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DESCRIPCION
Métodos para tratar cancer resistente a los farmacos
Campo de la invencion

Esta invencion pertenece generalmente a compuestos y composiciones para su uso en el tratamiento de cancer
resistente a los farmacos, los usos correspondientes también se reivindican. Mas especificamente, la invencion
pertenece a compuestos de bencimidazolil quinolinona sustituidos por 4-amino tales como compuestos 4-amino-5-
fluoro-3-[5-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]quinolin-2(1H)-ona de férmula Il y formulaciones farmacéuticas
que comprenden tales compuestos para su uso en el tratamiento de cancer resistente a los farmacos y pacientes
con cancer resistente a los farmacos.

Antecedentes de la invenciéon

Una variedad de compuestos y composiciones quimicas ha sido reportada como que tiene actividad contra uno o
mas receptores de tirosina cinasa del factor de crecimiento endotelial (VEGF-RTK). Ejemplos incluyen derivados de
quinolina tales como los descritos en WO 98/13350, derivados de aminonicotinamida (véase, por ejemplo WO
01/55114), compuestos antisentido (véase, por ejemplo WO 01/52904), peptidomiméticos (véase, por ejemplo WO
01/52875), derivados de quinazolina (véase, por ejemplo Patente EUA No. 6,258,951) anticuerpos monoclonales
(véase, por ejemplo EP 1 086 705 Al), varios 5,10,15,20-tetraaril-porfirinas y 5,10,15-triaril-corroles (véase, por
ejemplo WO 00/27379), derivados de &cido heterociclico alcanosulfénico y alcano carboxilicos (véase, por ejemplo
DE19841985), derivados de oxindolilquinazolina (véase, por ejemplo WO 99/10349), derivados 1,4-diazaantracina
(véase, por ejemplo Patente EUA No. 5,763,441), y derivados de cinolina (véase, por ejemplo WO 97/34876), y
varios compuestos indazol (véase, por ejemplo WO 01/02369 y WO 01/53268).

La sintesis de derivados de 4-hidroxi quinolona y 4-hidroxi de quinolina se describe en un namero de referencias.
Por ejemplo, Ukrainets et al. ha descrito la sintesis de 3-(bencimidazol-2-il)-4-hidroxi-2-oxo-1,2-dihidroquinolina.
Ukrainets, I. et al., Tetrahedron Lett. 42, 7747-7748 (1995); Ukrainets, I. et al., Khimiya Geterotsiklicheskikh Soedinii,
2,239-241(1992). Ukrainets también ha descrito la sintesis, actividad anticonvulsiva y antitiroidea de otras 4-hidroxi
quinolonas y andlogos tio tales como 1H-2-oxo-3-(2-bencimidazolil)-4-hidroxiquinolina. Ukrainets, 1. et al., Khimiya
Geterotsiklicheskikh Soedinii, 1, 105-108 (1993); Ukrainets, I. et al, Khimiya Geterotsiklicheskikh Soedinii, 8, 1105-
1108 (1993); Ukrainets, I. et al., Chem. Heterocyclic Comp. 33, 600-604, (1997).

La sintesis de varios derivados de quinolina se describe en WO 97/48694. Aquellos compuestos se describen como
capaces de unir a los receptores de la hormona nuclear y son Utiles para la estimulacion de la proliferacién de
osteoblasto y crecimiento del hueso. Los compuestos también se describen como siendo Utiles en el tratamiento o
prevencién de enfermedades asociadas con las familias del receptor de la hormona nuclear.

Se describen en WO 92/18483 varios derivados de quinolina en los cuales el anillo de benceno de la quinolina se
sustituye con un grupo de azufre. Se describen estos compuestos como siendo (tiles en las formulaciones
farmacéuticas y como medicamentos.

Se han descrito derivados de quinolona y coumarina como que tienen uso en una variedad de aplicaciones no
relacionadas a las formulaciones médicas y farmacéuticas. Las referencias que describen la preparacion de los
derivados de quinolona para el uso en las composiciones fotopolimerizables o para las propiedades luminescentes
incluyen: Patente EUA No. 5,801,212 emitidas a Okamoto et al.; JP 8-29973; JP 7-43896; JP 6-9952; JP 63-258903;
EP 797376; y DE 23 63 459.

Un gran ndmero de los compuestos de quinolinona sustituidos que incluyen compuestos de bencimidazolil
quinolinona y compuestos de bencimidazolil quinolinona sustituidos por 4-amino tales como 4-amino-5-fluoro-3-[5-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-quinolin-2(1H)-ona han sido recientemente descritos en las referencias
tales como WO 02/22598 y WO 2004/043389. Tales compuestos se describen como que inhiben VEGF-RTKSs. Tales
compuestos también se describen en las solicitudes de patente de los Estados Unidos publicadas U.S.
2002/0107392 y U.S. 2003/0028018 y Patente EUA Nos. 6,605,617, 6,774,237, y 6,762,194. Compuestos
Heterociclicos relacionados a bencimidazolil quinolinonas se han descrito recientemente en WO 02/18383, U.S.
2002/0103230, y Patente EUA No. 6,756,383. Otros de tales compuestos se describen junto con nuevos usos de
tales compuestos que inhiben serina/treonina cinasas y tirosina cinasas se describen en WO 2004/018419, y U.S.
2004/0092535, presentadas el 19 de agosto del 2003, y que reclama la prioridad de cada una de las siguientes
solicitudes provisionales: Solicitud Provisional Norteamericana No. 60/405,729 presentada el 23 de agosto del 2002;
Solicitud Provisional Norteamericana No. 60/426,107 presentada el 13 de noviembre del 2002; Solicitud Provisional
Norteamericana No. 60/426,226 presentada el 13 de noviembre del 2002; Solicitud Provisional Norteamericana No.
60/426,282 presentada el 13 de noviembre del 2002; Solicitud Provisional Norteamericana No. 60/428,210
presentada el 21 de noviembre del 2002; Solicitud Provisional Norteamericana No. 60/460,327 presentada el 3 de
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abril del 2003; Solicitud Provisional Norteamericana No. presentada el 3 de abril del 2003; Solicitud Provisional
Norteamericana No. 60/460,493 presentada el 3 de abril del 2003; Solicitud Provisional Norteamericana No.
60/478,916 presentada el 16 de junio del 2003; y Solicitud Provisional Norteamericana No. 60/484,048 presentada el
1 de julio del 2003. Alun otros compuestos, método para su sintesis, sales de acido lactico de los mismos, y usos de
los mismos se describen en las siguientes solicitudes de patentes presentadas el 5 de noviembre del 2004: Solicitud
de Patente Norteamericana No. 10/983,174 (US 7,825,132), Solicitud de Patente Norteamericana No. 10/982,757; y
Solicitud de Patente Norteamericana No. 10/982,5423.

El documento US 2004/092535 describe métodos de inhibicién de varias enzimas y de tratamiento de varios estados
que incluyen administrar a un sujeto un compuesto de estructura | o IB, una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, un tautdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del tautémero.

Diversos compuestos novedosos han sido recientemente encontrados (tiles en el tratamiento de cancer. Por
ejemplo, Gleevec® (mesilato de imatinib) es un compuesto que ha mostrado recientemente actividad significante en
un numero de canceres diferentes. Gleevec se hizo primero disponible para pacientes con Leucemia Mieloide
Cronica (CML) en mayo del 2001. De acuerdo al sitio web de Novartis, Gleevec se indica para el tratamiento de
pacientes adultos recientemente diagnosticados con cromosoma Philadelphia-positivo (Ph+) CML en fase cronica.
Se limita el seguimiento. Gleevec también se indica para el tratamiento de pacientes con pH+ CML en crisis blastica,
fase acelerada, o en fase crénica después del fallo de la terapia de interferon-alfa. Gleevec también se indica para el
tratamiento de pacientes pediatricos con fase crénica pH+ CML cuya enfermedad ha recurrido después del
transplante de célula madre o los que son resistentes en la terapia de interferén-alfa. Gleevec ha sido aprobado para
el uso en pacientes con otros canceres tales como Tumores Estromales Gastrointestinal (GIST). Por ejemplo, el 1 de
febrero del 2002, la aprobacion de Novartis otorgada por FDA de Gleevec para el tratamiento de pacientes con GIST
maligno no extraible y/o metastatico KIT (CD117) positivo.

Otros nuevos farmacos experimentales que actualmente estan siendo probados para la eficiencia en el tratamiento
de céancer incluyen BAY43-9006 (sorafenib) y brostalicina. Se le ha otorgado a BAY 43-9006 el estado de farmaco
huérfano para el tratamiento de carcinoma de célula renal por la Administraciéon de Alimentos y Farmacos de los
estados Unidos (FDA). Esta siendo evaluada BAT 43-9006 para el tratamiento de carcinoma de célula renal
metastéatica, una forma avanzada de cancer de rifién. Una designacion similar ha sido otorgada en la Unién Europea
por el Comité para los productos Medicinales Huérfanos (COMP) de la Agencia de Medicinas Europea (EMEA).
BAY43-9006 es una cinasa RAF novedosa e inhibidor VEGFR que se pretenden para prevenir el crecimiento del
tumor combinando dos actividades anticancerigenas: inhibicion de proliferacion celular tumoral y angiogénesis
tumoral. brostalicina (PNU-166196) es una a-bromoacrilica sintética, ligante de hendidura menor de ADN de
segunda generacion estructuralmente relacionada a distamicina A, actualmente en pruebas de Fase Il en Europa y
los Estados Unidos. El compuesto muestra actividad antitumoral amplia en modelos en los modelos preclinicos y
reduce drasticamente la mielotoxicidad in vitro en las células progenitoras hematopoyéticas comparada con aquellas
de otros ligantes de hendidura menor. La brostalicina mostré una actividad 3 veces mas elevada en las células de
leucemia de murino L1210 resistentes al melfalan que en la linea parental (Clsp = 0,46 y 1,45 ng/mL,
respectivamente) bajo condiciones en las cuales la citotoxicidad de agentes antitumorales convencionales era ya
sea no afectada o reducida.

Aunque avances significantes se han hecho en el desarrollo de composiciones farmacéuticas para tratar cancer, se
requieren nuevos métodos para tratar cancer. Especialmente necesarias son las composiciones y compuestos
farmacéuticos para el uso en la preparacion de composiciones farmacéuticas que son Utiles para tratar cancer
resistente a los farmacos y pacientes con canceres resistentes a los farmacos. También necesarias son las
composiciones farmacéuticas y los compuestos que pueden administrarse a pacientes con canceres resistentes a
los farmacos en conjunto con agentes anti-cancer conocidos.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de formula Il, un tautébmero del compuesto, una sal
del compuesto, una sal del tautémero, una mezcla de los mismos, 0 una composicion farmacéutica que comprende
el compuesto, el tautdmero, la sal del compuesto, la sal del tautémero, o la mezcla

para su uso en el tratamiento de cancer resistente a los farmacos, en el que el cancer resistente a los farmacos es
resistente a mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib
(PTK-787), 0

para su uso en el tratamiento de cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL
(T315l) o FLT3 (D835Y) en un paciente con cancer resistente a los farmacos,

en el que el compuesto de formula Il tiene la siguiente féormula:
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R?

en donde R’ es un grupo heterociclilo sustituido o no sustituido seleccionado de un grupo piperidinilo sustituido o no
sustituido, grupo piperazinilo, o grupo morfolinilo

En un aspecto adicional la presente invencion se refiere a un compuesto de féormula 1l, un tautbmero del compuesto,
una sal del compuesto, una sal del tautbmero, una mezcla de los mismos, o una composicion farmacéutica que
comprende el compuesto, el tautomero, la sal del compuesto, la sal del tautémero, o la mezcla

para su uso en el tratamiento de céncer resistente a los farmacos, en el que el cancer resistente a los farmacos es
resistente a mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib
(PTK-787), 0

para su uso en el tratamiento de cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL
(T315l) o FLT3 (D835Y) en un paciente con cancer resistente a los farmacos,

en el que el compuesto se administra conjuntamente con un farmaco anti-cadncer seleccionado de mesilato de
imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, lenalidomida (Revlimid), talidomida (Thalomid), docetaxel (Taxotere),
erlotinib (Tarceva), vatalinib (PTK-787), VEGF-trap, fenretidina, bortezomib, bevacizumab (Avastin), pertuzumab y/o
rituximab.

En otra modalidad la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula Il, un tautémero del
compuesto, una sal del compuesto, una sal del tautdbmero, o una mezcla de los mismos para la preparacion de un
medicamento para tratar cancer resistente a los farmacos en el que el cancer resistente a los farmacos es resistente
a mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib (PTK-
787) o para tratar cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL (T315l) o FLT3
(D835Y) en un paciente con cancer resistente a los farmacos.

El uso de un compuesto de formula Il, un tautébmero del compuesto, una sal del compuesto, una sal del tautomero, o
una mezcla de los mismos para la preparacion de un medicamento para tratar cancer resistente a los farmacos es
una modalidad adicional de la presente invencion, en el que el cancer resistente a los fArmacos es resistente a
mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib (PTK-787)
0 para tratar cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL (T315I) o FLT3 (D835Y)
en un paciente con cancer resistente a los farmacos, en el que el compuesto se administra conjuntamente con un
farmaco anti-cancer seleccionado de mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, lenalidomida
(Revlimid), talidomida (Thalomid), docetaxel (Taxotere), erlotinib (Tarceva), vatalinib (PTK-787), VEGF-trap,
fenretidina, bortezomib, bevacizumab (Avastin), pertuzumab y/o rituximab.

Una composicion terapéutica también es contenido de la presente invencién, que comprende: farmaco anti-cancer y
un compuesto de formula Il, un tautémero del compuesto, una sal del compuesto, una sal del tautdmero, o una
mezcla de los mismos como una preparacién combinada para el uso simultaneo, separado o secuencial en el
tratamiento de cancer resistente a los farmacos en el que el cancer resistente a los farmacos es resistente a
mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib (PTK-787)
o en el tratamiento de cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL (T315l) o FLT3
(D835Y) en un paciente con cancer resistente a los farmacos.

Como referencia, se describe un compuesto de formula I, un tautémero del compuesto, una sal del compuesto, una
sal del tautdbmero, una mezcla de los mismos, o una composicion farmacéutica que comprende el compuesto, el
tautomero, la sal del compuesto, la sal del tautdbmero, o la mezcla. El compuesto de férmula | tiene la siguiente
férmula:
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en donde:

R', R?, R® y R* pueden ser los mismos o diferentes y se seleccionan independientemente de los grupos de H, Cl, Br,
F, I, -OR™, grupos -NR™R™, grupos alquilo sustituido o no sustituido primario, secundario, o terciario, grupos arilo
sustituido o no sustituido, grupos alquenilo sustituido o no sustituido, grupos alquinilo sustituido o no sustituido,
grupos heterociclilo sustituido o no sustituido, o grupos heterociclil alquilo sustituido o no sustituido;

R’ R® R’ y R® pueden ser los mismos o diferentes y se seleccionan independientemente de H, CI, Br, F, |, grupos
-OR®, grupos -NR™R™, grupos -SR'®, grupos alquilo sustituido o no sustituido primario, secundario, o terciario,
grupos arilo sustituido o no sustituido, grupos alquenilo sustituido o no sustituido, grupos alquinilo sustituido o no
sustituido, grupos heterociclilo sustituido o no sustituido, grupos heterociclil alquilo sustituido o no sustituido, grupos
alcoxi alquilo sustituido o no sustituido, grupos ariloxi alquilo sustituido o no sustituido, o grupos heterocicliloxi alquilo
sustituido o no sustituido;

R'®Y R*® pueden ser los mismos o diferentes y se seleccionan independientemente de grupos alquilo sustituido o no
sustituido, grupos arilo sustituido o no sustituido, grupos heterociclilo sustituido o no sustituido, grupos heterociclil
alquilo sustituido o no sustituido, grupos alcoxi alquilo sustituido o no sustituido, grupos ariloxi alquilo sustituido o no
sustituido, o grupos heterocicliloxi alquilo sustituido o no sustituido;

R y R pueden ser los mismos o diferentes y se seleccionan independientemente de grupos alquilo sustituido o no
sustituido, grupos arilo sustituido o no sustituido, o grupos heterociclilo sustituido o no sustituido;

R y R™ pueden ser los mismos o diferentes y se seleccionan independientemente de grupos alquilo sustituido o no
sustituido, grupos arilo sustituido o no sustituido, o grupos heterociclilo sustituido o no sustituido; y

R'® se selecciona de los grupos alquilo sustituido o no sustituido, grupos arilo sustituido o no sustituido, o grupos
heterociclilo sustituido o no sustituido.

Objetos adicionales, caracteristicas y ventajas de la invencion seran aparentes a partir de la siguiente descripcion
detallada.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una imagen explorada que muestra las imagenes bioluminescentes de cuerpo completo (BLI)
obtenidas utilizando un sistema de creacion de imagen IVIS (Xenogen) de ratones SCID-beige después de una
inyeccion intravenosa con células KMS-11-luc.

La figura 2 es una grafica que muestra que ratones SCID-beige inyectados con células KMS-11-luc y tratados con 4-
amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona (20 mg/kg/d) exhiben una cantidad
de cuenta de foton media significativamente mas baja que aquellos tratados con vehiculo.

La figura 3 es una imagen explorada de BLIs de cuerpo completo | obtenida utilizando un sistema de creacion de
imagen IVIS (Xenogen) de ratones SCID-beige después de la inyeccion intravenosa con células KMS-11-luc. Las
BLls a la izquierda son de ratones tratados con vehiculo y las BLIs a la derecha son de ratones tratados con 4-
amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona (compuesto, 20 mg/kg/d).

La figura 4 es una gréafica que compara el porcentaje de supervivencia de ratones SCID-beige intravenosamente
inyectados con células KMS-11-luc y luego tratados con cualquier vehiculo (diamantes) o con 4-amino-5-fluoro-3-[6-
(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona (triangulos, 20 mg/kg/d).

Las figuras 5-7 son graficas que muestran que 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-
illquinolin-2(1H)-ona (compuesto 1) modula la expresion FLT3 objeto y demuestra efectos anti-proliferativos contra
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células MV4;11 y RS4;11. En la figura 5, MV4;11 (A) o RS4;11 (en presencia del ligando FLT3) (m) se incubaron con
diluciones seriales del compuesto 1. La viabilidad de la célula se determin6 por el ensayo MTS después de un
periodo de 72 horas de incubacion. Los valores CEsp se calcularon utilizando regresion no lineal. En la figura 6, el
suero famélico MV4;11 (ITD) o en la Figura 7, Las células RS4;11 (WT) se incubaron con un incremento de
concentracion del Compuesto 1 durante 3 horas previo a la célula lisis. Las células RS4;11 se estimularon con
ligando FLT3 (100 ng/ml) durante 15 minutos, como se indica. Las células lisadas completas se inmunoprecipitaron
con anticuerpo FLT3 anti-humano, resuelto por SDS-PAGE. Las inmunoabsorciones se probaron con anticuerpo
anti-fofotirosina (carril superior). Las membranas se cortaron en tiras y reexaminaron con anti-FLT3 para demostrar
carga igual de FLT3 (carril inferior). Se reportaron cambios en pFLT3 como porcentaje de inicio (sin tratamiento)
utilizando densitometria.

Las figuras 8 y 9 son graficas que muestran la inhibicién dependiente de dosis de la fosforilacion de ERK y STAT5
mediada por FLT3 en células MV4;11 por 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]quinolin-
2(1H)-ona (compuesto 1). Células MV4;11 (desprovistas de suero) se incubaron con varias concentraciones del
Compuesto 1 durante 3 horas y el pERK intracelular (Figura 8) se detecté por transferencia Western y pSTAT5
(figura 9) se determind utilizando citometria de flujo. Los cambios en pERK o pSTAT5 se reportan como porcentaje
de inicio (sin tratamiento) utilizando densitometria.

La figura 10 es una gréfica que muestra que 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-
illquinolin-2(1H)-ona (compuesto 1) inhibe la produccién autocrina de VEGF por células MV4;11 in vitro. Células
MV4;11 AML cultivadas en medio que contiene 10% de FBS se incubaron con o sin 0,001, 0,01, 0,1, 0,5y 1 uM del
compuesto 1 durante 48 horas. Los sobrenadantes se analizaron por los niveles de VEGF humano (normalizados
por el contenido de proteina celular).

La figura 11 es una gréfica que muestra que 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-
illquinolin-2(1H)-ona (compuesto 1) inhibe la fosforilacién de FLT3 y STAT5 en xenoinjertos tumorales en ratones
SCID-NOD. Ratones SCID-NOD que portan tumores MV4;11 s.c. (300 mm3; n= 3 ratones/grupo) se trataron ya sea
con vehiculo o 10 mg/kg del compuesto 1 durante 5 dias. Los tumores se extirparon en el dia5 a 4, 8, 24,y 48 h
después de la dosificacion, se pulverizaron y de inmediato se congelaron en forma instantanea (-70°C). Para
modulacion de pFLT3 o pSTATS: lisados tumorales se inmunoprecipitaron con anticuerpo ya sea anti-FLT3 humano
0 anti-STAT5, se resolvieron por SDS-PAGE. Las inmunoabsorciones se examinaron con el anticuerpo
antifosfotirosina apropiado (carril superior). Las membranas se cortaron en tiras y se reexaminaron ya sea con anti-
FLT3 o anti-STAT5 para la determinacién de proteina FLT3 o STATS5 total como controles de carga (carril inferior).
Cada carril representa un tumor por separado.

Las figuras 12-16 son graficas que muestran la actividad antitumoral de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-
1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona (compuesto 1) en un modelo de xenoinjerto subcutaneo de tumores
leucémicos MV4;11 o RS4;11 humanos en ratones SCID-NOD. Células (Figura 12) MV4;11 o (Figura 13) RS4;11 se
implantaron s.c. en el flanco derecho de ratones SCID-NOD (n=10 ratones/grupo). En los estudios con MV4;11,
Vehiculo (¢) o Compuesto 1 a dosis de 1 (¢), 5 (A), o 30 (W) mg/kg/d durante 15 dias se administraron oralmente
cuando los tumores eran de ~ 300 mm?®. En los estudios con RS4;11, vehiculo (¢) o compuesto 1 a dosis de 10 (Ag,
30 (m), 100 (#) 0 150 () mg/kg/d durante 8 dias se administraron oralmente cuando los tumores eran de ~ 300 mm"™.
(Figura 14) Efecto de los regimenes de dosificacion diaria, intermitente y ciclica del Compuesto 1 sobre la eficacia de
tumores MV4;11. El compuesto 1 se administr6 oralmente a una dosis de 30 mg/kg ya sea diariamente (m), cada
tercer dia/q.o.d. (e) o ciclico 7 dias si/7 dias no (X). (Figura 15) EI compuesto 1 induce regresiéon de tumores MV4;11
grandes. Los tumores MV4;11s.c. (n=10 ratones/grupo) se situaron en 300 (A), 500 (m) o 1000 (e) mm?®. Los
tumores tratados con vehiculo (¢) se midieron a un volumen tumoral maximo de 2000 mm?® (en la figura 16 se
muestra solamente hasta 1000 mm?®). El compuesto 1 se administré oralmente a 30 mg/kg/d (primer ciclo). La
dosificaciéon se descontinué después de 50 dias, y la durabilidad de las respuestas se monitoreé en lo sucesivo.
(Figura 16) Los tumores MV4;11 recurrentes después del pretratamiento con 30 mg/kg/d x 50 dias se trataron
nuevamente con 30 mg/kg/d (segundo ciclo). En el panel AD, los datos se expresan como volumen tumoral medio +
SE (n = 10 ratones/grupo), el panel E ilustra los volimenes tumorales de ratones individuales (n = 10).

Las figuras 17-19 son graficas que muestran la apoptosis/necrosis tumoral y la inhibicion de la proliferacion celular
de tumores MV4;11 o RS4;11 en ratones SCID-NOD tratados con 30 mg/kg de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona (compuesto 1). (Figura 17) Respuestas tempranas de
tumores MV4;11 con tratamiento de 30 mg/kg del compuesto 1. Ratones SCID-NOD que portan tumores MV4;11 s.c.
(n= 3-5 /grupo) se trataron ya sea con vehiculo (a-e€) o el 30 mg/kg/d del compuesto 1 durante 5 dias (f-j). Los
tumores se extirparon en los dias 2-5. Los tumores embebidos en parafina se tifieron ya sea con hematoxilina y
eosina (dia 1 para a, f) o se inmunotifieron con Ki67 (dia 5 para b, g), pERK (dia 5 para c, h), caspasa-3 desdoblada
(dia 5 para d, i) o PARP (dia 5 para e, j) (con contra-tincion de hematoxilina). La figura 17 ilustra secciones
representativas de n= 3 tumores tratados individuales. (Figura 18) Inmunohistoquimica de tumores RS4;11 después
del tratamiento con tratamiento de 30 mg/kg del compuesto 1. Tumores RS4;11 (n= 3-5 /grupo) se trataron ya sea
con Vehiculo (a-c) o el 30 mg/kg/d del compuesto 1 (d-f). Los tumores se extirparon a los 9 dias. Los tumores
embebidos en parafina se tifieron ya sea con hematoxilina y eosina (a, d) o se inmunotifieron con Ki67 (b, €), o
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PERK (c, ). La figura 18 ilustra secciones representativas de n= 3 tumores tratados individuales. (Figura 19) Ratones
SCID-NOD que portan tumores MV4;11 s.c. (n= 3-5 /grupo) se trataron ya sea con vehiculo o 30 mg/kg/d del
compuesto 1. Los tumores tratados con vehiculo se extirparon en el dia 15 y los tumores tratados con el compuesto
1 se extirparon en el dia 89 (50 dosis diarias del Compuesto 1 + 39 dias sin tratamiento). Los tumores embebidos en
parafina se tifieron ya sea con hematoxilina y eosina o se inmunotifieron con Ki67 (con contra-tincion de
hematoxilina). (a) Vehiculo (H&E, dia 15); (b) vehiculo (Ki67, dia 15); (c) compuesto 1, respuesta parcial (H&E, dia
89); (d) compuesto 1, respuesta parcial (Ki67, dia 89) y (e) compuesto 1, respuesta completa (H&E, dia 89). Las
flechas en c, d apuntan hacia areas de células viables dispersas en el tejido necroético/cicatrizante. La figura 19
ilustra secciones representativas de n= 3-5 tumores tratados. La magnificacion de las imagenes tal y como se
capturan se indica en las figuras.

