventes, y verter en una mezcla de hielo y HCI concentrado. Extraer con CH»Cl,. Lavar la capa orgéanica con
salmuera, secar sobre Na,;SO, filtrar, y concentrar bajo presion reducida. Purificar el residuo resultante mediante
cromatografia en gel de silice (20:1 hexanos: EtOAc) para dar el compuesto del titulo (762 mg, 71%). RMN de 'H
(300 MHz, DMSO-ds) 6 1,26 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 4,31 (q, J = 7,0 Hz, 2H).

Preparacion 11

2-morfolino-4-(trifluorometil)tiazol-5-carboxilato de etilo
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O
-
0

5
N O
|Nf>—

P e

Afadir 2-cloro-4-(trifluorometil)tiazol-5-carboxilato de etilo (4,00 g, 15,4 mmol) a una solucién de morfolina (4,03 g,
46,2 mmol) en DMSO (10 ml). Agitar la reaccion a temperatura ambiente durante toda la noche. Afadir CH.Cl, y
lavar la mezcla con HO. Secar la fase organica sobre Na,SOy, filtrar, y concentrar bajo presién reducida. Purificar el
residuo resultante mediante cromatografia en gel de silice (20:5:1 hexanos: EtOAc: NHsz 2 M /MeOH) para
proporcionar el compuesto del titulo (4,58 g, 96%). EM/EP m/z 311,0 (M+1).

Preparar los ésteres de aminotiazol de la tabla de méas abajo siguiendo esencialmente el procedimiento tal como se
describe en la Preparacion 11, utilizando la amina apropiada.

Prep. N° Nombre quimico Estructura EM/EP mi/z
O
—\
2-(dimetilamino-4- (trifluorometil)tiazol-5- 0 S /
12 | carboxilato de etilo | />—N 269,0 (M+1)
B F N \
F
F
(o}
—\
2-(dietilamino-4-(trifluorometil)tiazol-5- (@) S /S
13 | carboxilato de etilo | />_N 297,0 (M+1)
- F N .
F
F
O
/\O
2-(pirrolidin-1-il)-4-(trifluorometil)tiazol S
14 -5-carboxilato de etilo E | />_N(j 295'0 (M+1)
N
F
F

Preparacion 15

Acido 2-morfolino-4-(trifluorometil)tiazol-5-carboxilico

O
HO S, /™\
| >N O

F N S

F
F
Afadir 2-morfolino-4-(trifluorometil)tiazol-5-carboxilato de etilo (4,58 g, 14,8 mmol) a una mezcla de NaOH 1 N (20
ml) en MeOH (20 ml), y calentar la reaccién hasta 50C durante 1 hora. Concentrar la reaccidon bajo pre sién
reducida, y afiadir H>O al residuo. Acidificar la mezcla hasta pH 4, y filtrar el sélido. Lavar el sélido con H»O, y secar
para obtener el compuesto del titulo (4,13 g, 99%). EM/EP m/z 283,0 (M+1).

Preparar los acidos de aminotiazol de la tabla de mas abajo siguiendo esencialmente el procedimiento tal como se
describe en la Preparacion 15, utilizando el éster apropiado.

10
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Prep. N° Nombre quimico Estructura EM/EP m/z
O
Acido 2-(dimetilamino)-4- (trifluorometil)tiazol-5- HO S /
16 carboxilico | />—N 240‘0 (M+1)
F N \
F
F
O
Acido 2- (dietilamino)-4-(trifluorometil) tiazol-5- HO S /
17 |carboxilico | />—N 269,0 (M+1)
F N AN
F
F
; O
Acido 2- (pirrolidin-1-il)-4-(trifluorometil)tiazol-5- | ,
carboxilico HO S
18 | ,>_Ni:| 267,0 (M+1)
F N
FF

Preparacion 19

(S)-2-((1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il) piperidin-4-il)(metil)carbamoil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

Tratar secuencialmente una solucién de 1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)-N-metilpiperidin-4-amina (100
mg, 0,318 mmol) en CHxCI, (3,2 ml) con &cido (S)-1-(terc-butoxicarbonil)piperidin-2-carboxilico (109 mg, 0,477
mmol), trietilamina (0,067 ml, 0,477 mmol) y EDCI (92 mg, 0,477 mmol). Agitar la mezcla resultante a temperatura
ambiente durante 2 dias. Verter la mezcla de la reacciéon en H,O que contiene NaHCOs3. Separar las capas, y extraer
la capa acuosa con CH,Cl,. Combinar las capas organicas, secar sobre Na,SOy, filtrar, y concentrar bajo presion
reducida. Purificar el residuo mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de 0 a 2% NH3z 2 M/MeOH en
CH2Cly) para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanco (82 mg, 49%). EM/EP m/z 526,2 (M+1).

