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DESCRIPCION
2,6-dialquil-3,5-diciano-4-(1H-indazol-5-il)-1,4-dihidropiridinas fluoradas y procedimientos de uso de las mismas

La presente invencion se refiere a nuevos derivados de 2,6-dialquil-3,5-diciano-4-(1H-indazol-5-il)-1,4-dihidropiridina
fluorados que tienen actividad inhibidora de proteina tirosina quinasa, a un procedimiento para la fabricacion de los
mismos y al uso de los mismos para el tratamiento de enfermedades medidas por c-Met o afecciones mediadas por
c-Met, en particular cancer y otros trastornos proliferativos.

El cancer es una de las enfermedades mas extendidas. Mas de 4,4 millones de personas en todo el mundo
recibieron un diagndstico de cancer de mama, de colon, de ovarios, de pulmones o de préstata en el afio 2002 y
mas de 2,5 millones de personas murieron por estas devastadoras enfermedades (Informe de Globocan 2002,
http://www-dep.iarc.fr/globocan/down-loads.htm). Solo en EE.UU., en 2005 se predijeron 1,25 millones de casos
nuevos y 500.000 muertes por cancer. La mayoria de estos nuevos casos se esperaba que fueran canceres de
colon (~100.000), de pulmén (~170.000), de mama (~210.000) y de préstata (~230.000). Se ha previsto que tanto la
incidencia como la prevalencia del cancer aumenten aproximadamente un 15% en los proximos diez afios, lo que
refleja un indice de crecimiento medio de 1,4 % (American Cancer Society, Cancer Facts and Figures 2005;
http://www.cancer.org/docroot/STT/content/STT_1x_Cancer_Facts_Figures_2007.asp).

Existen muchos modos de aparicion de cancer, lo que es una de las razones por las cuales su terapia es dificil. Un
modo es la transformacién de las células por las oncoproteinas, que surgen a partir de las proteinas celulares
normales mediante mutaciones genéticas, lo que tiene como resultado una activacion no fisiolégica de estas
proteinas. Una familia de proteinas de las que deriva una serie de oncoproteinas son las tirosina quinasas (p. €j., la
src quinasa) y, en particular, los receptores tirosina quinasa (RTK). En las ultimas dos décadas, numerosas vias de
investigacion han demostrado la importancia de la sefializacién mediada por los receptores tirosina quinasa (RTK)
en la regulacion del crecimiento de células de mamifero. Recientemente se han conseguido resultados en la clinica
con inhibidores selectivos de molécula pequefia de las tirosina quinasas como agentes antitumorigénicos.

El receptor c-Met también es un receptor tirosina quinasa. Su potencial oncogénico se identificd a principios de la
década de 1980, cuando se aisl6 una Met mutada en una linea celular de osteosarcoma humano inducida
quimicamente que contenia el dominio quinasa del gen Met fusionado con un dominio de dimerizacién en su
extremo N [C.S. Cooper et al., Nature 311: 29 - 33 (1984)].

La proteina Met celular es una proteina transmembrana heterodimérica sintetizada como una cadena sencilla de 190
kDa precursora [G.A. Rodrigues et al., Mol. Cell Biol. 11: 2962 - 70 (1991)]. El precursor se escinde intracelularmente
después del residuo de aminoacido 307 para formar la cadena a de 50 kDa y la cadena B de 145 kDa, que se
conectan por puentes disulfuro. La cadena a es completamente extracelular, mientras que la cadena (8 abarca la
membrana plasmatica. La cadena 3 estd compuesta por un dominio sema N-terminal, que, junto con la cadena a
participa en la unién al ligando. E resto del ectodominio de la cadena 3 estd compuesto por un dominio rico en
cisteina y cuatro dominios de inmunoglobulina y es seguido por la regién transmembrana y el dominio intracelular. El
dominio intracelular contiene un dominio yuxtamembranal, el dominio quinasa y un dominio C-terminal, que participa
en la sefalizacion cadena abajo. Tras la unién al ligando se induce una dimerizaciéon del receptor y el dominio
quinasa se activa mediante una cascada de etapas de autofosforilacion de la tirosina en la regién yuxtamembranal
(Y1003), el bucle de activacion de la quinasa (Y1234 e Y1235) y el dominio en el extremo carboxi (Y1349 e Y1356).
Y1349 e Y1356 fosforilados comprenden el sitio de anclaje para multiples sustratos para la union a proteinas
adaptadoras necesarias para la sefalizacion de c-Met cadena abajo [C. Ponzetto et al., Cell 77: 261 - 71 (1994)].
Uno de los sustratos mas cruciales para la sefializacion de c-Met es la proteina adaptadora del armazén Gab1, que
se une a Y1349 o a Y1356 a través de un sitio de union de la fosfotirosina inusual (denominado mbs: sitio de unién a
met) que produce una Unica sefial intracelular prolongada. Otro sustrato importante es la proteina adaptadora Grb2.
Dependiendo del contexto celular, estos adaptadores participan en la activacién de varias vias de sefalizacion
intracelular como las de sefalizacion de ERK/MAPK, PI3K/Akt, Ras, JNK, STAT, NFkB y B-catenina.

c-Met esta activada de forma unica por el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF), también conocido como
factor de dispersion, y sus variantes de corte y empalme, que es su Unico ligando biolégicamente activo conocido [L.
Naldini et al., Oncogene 6: 501 - 4 (1991)]. El HGF tiene una estructura clara que revela similitudes con las
proteinasas de la familia del plasminégeno. Esta compuesto por un dominioamino terminal, seguido de cuatro
dominios en rosquilla (kringle) y un dominio de homologia con la serina proteasa, que no esta enzimaticamente
activo. De un modo similar a c-Met, el HGF se sintetiza como un precursor monocatenario inactivo (pro-HGF), que se
escinde extracelularmente mediante las serina proteasas (p. e€j., activadores de plasminégeno y factores de
coagulacion) y se convierten en un heterodimero activo de cadenas a y B unidas por disulfuro. EI HGF se une a
proteoglicanos de heparansulfato con una afinidad alta, que lo mantiene principalmente asociado con la matriz
extracelular y limita su difusion. Los analisis de la estructura cristalina indican que el HGF forma un dimero que, tras
la unién a c-Met, induce dimerizacién del receptor.

El HGF se expresa en las células mesenquimales y su unién a c-Met, que se expresa extensamente en concreto en
las células epiteliales, tiene como resultado efectos pleiotropicos en diversos tejidos, incluyendo las células
epiteliales, endoteliales, neuronales y hematopoyéticas. Los efectos generalmente incluyen uno o todos de los
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fendmenos siguientes: i) estimulaciéon de la mitogénesis; se identificé el HGF por su actividad mitogénica sobre los
hepatocitos; i) estimulacion de la invasion y migracion en un abordaje experimental independiente, el HF se
identifico como el factor de dispersion en base a su induccion de la motilidad celular (“dispersién”); y iii) estimulacion
de la morfogénesis (tubulogénesis). El HGF induce la formacién de tubulos ramificados a partir de células renales
caninas en una matriz de colageno. Adicionalmente, pruebas procedentes de ratones genéticamente modificados y
de experimentos en cultivos celulares indican que c-Met actia como receptor de la supervivencia y protege a las
células de la apoptosis [N. Tomita et al., Circulation 107: 1411 - 1417 (2003); S. Ding et al., Blood 101: 4816 - 4822
(2003); Q. Zeng et al., J. Biol. Chem. 277: 25203 - 25208 (2002); N. Horiguchi et al., Oncogene 21: 1791 - 1799
(2002); A. Bardelli et al., Embo J. 15: 6205 - 6212 (1996); P. Longati et al., Cell Death Differ. 3: 23 - 28 (1996); E.M.
Rosen, Symp. Soc. Exp. Biol. 47: 227 - 234 (1993)]. La ejecucion coordinada de estos procesos bioldgicos por el
HGF tiene como resultado un programa genético especifico que se denomina “crecimiento invasivo”.

En condiciones normales, c-Met y HGF son esenciales para el desarrollo embrionario en ratones, en particular para
el desarrollo de la placenta y el higado y para a migracion de mioblastos desde los somitas de las extremidades. La
alteracion genética de los genes de c-Met o HGF tiene como resultado fenotipos idénticos que muestran su
interaccion unica. El papel fisiologico de c-Met/HGF en el organismo adulto se entiende menos, pero las pruebas
experimentales sugieren que estan implicados en la cicatrizacion de heridas, la regeneracion tisular, la
hematopoyesis y la homeostasis tisular.

La identificacién de la oncoproteina TPR-MET fue una primera pista de que c-Met puede desempefiar un papel en la
tumorigénesis. Pruebas sustanciales adicionales derivan de una serie de abordajes experimentales diferentes. La
sobreexpresion de c-Met o de HGF en lineas celulares humanas y murinas induce tumorigeneicidad y un fenotipo
metastatico cuando se expresan en ratones atimicos. La sobreexpresion transgénica de c-Met o de HGF induce
tumorigénesis en ratones.