Las Figuras 20 y 21 son graficas que muestran que 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-
illquinolin-2(1H)-ona (compuesto 1) prolonga la supervivencia de ratones SCID-NOD que portan células MV4;11
intravenosas. Ratones SCID-NOD irradiados se implantaron con MV4;11 (1 x 107 células, i.v.), i.v. Los tratamientos
se iniciaron en el dia 23, consistiendo ya sea de vehiculo (¢) o 20 mg/kg del compuesto 1 oral administrados
diariamente (A) o programados 7 dias si/7 dias no (m) desde los dias 23 - 98. Los ratones que produjeron como
respuesta signos tempranos de pardlisis de extremidades posteriores o condicion de salud deficiente se sacrificaron.
La figura 20 ilustra el porcentaje de supervivencia Kaplan-Meier vs. diagramas de tiempo (n= 10-12 ratones/grupo).
(Figura 21) Evaluacion citométrica de flujo o histopatologica de la BM después de la inoculacion i.v. de células
MV4;11. Los tratamientos consistieron ya sea de vehiculo (a-c) o 20 mg/kg/d del compuesto 1 (d-f; dias 23-98). Se
recolectaron fémures en el dia 51 (a-d) o dia 167 (e, f), se aisl6 la BM y se analiz6 por % de células MV4;11
humanas utilizando citometria de flujo (a,d). Las células de BM se tifieron con anticuerpo ya sea anti-HLAA,B,C
humano-FITC (tifie el epitopo en el MHC-I humano, linea continua) o de control de isotipo (linea punteada). El
porcentaje de células injertadas se identificd después de activacion periddica apropiada, y tincién positiva para anti-
HLA-A,B,C humano (marcador). Especimenes de BM de ratones tratados con vehiculo (dia 51) o tratados con el
compuesto 1 (dia 167) se tifieron histoquimicamente con H&E (b, €) o se inmunotifieron con una anticuerpo anti-
mitocondria humana (c, f) el cual tifie las células MV4;11 humanas en la BM de raton. Magnificacion 400x; las
flechas apuntan hacia células MV4;11 identificadas (b, c).

La figura 22 es un esquema que muestra cdmo los compuestos de la invencién inhiben selectivamente las tirosina
cinasas de receptor de clase lll, IV, y V (véase también la Tabla de Actividad de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona contra varias RTK).

Las figuras 23a y 23b son graficas que esquematizan el volumen tumoral como una funcién de los dias de
tratamiento con vehiculo y con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilj]quinolin-2(1H)-ona.
Estas graficas muestran que el tratamiento con el compuesto 1 ocasiond regresion y/o estabilizacion de la
enfermedad en 90-100% de los animales con grandes xenoinjertos de colon establecidos (los xenoinjertos de tumor
de colon humano KM12L4A en ratones desnudos se dosificaron diariamente con el compuesto 1 cuando los tumores
alcanzaron 500 mm? (23a) 0 1000 mm?® (23b)).

La figura 24 son iméagenes de PET-CT exploradas de un paciente humano del sexo femenino con GIST refractario a
imatinib tratado con el compuesto 1 (CHIR258).

Las figuras 25a y 25b son gréficas de Cmax (ng/mL) medias versus dosis y AUC medias (O, tlast (ng*h/mL) que
muestra que el plasma expuesto incrementa proporcionalmente cuando el compuesto 1 es administrado.

La figura 26 es una imagen explorada de una transferencia Western que muestra que 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]quinolin-2(1H)-ona inhibi la fosforilacion de ERK basal en leucocitos de
sangre periférica (PBL). Las muestras de control positivo son células de sangre de un donador normal idénticamente
procesado en las muestras clinicas.

Descripcion detallada de la invencion

Los compuestos de férmula Il actian como antagonistas del receptor de tirosina cinasas , y, mas particularmente,
como inhibidores de funciones de PDGFRa y PDGFRp, bFGF y/o VEGF-RTK. Dichos compuestos también tienen
potente actividad con respecto a otra tirosina cinasa y también con respecto a varias serina/treonina cinasas. Tal
como se define anteriormente, los compuestos de férmula Il pueden formularse dentro de las formulaciones
farmacéuticas que son Utiles, en el tratamiento de pacientes con canceres resistentes a los farmacos, por ejemplo
reduciendo la proliferacién capilar.

Las siguientes abreviaciones y definiciones son utilizadas a través de esta aplicacion:

“AML” es una abreviacién que significa leucemia mieloide aguda.
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“ALS” es una abreviacion que significa esclerosis lateral amiotrépica.

“AD” es una abreviacion que significa enfermedad de Alzheimer.

“APP” es una abreviacion que significa proteina precursora amiloide.

“ASCT” es una abreviacion que significa transplante de célula madre analoga.
“BM” es una abreviacion que significa médula 6sea.

“bFGF” es una abreviacién que significa factor de crecimiento de fibroblasto.

“FGFR1”, también referida como bFGFR, es una abreviacién que significa tirosina cinasa que interactda con el factor
de crecimiento de fibroblasto FGF.

“Cdc 2” es una abreviacion que significa ciclo 2 de division celular.

“Cdk 2” es una abreviacion que significa cinasa 2 dependiente de ciclina.
“Cdk 4” es una abreviacion que significa cinasa 4 dependiente de ciclina
“Chk 1” es una abreviacion que significa cinasa 1 punto de control.

“CK1,” es una serinaltreonina cinasa que significa caseina cinasa 1 (épsilon).

“c-ABL” es una abreviacidn para una tirosina cinasa que significa un producto oncogén originalmente aislado del
virus de leucemia Abelson.

“C-Kit” también conocido como factor de receptor de célula madre o receptor del factor de crecimiento de célula
cebada.

“FGF” es una abreviacion para el factor de crecimiento de fibroblasto que interactia con FGFR1.

“FGFR3” es una abreviacion que significa el receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblasto de tirosina cinasa que
algunas veces es expresado en canceres de mieloma-tipo multiple.

“FIk-1" es una abreviacion que significa tirosina cinasa 1 de higado fetal, también conocida como tirosina cinasa de
dominio de cinasa-inserto o KDR (humano), también conocido como receptor-2 de factor de crecimiento endotelial
vascular o VEGFR2 (KDR (humano), FIk-1 (raton)).

“FLT-1" es una abreviacion que significa tirosina cinasa 1 similar a fms, también conocida como receptor-1 del factor
de crecimiento endotelial vascular o VEGFR1.

“FLT-3” es una abreviacion que significa cinasa-3 de tirosina similar a fms, también conocida como célula madre
tirosina cinasa 1 (STK 1).

“FLT-4" es una abreviacion que significa tirosina cinasa-4 similar a fms, también conocida como VEGFRS3.
“Fyn” es una abreviacion que significa oncogén cinasa FYN relacionada a SRC, FGR, YES.
“GSK-3” es una abreviacion que significa sintasa cinasa 3 de glicégeno.

“PAR-1" es una abreviacion que significa una cinasa también conocida como cinasa asociada desordenada, también
conocida como HDAK.

“Lck” es una abreviacion que significa tirosina cinasa de proteina de linfocito especifico.

“MEK1” es una abreviacion que significa una serina treonina cinasa en la MAPK (proteina cinasa activada por
Mitogen) trayectoria de transduccion de sefial en un médulo que se forma de la Raf-MEK1-ERK. MEK1 fosforila ERK
(cinasa regulada extracelular).

“MM” es una abreviacién que significa mieloma mltiple.
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“NEK 2” es una abreviaciéon que significa cinasa relacionada a NIM-A.
“NIM-A” es una abreviacion que se representa porque nunca entra en mitosis.

“PDGF” es una abreviacion que significa factor de crecimiento derivado de plaquetas. PDGF interactlia con tirosina
cinasas PDGFRa y PDGFR}.

“Rsk2” es una abreviacion que significa cinasa 2 S6 ribosémica.

“Raf” es una serinal/treonina cinasa en la trayectoria de transduccion de sefial MAPK.

“RTK” es una abreviacion que significa el receptor de tirosina cinasa.

“Tie-2” es una abreviacion que significa tirosina cinasa con dominios de homologia Ig y EGF.

“VEGF” es una abreviacion que significa factor de crecimiento endotelial vascular.

“VEGF-RTK” es una abreviacion que significa receptor de factor de crecimiento endotelial vascular tirosina cinasa.

Generalmente, la referencia a un cierto elemento tal como hidrégeno o H significa incluir todos los is6topos de ese
elemento. Por ejemplo, si un grupo R se define para incluir hidrogeno o H, también incluye deuterio y tritio.

La frase “alquilo no sustituido” se refiere a grupos alquilo que no contienen atomos heterogéneos. De este modo la
frase incluye grupos alquilo de cadena lineal tales como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo y similares. La frase también incluye isdmeros de cadena ramificada de grupos
alquilo de cadena lineal, que incluyen pero no se limitan a, lo siguiente lo cual se proporciona a modo de ejemplo:
-CH(CHj3)2, -CH(CH3)(CH2CHs), -CH(CH2CHs)z, -C(CHs)s, -C(CH2CHs)s, -CH2CH(CHs)2, -CH>CH(CH3)(CH2CHs),
-CH2CH(CH2CHz3)2, -CH2C(CHs)s, -CH2C(CH,CHg3)s, -CH(CH3)CH(CH3)(CH2CHj3), -CH2CH,>CH(CHg)2,
-CH2CH2CH(CH3)(CH2CHj3), -CH2CH2CH(CH2CHg)2, -CH2CH,C(CHg)s, -CH2CH2C(CH2CHs)s3,
-CH(CH3)CH2CH(CHs)2, -CH(CH3)CH(CH3)CH(CHs)2, -CH(CH2CH3)CH(CH3)CH(CH3)(CH2CHs); y otros. La frase
también incluye grupos alquilo ciclicos tales como grupos cicloalquilo tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, cicloheptilo, y ciclooctilo y tales anillos sustituidos con grupos alquilo de cadena lineal o ramificada como
se definen en lo anterior. La frase también incluye grupos alquilo policiclicos tales como, pero no limitados a,
adamantilo norbornilo, y biciclo[2.2.2]octilo y tales anillos sustituidos con grupos alquilo de cadena lineal o ramificada
como se definen en lo anterior. De este modo, la frase grupos alquilo no sustituido incluyen grupos alquilo primarios,
grupos alquilo secundarios, y grupos alquilo terciarios. Grupos alquilo no sustituido pueden unirse a uno 0 mas
atomo(s) de carbono, &tomo(s) de oxigeno, &tomo(s) de nitrégeno, y/o atomo(s) de azufre en el compuesto principal.
Grupos alquilo preferidos no sustituido incluyen grupos alquilo de cadena lineal o ramificada y grupos alquilo ciclicos
que tienen 1 a 20 atomos de carbonos. Mas grupos alquilo no sustituido preferido tienen de 1 a 10 atomos de
carbonos mientras que aun grupos mas preferidos tienen de 1 a 5 atomos de carbonos. Grupos alquilo no sustituido
més preferidos incluyen grupos alquilo de cadena lineal o ramificada que tienen de 1 a 4 o de 1 a 3 atomos de
carbonos e incluyen metilo, etilo, propilo, y -CH(CHs)..

La frase “alquilo sustituido” se refiere a un grupo alquilo no sustituido como se define en lo anterior en los que uno o
mas enlaces a un carbono/carbonos o hidrogeno(s) se reemplazan por un enlace en atomos sin hidrogeno y sin
carbonos tales como, pero no limitados a, un atomo de halégeno en haluros tales como F, Cl, Br, y I; un &tomo de
oxigeno en grupos tales como grupos hidroxilo, grupos alcoxi, grupos ariloxi, y grupos éster; un atomo de azufre en
grupos tales como grupos tiol, grupos sulfuro de alquilo y arilo, grupos sulfona, grupos sulfonilo, y grupos sulfoxido;
un atomo de nitrébgeno en grupos tales como aminas, amidas, alquilamina, dialquilaminas, arilaminas,
alquilarilaminas, diarilaminas, N-oxidos, imidas, y enaminas; un atomo de silicio en grupos tales como en grupos
trialquilsililo, grupos dialquilarilsililo, grupos alquildiarilsililo, y grupos triarilsililo; y otros dtomos heterogéneos en
varios otros grupos. Grupos alquilo sustituidos también incluyen grupos en los cuales uno 0 mas enlaces en un
atomo(s) de carbono o hidrégeno se reemplaza por un enlace en un heteroatomo tal como oxigeno en carbonilo,
carboxilo, y grupos éster; nitrégeno en grupos tales como iminas, oximas, hidrazonas, y nitrilos. Grupos alquilo
sustituidos preferidos incluyen, entre otros, grupos alquilo en los cuales uno o mas enlaces a un a&tomo de carbono o
hidrégeno se reemplazan por uno o mas enlaces en los atomos de flGor. Un ejemplo de un grupo alquilo sustituido
es el grupo trifluorometilo y otros grupos alquilo que contienen el grupo trifluorometilo. Otros grupos alquilo incluyen
aquellos en los cuales uno o0 més se enlaza a un atomo de carbono o hidrégeno se reemplaza por un enlace en un
atomo de oxigeno de modo que el grupo alquilo sustituido contiene un grupo hidroxilo, alcoxi, ariloxi, o heterocicliloxi.
Aun otros grupos alquilo incluyen grupos alquilo que tienen un grupo amina, alquilamina, dialquilamina, arilamina,
(alquilo)(aril)amina, diarilamina, heterociclilamina, (alquilo)(heterociclillamina, (aril)(heterociclilamina, o grupo
diheterociclilamina.

La frase “arilo no sustituido” se refiere a grupos arilo que no contiene atomos heterogéneos. De este modo, a
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manera de ejemplo, la frase incluye, pero no se limita a, grupos tales como fenilo, bifenilo, antracenilo, y natftilo.
Aunque la frase “arilo no sustituido” incluye grupos que contienen anillos condensados tales como naftaleno, esto no
incluye grupos arilo que tienen otros grupos tales como alquilo o grupos halo unidos a uno de los miembros en el
anillo, como grupos arilo tales como tolilo se consideran aqui que son grupos arilo sustituidos como se describe en lo
siguiente. Un grupo arilo no sustituido preferido es fenilo. En algunas modalidades, grupos arilo no sustituido tienen
de 6 a 14 atomos de carbonos. Grupos arilo no sustituido pueden unirse a uno o0 mas atomos de carbono, &tomos de
oxigeno, atomos de nitrégeno, y/o atomos de azufre en el compuesto principal.

La frase “grupo arilo sustituido” tiene el mismo significado con respecto a grupos arilo no sustituido que los grupos
alquilo sustituidos contenidos con respecto a los grupos alquilo no sustituido Sin embargo, un grupo arilo sustituido
también incluye grupos arilo en los cuales uno de los carbonos aromaticos se une a uno de los atomos que no son
carbono o que no son hidrégeno descritos anteriormente y también incluyen grupos arilo en los cuales uno o mas
carbonos aromaticos del grupo arilo se une a un grupo alquilo, alquenilo, o alquinilo sustituido o no sustituido como
se define aqui. Esto incluye configuraciones de enlace en las cuales dos atomos de carbonos de grupo arilo se unen
a dos atomos de un grupo alquilo, alquenilo, o alquinilo para definir un sistema de anillo fusionado (por ejemplo,
dihidronaftilo o tetrahidronaftilo). De este modo, la frase “arilo sustituido” incluye, pero no se limita a grupos tales
como tolilo, e hidroxifenilo entre otros.

La frase “alquenilo no sustituido” se refiere a grupos de cadena lineal o ramificada y ciclicos tales como aquellos
descritos con respecto a grupos alquilo no sustituido como se definen en lo anterior, excepto que al menos un enlace
doble existe entre dos atomos de carbono. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a vinilo, -CH=C(H)(CHs),
-CH=C(CHs3), -C(CH3)=C(H)2, -C(CH3)=C(H)(CHa), -C(CH2CH3)=CH,, ciclohexenilo, ciclopentenilo, ciclohexadienilo,
butadienilo, pentadienilo, y hexadienilo entre otros. En algunas modalidades, grupos alquenilo no sustituido tienen de
2 a 8 atomos de carbonos.

La frase “alquenilo sustituido” tiene el mismo significado con respecto a grupos alquenilo no sustituido que los
grupos alquilo sustituidos tuvieron con respecto a grupos alquilo no sustituido. Un grupo alquenilo sustituido incluye
grupos alquenilo en los cuales un atomo que no es carbono o que no es hidrégeno se unen a un doble carbono
unido a otro carbono y aquellos en los cuales uno del &tomo que no es carbono o que no es hidrégeno se une a un
carbono no involucrado en un doble enlace a otro carbono.

La frase “alquinilo no sustituido “ se refiere a grupos de cadena lineal o ramificada tales como aquellos descritos con
respecto a grupos alquilo no sustituido como se definen en lo anterior, excepto que al menos un enlace triple existe
entre dos atomos de carbono. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a -C=C(H), -C=C(CHj3), -C=C(CH.CHj3),
-C(H2)C=C(H), -C(H).C=C(CHs), y -C(H).C=C(CH,CHzs) entre otros. En algunas modalidades, grupos alquinilo no
sustituido tienen de 2 a 8 &tomos de carbono.

La frase “alquinilo sustituido” tiene el mismo significado con respecto a grupos alquinilo no sustituido que los grupos
alquilo sustituidos tuvieron con respecto a grupos alquilo no sustituido. Un grupo alquinilo sustituido incluye grupos
alquinilo en los cuales un a&tomo que no es carbono o que no es hidrégeno se une a un triple carbono unido a otro
carbono y aquellos en los cuales un a4tomo que no es carbono o que no es hidrogeno se une a un carbono no
involucrado en un triple enlace a otro carbono.

La frase “heterociclilo no sustituido” se refiere tanto a compuestos de anillo aromatico y no aromatico incluyendo
compuestos de anillo monociclico, biciclico y policiclico tales como, pero no limitados a, quinuclidilo, que contienen 3
0 mas miembros en el anillo de los cuales uno o mas es un heteroatomo tal como, pero no limitado a, N, O, y S.
Aunque la frase “heterociclilo no sustituido” incluye anillos heterociclicos condensados tales como bencimidazolilo,
no incluyen grupos heterociclilo que tienen otros grupos tales como grupos alquilo o halo unidos a uno de los
miembros en el anillo como los compuestos tales como 2-metilbencimidazolilo son grupos heterociclilo sustituidos.
Ejemplos de grupos heterociclilo incluyen, pero no se limitan a: anillos de 3 a 8 miembros insaturados que contienen
1 a 4 atomos de nitrégeno tales como, pero no limitados a pirrolilo, pirrolinilo, imidazolilo, pirazoilo, piridinilo,
dihidropiridinilo, pirimidilo, pirazinilo, piridazinilo, triazolilo (por ejemplo, 4H-1,2,4-triazolilo, 1H-1,2,3-triazolilo, 2H-
1,2,3-triazolilo etc.), tetrazolilo, (por ejemplo, 1H-tetrazolilo, 2H tetrazolilo, etc.); anillos de 3 a 8 miembros saturados
gue contienen 1 a 4 4tomos de nitr6geno tales como, pero no limitados a, pirrolidinilo, imidazolidinilo, piperidinilo,
piperazinilo; grupos heterociclicos insaturados condensados que contienen 1 a 4 atomos de nitrégeno tales como,
pero no limitados a, indolilo, isoindolilo, indolinilo, indolizinilo, bencimidazolilo, quinolilo, isoquinolilo, indazolilo,
benzotriazolilo; anillos de 3 a 8 miembros insaturados que contienen 1 a 2 atomos de oxigeno y 1 a 3 atomos de
nitrégeno tales como, pero no limitados a, oxazolilo, isoxazolilo, oxadiazolilo (por ejemplo, 1,2,4-oxadiazolilo, 1,3,4-
oxadiazolilo, 1,2,5-oxadiazolilo, etc.); anillos de 3 a 8 miembros saturados que contienen 1 a 2 atomos de oxigeno y
1 a 3 atomos de nitrégeno tales como, pero no limitados a, morfolinilo; grupos heterociclicos condensados
insaturados que contienen 1 a 2 atomos de oxigeno y 1 a 3 atomos de nitrégeno, por ejemplo, benzoxazolilo,
benzoxadiazolilo, benzoxazinilo (por ejemplo, 2H-1,4-benzoxazinilo etc.); anillos de 3 a 8 miembros insaturados que
contienen 1 a 3 atomos de azufre y 1 a 3 atomos de nitrégeno tales como, pero no limitados a, tiazolilo, isotiazolilo,
tiadiazolilo (por ejemplo, 1,2,3-tiadiazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, 1,2,5-tiadiazolilo, etc.); anillos de 3 a 8
miembros saturados que contienen 1 a 2 atomos de azufre y 1 a 3 atomos de nitrdgeno tales como, pero no
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limitados a, tiazolodinilo; anillos de 3 a 8 miembros saturados e insaturados que contienen 1 a 2 atomos de azufre
tales como, pero no limitados a, tienilo, dihidroditiinilo, dihidroditionilo, tetrahidrotiofeno, tetrahidrotiopirano; anillos
heterociclicos condensados insaturados que contienen 1 a 2 atomos de azufre y 1 a 3 atomos de nitrégeno tales
como, pero no limitados a, benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, benzotiazinilo (por ejemplo, 2H-1,4-benzotiazinilo, etc.),
dihidrobenzotiazinilo (por ejemplo, 2H-3,4-dihidrobenzotiazinilo, etc.), anillos de 3 a 8 miembros insaturados que
contienen atomos de oxigeno tales como, pero no limitados a furilo; anillos heterociclicos condensados insaturados
que contienen 1 a 2 atomos de oxigeno tales como benzodioxolilo (por ejemplo, 1,3-benzodioxoilo, etc.); anillos de 3
a 8 miembros insaturados que contienen un atomo de oxigeno y 1 a 2 atomos de azufre tales como, pero no
limitados a, dihidrooxatiinilo; anillos de 3 a 8 miembros saturados que contienen 1 a 2 atomos de oxigenoy 1 a 2
atomos de azufre tales como 1,4-oxatiano; anillos condensados insaturados que contienen 1 a 2 atomos de azufre
tales como benzotienilo, benzaditiinilo; y anillos heterociclicos condensados insaturados que contienen un atomo de
oxigeno y 1 a 2 atomos de oxigeno tales como benzoxatiinilo. El grupo heterociclilo también incluye aquellos
descritos anteriormente en los cuales uno o mas atomos S en el anillo tienen doble enlace a uno o dos atomos de
oxigeno (sulféxidos y sulfonas). Por ejemplo, grupos heterociclilo incluyen 6xido de tetrahidrotiofeno, y 1,1-diéxido de
tetrahidrotiofeno. Los grupos heterociclilo preferidos contienen 5 6 6 miembros en el anillo. Grupos heterociclilo mas
preferidos incluyen morfolina, piperazina, piperidina, pirrolidina, imidazol, pirazol, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, tetrazol,
tiofeno, tiomorfolina, tiomorfolina en la cual el 4&tomo de S de la tiomorfolina se une uno o méas atomos de O, pirrol,
homopiperazina, oxazolidin-2-ona, pirrolidin-2-ona, oxazol, quinuclidina, tiazol, isoxazol, furano, y tetrahidrofurano.

La frase “heterociclilo sustituido” se refiere a un grupo heterociclilo no sustituido como se define en lo anterior en el
cual uno o mas de los miembros en el anillo se une a un atomo que no es hidrogeno tal como se describe
anteriormente con respecto a grupos alquilo sustituidos y grupos arilo sustituidos. Ejemplos, incluyen, pero no se
limitan a, 2-metilbencimidazolilo, 5-metilbencimidazolilo, 5-clorobenztiazolilo, grupos N-alquil piperazinilo tales como
1-metil piperazinilo, piperazin-N-0xido, N-Oxidos de N-alquil piperazina, 2-fenoxi-tiofeno, y 2-cloropiridinilo entre
otros. Ademas, los grupos heterociclilo sustituidos también incluyen grupos heterociclilo en los cuales el enlace al
atomo que no es hidrégeno es un enlace a un atomo de carbono que es parte de arilo sustituido y no sustituido,
aralquilo sustituido y no sustituido, o grupo heterociclilo no sustituido. Ejemplos incluyen pero no se limitan a 1-
bencilpiperidinilo, 3-fenitiomorfolinilo, 3-(pirrolidin-1-il)-pirrolidinilo, y 4-(piperidin-1-il)-piperidinilo. Grupos tales como
N-grupo alquilos piperazina sustituidos tales como N-metil piperazina, grupos morfolina sustituidos, y grupos
piperazin N-Oxido tales como piperazina N-6xido y N-alquil piperazina N-Oxidos son ejemplos de algunos grupos
heterociclilo sustituidos. Grupos tales como grupos piperazina sustituidos tales como grupos piperazina sustituidos
con N-alquilo tales como N-metil piperazina y similares, grupos morfolina sustituidos, grupos N-éxido de piperazina,
tales como grupos N-Oxido de piperazina y grupo N-6xido de N-alquil piperazina son ejemplos de algunos grupos
heterociclilo sustituidos que son especialmente adecuados como grupos R°oR".