Preparacion 20

1-(4-metoxibencil)-3-(trifluorometil)- 1H-pirazol-4-carboxilato de etilo

O—

Afadir K2COj3 (503 mg, 3,60 mmol) a una solucion de 3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo (500 mg, 2,40
mmol) en acetona (8 ml) a temperatura ambiente bajo N,. Afadir 1-bromometil-4-metoxibenceno (0,51 ml, 3,6 mmol)
en gotas a la mezcla, y agitar durante toda la noche bajo N.. Desactivar la reaccién con H,O, y extraer dos veces
con EtOAc. Secar las capas organicas combinadas sobre MgSQy, filtrar, y concentrar bajo presion reducida. Purificar

11
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el residuo mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de 0 a 15% EtOAc en hexanos) para proporcionar el
compuesto del titulo (789 mg, cuantitativo). EM/EP m/z 351,0 (M+Na).

Preparacion 21

Acido 1-(4-metoxibencil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico

O—

Afadir una solucién de LiOH (122 mg, 5,03 mmol) en H,O (3 ml) a una solucion agitada de 1-(4-metoxibencil)-3-
(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo (550 mg, 1,68 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml). Agitar durante toda la
noche a temperatura ambiente. Acidificar hasta pH 5 con HCI 1 N y extraer con CHxCl, y 2X con 20% iPrOH en
CHCIls. Secar las capas organicas combinadas con MgSO., filtrar y concentrar bajo presién reducida para obtener
140 mg del compuesto del titulo como un sélido blanco. Acidificar la capa acuosa hasta pH 2-3 con HCI 1 N, y
extraer dos veces con 20% iPrOH en CHCI;. Secar los extractos combinados sobre MgSOQ., filtrar, y afiadir la
solucion a los 140 mg de solidos blancos inicialmente obtenidos. Concentrar para proporcionar el compuesto del
titulo como un sélido blanco (426 mg, 85%). EM/EP m/z 299,0 (M-1).

Preparacion 22

N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)- 1-(4-metoxibencil)-N-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-
carboxamida

F
v
o J=n oo
N-N A

Afiadir PyBOP (343 mg, 0,65 mmol) y trietilamina (0,21 ml, 1,50 mmol) a una solucién agitada de 1-(6-(4-fluorofenil)-
4,5-dimetilpiridazin-3-il)-N-metilpiperidin-4-amina (157 mg, 0,50 mmol) y acido 1-(4-metoxibencil)-3-(trifluorometil)-
1H-pirazol-4-carboxilico (165 mg, 0,55 mmol) en DMF anhidro (2,5 ml). Agitar la mezcla resultante a temperatura
ambiente bajo N, durante toda la noche. Concentrar, afiadir MeOH, filtrar los sélidos, y concentrar el filtrad. Diluir el
residuo con MeOH, verter en una columna de SCX (Thermo Scientific, 10 g). Lavar con MeOH, y después eluir el
producto con NHs/MeOH 2 M. Concentrar y purificar mediante cromatografia en gel de silice utilizando un gradiente
de 0 a 10% (10 % NH3; 2 M/MeOH en EtOAc) en hexanos para obtener el compuesto del titulo como un sélido blanco
(170 mg, 43%). EM/EP

m/z 597,0 (M+1).
Preparacion 23

1-metil-5-(metiltio)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo

Afiadir nitrito de isopentilo (0,5 ml, 3,75 mmol) a una solucién agitada a 5C de 1-metil-5-amino-1 H-pirazol-4-
carboxilato de etilo (1,69 g, 10,0 mmol) y disulfuro de dimetilo (1,79 ml, 20,0 mmol) en CHCI3; bajo nitrégeno en un
frasco de 3 bocas equipado con un termémetro y un condensador. Permitir que la reaccién se caliente hasta 20C en
un bafio de H2O, y tratar con nitrito de isopentilo adicional (1,5 ml, 11,3 mmol) en gotas. Después de 15 minutos,
eliminar la reaccion del bafio de H,O a 20C (exoterma eleva la temperatura hasta 50C durante aproximadamente 1
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minuto). Agitar a temperatura ambiente bajo N, durante toda la noche. Lavar con H;0, y separar las capas. Extraer
la capa acuosa con CHCIs;, combinar las capas organicas, secar sobre MgSQ,, filtrar, y concentrar bajo presion
reducida. Purificar el residuo mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de 0 a 35% EtOAc en hexanos) para
proporcionar el compuesto del titulo (1,94 g, 97%). EM/EP m/z 201,0 (M+1).

Preparacion 24

1-metil-5-(metilsulfonil)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo

o)
O.h
O \S/

Combinar 1-metil-5-(metiltio)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo (1,68 g, 8,39 mmol), acido acético glacial (11 ml), y
perdxido de hidrégeno (5,10 ml, 50,3 mmol) y calentar la mezcla resultante a 100 "C durante 1,5 horas. Dejar que la
reaccion se enfrie hasta temperatura ambiente y agitar durante toda la noche. Afiadir hielo y extraer dos veces con
CHCl,. Combinar las capas organicas, secar sobre MgSQsu, filtrar, y concentrar bajo presion reducida. Purificar el
residuo mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de 0 a 50% EtOAc en hexanos) para proporcionar el
compuesto del titulo (1,95 g, 100%). EM/EP m/z 233,0 (M+1).