Es todavia mas intrigante que se han identificado mutaciones de sentido erréneo de c-Met o las mutaciones que
activan el receptor en carcinomas renales papilares esporadicos y hereditarios (HPRC), asi como en otros tipos de
cancer, como cancer de pulmédn, gastrico, de higado, cabeza y cuello, ovarico y de cerebro. Significativamente, las
mutaciones especificas en c-Met en las familias de HPRC se segregan con la enfermedad y forman un vinculo
causal entre la activacion de c-Met y el cancer humano [L. Schmidt et al., Nat. Genet. 16: 68 - 73 (1997); B. Zbar et
al., Adv. Cancer Res. 75: 163 - 201 (1998)]. Las mutaciones de activacion con las actividades transformantes mas
fuertes se localizan en el bucle de activacion (D1228N/H y Y1230H/D/C) y en el bucle P+1 adyacente (M1250T). Se
han encontrado otras mutaciones mas débiles cerca del bucle catalitico y dentro del I6bulo A del dominio quinasa.
Adicionalmente, se han observado algunas mutaciones en el dominio yuxtamembranal de c-Met en tumores
pulmonares que no activan directamente la quinasa, sino que,, en su lugar, estabilizan la proteina convirtiéndola en
resistente a la ubiquitinacion y la posterior degradacion [M. Kong-Beltran et al., Cancer Res 66: 283 - 9 (2006); T.E.
Taher et al., J. Immunol. 169: 3793 - 800 (2002); P. Peschard et al., Mol. Cell 8: 995 - 1004 (2001)]. Es interesante el
hecho de que las mutaciones somaticas de c-Met se asocian con una mayor agresividad y extensa metastasis en
varios canceres. Aunque la frecuencia de la linea germinal y las mutaciones somaticas es baja (inferior al 5%), se
han observado otros mecanismos principales que conducen a la alteracion de la regulacién de la sefializacion de c-
Met en ausencia de mutaciones, mediante mecanismos paracrinos o autocrinos. La activacion paracrina se ha
observado en tumores que derivan de células mesenquimales, como osteosarcomas o rabdomiosarcomas, que
producen fisioldgicamente HGF, y en glioblastomas y carcinomas de mama que son de origen ectodérmico.

No obstante, los casos mas frecuentes son carcinomas en los que c-Met se sobreexpresa como se observa en
carcinomas de colon, pancreas, estbmago, mama, prostata, ovarios e higado. La sobreexpresién se puede producir
mediante, por ejemplo, amplificacion génica como se observa en las lineas celulares de tumores gastricos y
pulmonares. Muy recientemente, la sobreexpresion de c-Met se detectd en lineas de células tumorales de pulmoén
que adquirieron resistencia a la inhibicién del receptor de EGF [J.A. Engelmann et al., Science 316: 1039 - 1043
(2007)]. Algunos tumores epiteliales que sobreexpresan c-Met también coexpresan HGF, lo que tiene como
resultado un bucle estimulador de c-Met/HGF autocrino y, de este modo, se sortea la necesidad de HGF derivado de
células estromales.

En general, se ha encontrado que la activacion aberrante de c-Met en el cancer humano normalmente se asocia con
un mal prondstico, con independencia del mecanismo especifico [J.G. Christensen et al., Cancer Lett. 225: 1 - 26
(2005)].

En resumen, se ha realizado un gran ndmero de estudios in vitro e in vivo que validan que c-Met es un importante
objetivo del cancer y se puede ver una lista exhaustiva en http://www.vai.org/met [C. Birchmeier et al., Nat. Rev. Mol.
Cell Biol. 4: 915 - 25 (2003)]. Se han seguido varias estrategias para atenuar la sefializacién aberrante de Met en
tumores humanos, incluidos antagonistas del HGF e inhibidores de molécula pequefia, entre otros. Actualmente se
encuentran en desarrollo clinico una serie de inhibidores de molécula pequeia, tales como ARQ-197 (Arqule),
foretinib (XL-880, Exelixis/GSK), y PH-2341066 (Pfizer); recientemente se han revisado en [J.J. Cui, Expert Opion.
Ther. Patents 17: 1035 - 45 (2007)].
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En el documento WO 2006/066011-A2 se han descrito derivados de 3-ciano-1,4-dihidropiridina sustituidos con
haloalquilo con un grup arilo o heteroarilo en la posicién 4 como moduladores tanto de los receptores esteroideos
como de las actividades de los canales de calcio, siendo por tanto especialmente Utiles para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares. Un procedimiento para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer usando
derivados de 4-fenil-1,4-dihidropiridina se ha reivindicado en el documento WO 2006/074419-A2.

En el documento WO 2008/071451-A1 se han divulgado recientemente 3-ciano-4-heteroaril-1,4-dihidropiridinas con
varias sustituciones con actividad inhibidora de c-Met quinasa. No obstante, durante investigaciones adicionales de
esta nueva clase estructural de inhibidores de c-Met se observd que los compuestos candidatos estaban con
frecuencia comprometidos por una biodisponibilidad oral insatisfactoria que dio lugar a determinaciones del
aclaramiento en sangre en ratas significativamente menores de lo esperado. Dado que la biodisponibilidad oral
también depende de lo bien que un compuesto se absorbe y dado el perfil farmacocinético y fisicoquimico de estos
compuestos, se postuld la hipotesis de que la solubilidad baja y/o una inadecuada permeabilidad en el tracto
gastrointestinal podrian conducir a dichas limitaciones en la absorcion.

El problema técnico a resolver de acuerdo con la presente invencion puede verse en la identificacion de compuestos
alternativos con una potente actividad inhibidora de la c-Met quinasa, que revelaria un incremento de la solubilidad
y/o la permeabilidad, lo que después conduce a un incremento de la fraccion absorbida tras la administracion peroral
de estos compuestos.

Sorprendentemente, actualmente se ha hallado que determinados derivados de 3,5-diciano-4-(1H-indazol-5-il)-2,6-
dialquil-1,4-dihidropiridina fluorados en los que uno de los grupos alquilo en la posicion 2 y 6 representa
especificamente un grupo difluorometilo o trifluorometilo exhiben propiedades de permeabilidad significativamente
mejoradas in vitro segun la evaluacion mediante un ensayo celular intestinal bien establecido.

Por tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a derivados de 2,6-dialquil-3,5-diciano-4-(1H-indazol-5-il)-
1,4-dihidropiridina fluorados de férmula general (1)

HN—N
\

en la que

es hidrégeno o fluor,

es alquilo (C4-Cs) opcionalmente sustituido con hasta cinco atomos de fltor,

A AN X
N

w

es hidrégeno o fluor,

;U»

es hidrégeno o alquilo (C1+-Cs4), y
R® es hidrégeno o metilo.

Los compuestos de acuerdo con la presente invencion también pueden estar presentes en forma de sus sales,
hidratos y/o solvatos.

Las sales para la finalidad de la presente invencién son, preferentemente, sales farmacéuticamente aceptables de
los compuestos de acuerdo con la invencion (por ejemplo, véase S. M. Berge et al., "Pharmaceutical Salts", J.
Pharm. Sci. 1977, 66, 1 - 19).

Los hidratos de los compuestos de la invencion o sus sales son composiciones estequiométricas de los compuestos
o sales con agua, tales como, por ejemplo, hemi, mono o dihidratos.

Los solvatos de los compuestos de la invencidn o sus sales son composiciones estequiométricas de los compuestos
o sales con disolventes.

Alquilo (C4-Cs) v alquilo (C4-Cy4) en el contexto de la presente invencion representan un radical hidrocarbonado
saturado de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 5 y de 1 a 4 atomos de carbono, respectivamente. Se

4
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prefiere un radical alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 4 atomos de carbono. Ejemplos no
limitantes incluyen metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo, terc-butilo, 1-etilprolilo, n-pentilo y
neo-pentilo.

Los compuestos de la presente invencion pueden, por la naturaleza de los centros asimétricos o por rotacion
restringida, estar presentes en forma de isdbmeros (enantiomeros, diaesteredmeros). Puede estar presente cualquier
isdbmero en el que el centro asimétrico esta en la configuracion (R), (S), o (R,S).

También se apreciara que cuando estan presentes dos o mas centros asimétricos en los compuestos de la
invencion, a menudo seran posibles varios diaesteredmeros y enantiomeros de las estructuras ilustradas y que los
diaesteredmeros puros y los enantidmeros puros representan realizaciones preferidas.

Todos los isémeros, separados, puros, parcialmente puros o en mezcla diaestereomérica o racémica, de los
compuestos de la presente invencion estan dentro del alcance de la presente invencién. La purificacion de dichos
isdbmeros y la separacion de dichas mezclas isoméricas se pueden conseguir mediante técnicas estandar conocidas
en la materia. Por ejemplo, las mezclas diaestereoméricas se pueden separar en los isémeros individuales mediante
procedimientos cromatograficos o cristalizacion, y los racematos se pueden separar en los respectivos enantiomeros
bien mediante procedimientos cromatograficos sobre fases quirales o mediante resolucion.

Ademas, todas las posibles formas tautoméricas de los compuestos descritos anteriormente estan incluidas de
acuerdo con la presente invencion.
En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a compuestos de férmula (1), en la que

! es hidrégeno o fluor,

N

es alquilo (C1-C4) opcionalmente sustituido con hasta tres atomos de fltor,

w

es hidrégeno o fluor,

>

R
R
R
R es hidrogeno, metilo o etilo, y

R® es hidrogeno.

En una realizacion particularmente preferida, la presente invencion se refiere a compuestos de formula (1), en la que

1

R es hidrégeno o fluor,

R? es metilo, etilo, 2,2,2-trifluoroetilo, propilo, 3,3,3-trifluoropropilo o 2-metilpropilo,
R® es hidrégeno o fluor,

R* es hidrégeno o metilo, *y

R® es hidrogeno.