La frase “heterociclilalquilo no sustituido” se refiere a grupos alquilo no sustituido como se definen en lo anterior en
los cuales un enlace de hidrégeno o carbono del grupo alquilo no sustituido se reemplaza con un enlace a un grupo
heterociclilo como se definen en lo anterior. Por ejemplo, metilo (-CHs) es un grupo alquilo no sustituido. Si un &tomo
de hidrogeno del grupo metilo se reemplaza por un enlace a un grupo heterociclilo, tal como si el carbono del metilo
se une al carbono 2 de la piridina (uno de los carbonos unidos al N de la piridina) o 3 6 4 carbonos de la piridina,
entonces el compuesto es un grupo heterociclilalquilo no sustituido.

La frase “heterociclilalquilo sustituido” tiene el mismo significado con respecto a grupos heterociclilalquilo no
sustituido que los grupos aralquilo sustituidos tuvieron con respecto a grupos aralquilo no sustituido. Sin embargo,
un grupo heterociclilalquilo sustituido también incluye grupos en los cuales un atomo que no es hidrégeno se une a
un heteroatomo en el grupo heterociclilo del grupo heterociclilalquilo tal como, pero no limitado a, un atomo de
nitrégeno en el anillo piperidina de un grupo piperidinilalquilo. Ademas, un grupo heterociclilalquilo sustituido también
incluye grupos en los cuales un enlace de carbono o un enlace de hidrogeno de la parte alquilo del grupo se
reemplaza por un enlace a un grupo arilo sustituido y no sustituido o aralquilo sustituido y no sustituido. Ejemplos
incluyen pero no se limitan a fenil-(piperidin-1-il)-metilo y fenil-(morfolin-4-il)-metilo.

La frase “alcoxi no sustituido” se refiere a un grupo hidroxilo (-OH) en el cual el enlace al atomo de hidrégeno se
reemplaza por un enlace a un atomo de carbono de un grupo alquilo no sustituido de otra forma como se definen en
lo anterior.

La frase “alcoxi sustituido” se refiere a un grupo hidroxilo (-OH) en el cual el enlace al atomo de hidrégeno se
reemplaza por un enlace a un atomo de carbono de un grupo alquilo sustituido de otra forma como se definen en lo
anterior.

La frase “heterocicliloxi no sustituido” se refiere a un grupo hidroxilo (-OH) en el cual el enlace al atomo de hidrégeno
se reemplaza por un enlace a un atomo en el anillo de un grupo heterociclilo no sustituido de otra forma como se
definen en lo anterior.

La frase “heterocicliloxi sustituido” se refiere a un grupo hidroxilo (-OH) en el cual el enlace al atomo de hidrégeno se
reemplaza por un enlace a un atomo en el anillo de un grupo heterociclilo sustituido de otra forma como se definen
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en lo anterior.

La frase “ariloxialquilo no sustituido” se refiere a un grupo alquilo no sustituido como se definen en lo anterior en el
cual un enlace de carbono o enlace de hidrégeno se reemplaza por un enlace en a un atomo de oxigeno el cual esta
unido a un grupo arilo no sustituido como se definen en lo anterior.

La frase “ariloxialquilo sustituido” se refiere a un grupo ariloxialquilo no sustituido como se definen en lo anterior en el
cual un enlace a un grupo carbono o hidrégeno del grupo alquilo del grupo ariloxialquilo se une a un atomo que no
es carbono y que no es hidrogeno como se describe en lo anterior con respecto a grupos alquilo sustituidos o en los
cuales el grupo arilo del grupo ariloxialquilo es un grupo arilo sustituido como se define en lo anterior.

La frase “heterocicliloxialquilo no sustituido” se refiere a un grupo alquilo no sustituido como se define en lo anterior
en el cual un enlace de carbono o enlace de hidrégeno se reemplaza por un enlace a un atomo de oxigeno el cual
se une a un grupo heterociclilo no sustituido como se define en lo anterior.

La frase “heterocicliloxialquilo sustituido” se refiere a un grupo heterocicliloxialquilo no sustituido como se define en
lo anterior en el cual un enlace a un grupo carbono o hidrégeno del grupo alquilo del grupo heterocicliloxialquilo se
une a un atomo que no es carbono y que no es hidrégeno como se describe en lo anterior con respecto a grupos
alquilo sustituidos o en los cuales el grupo heterociclilo del grupo heterocicliloxialquilo es una grupo heterociclilo
sustituido como se define en lo anterior.

La frase “heterociclilalcoxi no sustituido” se refiere a un grupo alquilo no sustituido como se define en lo anterior en el
cual un enlace de carbono o enlace de hidrégeno se reemplaza por un enlace a un &tomo de oxigeno el cual se une
al compuesto principal, y en el cual otro enlace carbono o hidrogeno del grupo alquilo no sustituido se une a un
grupo heterociclilo no sustituido como se define en lo anterior.

La frase “heterociclilalcoxi sustituido” se refiere a un grupo heterociclilalcoxi no sustituido como se define en lo
anterior en el cual un enlace a un grupo carbono o hidrégeno del grupo alquilo del grupo heterociclilalcoxi se une a
un atomo que no es carbono y que no es hidrégeno como se describe en lo anterior con respecto a grupos alquilo
sustituidos o en los cuales el grupo heterociclilo del grupo heterociclilalcoxi es un grupo heterociclilo sustituido como
se define en lo anterior. Ademas, un grupo heterociclilalcoxi sustituido también incluye grupos en los cuales un
enlace de carbono o un enlace de hidrégeno a la porcién alquilo del grupo puede sustituirse con uno o mas
heterociclos sustituidos y no sustituido adicionales. Ejemplos incluyen pero no se limitan a pirid-2-ilmorfolin-4-ilmetilo
y 2-pirid-3-il-2-morfolin-4-iletilo.

La frase “alcoxialquilo no sustituido” se refiere a un grupo alquilo no sustituido como se define en lo anterior en el
cual un enlace de carbono o enlace de hidrogeno se reemplaza por un enlace a un atomo de oxigeno el cual se une
a un grupo alquilo no sustituido como se define en lo anterior.

La frase “alcoxialquilo sustituido” se refiere a un grupo alcoxialquilo no sustituido como se define en lo anterior en el
cual un enlace a un grupo carbono o hidrogeno del grupo alquilo y/o el grupo alcoxi del grupo alcoxialquilo se une a
un atomo que no es carbono y no es hidrégeno como se describe anteriormente con respecto a grupos alquilo
sustituidos.

El término “protegido” con respecto a grupos hidroxilo, grupos amina, y grupos sulfhidrilo se refiere a formas de
estas funcionalidades las cuales estan protegidas de una reaccién indeseable con un grupo protector conocido a
aquellos expertos en la técnica tales como aquellos establecidos en Protective Groups in Organic Synthesis,
Greene, T.W.; Wuts, P. G. M., John Wiley & Sons, New York, NY, (32 Edicién, 1999) el cual puede agregarse o
eliminarse utilizando los procedimientos establecidos en esto. Ejemplos de grupos hidroxilo protegidos incluyen, pero
no se limitan a, ésteres de sililo tales como aquellos obtenidos mediante la reaccién de un grupo hidroxilo con un
reactivo tal como, pero no limitado a, t-butildimetil-clorosilano, trimetilclorosilano, triisopropilclorosilano,
trietilclorosilano; éteres de metilo y etilo sustituidos tales como, pero no limitados a éter de metoximetilo, éter de
metitiometilo, éter de benciloximetilo, éter de t-butoximetilo, éter 2-metoxietoximetilo, éteres de tetrahidropiranilo, éter
de l-etoxietilo, éter de alilo, éter de bencilo; ésteres tales como, pero no limitados a, benzoilformiato, formiato,
acetato, tricloroacetato, y trifluoracetato. Ejemplos de grupos amina protegidos incluyen, pero no se limitan a, amidas
tales como, formamida, acetamida, trifluoroacetamida, y benzamida; imidas, tales como ftalimida, y ditiosuccinimida;
y otros. Ejemplos de grupos sulfhidrilo protegidos incluyen, pero no se limitan a, tioéteres tales como S-bencil tioéter,
y S-4-picolil tioéter; derivados S-metilo sustituidos tales como hemitio, ditio y aminotio acetales; y otros.

Una “sal farmacéuticamente aceptable” incluye una sal con una base inorganica, base orgéanica, acido inorgéanico,
acido organico, o acido amino basico o acido. Como sales de bases inorganicas, la invencion incluye, por ejemplo,
metales alcali tales como sodio o potasio; metales de tierra alcalina tales como calcio y magnesio o aluminio; y
amoniaco. Como sales de bases organicas, la invencion incluye, por ejemplo, trimetilamina, trietilamina, piridina,
picolina, etanolamina, dietanolamina, y trietanolamina. Como sales de acidos inorganicos, la presente invencion
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incluye, por ejemplo, acido clorhidrico, acido borhidrico, acido nitrico, acido sulftrico, y acido fosférico. Como sales
de &cidos organicos, la presente invencion incluye, por ejemplo, acido férmico, acido acético, acido trifluoroacético,
acido fumarico, acido oxalico, acido tartarico, acido maleico, acido lactico, &cido citrico, &cido succinico, acido
malico, acido metanosulfonico, acido bencenosulfonico, y acido p-toluenosulfénico. Como sales de aminoacidos
bésicos, la presente invencién incluye, por ejemplo, arginina, lisina y ornitina. Aminoacidos é&cidos incluyen, por
ejemplo, &cido aspartico y acido glutamico.

Tal como se definié en lo anterior, el compuesto de formula Il, un tautdmero del compuesto, una sal del compuesto,
una sal del tautémero, una mezcla de los mismos, 0 una composicion farmacéutica que comprende el compuesto, el
tautdmero, la sal del compuesto, la sal del tautémero, o la mezcla es util en el tratamiento de un paciente con cancer
con cancer resistente a los farmacos. El compuesto de férmula Il tiene la siguiente férmula:

H

RT

Iz

en donde:

R’ es un grupo heterociclilo sustituido o no sustituido seleccionado de un grupo piperidinilo sustituido o no sustituido,
grupo piperazinilo o grupo morfolinilo. En algunas de estas modalidades, R’ es un grupo N-alquil piperazinilo
sustituido o no sustituido. En algunas de las modalidades, R’ es un grupo N-alquil piperazinilo sustituido o no
sustituido y el grupo alquilo de N-alquil piperazinilo comprende de 1 a 4 atomos de carbono.

En algunas modalidades de la invencién, al sujeto se le administra un compuesto de férmula Ill, un tautomero del
compuesto, una sal del compuesto, una sal de tautomero, una mezcla de los mismos, 0 una composicion
farmacéutica que comprende el compuesto, el tautdbmero, la sal del compuesto, la sal del tautomero, o la mezcla, en
el el compuesto de formula lll tiene la siguiente formula:

I

Un farmaco anti-cancer seleccionado de Gleevec, BAY43-9006, brostalicina, lenalidomida (Revlimid), talidomida
(Thalomid), docetaxel (Taxotere), erlotinib (Tarceva), vatalinib (PTK-787), VEGF-trap, fenretidina, bortezomib,
bevacizumab (Avastin), pertuzumab, y/o rituximab, puede administrarse conjuntamente con un compuesto de
férmula Il, un tautdémero del compuesto, una sal del compuesto, una sal del tautdmero, una mezcla de los mismos, o
una composicidon farmacéutica que comprende el compuesto, el tautomero, la sal del compuesto, la sal del
tautomero, o la mezcla, en el que el compuesto de férmula | tiene la estructura y las propiedades mostradas en lo
anterior.

En una modalidad de la presente invencion,, se administra al sujeto un compuesto de formula I, un tautomero del
compuesto, una sal del compuesto, una sal del tautbmero, una mezcla de los mismos, o una composicion
farmacéutica que comprende el compuesto, el tautdmero, la sal del compuesto, la sal del tautdbmero, o la mezcla, en
el que el compuesto de férmula Ill tiene la formula mostrada en lo anterior.

En algunas modalidades de la presente invencién, el compuesto, el tautémero, la sal del compuesto, la sal del
tautdmero, la mezcla, o la composicion farmacéutica se administra al sujeto después de que el farmaco anti-cancer
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haya sido administrado al sujeto. En otras modalidades, el compuesto, el tautémero, la sal del compuesto, la sal del
tautdmero, la mezcla, o la composicion farmacéutica se administran al sujeto antes que el farmaco anti-cancer haya
sido administrado al sujeto. En aln otras modalidades, el compuesto, el tautdbmero, la sal del compuesto, la sal del
tautémero, la mezcla, o la composicién farmacéutica se administran al sujeto al mismo tiempo que al menos algunos
de los farmacos anti-cancer se administran al sujeto.

En algunas modalidades, un estado de enfermedad estable se logra y/u ocurre una reduccién en el tamafio del
tumor en el sujeto después de la administracién del compuesto, el tautomero, la sal del compuesto, la sal del
tautdmero, la mezcla, o la composicion farmacéutica.

Tal como se define en lo anterior, la invenciéon proporciona composiciones terapéuticas. Tales composiciones
incluyen un farmaco anti-cancer y un compuesto de férmula Il, un tautdmero del compuesto, una sal del compuesto,
una sal del tautomero, o una mezcla de los mismos. Tales composiciones terapéuticas y equipos pueden incluir los
componentes como una preparacion combinada para el uso simultdneo, separado, o secuencial en el tratamiento de
un sujeto que tiene cancer resistente a los farmacos. En algunas modalidades, el farmaco anti-cancer incluido en los
equipos y composiciones terapéuticas es un farmaco anti-cancer diferente al cdncer que es resistente al farmaco. En
otras modalidades, el farmaco anti-cdncer incluido en los equipos y composiciones terapéuticas es el cancer que es
resistente al farmaco anti-cancer. Por ejemplo, si un paciente es refractario a Gleevec, entonces un equipo o
composicion puede incluir uno o mas compuestos de la férmula Il y/o 11l en adicion al farmaco anti-cancer tal como
Iressa. Alternativamente, si un paciente es refractorio a Gleevec, el equipo o composicion pueden incluir uno o mas
compuestos de la formula Il y/o Il y Gleevec. El propésito para la inclusion de Gleevec es que la resistencia del
farmaco en un paciente no puede conocerse hasta que el farmaco se administra al paciente. Adicionalmente, la
resistencia en un cierto farmaco puede desarrollarse durante el tratamiento. Equipos pueden incluir uno, dos, tres, o
mas diferentes fdrmacos anti-cancer en adicién a los compuestos de la invencion.

En algunas modalidades de los equipos y composiciones terapéuticas, R’ esun grupo N-alquil piperazinilo sustituido
0 no sustituido. En algunas de las modalidades, R’ es un grupo N-alquil piperazinilo sustituido o no sustituido y el
grupo alquilo del N-alquil piperazinilo comprende de 1 a 4 &tomos de carbono.

En algunas modalidades de los equipos y composiciones terapéuticas, el compuesto de formula 11, el tautomero del
compuesto, la sal del compuesto, la sal del tautdbmero, o la mezcla de los mismos es un compuesto de formula Ill, un
tautomero del compuesto de féormula Ill, una sal del compuesto de férmula Ill, una sal del tautomero del compuesto
de férmula Ill, o una mezcla de los mismos, en donde el compuesto de férmula Il tiene la formula mostrada en lo
anterior.

En algunas modalidades de las composiciones terapéuticas y equipos, el farmaco anti-cancer y el compuesto, el
tautomero, la sal del compuesto, la sal del tautomero, la mezcla, o la composicion farmacéutica se proporcionan
como una sola composicién. En otras modalidades, el farmaco anti-cancer y el compuesto, el tautémero, la sal del
compuesto, la sal del tautomero, la mezcla, o la composicion farmacéutica se proporcionan separadamente como
partes de un equipo.

En el tratamiento definido en lo anterior de cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa, R’ es
preferiblemente un grupo N-alquil piperazinilo sustituido o no sustituido. En algunas de las modalidades, R’ es un
grupo N-alquil piperazinilo sustituido o no sustituido y el grupo alquilo del N-alquil piperazinilo comprende de 1 a 4
atomos de carbono.

En el tratamiento definido en lo anterior de cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa, se administra
preferiblemente al sujeto un compuesto de férmula I, un tautémero del compuesto, una sal del compuesto, una sal
del tautébmero, una mezcla de los mismos, o una composicion farmacéutica que comprende el compuesto, el
tautdmero, la sal del compuesto, la sal del tautomero, o la mezcla, en donde el compuesto de férmula 1ll tiene la
férmula mostrada en lo anterior.

En algunas modalidades para inhibir una cinasa, el cancer es resistente a mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-
9006, brostalicina, lenalidomida (Revlimid), talidomida (Thalomid), docetaxel (Taxotere), erlotinib (Tarceva), gefitinib
(Iressa), vatalinib (PTK-787), VEGF-trap, fenretidina, bortezomib, o un anticuerpo monoclonal general. En algunas
modalidades, el cancer del paciente con cancer se selecciona de tumor estromal gastrointestinal, leucemia mieloide
aguda, leucemia mieloide crénica, mieloma mdltiple, carcinoma de célula renal, cancer de pulmén de células que no
son pequefias, o sindrome hipereosinofilico (HES).

En algunas modalidades mencionadas, R! se selecciona de H, Cl, Br, F, o I. En algunas de las modalidades, R! es
F. En algunas modalidades, R?, R®y R son todos H. En algunas de las modalidades, R* es F y cada una de R*, R®y
R"es H.

En otras modalidades mencionadas, al menos uno de R® o R’ es un grupo heterociclilo sustituido o no sustituido. En
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algunas de las modalidades, uno de R® o R’ es un grupo heterociclilo y el otro de R® 0 R’ es un H. En algunas
modalidades mencionadas, uno de R® o R’ es un grupo heterociclilo seleccionados de un grupo p'é)eridinilo
sustituido o no sustituido, grupo piperazinilo, o grupo morfolinilo. En algunas de las modalidades uno de R” o R’ es
un grupo N-alguil piperazinilo tal como un grupo N-metil piperazinilo o similar y, en algunas de las modalidades, el
otro de R° 0 R” es un H.

En varias modalidades, la sal lactica del compuesto se administra al sujeto o se incluye en los equipos a
composiciones terapéuticas de la invencion.

En varias modalidades, el cancer es resistente a Gleevec. En otras modalidades, el compuesto, el tautdmero, la sal
del compuesto, la sal del tautémero, la mezcla, o la composicién farmacéutica se administra al sujeto después que
ha sido administrado Gleevec al sujeto y el cancer en el sujeto se ha detectado que es resistente a Gleevec.

En varias modalidades, el cancer es resistente a BAY43-9006. En otras modalidades, el compuesto, el tautémero, la
sal del compuesto, la sal del tautdbmero, la mezcla, o la composicion farmacéutica se administra al sujeto después
que ha sido administrado BAY43-9006 al sujeto y el cancer en el sujeto se ha detectado que es resistente a BAY43-
9006.

En varias modalidades, el cancer es resistente a brostalicina. En otras modalidades, el compuesto, el tautémero, la
sal del compuesto, la sal del tautomero, la mezcla, o la composicion farmacéutica se administra al sujeto después
gue ha sido administradoa brostalicina al sujeto y el cancer en el sujeto se ha detectado que es resistente una
brostalicina.

En varias modalidades, el cancer es resistente a, o los compuestos, sales, tautbmeros, mezclas, o composiciones
farmacéuticas de la invencién se utilizan en combinacidn con uno de los siguientes farmacos anti-cancer los cuales
son cada uno individualmente preferidos: lenalidomida (Revlimid), talidomida (Thalomid), docetaxel (Taxotere),
erlotinib (Tarceva), gefitinib (Iressa), vatalinib (PTK-787), VEGF-trap, fenretidina, bortezomib, o un anticuerpo
monoclonal general (mAb) tal como, pero no limitado a, bevacizumab (Avastin), pertuzumab, o rituximab.
Trastuzumab (Herceptin) pueden también utilizarse en combinacion con los compuestos de la presente invencion.

Varios canceres pueden tratarse de acuerdo a la presente invencion. En algunas modalidades, el cancer es un
cancer sélido tal como un tumor soélido. En otras modalidades, el cancer es cancer “liquido” o un cancer
hematolégico. En aun otras modalidades, el cancer es un tumor estromal gastrointestinal (GIST). En otras
modalidades, el cancer es leucemia mieloide aguda. En aun otras modalidades, el cancer es leucemia mieloide
cronica, mieloma multiple, o carcinoma de células renales. En aun otras modalidades, el cancer se selecciona de
cancer de proOstata, cancer renal, tumor estromal gastrointestinal, sarcoma, cancer colorrectal, cancer de mama:
cancer de glandula paroétida, cancer géastrico, melanoma, cancer esofagico, cancer NET (sinonasal), cdncer de colon,
cancer ovarico, o cancer de higado. Una lista de otros canceres que pueden tratarse de acuerdo con la presente
invencion incluye, pero no se limita a, tumor estromal gastrointestinal, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide
cronica, mieloma multiple, carcinoma de célula renal, cancer de pulmén de célula no pequefia, o sindrome
hipereosinofilico (HES).

En varios grupos que incluyen grupos heterociclilo, el grupo heterociclilo puede unirse en varias formas. Por ejemplo,
en un grupo -OCH:(CHz)q (heterociclilo), en donde g se selecciona de 0, 1, 2, 3 6 4, el grupo heterociclilo puede
unirse a un carbono de metileno del grupo -OCH2(CH>)q de -OCH2(CH>)q (heterociclilo) a través de varios miembros
en el anillo. A modo de ejemplo no limitante, donde g es 1y el grupo heterociclilo es tetrahidrofurano, el grupo puede
representarse por la formula -OCH,CHoa(tetrahidrofuranilo) que corresponde a las siguientes dos estructuras:

D YD

v A

en donde la estructura IV representa el grupo que puede referirse al grupo -OCH2CHz(2-tetrahidrofuranilo) y la
estructura V representa el grupo que puede referirse al grupo -OCH,CH,(3-tetrahidrofuranilo). Cuando el grupo
heterociclilo es un heterociclo que contienen N, tales como, pero no limitado a piperidina, piperazina, morfolina, o
pirrolidina, el heterociclo puede unirse al carbono de metileno a través de un atomo de carbono en el anillo o a través
de un atomo de nitrégeno en el anillo del heterociclo que contiene N. Estos son preferidos. Cuando el grupo
heterociclilo es una piperidina y q es 2 para un grupo -OCH>(CHy)q (heterociclo), las siguientes estructuras son
posibles y se prefieren:
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V1 VI
D
HSNS o
VIII X

La estructura VI es un ejemplo de un grupo -O(CHz)s (N-piperidinilo) o -O(CH>)s (1-piperidinilo). L estructura VII es un
ejemplo de un grupo -O(CHy)s-(2-piperidinilo). La estructura VIII es un ejemplo de un grupo a -O(CH2)s(3-
piperidinilo). La estructura IX es un ejemplo de un grupo —O(CH?)3(4-piperidinilo). Cuando el grupo heterociclilo es
5 una piperazina y g es 1 para un grupo -OCHx(CH.)q (heterociclilo), las siguientes estructuras son posibles y se

prefieren:
HACERRG

X X1

La estructura X es un ejemplo de un grupo -O(CH)2(2-piperazinilo), y la estructura Xl es un ejemplo de un grupo
-O(CH2)2(1-piperazinilo) o -O(CH2)2(N-piperazinilo). Cuando el grupo heterociclilo es una morfolina y q es 1 para el
10 grupo -OCH(CHy)e(heterociclilo), las siguientes estructuras son posibles y se prefieren:

3{"\/\[:] :‘L:c’\/\o
XII _

X1

La estructura Xll es un ejemplo de un grupo -O(CHz)2(3-morfolinilo), la estructura Xl es un ejemplo de un grupo
15 -O(CH2)2(4-morfolinilo) o grupo -O(CH2)2(N-morfolinilo), y la estructura XIV es un ejemplo de un grupo -O(CH2)2(2-

morfolinilo). Se observara que cuando el grupo es una pirrolidina, y q es 1, la estructuras disponible incluyen

-O(CH2)2(1-pirrolidinilo) o -O(CHa)2(N-pirrolidinilo), -O(CH2)(2-pirrolidinilo), y -O(CHa)2(3-pirrolidinilo).
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El esquema 1 representa una ruta sintética ejemplar para la sintesis de un compuesto bencimidazolil quinolinona y
no debe interpretarse como que limita la invenciéon en ninguna forma.

Esquema 1
ON HN \_/q— ON
—
EtOH
HoN Cl  987°C, 36 horas HoN N

K/”\

Hp, Pd/C, 95% EtOH

0
u' HOl §0°C, 6 horas
EtO N HoN
EtO QEt
4
§0°C, 2 horas
N N/ﬁ HN N/w
i k/ I\/
N N
NC ~ ~
HzN
KHMDS, THF
40°C, 6 horas
N o]
Intermediario no Ciclizado

F NH, N
socaind
e Al
N (o]

5 El esquema 2 representa otro método para sintetizar un compuesto. Aquellos expertos en la técnica entenderan que
la seleccién de un diaminobenceno sustituido y no sustituido y un antranilonitrilo sustituido o no sustituido se permite
para la sintesis de una amplia variedad de compuestos. Aquellos expertos en la técnica también reconoceran que
ciertos grupos pueden necesitar protegerse utilizando grupos de proteccion normal para la reaccion de ciclizacion
final. La ruta sintética extremadamente versatil permite una plétora de compuestos que tienen la formula Il para

10 prepararse facilmente por una ruta sintética altamente convergente.
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Esquema 2
RS
HoN RS
HoN R7
2 RB R5
0 O NH ' HCl N Re
EtOH ' /—<’
Eto’u\/CN HCl EtoJ\/U\OEt calor Et0,C N R’
R3
R1
RZ CN
R5 RS
R NH,
Rt R NHp N R7
KHMDS R& SN ke
H
THF R H o
R4

Compuestos de la estructura 1 se sintetizan facilmente utilizando los procedimientos descritos en la siguiente
seccion de se describen en los siguientes documentos: Patente de EUA No. 6,605,617, Solicitud de Patente de EUA
publicada No. 2004/0092535, Solicitud de Patente de EUA No. 10/983,174, Solicitud de Patente de EUA publicada
No. 2004/0220196, Solicitud de Patente de EUA No. 10/982,757, y Solicitud de Patente de EUA No. 10/982,543.