Preparacion 25

Acido 1-metil-5-(metilsulfonil)-1H-pirazol-4-carboxilico

Afiadir una solucién de LiOH (22 mg, 0,90 mmol) en H,O (1 ml) a una solucion de rapida agitacion de 1-metil-5-
(metilsulfonil)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo (175 mg, 0,75 mmol) en 1,4-dioxano (3 ml) a temperatura ambiente.
Tratar la mezcla de la reaccion con LiOH adicional (5 mg, 0,21 mmol), y agitar durante toda la noche. Acidificar hasta
pH 2 con HCI 1 N, y extraer dos veces con CH,Cl,. Combinar las capas organicas, secar sobre MgSOQy, filtrar, y
concentrar bajo presion reducida para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanco (98 mg, 64%).
EM/EP m/z 202,9 (M-1).

Ejemplo 1

Hidrocloruro de 4-ciano-N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-metilbenzamida

/

N= N\ —N N
N-N ),-@—:N

0

Tratar una soluciéon de 4-(4,5-dimetil-6-(4-(metilamino)piperidin-1-il)piridazin-3-il)benzonitrilo (90 mg, 0,28 mmol) y
trietilamina (0,12 ml, 0,84 mmol) en CH.Cl; (2,8 ml) con cloruro de 4-cianobenzoilo (56 mg, 0,34 mmol). Agitar la
reaccion a temperatura ambiente durante toda la noche. Lavar con H,O y separar las capas. Purificar directamente
la capa organica mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de 0 a 2% NHz 2 M/MeOH en CH,Cly).
Concentrar para proporcionar un sélido blanco. Disolver el material en MeOH y afiadir 1,1 equivalente de HCI
metandlico (preformarlo vertiendo en gotas cloruro de acetilo en MeOH). Concentrar la mezcla bajo una corriente de
N2 gaseoso y secar el residuo en un horno al vacio a 45 "C para obtener el compuesto del titulo como solido amarillo
(130 mg, 95%). EM/EP m/z 451,2 (M+1).

Preparar las piperadinilamidas de la tabla de mas abajo siguiendo esencialmente el procedimiento descrito en el
Ejemplo 1, utilizando el cloruro de acido apropiado con tiempos de reaccién que varian de 6 horas a 3 dias. Para los
Ejemplos 7, 8 y 13, utilizar HCI 1 M en exceso en Et;O para formar las sales. Para el Ejemplo 10, utilizar 3

13
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equivalentes de HCI metandlico preformado para formar la sal.

EJ.

N°

Nombre quimico

Estructura

EM/EP mi/z

Hidrocloruro de
N-(1-(4,5-dimetil-6-fenilpiridazin
-3-il)piperidin-4-il)-4-fluoro-N-m
etil-2-(trifluorometil)benzamida

487,2 (M+1)

Hidrocloruro de
N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetil
piridazin-3-il)piperidin-4-il) -N-
metil-2-(trifluorometil)benzamida

4872 (M+1)

Hidrocloruro de
N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-dimetil
piridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-
metil-4- (trifluorometoxi)benzamida

510 2 (M +1)

Hidrocloruro de

N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-dimetil
piridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-
metil-4-(trifluorometoxi)benzamida

4442 (M+1)

Hidrocloruro de
N-(1-(4,5-dimetil-6-fenilpiridazin-
3-il)piperidin-4-il)-N-metil-2-
(trifluorometil)benzamida

4692 (M+1)

14
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Ej. N° Nombre quimico Estructura EM/EP | m/z

Hidrocloruro de

N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetil — / i>r
piridazin-3-il)piperidin-4-il)-N- F \ / h(::)}—N F
7 metil-4-(trifluorometoxi)benzamida N-N o F 503|2 (M+1)
o
HCI
Hidrocloruro de
2,4-difluoro-N-(1-(6-(4-fluorofenil) — /
-4 ,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin F-—< >——;\ /;—h<::>>—N
8 -4-il) -N-metilbenzamida N—-N F 455|0 (M+1)
(o)
HCI F

Hidrocloruro de
3-ciano-N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5
9 -dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4
-il)-N-metilbenzamida

4512 (M+1)

Hidrocloruro de
N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-

10 dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-
il) -N-metil-6-(trifluorometil)
nicotinamida

N
Hidrocloruro de — / //
3-ciano-N- (1-(6- (4-fluorofenil)-4,5"
1 —dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4- | © \ 4 N N 444.2 (M+1)

4952 (M+1)

il) -N-metilbenzamida N-N

Hidrocloruro de
4-ciano-N-(1-(4,5-dimetil-6- — /

12 fenilpiridazin-3-il)piperidin-4-il) \ / N<:>—N 4262 (M+1)
-N-metilbenzamida N-N >—©_:N

Hidrocloruro de F
2,4,6-trifluoro-N-(1-(6-(4-fluoro

(o]
fenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il) —— $ \ / F
13 piperidin-4-il) -N-metilbenzamida F_O_O_ND_,(_S_/_ 473,0 (M+1)
N~N F