En otra realizacion caracteristica, la presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar los compuestos
de férmula general (1), caracterizado porque un aldehido indazolilo de férmula (11)

HN—N
\ R

O H (Im),

en la que R® y R* tienen los significados descritos anteriormente,
se hace reaccionar con un cetonitrilo de formula (111)

0O
2
F\j\)J\/CN (1
5
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o un enolato sddico del mismo, en la que R? tiene el significado descrito anteriormente,

en presencia de un acido, una combinacion acido/base y/o un agente deshidratante, dando un compuesto de
férmula (1V)

vy,

en la que R2, R y R* tienen los significados descritos anteriormente,
y el Ultimo se condensa después con un enaminonitrilo de formula (V)

CHN

R‘l
H N
FF . W)

en la que R’ tiene el significado descrito anteriormente,
dando el compuesto de férmula (I-A)

(I-A),

en la que R1, R2, R® y R* tienen los significados descritos anteriormente,
seguido opcionalmente por N-metilacion de la dihidropiridina usando un compuesto de féormula (V1)

CHs-X V1),
en la que
X representa un grupo saliente tal como halégeno, mesilato, triflato, tosilato o sulfato.

en presencia de una base, dando el compuesto de formula (I-B)
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|
cH,F F (1-B).

en la que R1, R2, R® y R* tienen los significados descritos anteriormente,

y seguido opcionalmente, cuando sea adecuado, por (i) separacion de los compuestos (I-A) y (I-B) en sus
respectivos enantiomeros y/o diaesteredmeros, usando preferentemente procedimientos cromatograficos y/o (i)
conversion de los compuestos (I-A) y (I-B) en sus respectivos hidratos o solvatos mediante tratamiento con los
correspondientes disolvente.

La secuencia del procedimiento (I1) + (llI) — (IV), (IV) + (V) — (I-A) se puede llevar a cabo en dos etapas separadas,
como se ha descrito anteriormente o usando un procedimiento en una etapa, es decir sin el aislamiento explicito del
compuesto intermedio (IV); en algunos casos, en funciéon de la reactividad de los reactantes individuales, también
puede ser viable realizar una reaccidon de condensacion de tres componentes/un matrazs de los compuestos (Il),
(I and (V) [para la sintesis de 1,4-dihidropiridinas en general, véase, por ejemplo, D.M. Stout, A.l. Meyers, Chem.
Rev. 1982, 82, 223 - 243; H. Meier et al., Liebigs Ann. Chem. 1977, 1888; H. Meier et al., ibid. 1977, 1895; H. Meier
et al., ibid. 1976, 1762; F. Bossert et al., Angew. Chem. 1981, 93, 755].

Las etapas del procedimiento (Il) + (lll) — (IV) and (IV) + (V) — (I-A) generalmente se llevan a cabo en un disolvente
inerte a una temperatura que varia de +20° C al punto de ebullicion del disolvente a presién atmosférica. Los
disolventes adecuados para este fin son, por ejemplo, alcoholes tales como metanol, etanol, n-propanal,
isopropanol, n-butanol, terc-butanol o n-pentanol, hidrocarburos tales como hexano, ciclohexano, benceno, tolueno o
xileno, halohidrocarburos tales como diclorometano, triclorometano, tetraclorometano, tricloroetano, 1,2-dicloroetano,
clorobenceno o clorotolueno, éteres tales como tetrahidrofurano, 1,4-dioxano o 1,2-dimetoxietano u otros disolventes
tales como acetonitrilo o acido acético. También es viable usar mezclas de los disolventes. La reaccion (Il) + (lll) —
(IV) se realiza, preferentemente, en diclorometano, tolueno, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol o n-pentanol a
la respectiva temperatura de reflujo a presién atmosférica y la reaccion (IV) + (V) — (I-A) se realiza,
preferentemente, en etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, n-pentanol, xileno o acido acético también a la
temperatura de reflujo a presion atmosférica.

La reaccion (Il) + (lll) — (IV) puede tener lugar de forma ventajosa en presencia de un acido, una combinacion
acido/base y/o un agente deshidratante, tal como, por ejemplo, tamices moleculares. Ejemplos de acidos adecuados
son acido acético, acido trifluoroacético, acido metanosulfénico y acido p-toluenosulfénico, bases adecuadas son, en
particular, piperidina o piridina. Dependiendo de la reactividad de los componentes, a conversion (IV) + (V) — (I-A)
se puede realizar sin reactivos auxiliares adicionales o se puede facilitar con catalisis acida, preferentemente usando
acido acético.

Los disolventes inertes para la reaccion de metilacion (I-A) + (VI) — (I-B) son, por ejemplo, éteres tales como éter
dietilico, terc-butil metil éter, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano o 1,2-dimetoxietano, hidrocarburos tales como benceno,
tolueno, xileno, hexano o ciclohexano, halohidrocarburos tales como diclorometano, triclorometano,
tetraclorometano, 1,2-dicloroetano, tricloroetano, tetracloroetano, clorobenceno o clorotolueno, u otros disolventes
tales como acetonitrilo N,N-dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSQO), N,N-dimetilpropilenurea (DMPU), N-
metilpirrolidinona (NMP) o piridina. También es viable usar mezclas de los disolventes. Preferentemente se usan
diclorometano, tetrahidrofurano, N,N-dimetilformamida o mezclas de los mismos.

Bases adecuadas para la etapa del procedimiento (I-A) + (VI) — (I-B) son, en particular, carbonatos de metales
alcalinos o de metales alcalino térreos tales como carbonato de litio, sédico, potasico, calcico o de cesio, hidruros de
metales alcalino tales como hidruros sédico o potasico, alcoxidos alcalinos impedidos estéricamente tales como terc-
butéxido sédico o potasico, amidas alcalinas impedidas estéricamente tales como bis(trimetilsilillamida de litio, de
sodio o de potasio o diisopropilamida de litio, o aminas organicas tales como trietilamina, N-metilmorfolina, N-
metilpiperidina, N,N-diisopropiletilamina o piridina. Preferentemente se usan carbonato potasico, carbonato de cesio
o hidruro sédico.

La reaccion (I-A) + (VI) — (I-B) generalmente se realiza a presion atmosférica a un intervalo de temperatura de -20°
C a +100° C; preferentemente a 0° C a +50° C.
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Los compuestos de las formulas (11), (lll), (V) and (VI) estan disponibles comercialmente, se conocen en la literatura
0 se pueden preparar a partir de materiales de partida facilmente disponibles mediante la adaptaciéon de
procedimientos estandar descritos en la literatura (para referencias adicionales, véase la seccidon experimental mas
adelante).

La preparacion de los compuestos de la invencion puede ilustrarse mediante el esquema de sintesis siguiente. Mas
adelante, en la seccion experimental que describe los ejemplos, se presentan procedimientos mas detallados.

Esquema 1
HN*Q‘ - '
4
‘“ - -R _— . B
+ : +
R® Riv:Lb
o 0 H,N™ “CF,
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tamices moleculares
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Procedimientos de uso

Los compuestos de la presente invencion son inhibidores potentes de la actividad o la expresién de los receptores
tirosina quinasa, particularmente del receptor tirosina quinasa c-Met. Ademas, los compuestos de la invencién se
caracterizan por una elevada permeabilidad de las células epiteliales intestinales, lo que facilita la absorcién de estos
compuestos desde el tracto gastrointestinal después de la administracion peroral. Por tanto, cabe esperar que los
compuestos de férmula (1) sean valiosos como agentes terapéuticos.

De acuerdo con esto, en ofra realizacién, la presente invenciéon proporciona compuestos para tratar trastornos
relacionados o mediados por la actividad c-Met quinasa en un paciente que necesite dicho tratamiento, que
comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un compuesto de formula (I) como se ha definido
anteriormente. En determinadas realizaciones, los trastornos relacionados con la actividad c-Met quinasa son
trastornos de proliferaciéon celular, en particular cancer.

Los términos “tratamiento” o “tratar”, como se indica a lo largo del presente documento se usa de forma
convencional, por ejemplo tratamiento o atencién de un sujeto con el fin de combatir, aliviar, reducir, paliar, mejorar
la afeccién de una enfermedad o trastorno, tal como un carcinoma.

El término “sujeto” o “paciente” incluye organismos que son capaces de sufrir un trastorno de la proliferacién celular
0 que, de otro modo, se beneficiaria de la administracién de un compuesto de la invencion, tal como animales
humanos y no humanos. Seres humanos preferidos incluyen pacientes humanos que sufren o son propensos a sufrir
un trastorno de la proliferacién celular o estado asociado, como se ha descrito en el presente documento. La
expresion “animales no humanos” incluye vertebrados, por ejemplo mamiferos, tales como primates no humanos,
ovejas, vacas, perros, gatos y roedores, por ejemplo ratones, y no mamiferos, tales como pollos, anfibios, reptiles
etc.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2466 815 T3

La expresion “trastornos relacionados con o mediados por c-Met” debera incluir enfermedades asociadas con la
actividad de c-Met o que implican actividad de c-Met, por ejemplo la hiperactividad de c-Met, y afecciones que
acompafan a estas enfermedades. Ejemplos de “trastornos relacionados con o mediados por c-Met” incluyen
trastornos resultantes de la sobreestimulacion de c-Met debido a una cantidad anormalmente alta de c-Met o
mutaciones en c-Met, o trastornos resultantes de una cantidad anormalmente alta de la actividad de c-Met debido a
una cantidad anormalmente alta de c-Met o mutaciones en c-Met.

La expresion “hiperactividad de c-Met” hace referencia a la expresién de c-Met en las células que normalmente no
expresan c-Met o a la actividad de c-Met por las células que normalmente no poseen c-Met activo o al incremento de
la expresion de c-Met, lo que conduce a la proliferacién celular indeseada o a mutaciones que conducen a una
activacion constitutiva de c-Met. -

La expresion “trastorno de la proliferacion celular” incluye trastornos que implican la proliferacion indeseada o
incontrolada de una célula. Los compuestos de la presente invencién se pueden usar para prevenir, inhibir, bloquear,
reducir, disminuir, controlar etc., la proliferacion celular y/o la division celular y/o producir apoptosis. Este
procedimiento comprende administrar a un sujeto que lo necesite, incluyendo un mamifero, incluyendo un ser
humano, una cantidad de un compuesto de la presente invenciéon, o una sal, polimorfo, hidrato o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, que es eficaz para tratar o prevenir el trastorno.