Los compuestos de la estructura 1, tautdmeros de los compuestos, sal farmacéuticamente aceptable de los
compuestos, sal farmacéuticamente aceptables de los tautdmeros, y mezclas de los mismos pueden utilizarse para
preparar medicamentos, que pueden utilizarse para los propdésitos aqui descritos, y pueden utilizarse para tratar
varias condiciones biolégicas descritas en la presente. Los compuestos, sales, tautdmeros, sales de los tautomeros,
y mezclas de los mismos de la invencion son particularmente Utiles para tratar pacientes que tienen cancer el cual es
resistente a uno o mas otros farmacos anti-cancer tales como Gleevec, BAY43-9006, y brostalicina.

Formulaciones farmacéuticas pueden incluir cualquiera de los compuestos, tautémeros, o sales de cualquiera de las
modalidades descritas anteriormente en combinacion con un portador farmacéuticamente aceptable tal como
aquellos descritos aqui. Tales formulaciones pueden incluir un farmaco anti-cancer diferente tal como, pero no
limitado a, Gleevec, BAY43-9006, o brostalicina.

La invencién actual también proporciona composiciones que pueden prepararse mezclando uno 0 mas compuestos
de la invencién actual, o tautdmeros de sal farmacéuticamente aceptable, de los mismos, o mezclas de los mismos
con portadores farmacéuticamente aceptables, excipiente, aglutinante, diluyente, o similares para tratar o mejorar los
desordenes relacionados a tumores ya con metastasis. Las composiciones de la invencion pueden utilizarse para
crear formulaciones usadas para tratar tumores ya con metastasis como se describe aqui. Tales composiciones
pueden estar en la forma de, por ejemplo, granulos, polvos, tabletas, capsulas, jarabe, supositorios, inyecciones,
emulsiones, elixires, suspensiones o soluciones. Las composiciones actuales pueden formularse por varias rutas de
administracion, por ejemplo, por administracion oral, por administracion nasal, por administracion rectal, inyeccion
subcutanea, inyeccion intravenosa, inyeccién intramuscular, o inyeccion intraperitoneal. Las siguientes formas de
dosificacién se dan a manera de ejemplo y no deben interpretarse como que limitan la invencién actual.

Para administracion oral, bucal, y sublingual, polvos, suspensiones, granulos, tabletas, pildoras, capsulas, capsulas
de gel, y comprimidos son aceptables como formas de dosificacion sélida. Estas pueden prepararse, por ejemplo, al
mezclar uno o mas compuestos de la presente invencion, sales farmacéuticamente aceptables, tautomeros, o
mezclas de los mismos, con al menos un aditivo tal como un almidén u otro aditivo. Los aditivos adecuados son
sacarosa, lactosa, azucar de celulosa, manitol, maltitol, dextrano, almidén, agar, alginatos, quitinas, quitosanos,
pectinas, goma de tragacanto, goma arabiga, gelatinas, colagenos, caseina, albumina, polimeros sintéticos o semi-
sintéticos o glicéridos. Opcionalmente, la formas de dosificacién oral pueden contener otros ingredientes para ayudar
en la administracion, tales como un diluente inactivo, o lubricantes tales como estearato de magnesio, 0
conservantes tales como parabeno o acido sérbico, o anti-oxidantes tales como acido ascérbico, tocoferol o cisteina,
un agente desintegrante, aglutinantes, espesantes, reguladores de pH, edulcorantes, agentes saborizantes o
agentes aromatizantes. Las tabletas y las pildoras pueden tratarse ademas con materiales de revestimiento
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adecuados conocidos en la técnica.

Las formas de dosificacion liquidas para la administracion oral pueden ser en la forma de emulsiones, jarabes,
elixires, suspensiones y soluciones farmacéuticamente aceptables, que pueden contener un diluyente inactivo, tal
como agua. Las formulaciones y medicamentos farmacéuticos pueden prepararse como suspensiones o soluciones
liquidas utilizando un liquido estéril, tal como, pero no limitados a, un aceite, agua, un alcohol, y combinaciones de
éstos. Los tensioactivos, agentes de suspension y agentes de emulsificacion farmacéuticamente adecuados pueden
agregarse por administracion oral o parenteral.

Como se observa en lo anterior, las suspensiones pueden incluir aceites. Tales aceites incluyen, pero no se limitan
a, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, aceite de semilla de algodoén, aceite de maiz y aceite de oliva. La
preparacion de suspension puede contener también ésteres de acidos grasos tales como oleato de etilo, miristato de
isopropilo, glicéridos de acido graso y glicéridos de acido graso acetilado. Las formulaciones de suspensién pueden
incluir alcoholes, tales como, pero no limitado a, etanol, alcohol de isopropilo, alcohol de hexadecilo, glicerol y
propilenglicol. Eteres, tales como pero no limitados a, poli(etilenglicol), hidrocarburos de petréleo tales como aceite
mineral y petrolato; y agua puede también usarse en formulaciones de suspension.

Para la administracién nasal, las formulaciones y medicamentos farmacéuticos pueden ser un atomizador o aerosol
gue contienen un solvente o solventes apropiados y opcionalmente otros compuestos tales como, pero no limitados
a, estabilizadores, agentes antibacterianos, antioxidantes, modificadores de pH, tensioactivos, modificadores de
biodisponibilidad y combinaciones de estos. Un propulsor para una formulacion en aerosol puede incluir aire
comprimido, nitrdgeno, didxido de carbono, o un solvente de baja ebullicion basado en hidrocarburo.

Las formas de dosificacion inyectable generalmente incluyen suspensiones acuosas 0 suspensiones oleosas, que
pueden prepararse utilizando un agente de dispersion o agente humectante y un agente de suspension. Las formas
inyectables pueden estar en fase de solucidn o en la forma de una suspension, la cual se prepara con un solvente o
diluyente. Los solventes o vehiculos adecuados, incluyen agua esterilizada, solucion de Ringer, o una solucion
salina acuosa isotOnica. Alternativamente, pueden emplearse aceites estériles como solventes o agentes de
suspension. Preferiblemente, el aceite o acido graso es no volatil, incluyendo aceites naturales o sistémicos, acidos
grados, mono-, di-, o tri-glicéridos.

Para la inyeccion, la formulacion y/o medicamento farmacéutico puede ser un polvo adecuado para la reconstitucion
con una solucion apropiada como la descrita en lo anterior. Ejemplos de éstos incluyen, pero no se limitan a, polvos
secados por congelamiento, secado rotario 0 secado por rociado, polvos amorfos, granulos, precipitados, o en
particulas. Para la inyeccion, las formulaciones pueden contener opcionalmente estabilizadores, modificadores de
pH, tensioactivos, modificadores de biodisponibilidad y combinaciones de éstos.

Para la administracion rectal, las formulaciones y medicamentos farmacéuticos pueden estar en la forma de un
supositorio, un ungiento, un enema, una tableta o una crema para la liberacion del compuesto en los intestinos,
flexion sigmoidea y/o recto. Los supositorios rectales se preparan al mezcla uno o mas compuestos de la presente
invencion, o sales o tautdmeros farmacéuticamente aceptables del compuesto, con vehiculos adecuados, por
ejemplo, manteca de cacao o polietilenglicol, que esta presente en una fase soélida a temperaturas de
almacenamiento normal, y presente en una fase liquida a aquellas temperaturas adecuadas para liberar un farmaco
dentro del cuerpo, tal como en el recto. Aceites pueden emplearse también en la preparacién de formulaciones del
tipo de gelatina suave y supositorios. El agua, salina, dextrosa acuosa y soluciones de azucar relacionadas, y los
gliceroles pueden emplearse en la preparacion de formulaciones de suspension que pueden contener también
agentes de suspension tales como pectinas, carbomeros, celulosa de metilo, hidroxipropilcelulosa o
carboximetilcelulosa, asi como reguladores de pH y conservadores.

Excepto aquellas formas de dosificacion representadas descritas en lo anterior, los excipientes y portadores
farmacéuticamente aceptables son conocidos generalmente por aquellos expertos en la técnica y estan asi incluidos
en la presente invencion. Tales excipientes y portadores se describen, por ejemplo, en “Remingtons Pharmaceutical
Sciences” Mack Pub. Co., New Jersey (1991).

Las formulaciones de la invencién pueden designarse como de accion escasa, de liberacién rapida, accién
prolongada, y liberacién sostenida como se describe en lo siguiente. De este modo, las formulaciones farmacéuticas
pueden formularse también para liberacion controlada o para liberacion lenta.

Las presentes composiciones pueden comprender también, por ejemplo, micelas o liposomas, o alguna otra forma
encapsulada o puede administrarse en una forma de liberacion extensa para proporcionar un almacenaje y/o efecto
de entrega prolongado. Por consiguiente, las formulaciones y medicamentos farmacéuticos pueden comprimirse
dentro de bolitas o cilindros e implantarse intramuscular o subcutdneamente como inyecciones de depdsito o como
implantes tales como stents. Tales implantes pueden emplear materiales de insercion conocidos tales como
silicones y polimeros biodegradables.
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Las dosificaciones especificas pueden ajustarse dependiendo de las condiciones de la enfermedad, la edad, peso,
corporal, condiciones de salud general, sexo, y dieta del sujeto, intervalos de dosis, rutas de administracion,
velocidad de excrecién, y combinaciones de farmacos. Cualquiera de las formas de dosificacién anteriores que
contienen cantidades efectivas esta dentro de los limites de experimentacion de rutina y por consiguiente, dentro del
alcance de la presente invencion.

Una dosis terapéuticamente efectiva puede variar dependiendo de la ruta de administracion y forma de dosis. El
compuesto o compuestos preferidos de la presente invencion es una formulacion que exhibe un alto indice
terapéutico. El indice terapéutico es proporcion de dosis entre efectos téxicos y terapéuticos que pueden expresarse
como la relacion entre LDsp y EDso. El LDsg es la dosis letal para 50% de la poblacion y el EDsy es la dosis
terapéuticamente efectiva en 50% de la poblacion. El LDsg y EDsg se determinan por procedimientos farmacéuticos
en cultivos de célula animal o animales experimentales.

“Tratar” dentro del contexto de la presente invencion, significa un alivio de los sintomas asociados con un trastorno o
enfermedad, o interrupcién de progreso o agravamiento adicional de aquellos sintomas, o prevencién o profilaxis de
la enfermedad o trastorno. Por ejemplo, dentro del contexto para tratar pacientes con un tumor hematoldgico ya con
metastasis, el tratamiento exitoso puede incluir una reduccion en la proliferacion de vasos capilares que alimentan el
tumor o tumores o tejido enfermo, una mejoria de los sintomas relacionados en un crecimiento canceroso o tumor,
proliferacidn de vasos capilares, o tejido enfermo, una interrupcion en la proliferacion capilar, o una interrupcion en la
progresion de una enfermedad tal como cancer o en el crecimiento de células cancerosas. El tratamiento puede
incluir también administrar las formulaciones farmacéuticas de la presente invencidon en combinacion con otras
terapias. Por ejemplo, los compuestos y formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden administrarse
antes, durante, o después de procedimiento quirtrgico y/o terapia de radiacion. Los compuestos de la invencion
pueden administrarse también junto con otros farmacos anti-cancer tales como, pero no limitados a, Gleevec,
BAY43-9006, y brostalicina y farmacos utilizados en terapia antisentido y génica. Las combinaciones apropiadas
pueden determinarse por aquellos de experiencia en las técnicas de oncologia y medicina.

Un “estado de enfermedad estable” como se utiliza con respecto a tratamiento cancer significa una discontinuacion
en el crecimiento del cancer. Esto puede algunas veces visualizarse utilizando un método de exploracion tal como la
tomografia de emision de positrones (PET) como se muestra en las figuras.

Las formulaciones farmacéuticas y medicamentos de acuerdo a la invencion incluyen el compuesto de la estructura
Il o tautomeros, sales, o0 mezclas de los mismos en combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable. De
este modo, los compuestos de la invencidbn pueden usarse para preparar medicamentos y formulaciones
farmacéuticas. Tales medicamentos y formulaciones farmacéuticas pueden utilizarse en el método de tratamiento
descrito aqui.

Los compuestos y formulaciones de la presente invencion son particularmente adecuados para el uso en terapia de
combinacion como ha sido mostrado que exhiben efecto sinergistico cuando se utilizan en combinacién con
farmacos anti-cancer tales como, pero no limitados a, camptotecina, doxorubicina, cisplatino, irinotecan (CPT-11),
agentes de alquilacion, inhibidores de topoisomerasa | y Il, y tratamiento de radiacion. Ademas, los compuestos de
la invencién pueden utilizarse en combinacion con farmacos anti-cancer tales como Gleevec, BAY43-9006, y
brostalicina, y encuentran particular uso en pacientes con cancer que son resistentes a estos farmacos anti-cancer.
Por lo tanto, la invencion proporciona formulaciones farmacéuticas que incluyen el compuesto de estructura Il y
tautdmeros, sales, y/o mezclas de los mismos en combinacion con un farmaco anti-cancer. La invencion también
proporciona el uso de los compuestos, tautémeros, sales, y/o mezclas en la creacion de tales formulaciones y
medicamentos y el uso de los compuestos para tratar pacientes con cancer.

En algunas modalidades, la invencién proporciona composiciones terapéuticas que comprenden, farmaco anti-
cancer y un compuesto, un tautdmero, una sal del compuesto, una sal del tautomero, o una mezcla de los mismos
de cualquier modalidad de la invencién como una preparacion combinada para el uso simultdneo, separado, o
secuencial en el tratamiento de un paciente. En algunas de las modalidades, el paciente es un paciente con cancer
que es resistente a al menos un farmaco anti-cancer, seleccionado de Gleevec, BAY43-9006, o brostalicina. En
algunas de las modalidades, el farmaco anti-cancer y el compuesto, el tautémero, la sal del compuesto, la sal del
tautdbmero, o la mezcla de los mismos se proporcionan como una sola composicion. En otras modalidades, el
farmaco anti-cancer y el compuesto, el tautomero, la sal del compuesto, la sal del tautémero, o la mezcla de los
mismos se proporcionan separadamente como partes de un equipo. Tales equipos pueden ademas incluir
instrucciones para el uso.

Los compuestos de la invencidn pueden usar o tratar una variedad de sujetos. Los sujetos adecuados incluyen
animales, tales como mamiferos y humanos. Mamiferos adecuados incluyen, pero no se limitan a, primates tales
como, pero no limitados a lIémur, simios, y monos; roedores tales como rata, ratones, y conejillos de indias; conejos
y liebres, vacas, caballos, cerdos, cabras, ovejas, marsupiales; y carnivoros tales como felinos, perros y ursinos. En
algunas modalidades, el sujeto o paciente es un humano. En otras modalidades, el sujeto o paciente es un roedor tal
como a ratén o una rata. En algunas modalidades, el sujeto o paciente es un animal diferente a un ser humano y en
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algunas de las modalidades, el sujeto o paciente es un mamifero diferente al humano.
Ejemplos

Las siguientes abreviaciones se utilizan en los ejemplos:

EtOH: Etanol

H20: Agua

HCI: Acido clorhidrico

HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento
KHMDS: bis(trimetilsilil)lamida de potasio
LiIHMDS: bis(trimetilsilil)amida de litio
NaHMDS: bis(trimetilsilil)amida de sodio
NaOH: Hidréxido de sodio

N2: Nitrégeno

TBME: t-Butil metil éter

THF: Tetrahidrofurano

La nomenclatura para los compuestos de los ejemplos se proporcioné utilizando el software ACD Name version 5.07
(14 de noviembre de 2001) disponible de Advanced Chemistry Development, Inc., software de marca
Cheminnovation NamExpert + Nomenclator™ disponible de Cheminnovation Software, Inc., y AutoNom version 2.2
disponible en el paquete de software ChemOffice® Ultra version 7.0 disponible de CambridgeSoft Corporation
(Cambridge, MA). Algunos de los compuestos y materiales de inicio se mencionan utilizando la nomenclatura [IUPAC
convencional.

Varios materiales de inicio pueden obtenerse a partir de las fuentes comerciales y prepararse por métodos
conocidos por un experto en la técnica.

Ejemplo 1
Sintesis de 5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitroanilina

Procedimiento A

ON HN  N— O,N

HoN cl H N @

Y

Se colocaron en un matraz de 2000 ml adaptado con un condensador 5-cloro-2-nitroanilina (500 g, 2,898 moles) y 1-
metilpiperzina (871 g, 8,693 moles) y se purgd con N.. El matraz se coloco en un bafio de aceite a 100°C y se
calentd hasta que la 5-cloro-2-nitroanilina reacciondé completamente (normalmente durante la noche) como se
determina por HPLC. Después que la HPLC confirmd la desaparicién de la 5-cloro-2-nitroanlina, la mezcla de
reaccion se vertié directamente (aun caliente) en 2500 ml de agua a temperatura ambiente con agitacion mecanica.
La mezcla resultante se agitd hasta que alcanzé la temperatura ambiente y luego se filtrd. El solido amarillo asi
obtenido se agreg6é a 1000 ml de agua y se agitdé durante 30 minutos. La mezcla resultante se filtr6, y el sélido
resultante se lavo con TBME (500 ml, 2X) y luego se secd bajo vacio durante una hora utilizando un dique de
caucho. El sélido resultante se transfirid a una bandeja de secado y se sec6 en un horno al vacio a 50°C hasta un
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peso constante para producir 670 g (97,8%) del compuesto del titulo como un polvo amarillo.
Procedimiento B

Se agreg6 5-cloro-2-nitroanilina (308,2 g, 1,79 moles) a un matraz de fondo redondo de 5000 ml de 4 cuellos
adaptado con un agitador aéreo, un condensador, una entrada de gas, un embudo de adicién y una sonda
termométrica. El matraz se purg6 entonces con N.. Se agregaron 1-metilpiperazina (758,1 g, 840 ml, 7,57 moles) y
etanol de pureza 200 (508 ml) al matraz de reaccién con agitacion. El matraz se purgé de nuevo con Ny, y la
reaccion se mantuvo bajo N». El matraz se calenté en un manto de calentamiento a una temperatura interna de 97°C
(+/-5°C) y se mantuvo a esa temperatura hasta que la reacciéon se completé (normalmente alrededor de 40 horas)
como se determina por HPLC. Después que la reaccion se completd, el calentamiento se suspendid y la reaccion se
enfrié a una temperatura interna de aproximadamente 20°C a 25°C con agitacion, y la reaccién se agité durante 2 a
3 horas. Los cristales de semilla (0,20 g, 0,85 mmoles) de 5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitroanilina se agregaron a la
mezcla de reaccién a menos que la precipitacion hubiera ocurrido previamente. Se agreg6 agua (2, 450 ml) a la
mezcla de reaccion agitada durante un periodo de aproximadamente una hora mientras la temperatura interna se
mantuvo a una temperatura que varia de aproximadamente 20°C a 30°C. Después que se completo la adicion del
agua, la mezcla resultante se agité durante aproximadamente una hora a una temperatura de 20°C a 30°C. La
mezcla resultante se filtré entonces, y el matraz y la torta de filtro se lavaron con agua (3 x 2,56 ). El producto sélido
amarillo oro se sec6 hasta un peso constante de 416 g (98,6% de rendimiento) bajo vacio aproximadamente a 50°C
en un horno al vacio.

Procedimiento C

Se agrego6 5-cloro-2-nitroanilina (401 g, 2,32 moles) a un matraz de fondo redondo de 12 litros de 4 cuellos adaptado
con un agitador aéreo, un condensador, una entrada de gas, un embudo de adicién y una sonda termométrica. El
matraz se purgd entonces con N,. Se agregaron 1-metilpiperazina (977 g, 1,08 I, 9,75 moles) y etanol a 100%
(650 ml) al matraz de reaccion con agitacion. El matraz se purgd de nuevo con N, y la reaccién se mantuvo bajo Na.
El matraz se calent6 en un manto de calentamiento a una temperatura interna de 97°C (+/-5°C) y se mantuvo a esa
temperatura hasta que la reaccion se completd (normalmente alrededor de 40 horas) como se determina por la
HPLC. Después que la reaccién se completo, el calentamiento se interrumpié y la reaccion se enfri6 a una
temperatura interna de aproximadamente 80°C con agitacion, y agua (3,15 |) se agreg6 a la mezcla a través de un
embudo de adicion durante el periodo de 1 hora mientras la temperatura interna se mantuvo a 82°C (+/-3°C).
Después que la adicion se completd, el calentamiento se interrumpié y la mezcla de reaccidn se permitié enfriar
durante un periodo de no menos de 4 horas a una temperatura interna de 20-25°C. La mezcla de reaccion se agité
entonces durante una hora adicional en una temperatura interna de 20-30°C. La mezcla resultante se filtr6 entonces,
y el matraz y la torta de filtro se lavaron con agua (1 x 1 I), etanol a 50% (1 x 1 I) y etanol a 95% (1 x 1 ). El producto
sélido amarillo oro se coloc6 en una bandeja de secado y se secd hasta un peso constante de 546 g (99% de
rendimiento) bajo vacio aproximadamente a 50°C en un horno al vacio.

Ejemplo 2
Sintesis del éster etilico del &cido [6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-acético
Procedimiento A

QN HaN
Hg, PA/C, EtOH

Et OEt

EtO /N
N N
Ch
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Un matraz de 4 cuellos, de 5000 ml, se adaptd con un agitador, un termémetro, un condensador y una entrada/salida
de gas. El matraz equipado se cargé con 265,7 g (1,12 moles, 1,0 equivalentes) de 5-(4-metil-piperazinil-1-il)-2-
nitroanilina y 2125 ml de EtOH de pureza 200. La solucion resultante se purg6 con N2 durante 15 minutos. Luego, se
agregaron 20,0 g de 5% de Pd/C (50% de H»O p/p). La reaccion se agitdé vigorosamente a 40-50°C (temperatura
interna) mientras se burbujeé H a través de la mezcla. La reaccién se monitore6 cada hora para la disipacion de 5-
(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitroanilina por HPLC. El tiempo de reaccion tipico fue de 6 horas.

Después que se habia disipado toda la 5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitroanilina de la reaccién, la solucién se purgé
con N2 durante 15 minutos. Luego, se agregé 440,0 g (2,25 moles) de clorhidrato de etil-3-etoxi-2-iminopropanoato
de etilo como un sélido. La reaccion se agité a 40-50°C (temperatura interna) hasta que la reaccion se completé. La
reaccion se monitored siguiendo la disipaciéon del compuesto diamino por HPLC. El tiempo de reaccién tipico fue 1-2
horas. Después que la reaccion se completd, se enfrié a temperatura ambiente y se filtr6 a través de una almohadilla
de material de filtrado Celite. El material de filtrado Celite se lavé con EtOH absoluto (2 x 250 ml), y el filtrado se
concentré bajo presion reducida proporcionando un aceite café/anaranjado espeso. El aceite resultante se incorpor6
en 850 ml de una solucién de HCI a 0,37%. Se agreg6 entonces NaOH sélido (25 g) en una porcion, y se formé un
precipitado. La mezcla resultante se agit6é durante 1 hora y luego se filtré. El sélido se lavé con H,0 (2 x 400 ml) y se
sec0 a 50°C en un horno al vacio proporcionando 251,7 g (74,1%) de éster etilico del &cido [6-(4-metil-piperazin-1-il)-
1H-benzoimidazol-2-il]-acético como un polvo color paja.

Procedimiento B

Se equip6 un matraz encamisado de 4 cuellos, de 5000 ml, con un agitador mecanico, un condensador, una sonda
termomeétrica, una entrada de gas, y un burbujeador de aceite. El matraz equipado se carg6 con 300 g (1,27 moles)
de 5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitroanilina y 2400 ml de EtOH de pureza 200 (la reaccién puede conducirse y se ha
conducido con etanol a 95% y no es necesario utilizar etanol de pureza 200 para esta reaccion). La solucion
resultante se agité y se purg6 con Nz durante 15 minutos. Luego, se agregaron 22,7 g de 5% de Pd/C (50% de H>O
p/p) al matraz de reaccion. El recipiente de reaccion se purg6 con Nz durante 15 minutos. Después de purgar con Na,
el recipiente de reaccion se purgdé con H, manteniendo un flujo lento, pero constante de H; a través del matraz. La
reaccion se agitd a 45-55°C (temperatura interna) mientras el H, se burbujea a través de la mezcla hasta que la 5-(4-
metil-piperazin-1-il)-2-nitroanilina se consumié completamente como se determina por HPLC. El tiempo de reaccién
tipico fue 6 horas.

Después que toda la 5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitroanilina se habia disipado de la reaccién, la solucién se purgd
con Nz durante 15 minutos. El producto intermedio de diamina es sensible al aire de manera que se tuvo cuidado
para evitar la exposicion al aire. Se agrego 500 g (2,56 moles) de clorhidrato de 3-etoxi-3-iminopropanoato de etilo a
la mezcla de reaccion durante un periodo de aproximadamente 30 minutos. La reaccion se agitd a 45-55°C
(temperatura interna) bajo N2 hasta que la diamina se consumié completamente como se determina por la HPLC. El
tiempo de reaccion tipico fue aproximadamente 2 horas. Después que la reaccién se completd, la reaccion se filtro
mientras se calentaba a través de una almohadilla de Celite. El matraz de reaccion y la Celite se lavaron entonces
con EtOH de pureza 200 (3 x 285 ml). Los filtrados se combinaron en un matraz de 5000 ml, y aproximadamente
3300 ml de etanol se removio bajo vacio produciendo un aceite anaranjado. Se agregaron agua (530 ml) y luego 1 M
de HCI (350 ml) al aceite resultante, y la mezcla resultante se agité. La solucion resultante se agité vigorosamente
mientras NaOH a 30% (200 ml) se agreg6 durante un periodo de aproximadamente 20 minutos manteniendo la
temperatura interna de aproximadamente 25-30°C mientras el pH se llevo a entre 9 y 10. La suspension resultante
se agité durante 4 horas mientras se mantuvo la temperatura interna en aproximadamente 20-25°C. La mezcla
resultante se filtrd, y la torta de filtro se lavd con H>O (3 x 300 ml). El solido recolectado se secé hasta un peso
constante a 50°C bajo vacio en un horno al vacio proporcionando 345,9 g (90,1%) del éster etilico de acido [6-(2-
metil-piperazin-1-il)-1H-benzoimidazol-2-il]-acético como un polvo color paja. En un procedimiento de desarrollo
alternativo, los filtrados se combinaron y el etanol se removid bajo vacio hasta que al menos aproximadamente 90%
habia sido removido. El agua en un pH neutro se agreg6 entonces al aceite resultante, y la solucion se enfrié
aproximadamente a 0°C. Una solucién de NaOH acuosa al 20% se agreg6 entonces lentamente con agitacion rapida
para llevar el pH hasta 9,2 (leer con un medidor de pH). La mezcla resultante se filtr6 entonces y se secé como se
describe anteriormente. El procedimiento de desarrollo alternativo proporciona el producto marrén claro a amarillo
ligero en rendimientos tan elevados como 97%.