HCI

rd
~
|

Ejemplo 14

Dihidrocloruro de N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-metil-2-(trifluorometil)nicotinamida

F F
F

HC 0 =N HCI
\ 4
e Q\

Combinar 4-(4,5-dimetil-6-(4-(metilamino)piperidin-1-il)piridazin-3-il)benzonitrilo (102 mg, 0,32 mmol), acido 2-
(trifluorometil)nicotinico (70 mg, 0,38 mmol), y trietilamina (0,13 ml, 0,96 mmol) en DMF (10 ml). Afadir PyBOP (200
mg, 0,38 mmol) a la mezcla y agitar durante toda la noche a temperatura ambiente. Afiadir CH,Cl, a la mezcla de la
reaccion y lavar con salmuera. Secar la fase organica sobre Na,SOy, filtrar, y concentrar bajo presién reducida.
Purificar el residuo resultante mediante cromatografia en gel de silice (20:5:1 hexanos: EtOAc: NH; 2 M/MeOH).
Afiadir HCI 1 M en exceso en Et,O a una solucién de la base libre en CH2Cl,/MeOH, y evaporar los disolventes bajo
N2 gaseoso para proporcionar el compuesto del titulo (103 mg, 57%). EM/EP m/z 495,2 (M+1).

Procedimiento de acoplamiento alternativo:

15
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Combinar 4-(4,5-dimetil-6-(4-(metilamino)piperidin-1-il)piridazin-3-il)benzonitrilo (300 mg, 0,93 mmol), acido 2-
(trifluorometil)nicotinico (210 mg, 1,12 mmol) y diisopropiletilamina (0,79 ml, 4,51 mmol) en una mezcla 4:1 de DMF y
DMSO (20 ml). Calentar la mezcla brevemente a 60T p ara disolver los sélidos, y después enfriar hasta 0C. Afiadir
una solucién de difenilfosfinato de perfluorofenilo (750 mg, 1,96 mmol) en una mezcla 4:1 de DMF y DMSO (1 ml) en
gotas. Calentar la mezcla resultante a 60C durante toda la noche. Repartir la mezcla de la reaccion entre solucién
acuosa de NaHCO3 y CHCl,. Lavar la capa organica con salmuera, secar sobre Na;SO;, filtrar, y concentrar bajo
presion reducida. Purificar el residuo resultante mediante cromatografia en gel de silice (20:5:1 hexanos: EtOAc: NH3
2 M/MeOH) para proporcionar la base libre del compuesto del titulo (346 mg, 75%). EM/EP m/z 495,2 (M+1). Formar

ES 2392759 T3

la sal de HCI tal como se describe mas arriba.

Preparar las piperidinil amidas en la tabla de mas abajo siguiendo esencialmente el procedimiento descrito en el
primer procedimiento para el Ejemplo 14, utilizando la dimetil piridazina y acido carboxilico apropiados. Para el
Ejemplo 28, utilizar 1,1 equivalentes de HCI 1 M en MeOH (preformar haciendo gotear cloruro de acetilo en MeOH)
después concentrar para proporcionar la sal de monohidrocloruro. Para el Ejemplo 28, seguir el procedimiento

alterno del Ejemplo 14.

Ej.

Ne

Nombre quimico

Estructura

EM/ER mfz

15

Hidrocloruro de
N-(1-(4,5-dimetil-6-fenilpiridazin-
3-il)piperidin-4-il)-N-metil-2-
morfolino-4- (trifluorometil) tiazol-
5-carboxamida

FF

E
atatetal
ﬁ:r: N<:>—N\ S @

o

5608 (M+1)

16

Hidrocloruro de
N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-
dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-
il)-N-metil-2-morfolino-4-(trifluoro
metil)tiazol-5-carboxamida

HCI

578,8 (M+1)

17

Hidrocloruro de

2-(dimetilamino) -N-(1-(6-(4-
fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-
il)piperidin-4-il)-N-metil-4-
(trifluorometil) tiazol-5-carboxamida

5372 (M+1)

18

Hidrocloruro de
N-(1-(4,5-dimetil-6-fenilpiridazin-
3-il)piperidin-4-il)-N-metil-4-2-
(dimetilamino) -N-metil-4-
(trifluorometil) tiazol-5-carboxamida

518,8 (M+1)

19

Hidrocloruro de 2-amino-N-(1-(6-(4-
fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-
il)piperidin-4-il)-N-metil-4-
(trifluorometil) tiazol-5-carboxamida

509,0 (M+1)

16
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Ej. N°

Nombre quimico

Estructura

EM/EP . m/z

20

Hidrocloruro de
2-amino-N-(1-(4,5-dimetil-6-
fenilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)
-N-metil-4-(trifluorometil)-5-
carboxamida

491,0 (M+1)

21

Dihidrocloruro de
N-(1-(6(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpi
ridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-metil
-2-(pirrolidin-1-il) -4- (trifluoromet
il) tiazol-5-carboxamida