Los trastornos de la proliferacion o hiperproliferacion celular en el contexto de la presente invencion incluyen, entre
otros, por ejemplo, psoriasis, queloides y otras hiperplasias que afectan a la piel, trastornos esqueléticos, trastornos
proliferativos angiogénicos o de los vasos sanguineos, hipertension pulmonar, trastornos fibréticos, trastornos
proliferativos de células mesangiales, pdlipos colénicos, enfermedad renal poliquistica, hiperplasia prostatica
benigna (HPB) y tumores sdlidos, tales como canceres de mama, del tracto respiratorio, del cerebro, érganos
reproductores, del tracto digestivo, del tracto urinario, del ojo, del higado, de la piel, de cabeza y cuello, de tiroides,
de paratiroides y sus metastasis distantes. Dichos trastornos también incluyen linfomas, sarcomas y leucemias.

Ejemplos de cancer de mama incluyen, pero no se limitan a carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo,
carcinoma ductal in situ y carcinoma lobular in situ.

Ejemplos de canceres del tracto respiratorio incluyen, pero no estan limitados a, carcinoma de pulmoén de células
pequefas y carcinoma de pulmén amicrocitico, asi como a adenoma bronquial y a blastoma pleuropulmonar.

Ejemplos de canceres de cerebro incluyen, pero no se limitan a glioma del bulbo raquideo y glioma hipotalamico,
astrocitoma cerebelar y cerebral, glioblastoma, meduloblastoma, ependimoma, asi como a tumor neuroectodérmico
y a tumor pineal.

Los tumores de los drganos reproductores masculinos incluyen, pero no se limitan a cancer de préstata y cancer
testicular. Los tumores de los o6rganos reproductores femeninos incluyen, entre otros, cancer de endometrio,
cervical, de ovarios, vaginal y vulvar, asi como el sarcoma del utero.

Los tumores del tracto digestivo incluyen, entre otros, cancer anal, de colon, colorrectal, esofagico, de vesicula biliar,
gastrico, pancreatico, rectal, de intestino delgado y de glandulas salivares.

Los tumores del tracto urinario incluyen, entre otros, cancer de vejiga urinaria, de pene, renal, de pelvis renal, de
uréter, de uretra, y canceres renales papilares hereditarios y esporadicos.

Canceres oculares incluyen, entre otros, melanoma intraocular y retinoblastoma.

Ejemplos de canceres de higado incluyen, pero no se limitan a, carcinoma hepatocelular (carcinomas de hepatocitos
con y sin variante fibrolamelar), colangiocarcinoma (carcinoma del conducto biliar intrahepatico) y colangiocarcinoma
hepatocelular mixto.

Los canceres de piel incluyen, pero no se limitan a, carcinoma de células escamosas, sarcoma de Kaposi,
melanoma maligno, cancer de piel de células de Merkel, y cancer de piel no melanoma.

Los canceres de cabeza y cuello incluyen, entre otros, el cancer de laringe/ hipofaringe / nasofaringe / orofaringe, y
el cancer de cavidad oral y labios, y cancer de células escamosas.

Los linfomas incluyen, entre otros, linfoma relacionado con el SIDA, linfoma no Hodgkin, linfoma cutaneo de células
T, linfoma de Burkitt, enfermedad de Hodgkin y linfoma del sistema nervioso central.

Los sarcomas incluyen, entre otros, el sarcoma de tejidos blandos, osteosarcoma, el histiocitoma fibroso maligno, el
linfosarcoma y el rabdomiosarcoma.

Las leucemias incluyen, entre otras, la leucemia mieloide aguda, la leucemia linfoblastica aguda, la leucemia
linfocitica cronica, la leucemia mielégena crénica y la leucemia de célulaspilosas.

Los trastornos proliferativos fibréticos, es decir la formacién anormal de matrices extracelulares, que se pueden
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tratar con los compuestos de la presente invencion incluyen fibrosis pulmonar, aterosclerosis, restenosis, cirrosis
hepatica y trastornos proliferativos de las células mesangiales, incluyendo enfermedades renales tales como
glomerulonefritis, nefropatia diabética, nefrosclerosis maligna, sindromes de microangiopatia trombética, rechazo de
transplantes y glomerulopatias.

Otras afecciones en seres humanos u otros mamiferos que se pueden tratar administrando un compuesto de la
presente invencion incluyen crecimiento tumoral, retinopatia, incluyendo retinopatia diabética, oclusion isquémica de
la vena retiniana, retinopatia del prematuro y degeneracion macular relacionada con la edad, artritis reumatoide,
psoriasis y trastornos ampollosos asociados con la formacion de ampollas subepidérmicas, incluyendo penfigoide
ampolloso, eritema multiforme y dermatitis herpetiforme.

Los compuestos de la presente invencion también se pueden usar para prevenir y tratar enfermedades de las vias
respiratorias y el pulmon, enfermedades del tracto gastrointestinal asi como enfermedades de la vejiga urinaria y el
conducto biliar.

Los trastornos mencionados anteriormente estan bien caracterizados en seres humanos, pero también existen con
una etiologia similar en otros animales, incluyendo mamiferos, y se pueden tratar administrando las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion.

Los compuestos de féormula (I) se pueden administrar como Unico agente farmacéutico o en combinacién con uno o
mas agentes terapéuticos adicionales en los que la combinacion no produce efectos adversos inaceptables. Esta
terapia de combinacion incluye la administracion de una unica formulacion de dosificacion farmacéutica que contiene
un compuesto de formula (I) y uno o mas agentes terapéuticos adicionales, asi como la administracion del
compuesto de formula (l) y cada agente terapéutico en su propia formulacién de dosificacion farmacéuticaseparada.
Por ejemplo, un compuesto de férmula (I) y un agente terapéutico se pueden administrar al paciente conjuntamente
en una composicion de dosificacion oral individual tal como un comprimido o capsula, o cada agente se puede
administrar en formulaciones de dosificacion separada.

Cuando se usan formulaciones de dosificacionseparadas, un compuesto de férmula () y uno o mas agentes
terapéuticos pueden administrarse esencialmente al mismo tiempo (p. €j., de forma concurrente) o a tiempos
separados escalonados (p. €j., secuencialmente).

En particular, los compuestos de la presente invencién se puede usar en combinacioén fija o separada con otros
agentes antitumorales tales como agentes alquilantes, antimetabolitos, agentes antitumorales derivados de plantas,
agentes hormonales de terapia, inhibidores de topoisomerasa, derivados de camptotecina, inhibidores de quinasa,
farmacos objetivo, anticuerpos, interferones y/o modificadores de la respuesta biolégica, compuestos
antiangiogénicos y otros farmacos antitumorales. A este respecto, la siguiente es una relacion no limitante de
ejemplos de agentes secundarios que se pueden usar en combinacion con los compuestos de la presente invencion:

e los agentes alquilantes incluyen, pero no se limitan a, N-6xido de mostaza de nitrégeno, ciclofosfamida,
ifosfamida, tiotepa, ranimustina, nimustina, temozolomida, altretamina, apaziquona, brostalicina, bendamustina,
carmustina, estramustina, fotemustina, glufosfamida, mafosfamida, bendamustina y mitolactol; los compuestos
alquilantes coordinados de platino incluyen, pero no se limitan a, cisplatino, carboplatino, eptaplatino, lobaplatino,
nedaplatino, oxaliplatino y satraplatino;

e los anti-metabolitos incluyen, pero no se limitan a, metotrexato, ribdsido de 6-mercaptopurina, mercaptopurina, 5-
fluorouracilo soélo o en combinacidon con leucovorina, tegafur, doxifluridina, carmofur, citarabina, octofosfato de
citarabina, enocitabina, gemcitabina, fludarabina, 5-azacitidina, capecitabina, cladribina, clofarabina, decitabina,
eflornitina, etinilcitidina, arabindsido de citosina, hidroxiurea, melfalan, nelarabina, nolatrexed, ocfosfito,
premetrexed disddico, pentostatina, pelitrexol, raltitrexed, triapina, trimetrexato, vidarabina, vincristina vy
vinorelbina;

e agentes de terapia hormonal incluyen, pero no se limitan a, exemestano, Lupron, anastrozol, doxercalciferol,
fadrozol, formestano, inhibidores de la 11-beta hidroxiesteroide deshidrogenasa 1, inhibidores de la 17-alfa
hidroxilasa/17,20 liasa tales como acetato de abiraterona, inhibidores de la 5-alfa reductasa tales como
finasterida y epristerida, anti-estrogenos tales como tamoxifeno citrato y fulvestrant, Trelstar, toremifeno,
raloxifeno, lasofoxifeno, letrozol, anti-andrégenos tales como bicalutamida, flutamida, mifepristona, nilutamida,
Casodex, y agentes anti-progesterona y combinaciones de los mismos;

e |as sustancias antitumorales derivadas de plantas incluyen, por ejemplo, las seleccionadas de inhibidores
mitoticos, por ejemplo epotilonas tales como sagopilona, ixabepilona y epotilona B, vinblastina, vinflunina,
docetaxel y paclitaxel;