Ejemplo 3

Método para reducir el contenido acuoso del éster etilico del acido [6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-benzoimidazol-2-il]-
acético

El éster etilico del acido [6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-acético (120,7 gramos) que habia sido
previamente tratado y secado hasta un contenido acuoso de aproximadamente 8-9% de H,O se coloc6 en un matraz
de fondo redondo de 2000 ml y se disolvié en etanol absoluto (500 ml). La solucién ambar se concentrd hasta dar un
aceite espeso utilizando un evaporador giratorio con calentamiento hasta que todo el solvente se removid. El
procedimiento se repitié dos veces mas. El aceite espeso asi obtenido se dej6 en el matraz y se colocé en un horno
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al vacio calentado a 50°C durante la noche. Los resultados de andlisis de Karl Fisher indicaron un contenido acuoso
de 5,25%. El contenido acuoso reducido obtenido por este método proporcioné rendimientos incrementados en el
procedimiento del ejemplo 4. Otros solventes tales como tolueno y THF pueden utilizarse en lugar del etanol para
este proceso de secado.

Ejemplo 4
Sintesis de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona
Procedimiento A

F

El0 N NC:@ E Ni, N -
74 :O\ HaN \_/Ql
) /ﬁ KHMDS, THF N

Se disolvio éster etilico del &cido [6-(4-Metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-acético (250 g, 820 mmoles)
(secado con etanol como se describe anteriormente) en THF (3800 ml) en un matraz de 5000 ml adaptado con un
condensador, un agitador mecanico, una sonda termométrica, y se purgd con argén. Se agrego a la solucion 2-
amino-6-fluoro-benzonitrilo (95,3 g, 700 mmoles), y la temperatura interna se elevo a 40°C. Cuando todos los sélidos
se habian disuelto y la temperatura de la solucion habia alcanzado 40°C, se agregé KHMDS sdlida (376,2 g, 1890
mmoles) durante un periodo de 5 minutos. Cuando la adicion de la base de potasio se completd, se obtuvo una
solucién amarilla heterogénea, y la temperatura interna habia alcanzado 62°C. Después de un periodo de 60
minutos, la temperatura interna disminuyé de nuevo a 40°C, y se determiné que la reaccién era completa por HPLC
(no estaba presente material de partida ni producto intermedio no ciclizado). La mezcla de reaccion espesa se
extinguié entonces vertiéndola en H,O (6000 ml) y se agitd la mezcla resultante hasta que habia alcanzado la
temperatura ambiente. La mezcla se filtré entonces, y la almohadilla de filtro se lavo con agua (1000 ml 2X). El sélido
amarillo brillante se colocd en una bandeja de secado y se secé en un horno al vacio a 50°C durante la noche
proporcionando 155,3 g (47,9%) de la 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-
quinolin-2-ona.

Procedimiento B

Se equip6 un matraz encamisado de 4 cuellos de 5000 ml con un aparato de destilacion, una sonda de temperatura,
una entrada de gas Nz, un embudo de adicién, y un agitador mecéanico. Se cargd en el reactor el éster etilico del
acido [6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-acético (173,0 g, 570 mmoles), y el reactor se purgd con N
durante 15 minutos. El THF seco (2600 ml) se carg6 entonces en el matraz con agitacion. Después que todo el
sélido se habia disuelto, el solvente se removié por destilacion (a vacio o atmosférica (la temperatura mas elevada
ayuda a remover el agua)) utilizando calor cuando sea necesario. Después que 1000 ml de solvente se hubo
removido, la destilacion se detuvo y la reaccion se purgd con N,. Se agregaron entonces 1000 ml de THF seco al
recipiente de reaccion, y cuando todo el sélido se disolvio, la destilacion (a vacio o atmosférica) se condujo de nuevo
hasta que otros 1000 ml de solvente habian sido removidos. Este proceso para agregar THF seco y la remocion del
solvente se repitid al menos 4 veces (en la cuarta destilacion, 60% del solvente se removio en lugar de sélo 40%
como en las primeras 3 destilaciones) después de lo cual 1 ml de la muestra se removi6 para andlisis de Karl
Fischer para determinar el contenido acuoso. Si el analisis mostrd que la temperatura contenia menos de 0,20% de
agua, la reaccién se continu6 como se describe en el siguiente parrafo. Sin embargo, si el analisis mostré6 mas de
0,20% de agua, entonces el proceso de secado descrito anteriormente se continué hasta que el contenido acuoso
de menos de 0,20% se logro.

Después de que un contenido acuoso de menos de o aproximadamente 0,20% se lograra utilizando el procedimiento
descrito en el parrafo previo, el aparato de destilacion se reemplazé con un condensador de reflujo, y la reaccién se
cargd con 2-amino-6-fluoro-benconitrilo (66,2 g, 470 mmoles) (en algunos procedimientos se utilizé 0,95
equivalentes). La reaccion se calentd entonces a una temperatura interna de 38-42°C. Cuando la temperatura
interna habia alcanzado 38-42°C, la solucién de KHMDS (1313 g, 1,32 moles, 20% de KHMDS en THF) se agrego6 a
la reaccién a través del embudo de adicion durante un periodo de 5 minutos manteniendo la temperatura interna
aproximadamente a 38-50°C durante la adicion. Cuando la adicion de la base de potasio se completd, la reaccion se
agitd durante 3,5 a 4,5 horas (en algunos ejemplos se agitd6 durante 30 a 60 minutos y la reaccion puede
completarse dentro de ese tiempo) mientras se mantiene la temperatura interna de 38-42°C. Una muestra de la
reaccion se removié entonces y se analizd por HPLC. Si la reacciéon no se completd, se agreg6 la soluciéon de
KHMDS adicional al matraz durante un periodo de 5 minutos y la reaccién se agité a 38-42°C durante 45-60 minutos
(la cantidad de solucion de KHMDS agregada se determiné por lo siguiente: Si la relacién de IPC <3,50, entonces
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125 ml se agreg6; si 10,0 >relacion de IPC >3,50, entonces se agregd 56 ml; si 20,0 >relacion de IPC >10, entonces
30 ml se agrego. La relacion de IPC es igual al area que corresponde a 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-
1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona dividida por el area que corresponde al producto intermedio no ciclizado.
Una vez que la reaccion se complet6 (relacion de IPC > 20), el reactor se enfri6 a una temperatura interna de 25-
30°C, y el agua (350 ml) se carg6 en el reactor durante un periodo de 15 minutos mientras se mantiene la
temperatura interna de 25-35°C (en una alternativa, la reaccién se condujo a 40°C y el agua se agrega en un lapso
de 5 minutos. La extincion mas rapida reduce la cantidad de impureza que se forma con el tiempo). El condensador
de reflujo se reemplazé entonces con un aparato de destilacion y el solvente se removié por destilacion (a vacio o
atmosférica) utilizando calor cuando se requiera. Después que 1500 ml de solvente se habia removido, la destilacion
se interrumpio y la reaccion se purgé con N,. Se agreg6 entonces agua (1660 ml) al matraz de reaccién mientras se
mantiene la temperatura interna a 20-30°C. La mezcla de reaccién se agité entonces a 20-30°C durante 30 minutos
antes de enfriarla a una temperatura interna de 5-10°C y luego se agit6 durante 1 hora. La suspensioén resultante se
filtrd, y el matraz y la torta de filtro se lavaron con agua (3 x 650 ml). El sélido asi obtenido se secé hasta un peso
constante bajo vacio a 50°C en un horno al vacio para proporcionar 103,9 g (42,6% de rendimiento) de 4-amino-5-
fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona como un polvo amarillo.

Procedimiento C

0 D AT

N Tolueno

Se cargaron éster etilico del &cido [6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-acético (608 g, 2,01 moles)
(secado) y 2-amino-6-fluoro-benzonitrilo (274 g, 2,01 moles) en un matraz de 12 litros de 4 cuellos acomodado en un
manto de calentamiento y se adapté con un condensador, un agitador mecéanico, una entrada de gas, y una sonda
de temperatura. El recipiente de reaccion se purg6 con N, y se cargo tolueno (7,7 1) en la mezcla de reaccion
mientras se agito. El recipiente de reaccion se purg6é de nuevo con N2 y se mantuvo bajo N.. La temperatura interna
de la mezcla se elevo hasta una temperatura de 63°C (+/- 3°C) se logré. La temperatura interna de la mezcla se
mantuvo a 63°C (+/-3°C) mientras se destilé aproximadamente 2,6 litros de tolueno desde el matraz bajo presion
reducida (380 +/- 10 torr, cabeza de destilacién t = 40°C (+/- 10°C) (se utiliz6 el andlisis Karl Fischer para verificar el
contenido acuoso en la mezcla. Si el contenido acuoso fue mayor de 0,03%, entonces otros 2,6 litros de tolueno se
agrego y la destilacion se repiti6. Este proceso se repitid hasta que un contenido acuoso de menos de 0,03% se
logré). Después que un contenido acuoso de menos de 0,03% se alcanzd, el calentamiento se interrumpio, y la
reaccion se enfrid bajo N2 a una temperatura interna de 17-19°C. T-butdxido de potasio en THF (20% en THF; 3,39
kg, 6,04 moles de t-butdxido de potasio) se agregd entonces a la reaccion bajo N2 a una velocidad tal que la
temperatura interna de la reaccion se mantuvo debajo de 20°C. Después que la adicién del t-butéxido de potasio se
completd, la reaccién se agitd a una temperatura interna de menos de 20°C durante 30 minutos. La temperatura se
elevé entonces a 25°C, y la reaccién se agitdé durante al menos 1 hora. La temperatura se elevé entonces a 30°C, y
la reaccioén se agitd durante al menos 30 minutos. La reaccion se monitored hasta que se completo utilizando HPLC
para verificar el consumo de los materiales de partida (normalmente en 2-3 horas, ambos materiales de partida se
consumieron (menos de 0,5% por % de area de HPLC)). Si la reaccion no se completé después de 2 horas, otros
0,05 equivalentes de t-butoxido de potasio se agregé de una vez, y el proceso se completé hasta que la HPLC
mostré que la reaccion se completd. Después que la reaccion se completo, se agregé 650 ml de agua a la mezcla de
reaccion agitada. La reaccidon se calentd entonces a una temperatura interna de 50°C y el THF se destilo
(aproximadamente 3 litros por volumen) bajo presion reducida de la mezcla de reaccion. Se agregd entonces en
gotas agua (2,6 1) a la mezcla de reaccion utilizando un embudo de adicion. La mezcla se enfri6 entonces a
temperatura ambiente y se agité durante al menos 1 hora. La mezcla se filtr6 entonces, y la torta de filtro se lavo con
agua (1,2 I), con etanol a 70% (1,2 I) y con etanol a 95% (1,2 1). El sélido amarillo brillante se colocé en una bandeja
de secado y se secé en un horno al vacio a 50°C hasta que un peso constante se obtuvo proporcionando 674 g
(85,4%) de la 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-pieprazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona deseada.

Ejemplo 5

Purificacion de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona

Un matraz de 4 cuellos de 3000 ml equipado con un condensador, una sonda de temperatura, una entrada de gas
N2 y un agitador mecéanico se colocd en un manto de calentamiento. El matraz se cargé entonces con 4-amino-5-
fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona (101,0 g, 0,26 moles), y el sélido amarillo

se suspendié en etanol a 95% (1000 ml) y se agitd. En algunos casos, se utilizé una relacién de solvente de 8:1. La
suspension se calentd entonces a un reflujo suave (temperatura de aproximadamente 76°C) con agitacién durante
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un periodo de aproximadamente 1 hora. La reaccion se agité entonces durante 45-75 minutos mientras se llevé a
reflujo. En este punto, el calor se removié del matraz y la suspension se permitié enfriar a una temperatura de 25-
30°C. La suspension se filtré entonces, y la almohadilla de filtro se lavé con agua (2 x 500 ml). El sélido amarillo se
coloc6 entonces en una bandeja de secado y se sec6 en un horno al vacio a 50°C hasta que un peso constante se
obtuvo (normalmente 16 horas) para obtener 97,2 g (96,2%) del producto purificado como un polvo amarillo.

Ejemplo 6

Preparacion de sal del acido lactico de la 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-

quinolin-2-ona
F NHg N U———
/
N

N 0
H

Acido D, L Lactico

E{OH, Ho0
_ - -
F NH, N N NE—
N o
OH
N _J

Se adapté un matraz encamisado de 4 cuellos de 3000 ml con un condensador, una sonda de temperatura, una
entrada de gas N2 y un agitador mecanico. El recipiente de reaccion se purg6 con N durante al menos 15 minutos y
luego se carg6 con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona (484 g, 1,23
moles). Una solucion de &cido D,L-lactico (243,3 g, 1,72 moles de mondmero-véase el siguiente parrafo), agua (339
ml) y etanol (1211 ml) se prepard y luego se cargo al matraz de reaccion. La agitacion se inicié en una velocidad
media, y la reaccion se calentd a una temperatura interna de 68-72°C. La temperatura interna de la reaccién se
mantuvo a 68-72°C durante 15-45 minutos y luego el calentamiento se interrumpié. La mezcla resultante se filtré a
través de una frita de 10-20 micras recolectando el filtrado en un matraz de 12 litros. El matraz de 12 litros se equip6
con una sonda de temperatura interna, un condensador de reflujo, un embudo de adicion, una entrada y salida de
gas y un agitador aéreo. El filtrado se agit6 entonces en una velocidad media y se calent6 a reflujo (temperatura
interna de aproximadamente 78°C). Mientras se mantenia un reflujo suave, se cargd etanol (3,596 ml) al matraz
durante un periodo de aproximadamente 20 minutos. El matraz de reaccion se enfrié entonces a una temperatura
interna que varia de aproximadamente 64-70°C en un lapso de 15-25 minutos y esta temperatura se mantuvo
durante un periodo de aproximadamente 30 minutos. El reactor se inspeccioné para detectar cristales. Si no estaban
presentes cristales, entonces los cristales de la sal de acido lactico de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-
1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona (484 mg, 0,1% en moles) se agregaron al matraz, y la reaccion se agit6 a
64-70°C durante 30 minutos antes de inspeccionar de nuevo el matraz para detectar cristales. Una vez que estaban
presentes los cristales, la agitacion se redujo a una velocidad baja y la reaccion se agitd a 64-70°C durante 90
minutos adicionales. La reacciébn se enfri6 entonces aproximadamente a 0°C durante un periodo de
aproximadamente 2 horas, y la mezcla resultante se filtré a través de un filtro fritado de 25-50 micras. El reactor se
lavo con etanol (484 ml) y se agitd hasta que la temperatura interna fue aproximadamente 0°C. El etanol frio se
utilizé para lavar la torta de filtro, y este procedimiento se repitié 2 veces mas. El sélido recolectado se sec6 hasta un
peso constante a 50°C bajo vacio en un horno al vacio produciendo 510,7 g (85,7%) de la sal del acido lactico
amarillo cristalino de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona. Un dique
de caucho o condiciones inertes se utilizaron normalmente durante el proceso de filtracién. Aunque el sélido seco no
parecio ser muy higroscopico, la torta de filtro himeda tiende a captar agua y volverse pegajosa. Se tomaron
precauciones para evitar exposicion prolongada de la torta de filtro himeda a la atmésfera.

El acido lactico comercial generalmente contiene alrededor de 8-12% p/p de agua, y contiene dimeros y trimeros
ademas del acido lactico monomérico. La relacién molar del dimero de acido lactico al monémero es generalmente
alrededor de 1,0:4,7. El acido lactico de grado comercial puede utilizarse en el proceso descrito en el parrafo
precedente ya que la sal de monolactato se precipita de preferencia a partir de la mezcla de reaccion.

26



10

15

20

ES 2440799 T3

Identificacién de metabolitos

Dos metabolitos de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-1H-quinolin-2-ona (compuesto
1) se han identificado y caracterizado en plasma de rata agrupado de un estudio de toxicologia de 2 semanas como
se describe en las referencias incorporadas en la presente. Los dos metabolitos identificados fueron el compuesto
de N-6xido de piperazina (compuesto 2) y el compuesto N-desmetilado (compuesto 3) mostrados posteriormente.

F NH2'\’| \ / N\ /N—~
/

N N
H

N "0
H

Compuesto 2

N NH
F NH» b’I \__/
X N
H

N~ ~O
H

Compuesto 3
Clsos de los compuestos 1-3

La actividad de cinasa de un numero de las proteina tirosina cinasas se midi6 utilizando los procedimientos
establecidos posteriormente para los compuestos 1-3 para proporcionar los valores de Clsp mostrados en el
siguiente cuadro.

Cuadro. Clsps de los compuestos 1-3

Clso (UM)
VEGFR flt VEGFR flt 1 bFGFR PDGFR FIt3 c-kit
Compuesto
Compuesto 1 0,010 0,013 0,008 0,027 0,0001 0,0015
Compuesto 2 0,004 0,009 0,005 0,010 0,0004 0,0002
Compuesto 3 0,019 0,012 0,019 0,037 0,0001 0,0002

Sintesis de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-4-oxidopiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2-(1H)-ona (compuesto
2) y 4-amino-5-fluoro-3-(6-piperazin-1-il-1H-bencimidazol-2-il)quinolin-2(1H)-ona

(Compuesto 3)

Para confirmar las estructuras de los metabolitos identificados del compuesto 1, los metabolitos se sintetizaron en
forma independiente.

El compuesto 2, el metabolito de N-6xido del compuesto 1, se sintetiz6 como se muestra en el esquema
posteriormente. El compuesto 1 se calentd en una mezcla de etanol, dimetilacetamida y peréxido acido. Una vez
terminada la reaccién, el compuesto 2 se aisl6 por filtracién y se lavé con etanol. Si es necesario, el producto podria
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purificarse ademas por cromatografia en columna.

oo, e S
HN N N EtOH, DMA HN N N
o H (},\ o H ()\'”

o

El compuesto 3, el metabolito de N-desmetilo del compuesto 1, se sintetiz6 como se muestra en el esquema
posteriormente. Se traté 5-cloro-2-nitroanilina con piperazina para producir 4 el cual se protegié subsecuentemente
con un grupo butiloxicarbonilo (Boc) para producir 5. La reduccion del grupo nitro seguida por condensacion con
éster etilico de acido 3-etoxi-3-iminopropionico dio 6. La condensacion de 6 con 6-fluoroantranilonitrilo utilizando
hexametildisilazida de potasio como la base produjo 7. El producto sin purificar 7 se traté con HCI acuoso para
producir el metabolito deseado como un sélido amarillo/café después de la purificacion.

ON N e ON OaN
N/ /\ (Boc),0
——  HN N - N
L_NH 0

HaN a HoN
NBoc
4 5
F
CN
1. Hg, PAIC /N:©\
- NH
N 2
O NHHCI Eto'(()—if N
2 _NBac KHMDS
EtO OEt
6
F
F
NH, NHg

Procedimientos de ensayo

Las cinasas ABL (T315I) y FLT3 (D8354) se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones. Las demas son
ejemplos de referencia.

Serina/treonina cinasas

La actividad de la cinasa de varias proteinas serina/treonina cinasas se midié proporcionando ATP y un péptido o
proteina adecuada que contiene un residuo de aminoécido de serina o treonina para fosforilacién, y analizando la
transferencia de resto de fosfato al residuo de serina o treonina. La sintesis y la actividad de ensayo de un gran
namero de compuestos de la férmula I, Il y 1l se describe en las siguientes referencias: patente de EUA No.
6.605.617; solicitud de patente de EUA publicada No. 2004/0092535; solicitud de patente de EUA No. 10/983.174,
presentada el 5 de noviembre del 2004; y la solicitud de patente de EUA No. 2004/0220196. Las proteinas
recombinantes que contienen los dominios cinasa de enzimas GSK-3, RSK-2, PAR-1, NEK-2 y CHK1 se expresaron
en células de insecto Sf9 utilizando un sistema de expresion de Baculovirus (InVitrogen) y se purificaron a través de
interaccion de anticuerpo Glu (para construcciones etiquetadas con Glu) o mediante cromatografia de i6n metalico
(para construcciones etiquetadas con Hiss (SEQ ID NO: 1)). Cdc2 (construccion de fusién GST) y ciclina B se co-
expresaron en células de insecto Sf9 utilizando un sistema de expresién de Baculovirus. La Cdk2/ciclina A activa,
recombinante estd comercialmente disponible y se adquirié6 de Upstate Biotechnology. La enzima Cdc2 purificada
utilizada en el ensayo estuvo comercialmente disponible, y puede adquirirse de New England Bio Labs. Para cada
ensayo, los compuestos de prueba se diluyeron consecutivamente en DMSO y luego se mezclaron con el regulador
de pH de reaccion de cinasa apropiado mas 5-10 nM de ATP etiquetado con p gamma. La proteina cinasa y el
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sustrato de péptido biotinilado apropiado se agregaron para dar un volumen final de 150 pl. Las reacciones se
incubaron durante 3-4 horas a temperatura ambiente y luego se detuvieron transfiriendo a una placa microtituladora
blanca recubierta con estreptavidina (Thermo Labsystems) que contenia 100 pl del regulador de pH de reaccién de
detencion. El regulador de pH de reaccion de deteccion consiste en 50 mM de ATP no etiquetado y 30 mM de
EDTA. Después de 1 hora de incubacion, las placas de estreptavidina se lavaron con PBS, y 200 pl de fluido de
centelleo Microscint 20 se agregd por pozo. Las placas se sellaron y contaron utilizando Topcount. La concentracion
de cada compuesto para 50% de inhibicion (Clsg) se calculé empleando regresion no lineal utilizando software de
analisis de datos XL Fit.

El regulador de pH de reaccion contuvo 30 mM de Tris-HCl,, pH 7,5, 10 mM de MgCl,, 2 mM de DTT, 4 mM de
EDTA, 25 mM de beta-glicerofosfato, 5 mM de MnCl,, 0,10% de BSA/PBS, 0,5 uM de sustrato peptidico y 1 uM de
ATP no etiquetado. Se utilizé la enzima GSK-3 a 27 nM, CHK1 a 5 nM, Cdc2 a 1 nM, Cdk2 a 5 nM y Rsk2 a 0,044
unidades/ml. Para el ensayo GKS-3, se utilizd biotina-péptido CREB (Biotina-SGSGKRREILSRRP(pS)YR-NH; (SEQ
ID NO: 4)). Para e ensayo CHK1l, se utiliz6 wuna biotina-péptido Cdc25c (Biotina-
[AHX]SGSGSGLYRSPMPENLNRPR[CONH;] (SEQ ID NO: 5)). Para los ensayos Cdc2 y Cdk2, se utilizé una
biotina-péptido de histona H1 ([IcBiotin| GGGGPKTPKKAKKL[CONH;] (SEQ ID NO: 6)). En el ensayo Rsk2, se
utilizaron una biotina-péptido p70, 15 mM de MgClz, 1 mM de DTT, 5 mM de EDTA, 2,7 uM de péptido inhibidor PKC
y 2,7 UM de péptido inhibidor de PKA.

Tirosina cinasas

La actividad de la cinasa de un nimero de las proteina tirosina cinasas se midié proporcionando ATP y un péptido o
proteina apropiada que contiene un residuo de aminoacido de tirosina para fosforilacion, y evaluando la
transferencia de resto de fosfato al residuo de tirosina. Las proteinas recombinantes que corresponden a los
dominios citoplasmicos de los receptores FLT-1 (VEGFR1), VEGFR2, VEGFR3, Tie-2, PDGFRa, PDGFRp y FGFR1
se expresaron en células de insectos Sf9 utilizando un sistema de expresion de Baculovirus (InVitrogen) y puede
purificarse a través de interaccion de anticuerpo Glu (para construcciones etiquetadas de Glu-epitopo) o por
cromatografia de i6bn metalico (para construcciones etiquetadas de Hisg (SEQ ID NO: 1)). Para cada ensayo, los
compuestos de prueba se diluyeron en serie en DMSO y luego se mezclaron con un regulador de pH de reaccion de
cinasa apropiado mas ATP. La proteina cinasa y un sustrato de péptido biotinilado apropiado se agregaron para dar
un volumen final de 50-100 pl, las reacciones se incubaron durante 1-3 horas a temperatura ambiente y luego se
detuvieron por la adicién de 25-50 ul de 45 mM de EDTA, 50 mM de Hepes pH 7,5. La mezcla de reaccion detenida
(75 ul) se transfirié a una placa microtituladora recubierta con estreptavidina (Boehringer Mannheim) y se incubé
durante 1 hora. El producto de péptido fosforilado se midié con un sistema de fluorescencia de resolucion temporal
DELFIA (Wallac o PE Biosciences), utilizando un anticuerpo PT66 anti-fosfotirosina etiquetado con europio con la
modificacién de que el regulador de pH de ensayo DELFIA se suplementé con 1 mM de MgCl, para la dilucion de
anticuerpo. La fluorescencia de resolucion temporal se leyé en un fluorometro Wallac 1232 DELFIA o un lector de
sefial multiple PE Victor Il. La concentracion de cada compuesto para 50% de inhibicion (Clsg) se calculé empleando
regresion no lineal utilizando software de analisis de datos XL Fit.