Nawat o5
F (s=r} NC>—N\ S ,D

HCI HCI

563,2 (M+1)

22

Dihidrocloruro de
N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-
dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-
il)-N-metil-2-(trifluorometil)
nicotinamida

4882 (M+1)

23

Dihidrocloruro de N-(1-(4,5-
-dimetil-6-fenilpiridazin-3-il)piper
idin-4-il) -N-metil-2-(trifluorometi
l)nicotinamida

470,2 (M+1)

24

Dihidrocloruro de

N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetil
piridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-me
til-4- (trifluorometil)nicotinamida

488,2 (M+1)

25

Dihidrocloruro de
N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-
dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)
-N-,2-dimetil-6-(trifluorometil)
nicotinamida

N=N \
HCI

502,2 (M+1)

26

Hidrocloruro de

2-cloro-N-(1-(6- (4-fluorofenil)-4,5-
dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il
) -N-metil-4- (metilulfonil)benzamida

N=N
HCI

531,2 (M+1)

27

Hidrocloruro de

N-(1-(4,5-dimetil-6- (piridin-4-il)-
piridazin-3-il)piperidin-4-il)-N,1-
dimetil-3-(trifluorometil)-1H- -
pirazol-4-carboxamida

4742 (M+1)

28

Hidrocloruro de
2-amino-N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-
dietilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)
-N-metil-4-(trifluorometil)tiazol-5-
carboxamida

516,2 (M+1)

17
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Ejemplo 29

Hidrocloruro de N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-metil-4-(trifluorometil)nicotinamida

SN e HCI

S/
MN-N

Tratar una solucion de 4-(4,5-dimetil-6-(4-(metilamino)piperidin-1-il)piridazin-3-il)benzonitrilo (102 mg, 0,32 mmol),
acido 4-(trifluorometil)nicotinico (81 mg, 0,42 mmol), trietilamina (0,07 ml, 0,5 mmol) en CH,Cl, (4 ml) con EDCI (99
mg, 0,52 mmol) y agitar durante 3 dias. Verter la mezcla de la reaccion en H,O y extraer con EtOAc. Lavar la capa
organica con H,0, secar sobre Na>SOu, filtrar, y concentrar bajo presién reducida. Purificar mediante cromatografia
en gel de silice (gradiente de 0 a 10% MeOH en CHzCl,). Disolver la base libre en MeOH (2 ml) y afiadir HCI 1 M en
Et,O (0,5 ml). Concentrar para proporcionar el compuesto del titulo (82 mg, 49%). EM/EP m/z 495,2 (M+1).

Preparar las piperidinil amidas de la tabla de mas abajo siguiendo esencialmente el procedimiento descrito en el
Ejemplo 29, utilizando el acido carboxilico apropiado. Para los Ejemplos 31-33, agitar durante toda la noche. Para
formar las sales de HCI en los Ejemplos 31-33, disolver la base libre correspondiente en MeOH y afiadir 1,1
equivalentes de HCI metandlico (preformar haciendo gotear cloruro de acetilo en MeOH) después concentrar.

Ej. N° | Nombre quimico

Estructura EM/EP ity
FF
F
Hidrocloruro de
N-(1-(4,5-dietil-6-fenilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-N- 0, -
30 metil-4- (trifluorometil)-nicotinamida — N\ / 470,2 (M+1)
N /N N N
N-N A
HCI
° F
Hidrocloruro de — >_O<F
31 ‘4,4-difluoro-N-(1- (6 (4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il) E & >N N 461.2 (M+1)
piperidin-4-il) -N-metilciclohexanocarboxamida N-N \ ¥
HCI

Q F
Hidrocloruro de _ = >_<:><F
32 IN- (1- (6- (4-cianofenil) -4 ,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4- N= N 7N N\
N-N

+
idl)-4,4-difluoro-N-metilciclohexanocarboxamida 468|2 (M 1)
HCI
Q F
Hidrocloruro de — >_<:><F
N-(1-(4,5-dimetil-6-fenilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-4,4 . N N -
33 -difluoro-N-metilciclohexanoca ida Ner? \ 4432 (M+1)

Ejemplo 34

Dihidrocloruro de (S)-N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-metilpiperidina-2-carboxamida

./
Fwwk&ﬂg(} e
:

Afadir HCI 4 M en 1,4-dioxano (1,00 ml, 4,00 mmol) a una solucién de (S)-2-((1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-
3-il)piperidin-4-il)(metil)carbamoil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (80 mg, 0,152 mmol) en CH,Cl, (2 ml). Agitar
la mezcla resultante durante 4 horas a temperatura ambiente. Concentrar bajo presion reducida y secar el residuo en
un horno al vacio a 45C para proporcionar el compu esto del titulo como una espuma amarilla palida (79 mg,
cuantitativo). EM/EP m/z 426,2 (M+1).