e los agentes que inhiben la topoisomerasa citotdxica incluyen, pero no se limitan a, aclarrubicina, doxorubicina,
amonafida, belotecan, camptotecina, 10-hidroxicamptotecina, 9-aminocamptotecina, diflomotecan, irinotecan,
topotecan, edotecarina, epimbicina, etopdsido, exatecan, gimatecan, lurtotecan, mitoxantrona, pirambicina,
pixantrona, rubitecan, sobuzoxano, taflupésido y combinaciones de los mismos;
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las sustancias inmunoldgicas incluyen interferones tales como interferén alfa, interferon alfa-2a, interferon alfa-
2b, interferon beta, interferon gamma-1a e interferén gamma-n1, y otros agentes potenciadores de la inmunidad
tales como L19-IL2 y otros derivados de IL2, filgrastim, lentinan, sizofilan, TheraCys, ubenimex, aldesleucina,
alemtuzumab, BAM-002, dacarbazina, daclizumab, denileucina, gemtuzumab, ozogamicina, ibritumomab,
imiquimod, lenograstim, lentinan, vacuna de melanoma (Corixa), molgramostim, sargramostim, tasonermin,
tecleucina, timalfasina, tositumomab, vimlizin, epratuzumab, mitumomab, oregovomab, pemtumomab, y
Provenge;

los modificadores de la respuesta bioldgica son agentes que modifican los mecanismos de defensa de
organismos Vvivos o las respuestas bioldgicas tales como la supervivencia, el crecimiento o la diferenciacion de
células de tejidos para dirigirlas para que tengan actividad antitumoral; tales agentes incluyen, por ejemplo,
krestin, lentinan, sizofiran, picibanilo, ProMune y ubenimex;

los compuestos antiangiogénicos incluyen, pero no se limitan a, acitretina, aflibercept, angiostatina, aplidina,
asentar, axitinib, bevacizumab, brivanib alaninat, cilengtida, combretastatina, endostatina, fenretinida,
halofuginona, pazopanib, ranibizumab, rebimastat, recentina, regorafenib, removab, revlimid, sorafenib,
esqualamina, sunitinib, telatinib, talidomida, ucraina, vatalanib y vitaxin;

los anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, trastuzumab, cetuximab, bevacizumab, rituximab, ticilimumab,
ipilimumab, lumiliximab, catumaxomab, atacicept, oregovomab y alemtuzumab;

los inhibidores de VEGF, tales como, por ejemplo, sorafenib, regorafenib, bevacizumab, sunitinib, recentin,
axitinib, aflibercept, telatinib, brivanib alaninato, vatalanib, pazopanib y ranibizumab;

inhibidores de EGFR (HER1) tales como, por ejemplo, cetuximab, panitumumab, vectibix, gefitinib, erlotinib y
Zactima;

inhibidores de HER2 tales como, por ejemplo, lapatinib, trastuzumab y pertuzumab;

inhibidores de mTOR tales como, por ejemplo, temsirolimus, sirolimus/rapamicina y everolimus;

inhibidores de c-Met;

inhibidores de PI3K y AKT;

inhibidores de CDK tales como roscovitina y flavopiridol;

inhibidores de los puntos de control del ensamblaje del huso y agentes anti-mitéticos dirigidos tales como
inhibidores de PLK, inhibidores de Aurora (p.ej., Hesperadina), inhibidores de la quinasa del punto de control e
inhibidores de KSP;

inhibidores de HDAC tales como, por ejemplo, panobinostat, vorinostat, MS275, belinostat y LBH589;

inhibidores de HSP90 y HSP70;

inhibidores de proteasoma tales como bortezomib y carfilzomib;

inhibidores de la serina/treonina quinasa, incluidos inhibidores de MECK e inhibidores de Raf tales como
sorafenib;

inhibidores de farnesiltransferasa tales como, por ejemplo, tipifarnib;

inhibidores de la tirosina quinasa, incluidos, por ejemplo, dasatinib, nilotibib, regorafenib, bosutinib, sorafenib,
bevacizumab, sunitinib, cediranib, axitinib, aflibercept, telatinib, mesilato de imatinib, alaninato de brivanib,
pazopanib, ranibizumab, vatalanib, cetuximab, panitumumab, vectibix, gefitinib, erlotinib, lapatinib, trastuzumab,
pertuzumab, e inhibidores de c-Kit;

agonistas del receptor de vitamina D;

inhibidores de proteina Bcl-2 tales como obatoclax, oblimersen sodico y gossypol;

antagonistas del receptor CD 20 tales como, por ejemplo, rituximab;

inhibidores de ribonucleétido reductasa tales como, por ejemplo, gemcitabina;

agonistas de receptor 1 de ligando que inducen apoptosis y necrosis de tumores tales como, por ejemplo,
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mapatumumab;

e antagonistas de receptor de 5-hidroxitriptamina tales como, por ejemplo, rEV598, xaliproden, clorhidrato de
palonosetron, granisetron, Zindol y AB-1001;

e inhibidores de integrinas que incluyen inhibidores de integrina alfa5-beta1 tales como, por ejemplo, E7820, JSM
6425, volociximab y endostatina;

e antagonistas de receptor de andrégenos que incluyen, por ejemplo, decanoato de nandrolona, fluoximesterona,
Android, Prost-aid, andromustina, bicalutamida, flutamida, apo-ciproterona, apo-flutamida, acetato de
clormadiona, Androcur, Tabi, acetato de ciproterona y nilutamida;

e inhibidores de aromatasa tales como, por ejemplo, anastrozol, letrozol, testolactona, exemestano,
aminoglutetimida y formestano;

e inhibicién de la matriz metaloproteinasa;

e ofros agentes anticancerosos que incluyen, por ejemplo, alitretinoina, ampligen, atrasentan bexaroteno,
bortezomib, bosentan, calcitriol, exisulind, fotemustina, acido ibandréonico, miltefosina, mitoxantrona, I-
asparaginasa, procarbazina, dacarbazina, hidroxicarbamida, pegaspargasa, pentostatina, tazaroteno, velcade,
nitrato de galio, canfosfamida, darinaparsina y tretinoina.

En una forma de realizacion preferida, los compuestos de la presente invencion se pueden usar en combinaciéon con
quimioterapia (es decir agentes citotoxicos), anti-hormonas y/o terapias dirigidas tales como otros inhibidores de
quinasa (por ejemplo, inhibidores del EGFR), inhibidores de mTOR e inhibidores de la angiogénesis.

Los compuestos de la presente invencion se pueden emplear también en el tratamiento del cancer en conjuncion
con radioterapia y/o intervencion quirurgica.

Ademas, los compuestos de formula (I) pueden utilizarse, como tales o en composiciones, en investigaciones y
diagndsticos, o como estandares de referencia analitica, y similares, que se conocen bien en la técnica.

Composiciones farmacéuticas y su uso

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula
(I) como se ha definido anteriormente, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica. El
procedimiento incluye la etapa que comprende combinar al menos un compuesto de férmula () como se ha definido
anteriormente con al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable y pasar la combinacion resultante en una
forma de administracion adecuada.

El componente activo de la formula (1) puede actuar sistémica y/o localmente. Para este fin, se puede aplicar de un
modo adecuado, por ejemplo por via oral, parenteral, pulmonar, nasal, sublingual, lingual, bucal, rectal,
transdérmica, conjuntiva, 6tica o como un implante o endoprotesis vascular.

Para estas vias de aplicacion, el componente activo de formula () se puede administrar en formas de aplicacion
adecuadas.

La aplicacion oral util forma incluir las formas de aplicacion que liberan el componente activo rapidamente y/o en
forma modificada, tal como, por ejemplo, comprimidos (comprimidos no recubiertos y recubiertos, por ejemplo con un
recubrimiento entérico), capsulas, comprimidos recubiertos con azucar, granulos, microgranulos (pellets), polvos,
emulsiones, suspensiones, soluciones y aerosoles.

La aplicacion parenteral se puede llevar a cabo con evitacion de una etapa de absorcion (por via intravenosa,
intraarterial, intracardial, intraespinal o intralumbar) o con inclusion de una absorcién (por via intramuscular,
subcutanea, intracutanea, percutanea o intraperitoneal). Las formas de aplicacién parenteral utiles incluyen
preparaciones en inyeccion e infusion en forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, liofilizados o polvos
estériles.

Las formas adecuadas para otras vias de aplicacion incluyen, por ejemplo formas farmacéuticas para inhalacion
(incluyendo, inhaladores en polvo, nebulizadores), gotas nasales, soluciones o pulverizaciones; comprimidos o
capsulas para administracion lingual, sublingual o bucal, supositorios, preparaciones para oidos u ojos, capsulas
vaginales, suspensiones acuosas (lociones, mezclas para agitacion), suspensiones lipdfilas, unglientos, cremas,
leches, pastas, polvos para espolvoreado, implantes o endoprétesis vasculares.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula (1) como se ha
definido anteriormente se proporciona en una forma adecuada para administraciéon oral. En otra realizacion
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preferida, la composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula (I) como se ha definido
anteriormente se proporciona en una forma adecuada para administracion intravenosa.

El componente activo de formula (1) se puede convertir en las formas de aplicacién citadas de un modo conocido per
se Esto se lleva a cabo usando excipientes no téxicos inertes farmacéuticamente adecuados. Estos incluyen, entre
otros, vehiculos (por ejemplo, celulosa microcristalina), disolventes (por ejemplo, polietilenglicoles liquidos),
emulsionantes (por ejemplo, dodecilsulfato sodico), agentes dispersantes (por ejemplo, polivinilpirrolidona),
biopolimeros sintéticos y naturales (por ejemplo, albumina), estabilizantes (por ejemplo, antioxidantes tales como
acido ascorbico), colorantes (por ejemplo, pigmentos inorganicos tales como 6xidos de hierro) o correctores del
gusto y/o el olor.

En otra realizacion, la invencién proporciona compuestos para usar en el tratamiento de un trastorno de proliferacion
celular en un paciente que necesite dicho tratamiento, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de
un compuesto de férmula () como se ha definido anteriormente. En determinadas realizaciones, el trastorno de
proliferacién celular es cancer.