Se evaluaron cinasas FLT-1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR3, Tie-2 y FGFR1 en 50 mM de Hepes pH 7,0, 2 mM de
MgClz, 10 mM de MnClz, 1 mM de NaF, 1 mM de DTT, 1 mg/ml de BSA, 2 uM de ATP y 0,20-0,50 uM que
corresponde al sustrato de péptido biotinilado. Se agregaron cinasas FLT-1, VEGFR2, VEGFR3, Tie-2 y FGFR1 a
0,1 pg/ml, 0,05 pg/ml o 0,1 pg/ml, respectivamente. Para el ensayo de cinasa PDGFR, 120 pg/ml de enzima con las
mismas condiciones de regulador de pH como lo anterior se utilizé excepto por cambiar las concentraciones de ATP
y sustrato peptidico a 1,4 uM de ATP, y 0,25 uM de biotina-sustrato peptidico GGLFDDPSYVNVQNL-NH; (SEQ ID
NO: 2).

Las tirosina cinasas recombinantes y activas Fyn, y Lck estdn comercialmente disponibles y se adquirieron de
Upstate Biotechnology. Para cada ensayo, los compuestos de prueba se diluyeron en serie en DMSO ;/ luego se
mezclaron con un regulador de pH de reaccion de cinasa apropiado mas 10 nM de ATP etiquetado con ¥p gamma.
La proteina cinasa y el sustrato de péptido biotinilado apropiado se agregaron para dar un volumen final de 150 pl.
Las reacciones se incubaron durante 3-4 horas a temperatura ambiente y luego se detuvieron transfiriendo a una
placa microtituladora blanca recubierta con estreptavidina (Thermo Labsystems) que contenia 100 pl del regulador
de pH de reaccion de deteccion de 100 mM de EDTA y 50 pM de ATP no etiquetado. Después de 1 hora de
incubacién, las placas de estreptavidina se lavaron con PBS y 200 pl de fluido de centelleo Microscint 20 se agrego
por pozo. Las placas se sellaron y contaron utilizando TopCount. La concentracion de cada compuesto para 50% de
inhibicion (Clso) se calculé empleando la regresion no lineal utilizando software de andlisis de datos XL Fit.

El regulador de pH de reaccion de cinasa para Fyn, Lck y c-ABL contuvo 50 mM de Tris-HCI pH 7,5, 15 mM de
MgCl2, 30 mM de MnClz, 2 mM de DTT, 2 mM de EDTA, 25 mM de fosfato de beta-glicerol, 0,01% de BSA/PBS, 0,5
MM del sustrato peptidico apropiado (sustrato peptidico Src biotinilado: biotina-GGGGKVEKIGEGTYGVVYK-NH:
(SEQ ID NO: 3) para Fyn y Lck), 1 uM de ATP no etiquetado, y 1 nM de cinasa.

La actividad cinasa de c-Kit y FLT-3 se midieron proporcionando ATP y un péptido o proteina conteniendo un
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residuo de aminoacido de tirosina para fosforilacion, y evaluando la transferencia del resto de fosfato al residuo de
tirosina. Las proteinas recombinantes que corresponden a los dominios citoplasmicos de los receptores de c-Kit y
FLT-3 se adquirieron (Proquinase). Para experimentacién, un compuesto ejemplar, por ejemplo 4-amino-5-fluoro-3-
[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimizadol-2-iljquinolin-2-(1H)-ona, se diluyé en DMSO y luego se mezclé con el
regulador de pH de reaccion de cinasa descrito posteriormente mas ATP. La proteina cinasa (c-Kit o FLT-3) y el
sustrato peptidico biotinilado (biotina-GGLFDDPSYVNVQNL-NH2 (SEQ ID NO: 2)) se agregaron para dar un
volumen final de 100 pl. Estas reacciones se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente y luego se
detuvieron por la adicién de 50 pl de 45 mM de EDTA, 50 mM de HEPES, pH 7,5. La mezcla de reaccion detenida
(75 W) se transfirié a una placa microtituladora recubierta con estreptavidina (Boehringer Mannheim) y se incubaron
durante 1 hora. El producto peptidico fosforilado se midié con el sistema de fluorescencia de resoluciéon temporal
DELPHIA (Wallac o PE Biosciences), utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina etiquetado con europio, PT66, con la
modificacién de que el regulador de pH de ensayo DELFIA se suplementé con 1 mM de MgCI, para la dilucion del
anticuerpo. Los valores de fluorescencia de resoluciéon temporal se determinaron en un fluorémetro Wallac 1232
DELFIA o un lector de sefial multiple PE Victor Il. La concentracion de cada compuesto para 50% de inhibicion (Clsp)
se calcul6 empleando regresion no lineal utilizando software de analisis de datos XL Fit.

Se evaluaron las cinasas FLT-3 y c-Kit en 50 mM de Hepes pH 7,5, 1 mM de NaF, 2 mM de MgCl,, 10 mM de MnCl,
y 1 mg/ml de BSA, 8 pM de ATP y 1 pM del sustrato peptidico biotinilado correspondiente (biotina-
GGLFDDPSYVNVQNL-NH2 (SEQ ID NO: 2)). La concentracion de las cinasas FLT-3 y c-Kit se evaluaron en 2 nM.

Evaluaciéon exhaustiva de formaciéon de imagenes y en tiempo real de la eficacia de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona en un modelo de mieloma multiple pre-clinico

Mieloma multiple (MM), un neoplasma de células B caracterizado por expansion clonal de células de plasma en la
médula 6sea hematopoyética, sigue siendo una malignidad hematoldgica fatal debido al desarrollo de resistencia
intrinseca y adquirida a farmacos a pesar de la introduccién de quimioterapia de alta dosis convencional. Se ha
demostrado que el microambiente de médula 6sea, en donde las células MM se alojan y crecen de preferencia,
juega un papel crucial en el desarrollo de resistencia a terapias convencionales y novedosas para MM. Por lo tanto,
los agentes direcionados molecularmente que se dirigen no sélo a las células MM sino también a interaccion de
microambiente de células MM-médula 6sea ofrecen una oportunidad potencial para tratar MM. Avances recientes
para entender la patologia molecular de MM han provisto objetivos terapéuticos novedosos para el tratamiento de
esta enfermedad. La FGFR-3 ectopicamente expresada y desregulada, lo cual ocurre en aproximadamente 15% de
pacientes con MM que resultan de desplazamiento t(4;14) cromosomal y confiere un prondstico particularmente
pobre en la clinica, se ha vuelto un objetivo terapéutico atractivo para MM.

La 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona (compuesto 1) es un inhibidor
de molécula pequefia que se dirige a multiples tirosina cinasas receptoras VEGFR-2 y PDGFR (Clsos ~20 nM en
ensayos de cinasa) y FGFR-3 (Clso ~5 mM en ensayos de cinasa). Se ha demostrado que la 4-amino-5-fluoro-3-[6-
(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]-quinolin-2(1H)-ona inhibe la autofosforilacion de FGFR-3 y la
proliferacién celular en células MM mutantes FGFR-3 in vitro (S. Trudel et al.; Blood; en prensa). Para evaluar la
eficacia antimieloma de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona, se
desarrollé un modelo de MM preclinico in vivo en el cual se desarrollaron lesiones de MM de 6rganos multiples
después de inyeccion i.v. en la vena de la cola de células KMS-11-luc humanas que expresan FGFR-3 mutante
(Y373C) transfectadas establemente con una construcciéon de luciferasa. Se empled formacion de imagenes
bioluminiscentes (BLI) para monitorear no invasivamente el crecimiento in vivo y la metéstasis de tumores de MM de
KMS-11-luc. La deteccion temprana y el monitoreo completo en serie del crecimiento de lesiones metastaticas se
capturd exitosamente por BLI con este modelo. Casi todos los animales inyectados con células tumorales KMS-11-
luc se encontraron que desarrollaron lesiones MM ya en el dia 26, los cuales se localizaron principalmente en la
espina dorsal, craneo y pelvis resultando en desarrollo frecuente de pardlisis en este modelo. La eficacia anti-
mieloma de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona en este modelo de
MM de KMS-11-luc in vivo inyectado i.v. se investigd y se encontré que la administracion oral diaria de 4-amino-5-
fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona a 20 mg/kg, una dosis que se demostrd
gue inhibe la fosforilacion de RK en tumores de KMS-11-luc in vivo, resulté en una inhibicién notable del crecimiento
tumoral de KMS-11, como se detecté por la formacion de imagenes BLI en serie. Ademas, la actividad anti-
crecimiento tumoral de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona se
tradujo en una mejora notable en la tasa de supervivencia animal comparada al tratamiento con vehiculo. Estos
estudios proporcionan bases pre-clinicas adicionales para pruebas clinicas de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]quinolin-2(1H)-ona en pacientes con MM y se justifican una evaluacion
adicional de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona en terapia de
combinacion con agentes direccionados molecularmente convencionales u otros en este modelo in vivo KMS-11-luc.

Método

Un grupo de 18 ratones beige SCID inmunodeficientes hembras (aproximadamente 8 semanas de edad) se
obtuvieron de The Jackson laboratory (Bar Harbor, ME) y se alojaron en una instalacion de barrera en jaulas de filtro
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superior estériles con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad. Todos los experimentos se condujeron en una instalacion
acreditada por la Asociacion Internacional para Evaluacion y Acreditacion para el Cuidado de Animales de
Laboratorio y de acuerdo con todos los lineamientos del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales y la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (National Reseca Council). Se cultivaron células de MM
KMS-11-luc que alojaban mutantes FGFR-3 (Y373C) en medio de Iscove + 10% de FBS + L-glutamina y se pasaron
dos veces/semana en un intervalo de 1:2 a 1:4. Las células se implantaron por inyeccién intravenosa en la vena de
la cola a 10 x 10° células por 100 pl de HBSS por ratén. Los ratones fueron irradiados a 3 GY (3,2 minutos) en el dia
de implantacion celular. Los animales recibieron tratamiento oral diario de 20 mg/kg de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2-(1H)-ona o vehiculo (n = 9 cada grupo) iniciando en 48 horas
después de que se inyectaron las células KOM11-luc. Se obtuvieron imagenes bioluminiscentes (BLI) utilizando un
sistema de formacién de imagenes IVIS (Xenogen) que incluye una camara CCD refrigerada, altamente sensible,
montada en una camara oscura de tipo caja. Las imagenes y las medidas de sefiales bioluminiscentes, como se
cuantifica por fotones/segundo, se adquirieron en el dia 8 y una vez por semana después de eso. Los pesos
corporales de los animales se monitorearon dos veces por semana y las observaciones clinicas se registraron
diariamente. De acuerdo con la regulacion y lineamientos del cuidado de animales, los ratones se sacrificaron por
inhalacion de CO; en el caso de pardlisis 0 compromiso mayor en su calidad de vida.

Resultados

En el dia 8 después que las células KMS-11-luc se inyectaron intravenosamente en ratones SCID-beige, la
formacion de imagenes de cuerpo total demostré el desarrollo de crecimiento celular y posiblemente las lesiones de
MM localizadas principalmente en regiones extraesqueléticas incluyendo pulmén, higado y bazo. Se observaron
claramente lesiones esqueléticas multiples difusas tipicas incluyendo el craneo, pelvis y espina dorsal en la mayoria
de ratones entre el dia 41 y el dia 48 como se observa en las imagenes BLI de la figura 1, la cual se asoci6é con
pardlisis de extremidades posteriores, resultando en el sacrificio de ratones de acuerdo al protocolo.

La eficacia antimieloma de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-il]quinolin-2(1H)-ona se
probé en KMS-11-luc en este modelo in vivo. Los ratones empezaron a recibir tratamiento oral diario de 58 a 20
mg/kg a las 48 horas después que se inyectaron las células KMS-11-luc. El monitoreo exhaustivo y en serie de
conteos de fotones en cada animal se realizd en un horario semanal. Se demostr6é un conteo de fotones promedio
notable inferior en un grupo tratado con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-
2(1H)-ona comparado al tratamiento con vehiculo como se muestra en la figura 2. Esto se observé facilmente en
comparacion de las imagenes BLI de cuerpo completo tomadas de ratones inyectados con KMS-11-luc tratados con
vehiculo y aquellos tratados con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona
como se muestra en la figura 3.

La reduccion del conteo de fotones en ratones tratados con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-
bencimidazol-2-il]-quinolin-2(1H)-ona tratados se reflejo bien por un incremento notable en el tiempo de
supervivencia comparado a ratones tratados con vehiculo. En el dia 91, 5 de 9 animales en aquellos ratones
tratados con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-illjquinolin-2(H)-ona permanecieron vivos
con condiciones saludables globales. En contraste, la mayoria de los animales en el grupo tratado con vehiculo se
sacrificaron alrededor del dia 50. Ademas, los ratones tratados con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-
bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona, toleraron este tratamiento bien durante un largo periodo de este estudio.
Debido a la mejora obvia en el tiempo de supervivencia de los ratones tratados con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJquinolin-2(1H)-ona, el estudio se termin6é el dia 91 por consideraciones
practicas.

Varios estudios con respecto a la inhibicion de cinasa en general, la inhibicion de FGFR3, y el tratamiento de
canceres incluyendo mieloma multiple con 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-
2(1H)-ona se establecen en la solicitud de patente de EUA publicada No. 2004/0092535, y la solicitud de patente de
EUA No. 10/983.174 (US 7.825.132), solicitud de patente de EUA No. 2004/0220196 y la patente de EUA No.
6.605.617.

Actividad de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-ilJ]guinolin-2(1H)-ona (compuesto 1) en
modelos de xenoinjerto de tumor experimental de AML humana

La 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona (compuesto 1) es una
molécula pequefia, multidreccionada, oralmente activa, novedosa, que exhibe actividad potente contra cinasa FLT3
y la clase Ill, IV y V de RTK implicada en proliferacion celular endotelial y tumoral. Dada la relevancia de mutaciones
de FLT3 en leucemia mieloide aguda (AML), se probd el compuesto 1 en dos lineas celulares leucémicas humanas
con diferente estado mutacional de FLT3 (MV4;11 FLT3 ITD contra RS4; 11 FLT3 WT). La actividad antiproliferativa
del compuesto 1 contra MV4; 11 fue ~24 veces mayor comparada a RS4; 11, indicando inhibiciobn mas potente de
FLT3 constitutivamente activada. La modulaciéon dependiente de dosis de fosforilacion de receptor y sefializacion
corriente abajo (STAT5 y ERK/MAPK) en células MV4;11 con el compuesto 1 confirmé el mecanismo de accion
molecular. La modulacién objetivo de pFLT3, pERK en tumores MV4;11 se logré en dosis biolégicamente activas del
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compuesto 1. Las regresiones y erradicacion del tumor de células de AML de la médula 6sea (BM) fueron
demostradas en modelos de xenoinjerto leucémico injertados en BM y subcutaneos. Las respuestas tumorales se
caracterizaron por proliferacion celular disminuida y tincion inmunohistoquimica positiva para caspasa-3 activa y
PARP escindido, que sugiere muerte celular mediada mediante apoptosis. Estos datos soportan la evaluacién clinica
del compuesto 1 en AML.

Lineas celulares

Se obtuvieron células leucémicas MV4;11 (FLT3 ITD) y RS4;11 (FLT3 WT) humanas de American Tissue Culture
Collection (Rockville, MD) 24-26. Las células MV4;11 se hicieron crecer en medio de Dulbecco modificado por
Iscoves (IMBM) suplementado con 10% de suero de bovino fetal (FBS, Gibco Life Technologies, Gaithersburg, MD)
que contenia 4 mM de L-glutamina, 5 ng/ml del factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF,
R&S Systems, Minneapolis, MN) y 1% de penicilina y estreptomicina. Se hicieron crecer RS4;11 en medio RPMI-
1640 que contenia 10% de FBS, 1 mM de piruvato de sodio y 10 mM de HEPES (pH 7,4). Las células se hicieron
crecer como cultivos en suspensién y se mantuvieron en una atmosfera humidificada a 37°C y 5% de COa,.

Ensayos de cinasa

Se ejecutaron ensayos de cinasa FLT3 in vitro con 2 nM de enzima FLT3 (Upstate Biotechnology, Charlottesville,
VA) en la presencia de 8 uM de ATP y diluciones en serie del compuesto 1. El sustrato de péptido fosforilado en una
concentracion final de 1 pM se incub6 con un anticuerpo anti-fosfotirosina etiquetado con europio (PT66) (Perkin
Elmer Life Sciences, Boston, MA). Se detect6 europio utilizando fluorescencia de resolucion temporal. La Clsp se
calculd utilizando regresion no lineal.

Ensayos de proliferacion

Se sembraron en placas células en placas microtituladoras de 96 pozos (10.000 células/pozo) y las diluciones en
serie del compuesto 1 se agregaron. Se estimularon células RS4;11 con ligando FLT3 (100 ng/ml, R&D Systems,
Minneapolis, MN). En el final del periodo de incubacién (72 horas a 37°C), la viabilidad celular se determind por el
ensayo de MTS (Promega, Madison, WI). Los valores de CEsg se calcularon utilizando regresion no lineal, y se
definieron como la concentracion necesaria para una reduccion del 50% en absorbancia de células tratadas contra
control no tratadas.

Analisis de inmunoprecipitacién y transferencia Western

Para experimentos in vitro, se trataron células MV4;11 y RS4;11 con el compuesto 1 durante 3 horas. Las células
RS4;11 fueron estimuladas con el ligando FLT3 (100 ng/ml) durante 15 minutos después de la incubacién con el
compuesto 1. Después de la incubacién con farmaco, las células se cosecharon, lavaron con PBS enfriado en hielo
y se lisaron con regulador de pH RIPA (1% de Nonidet P-40, 0,5% de desoxicolato de sodio, 0,1% de dodecilsulfato
de sodio en solucion salina tamponada con fosfato 1X, pH 7,2), que contenia inhibidores de proteasa (Roche
Moelcular Biochemicals, Indianapolis, IN) e inhibidores de fosfatasa (Sigma, St. Louis, MO). Para andlisis de
modulacion objetivo in vivo, los tumores extirpados se congelaron instantaneamente, se pulverizaron y se
almacenaron a -70°C antes de la lisis con 150 mM de NaCl, 1,5 mM de MgCl,, 50 mM de Hepes, pH 7,5, 10% de
glicerol, 1,0% de Triton X-100, 1 mM de EGTA, 50 mM de NaF, 1 mM de Na3zVOs4, 2 mM de Pefabloc (Roche) y
coctel inhibidor de proteasa completo (Roche). El contenido de proteina de los lisatos se determind utilizando el
ensayo de BCA (Bio-Rad, Hercules, CA). El analisis de transferencia western para pERK se realiz6 con un
anticuerpo de raton contra PERK (1:1000, Cell Signaling, Beverly, MA) y se incubé a 4°C durante la noche. El nivel
de ERK total se evalué al re-sondear con anticuerpo contra ERK total (Cell Signaling). Las membranas se incubaron
entonces durante 1 hora a TA con IgG anti-conejo conjugada con peroxidasa de rabano 1:5000 (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA). Para inmunoprecipitacion para detectar FLT3, cantidades iguales de proteinas
(500 pg para STAT5; 1000 pg para FLT3) se incubaron con anticuerpos contra FLT3 o STAT5 humana (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) durante la noche a 4°C y con proteina A-agarosa durante 2 horas a 4°C. La
fosforilacion FLT3 o STAT5 se midié sondeando con un anticuerpo anti-fosfotirosina (anticuerpo anti-pFLT3 de Cell
Signaling, y anticuerpo anti-pSTAT5 de Upstate). Las proteinas se detectaron utilizando quimioluminiscencia
mejorada (CEL; Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra) y se visualizaron después de la exposicion a
pelicula Kodak. La densitometria de barrido se realizd para cuantificar intensidades de banda. Para verificar carga
igual, las transferencias se removieron y volvieron a sondear con anticuerpos anti-FLT3 (Santa Cruz Biotechnology)
0 anti-STAT5 (BD Biosciences) para medir la proteina FLT3 o STATS5 total, respectivamente. La cantidad de pFLT3,
pPERK o pSTATS5 se normalizo a niveles de proteina FLT3, ERK o STATS5 totales y se comparé a controles vehiculo o
no tratados.

Ensayos citométricos de flujo

Se trataron células MV4;11 con el compuesto 1 durante 3 horas bajo condiciones privadas de suero (durante la
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noche en medio OptiIMEM). Para deteccion de pSTAT5, se fijaron células con 1% de formaldehldo y se
permeabilizaron con metanol enfriado en hielo a 90%. Las células permeabilizadas (0,5 - 1 x10 ) se incubaron con
anticuerpo anti-pSTAT5 (Cell Signaling) durante 30 minutos. La IgG de conejo purificada (Oncogene, San Diego,
CA) en la misma concentracion se utilizé como control de isotipo. El anticuerpo secundario fue F(ab’)2 de cabra
conjugado con PE anti-IlgG de conejo (Jackson Immunoresearch). Las muestras se almacenaron a 4°C en la
oscuridad antes del analisis utilizando un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA). Se
determiné la intensidad fluorescente promedio (MFI) para tincion pSTATS utilizando software CellQuest (Becton
Dickison) y la MFI especifica fue la diferencia de la MFI del anticuerpo control de isotipo.

Para procesamiento de células de médula 6sea (BM) del modelo de injerto de MV4;11 de ratén, se purgaron los
fémures con solucion salina fria y los glébulos rojos se lisaron con regulador de pH de lisis FACS (Becton
Dickinson). El porcentaje de injerto de células leucémicas humanas en BM de raton se determind tifiendo con HLA-
A,B,C-FITC anti-humano (contra anticuerpo compatible con isotipo-control FITC) (BD Pharmingen).

ELISA DE VEGF

Se cultivaron células MV4;11 en medios que contenian 10% de FBS con varias concentraciones (0 - 1 uM) del
compuesto 1 durante 48 horas. Los sobrenadantes se recolectaron después de la centrifugacion, y los niveles de
VEGF se midieron por ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN). Las concentraciones de proteina se determinaron
utilizando el ensayo de proteina BIO-RAD (Hercules, CA) y los resultados se normalizaron para concentracion de
proteinas.

Estudios de eficacia in vivo

Se obtuvieron ratones SCID-NOD hembras (4-6 semanas de edad, 18-22 g) de Charles River (Wilmington, MA) y se
aclimataron durante 1 semana en compartimiento libre de patdgenos antes de iniciar el estudio. Los animales
recibieron comida para roedores estéril y agua ad libitum y se alojaron en jaulas de filtro superior estériles con ciclos
de 12 horas de luz/oscuridad. Todos los experimentos estuvieron bajo los lineamientos de la Asociacion
Internacional para Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio.

Modelo subcutaneo

Las celulas MV4;11 y RS4;11 se pasaron a partir de tumores subcutéaneos (s.c.) en ratones SCID-NOD. Las células
(5x 10° células/raton) se reconstituyeron con 50% de Matrigel (Becton Dickinson) y se implantaron s.c. en el costado
derecho de los ratones SCID-NOD. Los tratamientos se iniciaron cuando los tumores tuvieron 200-1000 mm®, como
se subraya en disefios de estudio especificos. Los ratones se asignaron aleatoriamente en grupos (normalmente 10
ratones/grupo para estudios de eficacia y 3-5 ratones/grupo para estudios farmacodindmicos (PD)). El compuesto 1
se administr6 como una solucién a través de alimentacién oral. Los volimenes tumorales y pesos corporales se
evaluaron 2-3 veces a la semana. Las medldas de calibre de tumores se convirtieron en volumen de tumor promedlo
utilizando la formula: 1/2 (longitud x [ancho] ) El porcentaje de inhibicion de crecimiento tumoral (TGI) se comparé
con ratones tratados con vehiculo. Las tasas de respuesta se definieron como respuestas completas CR (tumor no
palpable) o respuestas parciales PR (50-99% de contraccion) comparadas al volumen tumoral de inicio de
tratamiento.

Modelo de injerto de médula ésea (BM) intravenoso

Se irradiaron ratones SCID-NOD (3 Gy) antes de la inyeccién en la vena de la cola de 1x10’ células MV4;11 en 0,2
ml de solucion salina. Los tratamientos con compuesto 1 o con vehiculo se iniciaron 3 semanas después de la
inoculacion celular. Los ratones se monitorearon diariamente y se sacrificaron cuando estuvieron moribundos o con
sefiales tempranas de pérdida de motilidad de extremidades posteriores. La vida incrementada (ILS) de ratones
tratados se calculé como un incremento en porcentaje del tiempo de supervivencia promedio (MST) contra ratones
control tratados con vehiculo.

Modulacién objetivo in vivo

Tumores s.c. MV4;11 en ratones SCID-NOD (n=3 ratones/grupo) se estadificaron en 300 mm? y los tratamientos
consistieron en cualquiera de vehiculo o compuesto 1 administrados oralmente a 10 mg/kg durante 5 dias. Para la
caracterizaron de las propiedades de PD del compuesto 1, las muestras de tumor se recolectaron varias veces (N=3
ratones/punto de tiempo) tras la dosificacion del compuesto 1.