18



ES 2392759 T3

Ejemplo 35

Dihidrocloruro de N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-N, 1-dimetil-5-(trifluorometil)- 1H-pirazol-
4-carboxamida

FF
F
O -
/ /hll
NN ° HCI
HCI

5 Disolver 1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)-N-metilpiperidin-4-amina (800 mg, 4,12 mmol) en DMF (25 ml).
Afadir acido 1-metil-5-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico (1,08 g, 3,44 mmol), trietilamina (1,44 ml, 10,3 mmol) y
PyBOP (2,68 g, 5,15 mmol). Agitar a temperatura ambiente durante 3 horas. Concentrar la mezcla de la reacciéon y
purificar el residuo mediante cromatografia en gel de silice utilizando un gradiente de 0-100% (5:1 EtOAc: NH3 2
M/MeOH) en hexanos. Disolver el producto aislado en CH>Cl, (10 ml) y afiadir HCI 2 M en Et,O (8 ml). Eliminar los

10 disolventes bajo una corriente de N, y secar en una estufa al vacio a 50C durante toda la noche para proporcionar
el compuesto del titulo (612 mg, 32%). EM/EP (m/z) 491,2 (M+1).

Preparar las amidas de la tabla de mas abajo siguiendo esencialmente el procedimiento descrito en el Ejemplo 34,
utilizando el acido carboxilico apropiado. Purificar el Ejemplo 36 sobre una columna de SCX (eluyendo con NH3 2

M/MeOH) seguido por la cromatografia flash.

Ej. N° Nombre Quimico Estructura EM/EP  mfz
Dihidrocloruro de F
N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetil HCI o
piridazin-3-il)piperidin-4-il)-N,1- =

36 dimetil-3-(trifluorometil)-1H- — N\~ 491,2 (M+1)
pirazol-4-carboxamida \ / NC>—N N\

N-N \
15 HCI
Ej. N° Nombre quimico Estructura EM/EP  mfz
Hidrocloruro de o
N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5- :S
dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4- HCI o=
37 il)-N,1-dimetil-5- (metilulfonil) - 0o / N/ 501.0 (M+1)
1H-pirazol-4-carboxamida = |
F O
N\ /
N-N \
Ejemplo 38
Dihidrocloruro de N-(1-(6-(4-fuorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-
carboxamida
FF
F
HC1
Q S
— |
N\
N—N A
HCI
20

Afadir acido trifluoroacetico (10 ml) a N-(1-(6-(4-fluorofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-1-(4-metoxibencil)-
N-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamida (99 mg, 0,12 mmol) y calentar a reflujo bajo N, durante toda la
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noche. Concentrar bajo presion reducida. Disolver el residuo en iPrOH al 20% en CHCI3, y lavar con solucion
acuosa saturada de Na,COgs. Extraer la capa acuosa con iPrOH al 20% en CHCI;. Combinar las capas organicas,
secar sobre MgSOQy, filtrar, y concentrar bajo presion reducida. Purificar el residuo mediante cromatografia en gel de
silice (gradiente de 0 a 10% NHs; 2 M/MeOH en CH,Cl,). Disolver la base libre purificada en CH.Cl, (2 ml) y afiadir
HCl 1 M en Et,O (0,5 ml) en gotas. Agitar durante 30 minutos. Concentrar y secar en un horno al vacio a 50C
durante toda la noche para proporcionar el compuesto del titulo (55 mg, 60%). EM/EP m/z 477,0 (M+1).

Biologia

Hedgehog ha estado implicado como un factor de supervivencia para los siguientes canceres: carcinoma de células
basales; canceres del tracto gastrointestinal superior (es6fago, estdmago, pancreas, y tracto biliar); cancer de
préstata; cancer de mama; cancer pulmonar de células pequefias; cancer pulmonar de células no pequefias; linfoma
de célula B; mieloma multiple; cancer gastrico; cancer de ovario; cancer colorrectal; cancer de higado; melanoma;
cancer de rifién; and cancer cerebral.

Se ha afirmado que los elementos de la via de hedgehog son potenciales dianas farmacoldgicas para el tratamiento
de canceres. Una linea celular Daoy establecida desde el tumor de meduloblastoma (ATCC, HTB-186), es sensible a
los ligandos de Hh. Cuando estas células son tratadas con medio condicionado con Shh afiadido en forma exdgena,
la via de sefializacion de Hh se activa y da como resultado un incremento en la expresiéon de Glil. Ciclopamina, un
alcaloide aislado de lily Veratrum californicum de maiz es un antagonista débil de hedgehog y se ha demostrado que
suprime la expresion de Glil en repuesta a la estimulaciéon de Shh. Observaciones recientes sugieren que la
ciclopamina inhibe el crecimiento de células de meduloblastoma cultivada y aloinjertos. Utilizando este sistema
modelo de células Daoy, pueden identificarse inhibidores potentes de las vias de sefializacion hedgehog. Debido a
gue los compuestos de la presente invenciéon son antagonistas de hedgehog, los mismos son apropiados para tratar
los tipos de tumor mencionados mas arriba.