Otro todavia aspecto mas, la invencion proporciona el uso de un compuesto de férmula (I) como se ha definido
anteriormente para la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencién de un trastorno
de proliferacion celular. En determinadas realizaciones, el trastorno de proliferacién celular es cancer.

Cuando los compuestos de la presente invencion se administran como sustancias farmacéuticas a seres humanos y
animales, se pueden administrar per se 0 como composicion farmacéutica que contiene, por ejemplo de 0,1 a 99,5
% (mas preferentemente, de 0,5 a 90%) del ingrediente activo en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los compuestos de la invencién, que se pueden usar
en una forma hidratada adecuada y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se formulan en
formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables mediante procedimientos convencionales conocidos por los
expertos en la materia.

Los niveles de dosificacion reales y el curso del tiempo de la administracion de los ingredientes activos en las
composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente activo que
es eficaz para alcanzar la respuesta terapéutica deseada para un paciente concreto, composicion y modo de
administracion sin que sea téxico para el paciente. Un intervalo de dosis de ejemplo es de 0,01 a 100 mg/kg al dia o
de 0,1 a 150 mg/kg al dia.

En ciertas realizaciones, el compuesto de la invencion se puede usar en terapia de combinaciéon con
quimioterapéuticos convencionales para el cancer. Los regimenes terapéuticos convencionales para la leucemia y
para otros tumores incluyen radiacion, farmacos o una combinacién de ambos.

La determinacién de una cantidad antiproliferativa terapéuticamente eficaz o una cantidad antiproliferativa
profilacticamente eficaz de los compuestos de la invencion la puede realizar el médico o veterinario (el “clinico
encargado de la atencién”), como un experto en la técnica, mediante el uso de técnicas y mediante la observacion
de los resultados obtenidos en circunstancias analogas. Las dosis pueden variarse en funcion de los requisitos de
los pacientesa juicio del clinico encargado de la atencion; la gravedad de la afeccion que se esté tratando y el
compuesto concreto que se esté empleando. Al determinar la cantidad o dosis antiproliferativa terapéuticamente
eficaz y la cantidad o dosis antiproliferativa profilacticamente eficaz, el médico encargado de la atenciéon considera
varios factores, que incluyen, entre otros: El trastorno de proliferacion celular especifico implicado; las caracteristicas
farmacodinamicas del agente concreto y su modo y via de administracion; el curso de tiempo deseado del
tratamiento, la especie de mamifero; su tamafio, edad y salud general; la enfermedad especifica implicada; el grado
o afectacion o la gravedad de la enfermedad; la respuesta del paciente individual, el compuesto particular
administrado; el modo de administracion; las caracteristicas de biodisponibilidad de la preparacion administrada; la
pauta de dosis seleccionada; el tipo de tratamiento concurrente (es decir, la interaccién del compuesto de la
invencion con otros agentes terapéuticos coadminsitrados) y otras circunstancias relevantes.

El tratamiento se puede iniciar con dosis mas pequefias que son inferiores a la dosis 6ptima del compuesto.
Después, la dosis se puede aumentar en pequeios incrementos hasta que se alcanza el efecto éptimo en las
circunstancias dadas. Por comodidad, la dosificacion diaria total se puede dividir y administrar en porciones durante
el dia, si se desea. Se puede esperar que una cantidad antiproliferativa terapéuticamente eficaz y una cantidad
antiproliferativa profilacticamente eficaz de un compuesto de la invencién varie desde aproximadamente 0,01
miligramos por kilogramo de peso corporal al dia (mg/kg/dia) a aproximadamente 100 mg/kg/dia.

Una dosis preferida del compuesto de la invencién para la presente invencion es el maximo que un paciente puede
tolerar sin desarrollar efectos secundarios graves. De forma ilustrativa, el compuesto de la presente invencion se
administra a una dosis de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, de
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal. Los intervalos intermedios de los valores citados anteriormente
también estan destinados a ser parte de la invencion.
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Los porcentajes en las pruebas y ejemplos siguientes son, a menos que se indique lo contrario, porcentajes en peso;
las partes son partes por peso. Las proporciones del disolvente, los indices de dilucién y las concentraciones para
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las soluciones liquido/liquido se basan, en cada caso, en el volumen.

A. Ejemplos

Abreviaturas y acrénimos:

Ac acetilo

ac. acuoso (solucion)

s-a singlete ancho (RMN)

cat. catalitico

conc. concentrado

d doblete (RMN)

DCI ionizacion quimica directa (EM)

dd doblete de dobletes (RMN)

DMF N, N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxido

DMSO-ds dimetilsulfoxido-ds

ee exceso enantiomeérico

El ionizacion por impacto de electrones (EM)
equiv. equivalente(s)

ESI ionizacion por electropulverizacion (EM)

Et etilo

CG/EM espectroscopia de masas acoplada a cromatografia de gases
h hora(s)

RMN de 'H espectrometria de resonancia magnética nuclear de proton
HOAc acido acético

HPLC cromatografia de liquidos de alto rendimiento / de alta presion
CL-EM espectroscopia de masas acoplada a cromatografia de liquidos
m multiplete (RMN)

Me metilo

min minuto(s)

EM espectrometria de masas

m/z proporciéon masa-carga

NMP N-metilpirrolidin-2-ona

det. de la cantidad tedrica (rendimiento quimico)
[ cuartete (RMN)

quin quinteto (RMN)

R factor de retencion de TLC

Fl fase inversa (HPLC)

TA temperatura ambiente

Tr tiempo de retencion (HPLC)

s singlete (RMN)

sept: septeto (RMN)

sext sexteto (RMN)

TBAF fluoruro de tetra-n-butilamonio

tBu terc-butilo

TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

TLC cromatografia en capa fina

t triplete (RMN)

viv proporcién volumen/volumen

p/v proporcién peso/volumen

p/p proporcién peso/peso

Procedimientos CL — EM y CG-EM:

Procedimiento 1(CL-EM):

Instrumento: Micromass ZQ con HPLC Waters Alliance 2795; columna: Phenomenex Synergi 2,5 y MAX-RP 100A
Mercury, 20 mm x 4 mm; eluyente A: 1 | de agua + 0,5 ml de acido férmico al 50 %; eluyente B: 1 | de acetonitrilo +
0,5 ml de acido férmico al 50 %; gradiente: 0,0 min 90 % A — 0,1 min90 % A - 3,0min5 % A —4,0min5 % A —

4,01 min 90 % de A); caudal: 2 ml/min; horno: 50° C; deteccion UV: 210 nm.

Procedimiento 2 (CL-EM):
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Instrumento: Micromass Quattro Premier con HPLC Waters UPLC Acquity; columna: Thermo Hypersil GOLD 1,9y 50
mm x 1 mm; Eluyente A: 1 | de agua + 0,5 ml de acido férmico al 50 %; eluyente B: 1 | de acetonitrilo + 0,5 ml de
acido formico al 50 %; gradiente: 0,0 min 90 % A — 0,1 min 90 % A — 1,5 min 10 % A— 2,2 min 10 % A; Horno:
50°C; Caudal: 0,33 (ml/min); Deteccién UV: 210 nm.

Procedimiento 3 (CL-EM):

Instrumento: Micromass Quattro Micro con HPLC Agilent 1100 Series; columna: Thermo Hypersil GOLD 3 p 20 mm
x 4 mm; Eluyente A: 1| de agua + 0,5 ml de acido formico al 50 %; eluyente B: 1 | de acetonitrilo + 0,5 ml de acido
férmico al 50 %; gradiente: 0,0 min 100 % A — 3,0 nin 10 % A — 4,0 min 10 % A — 4,01 min 100 % A (caudal 2,5
ml/min) — 5,00 min 100 % A; horno: 50°C; Caudal: 2 (ml/min); Deteccion UV: 210 nm.

Procedimiento 4 (CL-EM):

Instrumento: Waters ACQUITY SQD UPLC System; Columna: Waters Acquity UPLC HSS T3 1,8 p 50 mm x 1 mm;;
Eluyente A: 1 1 de agua + 0,25 ml de acido féormico al 99 %; eluyente B: 1 | de acetonitrilo + 0,25 ml de acido férmico
al 99 %; gradiente: 0,0 min 90 % A — 1,2 min 5 % A — 2,0 min 5 % A; Horno: 50°C; Caudal: 0,40 (ml/min);
Deteccion UV: 210 - 400 mn.

Procedimiento 5 (CG-EM):

Instrumento: Micromass GCT, GC 6890; columna: Restek RTX-35, 15 m x 200 ym x 0,33 pm; flujo constante con
helio: 0,88 ml/min; horno: 70° C; entrada: 250° C; gradiente: 70° C, 30° C/min — 310° C (mantenido durante 3 min).

Materiales de partida e intermedios:

Ejemplo 1A
3-metil-1H-indazol-5-carbaldehido
HN—N
CH

O] H

El tetrahidrofurano (600 ml) se enfri6 hasta -78°C, en atmodsfera de argdn. A esta temperatura, gota a gota se afiadié
una solucion 1,7M de terc-butil-litio en n-pentano (200 ml). Tras 15 minutos a -78° C, una solucién de 22,4 g (106,1
mmol) de 5-bromo-3-metil-1H-indazol en THF (300 ml) se afiadi6é gota a gota a una velocidad tal que la temperatura
de la solucién no superd los -70° C. La mezcla se agité durante 30 minutos antes de afiadir gota a gota N,N-
dimetilformamida (24,5 ml). Tras 20 minutos, se retiréel bafio de enfriamiento y la agitacion continué durante 1 hora
antes de afiadir agua (250 ml) cuidadosamente. La mezcla se extrajo varias veces con acetato de etilo (500 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con una soluciéon de cloruro sédico acuosa saturada, se secaron sobre
sulfato sédico y se concentraron a presion reducida, dando 18,5 g de 3-metil-1H-indazol-5-carbaldehido bruto, que
se uso en la etapa siguiente sin purificacion adicional.