Inmunohistoquimica

Se colocaron tumores extirpados en 10% de formalina tamponada neutra durante la noche a TA, se transfirieron a
etanol a 70% y se procesaron para incrustacion en parafina utilizando un procesador de tejidos Thermo Electron
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Excelsior (Pittsburg, PA). Muestras 6seas (fémur) se descalcificaron (Protocolo ITM, Fisher Diagnostics, Middletown,
VA). Los bloques de parafina se seccionaron en 4 um de espesor y se colocaron en portaobjetos de vidrio
positivamente cargados. Los tejidos se tifieron utilizando una maquina de portaobjetos automatizada Discovery
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Los portaobjetos se trataron con regulador de pH de citrato (pH 6,0) en un
vaporizador de presion para recuperar antigeno para tincion de Ki-67, pERK y PARP, y caspasa-3 se recuperé
mediante reactivo CC1 de Ventana. Los anticuerpos primarios utilizados fueron Ki-67 (dilucion de 1:750, NovoCastra
Laboratories, RU), pERK (dilucién 1:100, Biosource, Camarillo, CA), anti-mitocondria humana (1:200, Chemicon,
Temecula, CA), caspasa-3 escindida (1:200, Cell Signaling) y PARP escindido (1:100, Biosource). El anticuerpo
secundario fue un anticuerpo biotinilado de cabra anti-F(ab’)2 de conejo, dilucién 1:100 (Jackson ImmunoResearch).
Los portaobjetos se contra-tifieron con hematoxilina y se montaron con un cubreobjetos. La morfologia del tejido
general se evallo también utilizando tincién con hematoxilina y eosina.

Anélisis estadisticos

Se realiz6 regresion lineal utilizando Microsoft Excel (Redmond, WA). La prueba de la t de Student se utilizé para
medir importancia estadistica entre dos grupos de tratamiento. Comparaciones multiples se hicieron utilizando un
analisis unidireccional de varianza (ANOVA), y pruebas posteriores comparando diferentes medios de tratamiento se
hicieron utilizando prueba de Student-Newman Keul (SigmaStat, San Rafael, CA). Para estudios de supervivencia, la
prueba de rangos logaritmicos se utiliz6 para determinar importancia entre las curvas de supervivencia de varios
tratamientos contra grupos vehiculo (Prism, San Diego, CA). Los ratones sacrificados con estado de salud normal en
la terminacion de estudio se consideraron supervivientes a largo plazo y se censuraron en este andlisis. Las
diferencias se consideraron estadisticamente notables a p <0,05.

RESULTADOS
El compuesto 1 demuestra inhibicion potente de actividad de cinasa FLT3

El caracter especifico del compuesto 1 se probd contra un panel diverso de RTKs utilizando ensayos de unién
competitivos con ATP con enzimas purificadas como se describe anteriormente. El compuesto 1 se encontrd que es
altamente potente contra FLT3 (1 nM) con actividad nanomolar contra c-KIT (2 nM), VEGFR1/2/3 (10 nM); FGFR1/3
(8 nM); PDGFRB (27 nM) y CSF-1R (36 nM) (véase el siguiente cuadro). Para confirmar la selectividad contra la
clase I, IV y V de RTKs, el compuesto 1 se probé contra otras cinasas en las trayectorias PI3K/Akt y MAPK(K) y se
encontrd que tiene actividad insignificante (Clsp > 10 uM) (véase el siguiente cuadro).

Cuadro. Actividad de 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona contra
varios RTKs

RTK Clso(11M)
FLT3 <0,001
c-KIT 0,002
CSF-1R 0,036
FGRF1 0,008
FGRF3 0,009

VEGFR1/FIt1 | 0,01

VEGFR2/FIt1 | 0,013

VEGFR3/FIt4 | 0,008

PDGFRB 0,027

PDGFRa 0,21
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(continuacién)

INSR 2
EGFR1 2
c-MET >3
EphA2 4
TIE2 4
IGFR1, HER2, PI-3K. Akt1/3, Raf, | >10
ERK-1/2, MEK, p38-a.,B.y

Los ensayos de RKT in vitro utilizados para preparar el cuadro anterior se activaron con varias diluciones del
compuesto 1 en la presencia de enzimas purificadas y ATP como se describe anteriormente. Los sustratos de
péptido fosforilados (1 uM) se incubaron con anticuerpos anti-fosfoespecificos etiquetados con europio y se detectd
europio utilizando fluorescencia de resolucién temporal.

Efectos antiproliferativos potentes del compuesto 1 en células MV4;11 (FLT3ITD)

Para determinar si la inhibicién de la FLT3 se traduce en inhibicién de crecimiento in vitro, la actividad del compuesto
1 se probé contra células MV4;11 y RS4;11 utilizando el ensayo de MTS (figura 5). El compuesto 1 inhibe
potencialmente la proliferacion de células MV4;11 en una manera dependiente de dosis con CEsy = 13 nM. Aunque
se observaron efectos dependientes de concentracion similar en la proliferacion con células RS4;11, fueron
aproximadamente 24 veces menos sensibles al compuesto 1 (CEsp = 315 nM). El efecto antiproliferativo del
compuesto 1 se probd también en las células mutantes FLT3 ITD, MOLM13 y MOLM14 con concentraciones de
CEso similares a aquellas vistas con MV4;11 (CE50 ~ 6 nM) (datos no mostrados). Estos datos sugieren que el
compuesto 1 es activo tanto en células leucémicas FLT3ITD y WT, con el receptor constitutivamente activo que es
mas sensible para inhibicion (figura 5).

Efectos In vitro del compuesto 1 en sefializacion mediada por FLT3 en células leucémicas

La actividad celular in vitro del compuesto 1 se investigé en dos lineas celulares leucémicas humanas MV4;11 y
RS4;11 con estado mutacional de FLT3 contrastante (confirmado utilizando RT-PCR, datos no mostrados). Las
células MV4;11 tienen una mutacion de duplicacion de tandem interna (ITD) en el receptor FLT3, resultando en FLT3
constitutivamente activado. Levis M. et al., Blood, 99:3885-3891 (2002); O’Farrell A.M. et al., Blood, 101:3597-3605
(2003). Esta activacion resulta en autofosforilacion de FLT3 en la ausencia de estimulacion de ligando exdgeno
(figura 6, carril 1). Se trataron células MV4;11 desprovistas de suero con el compuesto 1 durante 3 horas, y los
efectos directos en la activacion del receptor FLT3 se determind por andlisis de su estado de fosforilacion. La
exposicion de células MV4;11 para incrementar las concentraciones del compuesto 1 inhiben potencialmente pFLT3
en una manera dependiente de dosis con CEsg entre 1-10 nM (figura 6).

Aunque las FLT3 ITDs son prevalecientes en aproximadamente 20% de blastos de pacientes con AML, las
leucemias mas agudas expresan WT FLT3. Los efectos del compuesto 1 en células RS4;11 leucémicas se
investigaron también (FLT3 WT) (figura 7) siguiendo el ligando FLT3 exdgeno (100 ng/ml, 15 minutos) para activar la
fosforilacion del receptor FLT3 (figura 7, lineas carriles 1 contra 2). EI compuesto 1 redujo los niveles pFLT3 en
células RS4;11 (figura 7). Sin embargo, comparativamente, se requirieron concentraciones mas elevadas para
modulacion de WT FL3 contra ITD. La inhibicidn completa se obtuvo con concentraciones de > 0,5 uM (figuras 6 y
7).

Compuesto 1 modula ERK y STATS5, objetivos corriente debajo de inhibicién de FLT3

Para caracterizar ademas los efectos del compuesto 1 en inhibicion de FLT3, la modulacién de objetivos corriente
abajo de FLT3, es decir, STAT5 y ERK, los cuales son proteinas clave en la supervivencia y proliferacién celular se
investigaron. Las células MV4;11 se trataron con concentraciones incrementadas del compuesto 1 durante 3 horas y
se procesaron para citometria de flujo y transferencia Western para deteccion de pERK y p-STATS5 (figuras 8 y 9).
En células MV4;11, debido a la sefalizaciéon activa de FLT3, las células tienen niveles basales elevados de pERK y
PSTATS (figuras 8 y 9). El compuesto 1 inhibe fosforilacién de ERK (figura 8) y STAT5 (figura 9) en una manera
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dependiente de dosis. La inhibicion sustancial de pERK y pSTAT5 (>50%) se observé en concentraciones >0,1 uM
(flujo citométrico y transferencia Western). Los efectos de inhibiciéon del compuesto 1 en pERK y pSTATS5 fueron mas
potentes en MV4;11 comparados a células RS4;11 estimuladas con ligando FLT3 (datos no mostrados).

Compuesto 1 inhibe la produccién autocrina de VEGF en células MC4;11 in vitro

Para dirigir el efecto del compuesto 1 en la produccion de VEGF in vitro, se realizo un ELISA en sobrenadantes de
cultivo MV4;11 (figura 10). En estos experimentos, las células MV4;11 se cultivaron en medio que contienen 10% de
FBS con concentraciones crecientes (0 - 1 uM) del compuesto 1 durante 48 horas. En la ausencia del tratamiento
con farmaco, las células MV4;11 secretan VEGF sustancial (180 pg/ml), mientras que el compuesto 1 inhibe la
produccién de VEGF en una manera dependiente de dosis, con una CEsp entre 0,001 y 0,01 uM y la inhibicion
completa en concentraciones > 0,5 uM (figura 10).

Compuesto 1 Modula la sefializacion de FLT3 In Vivo

Para examinar la modulacion objetivo in vivo, ratones que padecen tumor MV4;11 (presentados en 300 - 500 mm?)
se administraron al compuesto 1 (10 mg/kg/d) o vehiculo durante 5 dias. Los tumores se cosecharon después de los
puntos de tiempo seleccionados, se homogenizaron y analizaron para niveles de pFLT3 y pSTAT5 por
IP/transferencia Western. Las reducciones notables en niveles de pFLT3 y pSTAT5 se observaron tan pronto como 4
horas después de la dosis con ya sea una dosis sencilla (datos no mostrados) o mltiples dosis del compuesto 1
(figura 11), sin efectos en la proteina FLT3 o STATS5 total (figura 11). La fosforilacion de FLT3 y STAT5 se redujo con
relacién a la linea base alcanzando una inhibicion maxima de ~90% en 8 horas después de la dosis y permanecié
suprimida durante 24 horas (~85% de inhibicion). El Fosfo-FLT3 se volvié mas cercano a los niveles de linea base,
mientras que, pSTAT5 se inhibi6 ain (~60% de inhibicion) 48 horas después de la dosis (figura 4). Las
disminuciones en los niveles de pERK se observaron también, indicando el bloqueo de sefalizacion de FLT3
corriente abajo (datos no mostrados).

Estudios de eficacia in vivo
Efectos de respuesta de dosis del compuesto 1 en tumores de MC4;11 y RS4;11 in vivo

Para confirmar si los efectos in vitro del compuesto 1 se correlacionan con la inhibicion del crecimiento tumoral in
vivo, la eficacia del compuesto 1 se examing contra xenoinjertos de tumor MV4;11 o0 RS4;11 en ratones SCID-NOD.
Los ratones se implantaron s.c. con células tumorales y los tratamientos del compuesto 1 se iniciaron cuando los
tumores tuvieron 200-300 mm?>. En estudios de eficacia de respuesta de dosis, el compuesto 1 se administro
oralmente en un intervalo de dosis de 1 - 30 mg/kg/d para tumores MV4;11 y 10 - 150 mg/kg/d para tumores RS4;11.

El compuesto 1 fue altamente potente contra tumores MV4;11, revelando un buen efecto de respuesta de dosis con
inhibicion de crecimiento tumoral notable en dosis > 5 mg/kg/d (figura 12). Las dosis de 30 mg/kg/d inducidas por
regresion tumoral (respuestas de tumor 9/10), las cuales consisten de respondedores parciales y completos (1CR,
8PR). La inhibicion de crecimiento tumoral modesta se observé en 1 mg/kg/d (23%) después de 2 semanas de
dosificacion, y se identifico como la dosis estadisticamente efectiva minima en este modelo (p<0,01 contra
Vehiculo). En ratones que padecen tumores RS4;11, el tratamiento con el compuesto 1 resulté en inhibicion de
crecimiento tumoral, sin embargo, no se observaron regresiones (figura 13). Los efectos de inhibicion del compuesto
1 fueron mas potentes contra tumores MV4;1 comparados a tumores RS4;11, definidos por las dosis efectivas
minimas respectivas en cada modelo (dia 8; 100 mg/kg/d; 48% de TGI, p<0,01 contra tumores RS4;11 contra 1
mg/kg/d; 23% de TGI, p<0,01 contra tumores MV4;11).

Horarios de dosis alternas del compuesto 1 son igualmente potentes

Los efectos de dosis intermitentes y ciclicas del compuesto 1 contra tumores de xenoinjerto MV4;11 se examind
también (figura 14). El compuesto 1 se administr6 oralmente en 30 mg/kg diariamente, cada tercer dia (q.0.d.) o
ciclicamente, 7 dias de tratamiento seguidos por 7 dias sin tratamiento por 2 ciclos (figura 14). Similar a dosificacion
diaria, los regimenes de dosis intermitentes produjeron regresiones tumorales notables dentro de dias del
tratamiento de farmaco (>94% de TGI). Todos los tres regimenes resultaron en actividad anti-tumor equivalente (dia
29, p>0,05) y nimeros de respuestas vistas con g.o.d. (6PR) y 7 dias de tratamiento/7 dias sin tratamiento (9PR)
fueron similares a aquellos vistos con tratamiento diario (1CR, 9PR).

Compuesto 1 es efectivo contra tumores MV4;11 grandes

Los efectos del compuesto 1 en tumores V4;11 grandes de tamarfios variables; 300, 500 é 1000 mm? se investigo
también. El tratamiento con el compuesto 1 (30 mg/kg/d) indujo regresion notable en todos los tumores MV4;1 lo
cual fue independiente de los tamafios iniciales del tumor en el inicio del tratamiento (figura 15). Las regresiones
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tumorales fueron evidentes dentro de 3-5 dias del tratamiento de farmaco. Todos los tumores tratados respondieron
(n=27), con 15% de respuestas completas y 70% de respuestas parciales. El 15% restante fueron respuestas
menores 0 permanecieron estables. La dosificacion se descontinio después de 50 dias. Ningun tumor volvio a
crecer durante el tratamiento de 50 dias, indicando que la resistencia contra el compuesto 1 no se desarroll6. La
durabilidad de respuestas después de la discontinuaciéon del tratamiento se examind también. Una CR vy
aproximadamente 50% de PRS fueron durables durante 40 dias después del cese de la dosificacién del compuesto
1. Diez tumores que volvieron a crecer (a 600-2000 mm3) se volvieron a tratar con 30 mg/kg/d del compuesto 1
iniciando en el estudio 90 (40 dias después del cese de la dosificacion) y continuaron durante 60 dias. Todos los
tumores fueron sensibles al segundo ciclo del compuesto 1 (2 CR, 8 PR), indicando claramente una carencia de
resistencia al tumor al compuesto 1 (figura 16).

Evaluacién histoldgica de actividad bioldgica in vivo

Ademas del volumen tumoral y los puntos finales de modulacion objetivo, las lecturas inmunohistoquimicas se
utilizaron como indicadores de actividad de farmaco (figuras 17-19). Los efectos temporales de la administracion del
compuesto 1 (30 mg/kg/d) se investigaron en tumores MV4;11 después de 1 a 5 dosis (figura 17). La evaluacion
morfolégica utilizando tincion H&E, reveld que los tumores tratados con vehiculo consistieron de células tumorales
MV4;11 con hipercelularidad marcada indicativa de hiperplasia mieloide (figura 17-a). Las células tumorales tefiidas
fuertemente con Ki67 indican una composicion tumoral de células altamente proliferativas (figura 17-b). Durante 24
horas después de la dosificacion, los tumores tratados con el compuesto 1 mostraron una reduccion en células
densamente empacadas y consistieron de areas escasas de células apoptoticas/necréticas (dia 1, figura 17-a contra
f). Las areas de apoptosis/necrosis fueron mas pronunciadas después de 5 dosis con areas notables de tumor no
viable coincidente con tincion ki67 reducida (figura 17-g). La modulacién objetivo se confirmo in vivo a partir de
tincion inmunohistoquimica de pERK. Fosfo-ERK se disminuy6 notablemente en tumores tratados con el compuesto
1 durante el periodo de dosificacion de 5 dias corroborando analisis Western de pERK en tumores (figura 17-c
contra h). La apoptosis inducida por el compuesto 1, evidenciada de tincion de caspasa-3 activada incrementada
(figura 17-d contra i) y PARP desdoblado (figura 17-e contra j) en tumores en el dia 5 se compard a controles
tratados con vehiculo. Efectos similares de celularidad disminuida asi como pERK reducida fueron evidentes en
tumores RS4;11 tratados con el compuesto 1 (30 mg/kg/d) (figura 18).

La histologia de tumores que se definieron ya sea como respuestas parciales (figura 19-c,d) o completas (figura 19-
e) se examinaron también. Los respondedores completos fueron desprovistos totalmente de células tumorales
MV4;11, presentando soélo restos de necrosis y/o tejido conectivo (figura 19-e). En respuestas parciales, se
observaron cavidades de células tumorales proliferantes Ki67 positivas en la periferia de los tumores (figura 19-a, ¢
contra b, d).

Compuesto 1 prolonga el tiempo de supervivencia de ratones que llevan células de leucemia humana diseminada

La eficacia del compuesto 1 se probd en el modelo de leucemia MV4;1 en el cual las células se inocularon en la
vena de la cola de ratones SCID-NOD irradiados (Figura 20). En este modelo, las células MV4;11 se diseminan a la
médula 6sea (BM), imitando patolégicamente un patrén de enfermedad similar a leucemia humana. Los ratones se
inyectaron con células MV4;11 en el dia 1 y los tratamientos del compuesto 1 (20 mg/kg, diariamente 6 7 dias de
tratamiento/7 dias sin tratamiento, n=10-12/grupo) se iniciaron en el dia 23, después del injerto de células MV4;11 en
BM. Los ratones control (tratados con vehiculo) normalmente producen paralisis de extremidades posteriores como
una consecuencia de células tumorales que se infiltraban en la BM, con un tiempo de supervivencia promedio (MST)
de 51 dias (figura 20). En estudios de supervivencia, el tratamiento diario con el compuesto 1 (dia 23-100) retraso
notablemente el tiempo para el progreso de la enfermedad (MST = 134 dias) comparado a controles tratados con
vehiculo (MST = 51 dias) (p< 0,0001), demostrando una vida util incrementada de 163% (ILS) (figura 20).
Sorprendentemente, con el tratamiento del compuesto 1 diariamente, 4 ratones fueron supervivientes a largo plazo
(MST > 160 dias). El analisis histolégico y la citometria de flujo se utilizaron para cuantificar el % de injerto de células
MV4;11 en BM (figura 21). En el andlisis de citometria de flujo, las células MV4;11 humanas se identificaron en BM
de ratén con un anticuerpo anti-HLA-A,B,C humano el cual se enlaza a un epitope en MHCI humano. En ratones
tratados con vehiculo, aproximadamente 2-19% de las células de BM aisladas totales consistieron de células
MV4;11 injertadas (dia 51, figura 21-a). Esto se corrobord también por inmunohistoquimica con un anticuerpo frente
a mitocondria humana que tifie células MV4;11 identificando las células humanas en la matriz de BM de ratén (figura
21-b,c). La dosis diaria del compuesto 1 (20 mg/kg) durante 25 dias redujo notablemente la carga leucémica (< 1%
células MV4;11 en BM) contra tratamiento de vehiculo (figura 21-a contra d). En una forma interesante, los ratones
superviviencias después del tratamiento del compuesto 1 no mostraron inmunohistoquimicamente evidencia de
células tumorales (observado como una ausencia de células positivas mitocondriales anti-ser humano en el dia 167)
en la BM y se definieron como “antidotos” (figura 21-e,f). La dosificacion ciclica del compuesto 1 (7 dias de
tratamiento/7 dias sin tratamiento, 5 ciclos) también resultdé en tiempos de supervivencia notablemente
incrementados (MST = 118 dias, 131% de ILS contra vehiculo, p = 0,0001), pero no tan efectivo como el régimen
diario (p = 0,007, figuras 20 y 21).
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DISCUSION

Las trayectorias de sefializacién de cinasa intracelular aberrante direccionadas implicadas en la proliferaciéon de
células tumorales pueden interrumpir los procesos celulares y causar la inhibicion del crecimiento tumoral. Esto se
ha ejemplificado por la aprobacién de dos agentes direccionados de molécula pequefa imatinib (Gleevec) en CML
(Bcr-Abl) y tumores de estroma gastrointestinal (c-KIT) y gefitinib (Irressa) en cancer de pulmén de célula no
pequefia desarrollado o metastatico resistente (EGFR). Druker B.J. Oncogene, 21:8541-8546 (2002); Giaccone G.
Clin Res. 10:4233S-4237S (2004). Ambos compuestos direccionan defectos moleculares especificos en células
tumorales y este acierto ha conducido a investigar terapias direccionadas moleculares a otras cinasas oncogénicas,
incluyendo FLT3 15, 20-23. Las mutaciones en el gen FLT3 son la alteracién genética mas comun en AML, en
donde casi 35% de pacientes alojan mutaciones de activacion. Las mutaciones FLT3 han demostrado que confieren
un pronostico clinico pobre implicando asi a FLT3 como un objetivo terapéutico en AML. Thiede C. et al., Blood,
99:4326-4335 (2002); Schnittger S, et al., Blood, 2002;100:59.66 (2002).

El compuesto 1 es un inhibidor de cinasa multi-objetivo con potencia nanomolar contra la clase Ill, IV y V de RTK
implicadas en proliferacion tumoral y angiogénesis. Los ensayos de cinasa bioquimicos demuestran que el
compuesto 1 tiene actividad potente contra FLT3 (Clsop de 1 nM). La actividad del compuesto 1 en dos lineas
celulares leucémicas se caracterizo con estado de FLT3 contrastante, MV4;11 (FLT3 ITD) y RS4;11 (FLT3 WT). El
compuesto 1 demostré que reduce la fosforilacion de FLT3 en una manera dependiente de dosis, confirmando la
actividad molecular en células. In vitro, el compuesto 1 bloqueé moléculas de sefializacion corriente abajo
subsecuentes en trayectorias MAPK y STAT5 mitogénicas, ambos reguladores clave en trayectorias proliferativas
celulares. De forma interesante, la actividad en la modulacién objetivo de FLT3 fue més pronunciada en células
MV4;11 que en RS4;11 como fueron los efectos del compuesto 1 en los ensayos de citotoxicidad/proliferacion
celular. Efectos diferenciales similares contra FLT3-ITD y FLT3 de tipo silvestre se han reportado para otros
inhibidores de FLT3. Puede considerarse que las células FLT3 ITD MV4;11 tienen sefiales constitutivamente activas
(Ras, STATS5) las cuales conducen a la proliferaciéon celular, y difieren de células FLT3 WT (RS4;11) las cuales
pueden sustentar crecimiento independiente de activacion de FLT3 y/o pueden basarse en otras trayectorias
oncogénicas. Minami Y. et al., Blood, 102:2969-2975 (2003); Kiyoi H. et al., Oncogene, 21:255-2563 (2002),
Spiekermann K. et al., Clin Cancer Res. 9:2140-2150 (2003).

Los resultados de estudios in vivo han demostrado que el compuesto 1 tiene potente actividad contra modelos de
tumor sdlido y BM diseminada de leucemia. La actividad molecular del compuesto 1 en modelos pre-clinicos se
dirigié utilizando puntos finales de PD para estudiar el grado y la duraciéon de modulacién objetivo. El compuesto 1
demostré6 que desregula sustancialmente tanto pFLT3 como pERK en tumores MV4;11. La modulacion objetivo
(pFLT3) se observo durante 4 horas y se mantuvo en tumores hasta 24 horas después de una sola dosis o multiples
dosis del compuesto 1. Efectos biolégicos fueron también evidentes a partir de la histopatologia tumoral, en donde
pERK disminuido, respuestas de proliferacion y apoptosis en tumores se observaron dentro de 1-2 dias de
tratamiento con farmaco. En xenoinjertos de tumor sélido de MV4;11, las regresiones de tumor se remarcaron
también dentro de los dias del tratamiento con farmaco. Es posible que los efectos inhibidores potentes del
compuesto 1 en el modelo de MV4;11 puedan originarse de la inhibicion directa de FLT3 en combinacién con la
inhibicion de otras RTGs. Los datos (RT-PCR, no mostrados) indican que las células MV4;11 expresan también
VEGFR1, cKIT, PDGFRpB, FGFR1, CSF-1R 32, todas las RTK potencialmente inhibidas por el compuesto 1. El
compuesto 1 tiene actividad de <10 contra cinasas VEGF1/2/3, y los datos demuestran claramente que el
compuesto 1 puede inhibir niveles de VEGF autocrinos en cultivos de MV4;11 in vitro. La inhibicién in vivo, autocrina
o paracrina de VEGF o FGF secretada por células tumorales o células estromales tumorales (incluyendo células
endoteliales) puede inhibir la proliferacion y supervivencia de estas células. Ferrara N. et al., Nat Med., 9:669-676
(2003); Compagni A. et al., Cancer Res. 60:7163-7169 (2000); Carmeliet P. Nat. Med., 9:653-660 (2003). La
actividad adicional del compuesto 1 en tumores sélidos puede originarse de sus efectos potentes contra PDGFRf3
impactando el reclutamiento y la maduracion de pericitos de vasos sanguineos durante la angiogénesis. Carmeliet P.
Nat Med. 9:653-660 (2003); Ostman A. Cytokine Growth Factor Rev., 15:275-286 (2004). En el modelo de AML BM,
se demostré que el compuesto 1 mejord la supervivencia de ratones y en algunos ratones se erradicod la
enfermedad. Esto representa el potencial del compuesto 1 para erradicar blastos circulantes y enfermedad de BM
por efectos anti-proliferativos directos o regulacién de angiogénesis de médula 6sea, lo cual puede jugar un papel en
la supervivencia de los blastos. Carow C. E. et al., Blood, 87:1089-1096 (1996); Drexler H. G. Leucemia, 10:568-599
(1996).