Determinacién de Clsq de la actividad biolégica

El siguiente protocolo de ensayo y los resultados del mismo ademas demuestran la utilidad y eficacia de los
compuestos y procedimientos de la presente invencién. Los ensayos funcionales respaldan que los compuestos de
la presente invencién exhiben la capacidad de inhibir la sefializacion de Shh . Todos los ligandos, disolventes, y
reactivos empleados en el siguiente ensayo estan facilmente disponibles a partir de fuentes comerciales o pueden
ser preparados facilmente por uno con experiencia en la técnica.

La actividad bioldgica se determina utilizando un ensayo funcional en células de cancer neuronal Daoy y miden los
niveles del acido ribonucleico de Glil a través de un sistema de ensayo de ADNb (&cido deoxirribonucleico
ramificado) (Panomics, Inc., Fremont, CA). Gli se descubrié originalmente en una linea celular de Glioblastoma y
codifica una proteina con dedo de zinc que es activada por la sefializacion de Shh.

La maxima respuesta se obtiene induciendo la transcripcion de Glil en las células Daoy con medio condicionado
(rifidn embrionario humano, células HEK-293 que expresan en forma estable Shh recombinante) durante 24 horas y
midiendo después la cantidad de transcripcién de Glil estimulada. La respuesta minima es la cantidad de
transcripcidon de Glil inhibida con un compuesto de control en células Daoy que han sido estimuladas con medio
condicionado (rifion embrionario humano, células HEK-293 que expresan en forma estable Shh recombinante)
durante 24 horas.

Ensayo funcional para medir la inhibicién de Glil en células Daoy

El sistema de ensayo de ADNDb utiliza la tecnologia de ADN de cadena ramificada para permitir la amplificacion de
un &cido ribonucleico diana (trancrito). La tecnologia emplea tres tipos de sondas de ADNc especificas de Glil
cortas hibridas sintéticas que determinan la especificidad del transcrito diana [prolongadores de captura (CE),
prolongadores de marcador (LE), y bloqueadores (BL)] que se hibridan como un complejo con la copia diana para
amplificar la sefial de hibridacion. La adicion de un sustrato quimiolumigénico durante la etapa de amplificacion
permite la deteccion utilizando luminiscencia.

La linea celular Daoy obtenida de la colecciéon de cultivo tipo norteamericana (ATCC) es una linea de células
tumorales neuronales humanas sensibles al Shh y se establecié en 1985 a partir de un tumor de meduloblastoma
cerebeloso desmoplasico, una linea de célula tumorales fisiologicamente idéneos. Los niveles endégenos de los
niveles de transcripcion de Glil son bajos en la células Daoy pero pueden estimularse utilizando medio condicionado
tomado de células que sobreexpresan en forma estable Shh humano (una linea de células HEK-293 transfectadas
en forma estable con hShh).

Las células Daoy se hacen crecer hasta la confluencia en los frascos T225 de cultivo tisular Daoy en medio de
crecimiento que contiene Medio Esencial Minimo (MEM) méas Cuero Fetal Bovino al 10% (FBS) con 0,1 nM
aminoacidos no esenciales y 1 mM de piruvato de sodio. Las células se eliminan de los frascos T225 utilizando acido
tripsina etilendiaminotetraacético (EDTA), se centrifugan, se resuspenden en medio, y después se cuentan.

Las células Daoy después se siembran en 50,000 células por pocillo en medio de crecimiento en placa de cultivo de
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tejido de 96 pocillos Costar y se deja que se incuben durante toda la noche a 37<C bajo diéxido de car bono al 5%
(COy). Las células se lavan una vez en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) seguido por la adicion de 100 pl
de Medio Condicionado de Shh (Shh-CM) para estimular los niveles de expresion de Glil. Shh-CM se diluye para
lograr la méaxima estimulacion utilizando medio de crecimiento de control - 0,1 % FBS/DMEM (Medio Modificado
Eagle de Dulbecco). Las células Daoy tratadas con Shh-CM después se tratan con diversas concentraciones de
inhibidores de hedgehog que varian de aproximadamente 1 uM a 0,1 nM. Se deja que los compuestos de ensayo se
incuben durante 24 horas a 37<C bajo CO ; al 5%.

La medicion de la transcripcion de Glil se realiza utilizando el ensayo de Glil Quantigene 2.0 segln lo descrito por
el fabricante (Panomics, Inc.). Preparar un tampon de mezcla de lisis diluida (DLM), que incluye Proteinasa K.
Después de 24 horas de incubacién con el compuesto, las células se lavan una vez con PBS y se afiaden 180 ul de
DLM a las células. La placa de células que contiene el tampon de lisis se sella y se coloca a 55T dur ante 30 a 45
minutos. Los lisados de células resultantes después se trituran 5 veces. Un conjunto de sonda de trabajo que
contiene sondas de Glil se realiza diluyendo las sondas en el DLM n conformidad con las instrucciones del
fabricante, y después se afiaden 20 pl del conjunto de sonda de trabajo a las placas de ensayo de ADNb junto con
80 pl de los lisados Daoy. Las placas se sellan se incuban durante toda la noche a 55C. La placas de ADNb
después se procesan en conformidad con las instrucciones del fabricante. La sefial se cuantifica mediante la lectura
de las placas en un lector Perkin Elmer Envision que detecta la luminescencia. La sefial luminescente es
directamente proporcional a la cantidad de copia diana presente en la muestra.