RMN de "H (DMSO-dg): 5 = 13,13 (s a, 1H), 10,01 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,81 (d, 1H), 7,58 (d, 1H), 2,56 (s, 3H) ppm.
Ejemplo 2A
(2E)-2-[(3-Metil-1H-indazol-5-il)metiliden]-3-oxobutanonitrilo

HN—N
N
CH,
NC._#
H,C” YO

Una mezcla de 5,0 g (31,2 mmol) de 3-metil-1H-indazol-5-carbaldehido (Ejemplo 1A), 3,61 g (34,3 mmol)de (12)-1-
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cianoprop-1-en-2-olato sédico, 2,23 ml (39 mmol) de acido acético y 0,31 ml (3,12 mmol) de piperidina en
diclorometano seco (250 ml) con un tamiz molecular de 4A se agité a reflujo durante 12 h. Después de enfriar se
formé un precipitado que se recogié mediante filtracion y se lavé con una solucion de bicarbonato sédico saturada
acuosa y agua. El sélido se disolvidé en etanol y el tamiz molecular se eliminé mediante filtracion. El filtrado se
concentré a presion reducida y el residuo se tratd con acetato de etilo y una solucién de carbonato sddico acuosa
saturada. La capa organica se lavd con agua, se secO y se concentr6 a presion reducida, proporcionando el
compuesto del titulo (3,5 g, 50% de t.) como un sélido amarillo claro que se uso en la etapa siguiente sin purificacion
adicional.

CL - EM (Procedimiento 1): T, = 1,32 min; EM (ESlpos): m/z = 226 (M+H)"

RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds): & = 13,18 (s a, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 8,19 (d, 1H), 7,69 (d, 1H), 2,55 (m a,
6H) ppm.

Ejemplo 3A
6-fluoro-3-metil-1H-indazol-5-carbaldehido
HN—N
CH

Una solucion de 30 g (131 mmol) de 5-bromo-6-fluoro-3-metil-1H-indazol [preparacion descrita en el documento WO
2005/085227-A1, Ejemplo 104 c); también disponible comercialmente, N° de reg. CAS 864773 - 66 - 0] en THF (525
ml) se enfrié hasta -45° C. Una solucion de cloruro de metilmagnesio en THF (3 M; 50,2 ml, 151 mmol) se anadio
gota a gota a -45° C y la solucidn resultante se agité durante 40 minutos a esta temperatura. Usando una bomba de
dosificacion se afiadieron 253 ml (354 mmol) de una solucién de 2-butil litio (1,4 M en ciclohexano) de forma que la
temperatura no superd los -40° C. La mezcla resultante se agité durante 30 minutos a -40° C y, después, gota a gota
se afiadieron 30,2 ml (393 mmol) de N,N-dimetilformamida manteniendo la temperatura a -40° C. La mezcla
resultante se agité durante 30 min a -40° C, después se dejo calentar hasta la temperatura ambiente y lentamente se
vertid en un volumen de 2,8 | de acido clorhidrico 2 N enfriado hasta 5° C (bafio de agua helada). La mezcla se
extrajo varias veces con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se seco sobre
sulfato sédico, se filtrd y se concentré a presion reducida. El residuo se purificé en diclorometano y se purificd
mediante cromatografia en gel de silice (eluyente: pentano / acetato de etilo 6:4 v/v), dando 19,6 g (78 % de t..), para
dar el compuesto del titulo como un sélido amarillo claro.

EM (ESlpos): m/z = 179 (M+H)"
RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 13,14 (s, 1H), 10,17 (s, 1H), 8,33 (d, 1H), 7,37 (d, 1H), 2,54 (s, 3H) ppm.
Ejemplo 4A

(2E)-2-[(6-fluoro-3-metil-1H-indazol-5-il)metiliden]-3-oxobutanonitrilo

HN—N
\
CH,
F
NG~
H,C” O

Siguiendo el procedimiento descrito para el ejemplo 2A, el compuesto del titulo se prepard usando 2,74 g (15,5
mmol) de 6-fluoro-3-metil-1H-indazol-5-carbaldehido (Ejemplo 3A) y 2,6 g (24,8 mmol) de (12)-1-cianoprop-1-en-2-
olato sddico, dando 1,6 g (42 % de t.) del producto bruto, que se usoé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.
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CL - EM (Procedimiento 4): T, = 0,83 min; EM (ESIpos): m/z = 244 (M+H)".
Ejemplo 5A

1-(5-bromo-2-fluorofenil)-1-propanol

CH

Br

A una solucién 15 g (73,9 mmol) de 5-bromo-2-fluorobenzaldehido en éter dietilico anhidro (100 ml) se afadio,
lentamente 27,1 ml (81,3 mmol) de una solucion de bromuro de etiimagnesio (3M en éter dietilico). Después de
agitar a 0°C durante 3 horas, cuidadosamente se afiadié agua (20 ml) tras lo cual se formé un precipitado blanco. El
solido se filtrd y se lavo con terc-butil metil éter. Los filtrados organicos combinados se lavaron con salmuera, se
secaron sobre sulfato sddico y se concentraron a presion reducida. El compuesto del titulo bruto obtenido de este
modo (16,1 g, 93 % de t.) se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

CG - EM (Procedimiento 5): T = 4,54 min; EM (ESlpos): m/z = 232 (M)".
Ejemplo 6A

1-(5-bromo-2-fluorofenil)-1-propanona

CH,

Br

Una mezcla de 10 g (42,9 mmol) de 1-(5-bromo-2-fluorofenil)-1-propanol (Ejemplo 5A), 8,75 g (85,8 mmol) de dxido
de aluminio neutro y 18,5 g (85,8 mmol) de clorocromato de piridinio en diclorometano (100 ml) se agit6 a
temperatura ambiente durante 4 horas. Después, la mezcla se filtré a través de gel de silice (0,06 - 0,2 mm, 200 g),
que se lavo extensamente con diclorometano (1000 ml). Los filtrados organicos combinados se lavaron con
salmuera, se secaron sobre sulfato sddico y se concentraron a presion reducida. EI compuesto del titulo bruto
obtenido de este modo (8,6 g, 87 % de t.) se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

CG - EM (Procedimiento 5): T, = 4,30 min; EM (ESlpos): m/z = 230 (M)".
Ejemplo 7A
5-bromo-3-etil-1H-indazol

HN—N

CH,

Br

Una solucion de 7,50 g (32,5 mmol) de 1-(5-bromo-2-fluorofenil)-1-propanona (Ejemplo 6A) en 1-metil-2-pirrolidinona
(NMP; 100 ml) se traté con 3,25 g (3,16 ml, 64,9 mmol) de hidrazina hidrato y se agité a la temperatura de reflujo
durante 16 horas. Después de enfriar, la mezcla se vertié en una mezcla de hielo y agua. El precipitado se recogio
mediante filtracion y se lavo extensamente con agua, dando 4,56 g (62 % de t.) del compuesto del titulo como un
solido de color beige.
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CL - EM (Procedimiento 4): T, = 1,00 min; EM (ESIpos): m/z = 225 (M+H)".
Ejemplo 8A
3-etil-1H-indazol-5-carbaldehido

HN—N

CH,

Una soluciéon de 6,90 g (30,7 mmol) de 5-bromo-3-etil-2H-indazol (Ejemplo 7A) en THF (300 ml) se enfrié hasta -78°
°C. A esta temperatura se afnadieron lentamente 63,1 ml (107 mmol) de una solucién de terc-buitil-litio (1,7 M en n-
pentano). La mezcla se agitd durante a -78° C durante 30 minutos antes de afiadir lentamente N, N-dimetilformamida
(80,0 ml). Se retir6 el bafio de enfriamiento y la agitacion continué hasta alcanzar la temperatura ambiente. Después
se afiadié cuidadosamente agua (250 ml). La mezcla se extrajo varias veces con acetato de etilo (500 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con una solucién de cloruro sédico acuosa saturada, se secaron sobre
sulfato sddico y se concentraron a presion reducida, dando 4,5 g (84 % de t.) del compuesto del titulo bruto que se
uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

CL - EM (Procedimiento 4): T, = 0,73 min; EM (ESIpos): m/z = 175 (M+H)".
Ejemplo 9A
(2E)-2-[(3-etil-1H-indazol-5-il)metiliden]-3-oxobutanonitrilo

NN e,

Una mezcla de 0,50 g (2,87 mmol) de 3-etil-1H-indazol-5-carbaldehido (Ejemplo 8A), 0,33 g (3,16 mmol)de (12)-1-
cianoprop-1-en-2-olato sodico, 0,21 ml (3,6 mmol) de acido acético y 0,028 ml (0,29 mmol) de piperidina en
diclorometano seco (25 ml) con un tamiz molecular de 4A se agit6 a reflujo durante 16 h. Después de enfriar se
formé un precipitado que se recogié mediante filtracion y se lavé con una solucion de bicarbonato sédico saturada
acuosa y agua. El sélido se disolvidé en etanol y el tamiz molecular se eliminé mediante filtracion. El filtrado se
concentrd a presion reducida y el residuo se tratd con acetato de etilo y una solucién de carbonato sddico acuosa
saturad. La capa organica se lavd con agua, se secd y se concentré a presion reducida, proporcionando el
compuesto del titulo (0,60 g, 88 % de t.) como un sodlido amarillo claro que se usé en las etapas siguientes sin
purificacién adicional.