Con base en la farmacologia y la inhibicion objetivo del compuesto 1, se estudiaron horarios de dosis intermitente y
ciclica del compuesto 1. Los horarios de dosificacion alterna del compuesto 1 demostraron actividad similar
comparada a dosis diaria del compuesto 1, sugiriendo el potencial para regimenes de dosificacion flexible en el
consultorio. Mdltiples dosis del compuesto 1 fueron capaces de suprimir continuamente el crecimiento de tumores y
cualesquiera tumores recurrentes después del cese de tratamiento se encontré que eran igualmente sensibles a re-
tratamiento con farmaco. Estos hallazgos son relevantes si se traducen en el ambiente clinico, ya que algunos
pacientes con AML han demostrado regresion en el tratamiento con inhibidores de cinasa a pesar del tratamiento
continuo. Fiedler W. et al., Blood, (2004); Cools J. et al., Cancer Res. 64:6385-6389 (2004). Multiples mecanismos
incluyendo flujo externo celular o metabolismo (a través de expresion de transportadores de farmaco tales como P-

38



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2440799 T3

glicoproteina) o mutaciones en los dominios de enlace de ATP de los sitios activos de enzima que interfieren con
enlace de farmaco han demostrado que se correlacionan con resistencia a inhibidores de cinasa. Bragintseva K. et
al., Blood, 103:2266-2274 (2004); Grundler R. et al., Blood, 102:646-651 (2003). El compuesto 1 no es un sustrato
de P-GP, y las respuestas durables en todo el curso del tratamiento con farmaco pueden implicar que el desarrollo
de resistencia puede evitarse con el compuesto 1.

El desarrollo clinico de inhibidores de FLT3 (SU11248 PKC412, CEP-701, MLN518) para AML esta aun en fases
tempranas. O’Farrell A.M. et al., Clin. Cancer Res. 9:5465-5476 (2003); Fiedler W. et al., Blood, (2004); Stone R.M.
et al., Ann Hematol. 83 Suppl 1:589-90 (2004); Smith B.D. et al., Blood, 103:3669-3676 (2004); DeAngelo D.J. et al.,
Blood, 102:65a (2003). La seleccién de terapias de agente sencillo no ha producido adn respuestas notables, y el
desarrollo clinico futuro de inhibidores FLT3 en AML pueden depender de la combinacién de estos agentes con
cualesquiera farmacos citotoxicos u otros agentes objetivo moleculares. Los datos reportados aqui para el
compuesto 1, un inhibidor de FLT3 potente con actividad adicional en RTK mostré que juega papeles en la
patogénesis de AMI garantiza su evaluacion clinica.

ACTIVIDAD CONTRA CANCERES RESISTENTES A FARMACOS EN PACIENTES

Los compuestos de las formulas |, Il y lll, tales como 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-metil-piperazin-1-il)-1H-bencimidazol-
2-il]-1H-quinolin-2-ona (compuesto 1), tienen actividad directa contra células tumorales y la formacion y
mantenimiento de vasos sanguineos que suministran a tumores. Estos compuestos han demostrado también
actividad oral en una variedad de modelos animal de tumor por angiogénesis y metastasis. Como se muestra en la
figura 22, el compuesto 1 inhibe la selectividad de clase Ill, IV y V de RTK (véase también la tabla con valores Cls).
La administracion del compuesto 1 a ratones desnudos que tienen xenoinjertos de tumor de colon humano
KM12L4A establecido, grande proporcionan regresion y/o estabilizacion de enfermedad en 90-100% de animales
tratados (Véase la figura 23).

Se realizaron estudios de etiqueta abierta de centro mdltiple de aumento de dosis de fase | para evaluar la
seguridad, farmacocinética y farmacodindmica del compuesto 1 en sujetos con tumores malignos solidos
desarrollados. Ademas, objetivos primarios de los estudios incluyen: 1) determinar la dosis tolerada maxima (MTD);
2) identificar la toxicidad limitante de dosis (DLT); y 3) evaluar la seguridad en un sujeto con tumores solidos
desarrollados. Objetivos secundarios del estudio incluyen: 1) evaluar la farmacocinética; 2) evaluar la
farmacodinamica en plasma, linfocitos sanguineos periféricos, orina y células tumorales; 3) recomendar dosis y
horario para investigaciones futuras; y 4) determinar evidencia de actividad anti-tumor (RCEIST).

Detalles con respecto a este estudio se establecen posteriormente
Regimenes de dosificacion incluyen:
- dosificacion diaria sencilla 7 dias de tratamiento/7 dias sin tratamiento, repetidas (dosis 25-100 mg).

- Dosis >100 mg un ciclo de 7 dias de tratamiento/7 dias sin tratamiento, seguidos por dosificacion diaria continua
mas adelante.

Incremento de dosis:

- 3-4 pacientes por grupo, duplicacion de dosis hasta > toxicidad de grado 2; luego esquema de Fibonacci
modificado.

Criterios de inclusion:

e Tumores sdlidos histolégica o mitolégicamente documentados, resistentes a terapia estandar o para lo cual no
existe terapia estandar curativa.

e Edad >18 horas
¢ Estado de rendimiento de ECOG 0 -1
e Hemoglobina >8,0 g/dl; neutrofilos 31,500/mm3; plaguetas 375.000/mm3

e Creatinina <1,5 x limite superior de normal (ULN); bilirrubina <1,5 x ULN; fosfatasa alcalina <5 x ULN; asparato
aminotransferasa (AST) <2,5xULN (excepto implicacién de higado <56x ULN); Amilasa <ULN

e Consentimiento informado firmado

39



ES 2440799 T3

e Dosis final de terapia antineoplasica (excepto para terapia hormonal) > 21 dias.
Criterios de exclusion:
e Edema intracraneal, metastasis intracraneal o enfermedad epidural.

e Enfermedad cardiaca clinicamente notable (NYHA clase Il o IV); arritmia pre-existente; insuficiencia cardiaca
congestiva; cardiomiopatia; intervalo QTc >450 msegundos (machos) y >470 msegundos (hembras) o >G2 LVEF
(por MUGA o ecocardiograma)

e Diabetes mellitus (requiriendo medicacién crénica) con signos de enfermedad vascular periférica clinicamente
notable

e Pericarditis previa: Efusion pleural clinicamente notable en los 12 meses previos o ascitis recurrentes requiriendo
>2 intervenciones/mes.

¢ Sindrome de malabsorcion o toxicidad de Gl no controlada (>nausea G2, diarrea, vomito). Pancreatitis aguda o
cronica de cualquier etiologia.

¢ Obstruccion biliar intra- o extra-hepética anterior dentro de 12 meses previos o historia de obstruccién maligna
requiriendo un stent biliar, a menos que se trate establemente sin obstruccidn anterior o bloqueo del stent.

Definicion de DLT/MTD:

¢ Neutropenia G4 <5 dias de neutropenia febril; trombocitopenia G4

e Fatiga G4 o un declive de dos puntos en estado de rendimiento de ECOG

¢ G3 0 nausea mayor y/o voémito a pesar del uso de intervencién médica adecuada/maxima y/o profilaxis.
¢ G3 o toxicidad no hematoldgica mayor (excepto fatiga)

¢ G2 o toxicidad cardiaca mayor de importancia clinica (por ejemplo, un declive en EF en reposo a 40% <50% o
fraccion de acortamiento a 15% <24%; troponina cardiaca T/I> 0,05 ng/MI

MTD: nivel de dosis debajo de la cual >2/6 pacientes experimentan DLT
Caracteristicas del paciente:

Caracteristicas del paciente

No. de Sujetos (22 de abril del 2005): 25

Edad promedio (rango): 57 (30-72)

Género: Macho 14
Hembra 11

ECOG PS: 0 12
1 7

Regimenes de quimioterapia anterior (No.) 0-3 8
4-6 4
>6 2

Tipos de Tumor Préstata 5
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Renal 3
GIST 2
Sarcoma 2
Colorectal 1
Mama 1
Paratiroides 1
Géstrico 2
Melanoma 2
Esofagico2

NET (Sinonasal) 1

Colon 1
Ovario 1
Higado 1
Niveles de Dosis:
Nivel de Dosis No. de pacientes DTL (ocurriendo en el ciclo 1)
25 mg 3 0
50 mg 4 0
75 mg 4 0
10 mg(7 activo/7 desactivo) 4 0
100 mg (continuo) 6 1 (hipertension G3)
125 mg (continuo)* 4 0

*enrolamiento en curso

Eventos adversos clinicos relacionados con farmacos mayores que o iguales a G2:

AE 25 50 75 100 100 Cont.  Total
Fatiga 3 1 1 1 5
Anemia 3(2G3) 1 4(2 G3)
N & V/Diarrea 1(1 G3) 2(2 G3) 2 2 7(3G3)
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(continuacién)

Cefalea 3(1 G3) 1 4(1 G3)
Anorexia 2 2

LVEF 1 1 2
reducido

Hipertension** 2(1 G3) 2(1 G3)
*»*DLT

La evidencia de actividad antitumor del compuesto 1 se ha observado como 7/22 (32%) de pacientes tuvieron
enfermedad estable (SD) en su primera evaluacion. Ademas, la SD por mas de 4 meses se ha reportado en 4
pacientes, incluyendo un paciente con un tumor de glandula parétida (mayor de 7 meses) y un pacientes GIST
resistente a Gleevec (mas de 6 meses). La figura 24 es una imagen de PET-CT barrida del paciente con GIST
resistente a Gleevec el cual muestra una disminuciéon notable en la incorporacién durante el tratamiento con el
compuesto 1, comparado a la terapia libre sugiriendo un efecto de tratamiento del compuesto 1. Informacién
adicional con respecto a este paciente y el protocolo de tratamiento se establece a continuacion:

Paciente femenino, con un diagndstico de tumor estromal gastrointestinal (GIST). El paciente habia sido
previamente tratado como sigue:

Farmaco Dosis Comentarios
Gleevec Dosis diaria total entre 200 a 800 mg
BAY43-9006 400 mg dos veces al dia enfermedad progresiva

brostalicina 18 mg una vez al dia
Gleevec 100 mg en dias alternos resistente a los farmacos
brostalicina  12.8 mg una vez al dia

El paciente se reclut6 en el estudio de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusién del protocolo el 2 de junio del
2004, como se establece anteriormente.

Registro de tratamiento del compuesto 1:
Dosis Frecuencia Horario
75mg unavezal dia 7 dias de tratamiento/7 dias sin tratamiento
100 mg unavez al dia 7 dias de tratamiento/7 dias sin tratamiento

El paciente recibié una dosis total de 9,625 mg (véase la tabla adjunta). El paciente logré enfermedad estable (SD)
mientras estaba en tratamiento con el compuesto 1 (ocho ciclos completos)

Como se muestra en la figura 25, la exposicion en plasma aumenta proporcionalmente con la dosis del compuesto 1
en pacientes. La exposicion en plasma en el grupo de 100 mg de dosis se aproxima al intervalo en donde se ha
observado la eficacia preclinica.

Se llevaron a cabo estudios para identificar un marcador farmacodinamico (PD) para la actividad bioldgica del
compuesto 1 utilizando leucocitos sanguineos periféricos (PDL) como un tejido de reemplazo en pacientes con
tumor sélido en donde existe acceso limitado a tejido objetivo.
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Desarrollo racional y de ensayo:

e La fosforilacién de ERK es un efecto corriente abajo bien caracterizado de la activacion de RTK y el compuesto 1
modula la fosforilacién EKR en células endoteliales y tumorales.

e Para determinar si el compuesto 1 afecta a la activacion de ERK en PBL, se traté sangre de donantes normales ex
vivo con el compuesto 1. Ninguna estimulacion exégena con PMA o PHA se afiadio.

e La inhibicion dependiente de la dosis en pERK enddgena se observé por transferencia Western y ensayos de
citometria de flujo después de la incubacion de PBL con el compuesto 1 (Véase la figura 26), sugiriendo que este
ensayo puede ser Util en pruebas clinicas para mostrar que el compuesto 1 estad modulando sus objetivos.

Se probd el compuesto 1 contra un panel de cinasas, incluyendo una forma mutante de ABL (T315I) que se ha
encontrado que es resistente a Gleevec y otros inhibidores de cinasa. Véase Shah, N.P. Science, 305, p. 399
(2004); y LaRosse, Cancer Res. 67, p. 7149-7153 (2002). El residuo T315 en ABL se conoce como el “residuo
guardabarrera” y se ubica en una cavidad hidrofébica en la estructura de ABL. Este residuo, asi como posiciones
andlogas de este residuo en otras cinasas tales como, pero sin limitarse a Flt-3, KIT, PDGFRa, EGFR y similares, se
encuentran frecuentemente en pacientes que han sustituido a ciertos inhibidores de cinasa, tales como pacientes
que se han vuelto resistentes a ciertos agentes quimioterapéuticos tales como Gleevec, Iressa, Tarceva y otros. De
este modo, existe una necesidad médica de estrategias de tratamiento alternativo para estos pacientes que se han
vuelto resistentes a estos farmacos. Se ha encontrado que el compuesto 1 inhibe el mutante T315| de ABL con un
valor de Clso de 0,0185 micromolar como se compara a >10 micromolar para Gleevec y 0,371 micromolar para
SU11248. ABL es una tirosina cinasa citoplasmica. Por lo tanto, los compuestos de la invencion tienen la capacidad
para inhibir cinasas mutantes incluyendo tirosina cinasas receptoras y tirosina cinasas citoplasmicas. Los
compuestos de la férmula I, 11 y Il pueden utilizarse en pacientes con esta mutacion en ABL, ya sea como un
tratamiento alternativo, o como un tratamiento simultdneo con otros farmacos anti-cancer. El compuesto 1 se ha
probado también contra una forma mutante de FLT3 (D835Y). Este residuo se muta frecuentemente en pacientes
con tumores malignos hematoldgicos. Véase Yamamoto, Y. Blood, 97, 2434 (2001). De este modo, los compuestos
de la férmula I, 11 y 11l tales como el compuesto 1 pueden también utilizarse para tratar pacientes con esta mutacion.
La mutacion del residuo guardabarrera en EGFR se ha reportado recientemente en pacientes con cancer de pulmon
tratados con geftinib (Iressa). Véase Pao W., PLos Med.2(3):e73 (2005). El compuesto 1 se prueba contra otras
cinasas con mutaciones en el “residuo guardabarrera”. El compuesto 1 es Util para tratar pacientes con cancer con
estas mutaciones. La siguiente tabla muestra valores de Clso del compuesto 1 comparados con Gleevec y SU11248.

Cinasa Nota Valores de Cls, (micromolar)

Compuesto 1 Gleevec SuU11248
Abl T315I ABL mutante 0,0184 >10 0,371
Alk 3,7 >10 0,603
Aurora_A 0,162 5,24 0,287
Blk 0,036 0,475 0,203
CamKIl_alfa 4,54 >10 2,89
Cdk7_cyclinH_MAT1 0,622 6,3 0,0343
Ck1_delta 6,05 5,48 0,0497
Ckl_gamma_2 >10 >10 4,51
Ck2 > 10 0,488 > 10
cRaf >10 4,18 >10

43



10

ES 2440799 T3

(continuacion)

Erkl >10 >10 > 10
FIt3_D835Y <0,001000000 | <0,001000000 | <0,001000000
Hck 0,259 1,8 1,17

Hyl 9 >10 >10
JNK alfa_2 >10 >10 >10
MLCK 3,63 >10 0,304
PAK2 >10 >10 >10
PAK4 7,94 >10 9,25
PHKG2 8,11 >10 0,535
Pim1 >10 >10
PKC_theta > 10 > 10 > 10
PKCe >10 >10 >10
Ron >10 > 10 > 10
ROS >10 > 10 > 10
Syk 5,47 >10 > 10
TAK1 0,0359 >10 0,0373
TRKC 0,00923 0,227 0,14
TSSK1 0,982 >10 0,401
ZAPT70 >10 > 10 > 10
CABL_CR/1//CI50 (uM) ABL wt 0,652 0,428 2,95
FLT3_CR/1//CIO50 (um) 0,000085 1,26 0,000219
Abl_T315I ABL mutante 0,0184 >10 0,371

El ensayo para determinar la Clso de ABL (T315l) se logré utilizando el siguiente procedimiento. En un volumen de
reaccion final de 25 pl, ABI (T315I (h) (5-10 mU) se incuba don 8 mM de MOPS pH 7,0, 0,2 mM de EDTA, 50 uM de
EAIYAAPFAKKK (SEQ ID NO. 7), 10 mM de acetato de Mg y ATP etiquetado con **P gamma (actividad especifica
de aproximadamente 500 cpm/pmoles, concentracidbn como se requiera). La reaccion se inicia mediante la adicion
de la mezcla de MgATP. Después de la incubacion durante 40 minutos a temperatura ambiente, la reaccion se
detiene por la adicion de 5 pl de una solucion de &cido fosforico al 3%. 10 ul de la reaccién se tifien entonces sobre
una estera de filtro P30 y se lava tres veces durante 5 minutos en 7 mM de acido fosfdrico y una vez en metanol

antes del secado y el recuento por centelleo.

Otros compuestos de la formula | tales como compuestos de la formula Il y la férmula Il se prepararon como se
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describié anteriormente y en las referencias citadas en el presente documento. Estudios que utilizan estos
compuestos se llevan a cabo utilizando la metodologia descrita anteriormente para 4-amino-5-fluoro-3-[6-(4-
metilpiperazin-1-il)-1H-bencimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-ona. Estos estudios mostraron que estos compuestos son
también Utiles para tratar cancer, incluyendo cancer resistente a los farmacos, en ratones, seres humanos y otros
mamiferos y pueden utilizarse en combinacion con los farmacos anti-cancer descritos en el presente documento.

Se debe entender que los compuestos organicos de acuerdo con la invencion pueden presentar el fenémeno de
tautomerismo. Ya que las estructuras quimicas dentro de esta memoria descriptiva pueden representar solamente
una de las posibles formas tautoméricas a la vez, se debe entender que la invencion abarca cualquier forma
tautomérica de la estructura dibujada. Por ejemplo, el compuesto que tiene la férmula IlIB se muestra a continuacion
con otro tautémero, tautomero llIBa:

F NH, N|
H
H ~ ]
H N ©
H
B
H
——
(O
F NH, u\
H
H \ ”
S
H N ‘OH
H
Tautémero IIMBa

Otros tautémeros del compuesto que tienen la formula IIIB, tautomero IllIBb y tautomero IllIBc, se muestran a
continuacion:

3 NH, HN
M H
N
H N o}
H
Tautomero IIIBb
" H
K\N/
"\//
F NH, HN
H N ==\ H
/
H N OH
H
Tautémero IIIBc

Se entiende que la invencién no se limita a las modalidades establecidas en el presente documento para ilustracion,
sino que abarca todas las formas de la misma que estan dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula Il, un tautdmero del compuesto, una sal del compuesto, una sal del tautémero, una
mezcla del mismo o una composicién farmacéutica que comprende el compuesto, el tautémero, la sal del
compuesto, la sal del tautdbmero o la mezcla

para su uso en el tratamiento de cancer resistente a los farmacos, en el que el cancer resistente a los farmacos es
resistente a mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib
(PTK-787), 0

para su uso en el tratamiento de cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL
(T315l) o FLT3 (D835Y) en un paciente con cancer resistente a los farmacos,

en el que el compuesto de formula Il tiene la siguiente formula:

RT

en la que R’ es un grupo heterociclilo sustituido o no sustituido seleccionado de un grupo piperidinilo sustituido o no
sustituido, grupo piperazinilo o grupo morfolinilo.

2. Un compuesto de formula Il tal como se define en la reivindicaciéon 1, un tautdmero del compuesto, una sal del
compuesto, una sal del tautbmero, una mezcla de los mismos, o una composicién farmacéutica del compuesto, el
tautdmero, la sal del compuesto, la sal del tautémero, o la mezcla

para su uso en el tratamiento de céncer resistente a los farmacos, en el que el cancer resistente a los farmacos es
resistente a mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib
(PTK-787), 0

para su uso en el tratamiento de cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL
(T3151) o FLT3 (D835Y) en un paciente con cancer resistente a los farmacos,

en el que el compuesto se administra conjuntamente con un farmaco anti-cdncer seleccionado de mesilato de
imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, lenalidomida (Revlimid), talidomida (Thalomid), docetaxel (Taxotere),
erlotinib (Tarceva), vatalinib (PTK-787), VEGF-trap, fenretidina, bortezomib, bevacizumab (Avastin), pertuzumab, y/o
rituximab.

3. Uso de un compuesto de férmula Il tal como se define en la reivindicacion 1, un tautomero del compuesto, una sal
del compuesto, una sal del tautémero, o una mezcla de los mismos para la preparacién de un medicamento para
tratar cancer resistente a los farmacos, en el que el cancer resistente a los farmacos es resistente a mesilato de
imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib (PTK-787), o para
tratar cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL (T315l) o FLT3 (D835Y) en un
paciente con cancer resistente a los farmacos.

4. Uso de un compuesto de formula Il tal como se define en la reivindicacion 1, un tautdbmero del compuesto, una sal
del compuesto, una sal del tautbmero, o una mezcla de los mismos para la preparacion de un medicamento para
tratar cancer resistente a los farmacos, en el que el cancer resistente a los farmacos es resistente a mesilato de
imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib (PTK-787), o para
tratar cancer resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL (T315l) o FLT3 (D835Y) en un
paciente con cancer resistente a los farmacos, en el que el compuesto se administra conjuntamente con un farmaco
anti-cancer seleccionado de mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006, brostalicina, lenalidomida (Revlimid),
talidomida (Thalomid), docetaxel (Taxotere), erlotinib (Tarceva), vatalinib (PTK-787), VEGF-trap, fenretidina,
bortezomib, bevacizumab (Avastin), pertuzumab, y/o rituximab.

5. Una composicion terapéutica, que comprende: un farmaco anti-cancer y un compuesto de férmula II, un
tautdmero del compuesto, una sal del compuesto, una sal del tautémero, o una mezcla de los mismos como una
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preparacion combinada para uso simultaneo, separado, o secuencial en el tratamiento de cancer resistente a los
farmacos en el que el cancer resistente a los farmacos es resistente a mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006,
brostalicina, erlotinib (Tarceva), geftinib (Iressa) o vatalanib (PTK-787), o para su uso en el tratamiento de cancer
resistente a los farmacos inhibiendo una cinasa seleccionada de ABL (T315l) o FLT3 (D835Y) en un paciente con
cancer resistente a los farmacos.

6. La composicion terapéutica de la reivindicacion 5 para su uso de la reivindicaciéon 5, en la que el farmaco anti-
cancer y el compuesto, el tautomero, la sal del compuesto, la sal del tautdbmero o la mezcla se proporcionan como
una composicion individual o separada como partes de un equipo.

7. La composicién terapéutica de la reivindicacién 5 para su uso de la reivindicacion 5, en la que el farmaco anti-
cancer es mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-9006 o brostalicina.

8. El compuesto o la composicién farmacéutica de la reivindicacion 1 6 2 para el uso de la reivindicacion 1 6 2, el
uso de la reivindicacion 3 6 4 o Ia composicion terapéutica de las reivindicaciones 5, 6 6 7 para el uso de las
reivindicaciones 5, 6 6 7en el que R’ esun grupo N-alquil piperazinilo sustituido o no sustituido.

9. El compuesto, la composicion farmacéutica, el uso o la composicion terapéutica de la reivindicacion 8 para el uso
de la reivindicacioén 8, en el que el grupo alquilo del N-alquil piperazinilo comprende de 1 a 4 &tomos de carbono.

10. El compuesto o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 6 2 para el uso de la reivindicacion 1 6 2, el
uso de la reivindicacion 3 6 4 o la composicion terapéutica de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para el uso de
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el compuesto de formula Il es un compuesto de férmula IlI:

11. El compuesto o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 6 2 para el uso de la reivindicacion 1 6 2, el
uso de la reivindicacién 3 6 4 o la composicién terapéutica de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para el uso de
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que la sal es una sal de acido lactico.

12. El compuesto o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 6 2 para el uso de la reivindicacion 1 6 2, el
uso de la reivindicacion 3 6 4 o la composicion terapéutica de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para el uso de
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el cancer es resistente a mesilato de imatinib (Gleevec), BAY43-
9006 o brostalicina.

13. El compuesto o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 2 para el uso de la reivindicacion 2 o el uso de
la reivindicacion 4, en el que el compuesto, el tautomero, la sal del compuesto, la sal del tautomero, la mezcla, o la
composicion farmacéutica se administra después de que se haya administrado el farmaco anti-cancer, antes de que
se haya administrado el farmaco anti-cancer o al mismo tiempo de que se hayan administrado algunos de los
farmacos anti-cancer.

14. EI compuesto o la composicion farmacéutica de la reivindicacién 1 6 2 para el uso de la reivindicacion 1 6 2, el
uso de la reivindicacién 3 6 4 o la composicion terapéutica de la reivindicacion 5 para su uso de la reivindicacion 5,
en el que el cancer resistente a los farmacos se selecciona de tumor estromal gastrointestinal, leucemia mieloide
aguda, leucemia mieloide crénica, mieloma mudltiple, carcinoma de célula renal, cancer de pulmoén de células no
pequefias o sindrome hipereosinofilico (HIS).

15. El compuesto o la composicién farmacéutica de la reivindicacion 1 6 2 para el uso de la reivindicacion 1 6 2, el
uso de la reivindicacion 3 6 4 o la composicion terapéutica de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para el uso de
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el cancer resistente a los farmacos es tumor estromal
gastrointestinal.

16. El compuesto o la composu:lon farmacéutica de la reivindicacion 1 6 2 para el uso de la reivindicacion 1 6 2, el
uso de la reivindicacién 3 6 4 o la composicion terapéutica de la reivindicacion 5 para su uso de la reivindicacién 5,
en el que el cancer resistente a los farmacos es uno seleccionado de cancer de préstata, cancer renal, tumor
estromal gastrointestinal, sarcoma, cancer colorectal, cancer del seno, cancer de la parétida, cancer gastrico,
melanoma, cancer del eso6fago, NET cancer (sinonasal), cancer de colon, cancer de ovario, o cancer del higado.
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FIGURA 17
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FIGURA 21
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