Los datos de sefial luminescente del ensayo funcional se utilizan para calcular la Clso para el ensayo in vitro. Los
datos se calculan en base a los valores de control maximos (células Daoy tratadas con Shh-CM) y el valor de control
minimo (células Daoy tratadas con Shh-CM y una concentracion inhibidora de un compuesto de control, 1 uM de N-
(3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-4-clorofenil)-3,5-dimetoxibenzamida). Se utiliza un ajuste de curva logistica de cuatro
parametros para generar los valores Clsg utilizando los programas software ActivityBase version 5,3, ecuacion 205
(Assay Guidance Manual Version 5,0, 2008, Eli Lilly and Company y NIH Chemical Genomics Center).

Siguiendo el protocolo descrito, los compuestos de la invencién ejemplificados en la presente memoria muestran una
Clso < 15 nM. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 14 tiene una Clso de aproximadamente 1,27 nM con un error
estandar de 0,114 (n=4) y el compuesto del Ejemplo 34 tiene una Clsp de aproximadamente 1,22 nM con un error
estandar 0,293 (n = 3) en el ensayo descrito mas arriba. Estos resultados proporcionan evidencia de que los
compuestos de la presente invencion son antagonistas de hedgehog y, como tales, son Utiles como agentes
anticancerosos.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la siguiente formula:

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que:
X es C-R' o N:

R'es hidrégeno, fldor o ciano;

R’ es

7

\) R i K \
A VR 7N\
T Ay 7&\“—\3& ;in {\(ﬁ
=N R R' R R'

R 11

3 3 k] - E]

piperidinilo, o ciclohexilo sustituido con gem di-F;

R? es metilo o trifluorometilo;

R*es pirrolidinilo, morfolinilo, piridilo, amino o dimetilamino;
R® es trifluorometilo o metilsulfonilo;

R%es hidrégeno o metilo; y

R’, R®, R, RY y R son |ndepend|entemente hldrogeno fluor ciano, cloro, metilo, trifluorometilo, trifluorometoxi o
metllsulfonllo siempre que al menos dos de R’, R R’ R? yR !sean hidrégeno.

2. El compuesto en conformidad con la reivindicacién 1 en el que X es C-R%, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

3. El compuesto en conformidad con la reivindicacion 1 o 2 en el que R’ es:
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CF,
; E|3F3 ;/I\ CF,
L ~ CF, ;A CF,
~ A / ;o 7~ N CF
5—"\ AN '}‘-w\:z”?\hl 3_".1"' = :
_ N £ N
U / s—‘r{ N—CH, \ K 4 ;\I"'CHS
g NH, H,C H =N
L] * ] ] 3 k]
CF.

SO,Me

CF, c

M

]

F
AY
CFL‘_“ F\ cl ﬂ CF, CF3\

¥

H,C .

— g . N
+ e N HOX T
—HN — . - F or H s

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. El compuesto en conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que X es Cc-R* y R* es fluor,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. El compuesto en conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que X es C-R* y R' es
ciano, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. El compuesto en conformidad con la reivindicacion 1 o reivindicacién 2 en el que R es

5

R

.’,r N-'RB
/
=N

]

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. El compuesto en conformidad con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en el que R’ es
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T

R\_N
@
1-1‘}_

R'

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. El compuesto en conformidad con la reivindicacién 6 en el que R® es trifluorometilo y R® es metilo, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. El compuesto en conformidad con la reivindicacién 7 en el que R’ es trifluorometilo y R?, R, y R™ son
hidrégeno, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. El compuesto en conformidad con la reivindicacion 1 que es N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-dimetilpiridazin-3-
il)piperidin-4-il)-N-metil-2-(trifluorometil)nicotinamida.

11. El compuesto en conformidad con la reivindicacion 1 que es dihidrocloruro de N-(1-(6-(4-cianofenil)-4,5-
dimetilpiridazin-3-il)piperidin-4-il)-N-metil-2-(trifluorometil)nicotinamida.

12. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto en conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinacién con un vehiculo,
diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. Un compuesto en conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como medicamento.

14. Un compuesto en conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de cancer.

15. El compuesto o sal para su uso en conformidad con la reivindicacion 14 en el que el cancer es seleccionado del
grupo constituido por cancer cerebral, carcinoma de células basales, cancer de eséfago, cancer gastrico, cancer
pancreatico, cancer del tracto biliar, cancer de prostata, cancer de mama, cancer pulmonar de células pequefias,
cancer pulmonar de células no pequefias, linfoma de linfocitos B, mieloma mudltiple, cancer de ovario, cancer
colorrectal, cancer de higado, cancer de rifion y melanoma.
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