CL - EM (Procedimiento 1): T, = 1,50 min; EM (ESlIpos): m/z = 240 (M+H)"

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 13,17 (s a, 1H), 8,59 (s, 1H), 8,51 (s, 1H), 8,17 (d, 1H), 7,67 (d, 1H), 2,97 (c,
2H), 2,55 (m a, 3H), 1,36 (t, 3H) ppm.
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Ejemplo 10A

(2E)-2-(1H-Indazol-5-ilmetiliden)-3-oxobutanonitrilo

HN—N

\
NC._ =
H,C~ O

10 g (68,4 mmol) de 1H-indazol-5-carbaldehido [preparaciéon descrita en el documento US 2005/0227968-A1
(Intermedio 1)], 7,91 g (75,2 mmol) de (12)-1-cianoprop-1-en-2-olato sdédico, 4,89 ml (85,5 mmol) de acido acético y
0,68 ml (6,84 mmol) de piperidina en diclorometano seco (500 ml) se agitaron a temperatura de reflujo durante 7
horas usando un separador de agua inverso. Después de enfriar se formé un precipitado, que se recogié mediante
filtracion y se lavo con diclorometano. El sélido se seco al vacio, dando el compuesto del titulo bruto (19 g, 75 % de
pureza mediante CL-EM, 96 % de t.), que se us6 en las etapas siguientes sin purificacion adicional.

CL - EM (Procedimiento 2): T, = 0,82 min; EM (ESIpos): m/z = 212 (M+H)".
Ejemplo 11A
6-metil-3-oxoheptanonitrilo

CH

H,C CN

El tetrahidrofurano (35 ml) se enfrid hasta -70°C, en atmdsfera de gas inerte. A esta temperatura, gota a gota se
afiadieron 4,44 ml (11,1 mmol) de una solucién de n-butil-litio (2,5M en hexanos) y después 0,51 ml (9,71 mmol) de
acetonitrilo. Tras 3 minutos a -70° C, gota a gota se afadieron 1,15 ml (6,93 mmol) de 4-metilpentanoato de etilo a
una velocidad tal que la temperatura de la solucion no superd los -66° C. La mezcla se agit6 durante 2 horas a -45°C
antes de afadir gota a gota 22,2 ml de acido clorhidrico 1N. La mezcla de reaccidn se concentrd a presion reducida
y el residuo resultante se mezcld con éter dietilico. Después de la filtracion en gel de silice, el filtrado se evaporé a
presién reducida, dando 1,05 g del compuesto del titulo en bruto, que se usé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

CG - EM (Procedimiento 5): T = 3,23 min; EM (ESIpos): m/z = 138 (M-H)"
RMN de "H (DMSO-de): 5 = 4,03 (s, 2H), 2,51 (t, 2H), 1,50 (sext, 1H), 1,38 (c, 2H), 1,35 (d, 6H) ppm.

Los siguientes compuestos se prepararon a partir del correspondiente éster y acetonitriio de forma analoga al
procedimiento descrito en el Ejemplo 11A:

Ejemplo Estructura CG-EM RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds):
(Procedimiento 5):

12A 0 _ Tr = 2,39 min; m/z = | d = 4,09 (s, 2H), 2,80 (t, 2H), 2,51 - 2,40
CN 165(M) (m, 2H) ppm
13A F O T, = 2,96 min; m/z = | d = 4,02 (s, 2H), 2,62 (t, 2H), 2,31 - 2,19

FMCN 179(M)" (m, 2H), 1,72 - 1,63 (m, 2H) ppm
F
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Ejemplos de preparacion:
Ejemplo 1
2-(3-Metilbutil)-4-(3-metil-1H-indazol-5-il)-6-(trifluorometil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo

HN—N
\

H,C

CH, F

Una suspension de 250 mg (1,56 mmol) de 3-metil-1H-indazol-5-carbaldehido (Ejemplo 1A), 850 mg (6,24 mmol) de
3-amino-4,4,4-trifluorobut-2-enonitrilo [preparacion. AW. Lutz, patente de EE.UU. 3.635.977; C.G. Krespan, J. Org.
Chem. 34, 42 (1969)], 346 mg (2,19 mmol) 6-metil-3-oxoheptanonitrilo (Ejemplo 11A) y 75 mg de tamiz molecular de
4A en polvo en 1-pentanol (1,6 ml) se calenté hasta 105° C durante la noche. Después de enfriar, la mezcla de
reaccion se diluyé con acetonitrilo y se filtrd y el filtrado se purificé directamente mediante HPLC-FI preparativa
(gradiente de acetonitrilo/agua + 0,1 % TFA), dando 161 mg (26 % de t.) del compuesto del titulo racémico.

CL - EM (Procedimiento 4): T, = 1,06 min; EM (ESIpos): m/z = 400 (M+H)"

RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 12,78 (s a, 1H), 10,72 (s, 1H), 7,59 (s, 1H), 7,56 (d, 1H), 7,28 (d, 1H), 4,78 (s,
1H), 2,52 - 2,39 (m, 5H), 1,65 - 1,40 (m, 3H), 0,90 (dd, 6H) ppm.

Los compuestos siguientes se prepararon a partir de ejemplo 1A de forma analoga al procedimiento descrito para el
ejemplo 1; la purificacién se llevé a cabo mediante HPLC-FI preparativa en un gradiente de acetonitrilo/agua + 0,05
% de TFA.

Ejemplo Nombre / Estructura (rendimiento) Datos analiticos
2 2-butil-4-(3-metil-1H-indazol-5-il)-6-(trifluorometil)- | CL - EM (Procedimiento 3): T, = 2,17 min;
1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo m/z = 386 (M+H)+
HN—N RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): & = 12,78

(s, 1H), 10,72 (s, 1H), 7,60 (s, 1H), 7,57 (d,
1H), 7,29 (d, 1H), 4,78 (s, 1H), 2,52 - 2,39 (m,
5H), 1,63 - 1,53 (m, 2H), 1,41 - 1,29 (m, 2H),
0,92 (t, 3H) ppm.

(16 % de t.)
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(continuacion)

Ejemplo Nombre / Estructura (rendimiento) Datos analiticos
3 4-(3-metil-1H-indazol-5-il)-2-(trifluorometil)-6-(3,3,3- | CL - EM (Procedimiento 4): T, = 0,98 min;
trifluoropropil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo m/z = 426 (M+H)"
HN—N RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): & = 12,78
\ : (s, 1H), 10,72 (s, 1H), 7,63 (s, 1H), 7,57 (d,
CH; 1H), 7,31 (d, 1H), 4,81 (s, 1H), 2,78 - 2,58 (m,
4H), 2,49 (s, 3H) ppm
NC CN
F | | F
N
F H
F F
(24 % de t.)
4 2-etil-4-(3-metil-1H-indazol-5-il)-6-(trifluorometil )- CL - EM (Procedimiento 4): T, = 0,91 min;
1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo m/z = 358 (M+H)+
HN-—N RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): & = 12,78
\ (s, 1H), 10,22 (s, 1H), 7,60 (s, 1H), 7,57 (d,
CH; 1H), 7,29 (d, 1H), 4,78 (s, 1H), 2,49 - 2,40 (m,
5H), 1,19 (t, 3H) ppm.
NC._ CN
H.C l l F
* N
H
F
(9% det.)
5 4-(3-metil-1H-indazol-5-il)-2-(4,4 ,4-trifluorobutil)-6- | CL - EM (Procedimiento 4): T, = 1,01 min;

(trifluorometil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo

HN—N
\

(30 % de t.)

m/z = 440 (M+H)"

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d): & = 12,78
(s a, 1H), 10,22 (s, 1H), 7,61 (s, 1H), 7,57 (d,
1H), 7,30 (d, 1H), 4,79 (s, 1H), 2,52 - 2,43 (m,
5H), 2,39 - 2,23 (m, 2H), 1,87 - 1,74 (m, 2H)
ppm.
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(continuacion)

Ejemplo Nombre / Estructura (rendimiento) Datos analiticos
6 4-(3-metil-1H-indazol-5-il)-2-propil-6-(trifluorometil)- | CL - EM (Procedimiento 2): T, = 1,09 min;
1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo m/z = 372 (M+H)+
HN—N RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): & = 12,79
\ (s a, 1H), 10,20 (s, 1H), 7,61 (s, 1H), 7,57 (d,
CH, 1H), 7,29 (d, 1H), 4,79 (s, 1H), 2,49 - 2,33 (m,
5H), 1,60 (quin, 2H), 0,92 (t, 3H) ppm.
NC CN
H.C N
3 H
F
(8 % det.)
Ejemplo 7

4-(6-fluoro-3-metil-1H-indazol-5-il)-2-(trifluorometil )-6-(3,3,3-trifluoropropil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo

HN—N
\

n

CH

3

NC CN

-
Iz

Una suspension de 151 mg (0,85 mmol) de 6-fluoro-3-metil-1H-indazol-5-carbaldehido (Ejemplo 3A), 346 mg (2,54
mmol) de 3-amino-4,4,4-trifluorobut-2-enonitrilo [preparacion. AW. Lutz, patente de EE.UU. 3.635.977; C.G.
Krespan, J. Org. Chem. 34, 42 (1969)], 200 mg (0,85 mmol, aprox., 70% de pureza) de 6,6,6-trifluoro-3-
oxohexanonitrilo (Ejemplo 12A) y 41 mg de tamiz molecular de 4A en polvo en 1-pentanol (0,85 ml) se calent6 hasta
105° C durante la noche. Después de enfriar, la mezcla de reaccion se diluyd con THF y se filir6 y el filirado se
purifico directamente mediante HPLC-FI preparativa (gradiente de acetonitrilo/agua + 0,1 % TFA), dando 99 mg (25
% de t.) del compuesto del titulo racémico.

CL - EM (Procedimiento 4): T, = 1,00 min; EM (ESIpos): m/z = 444 (M+H)"

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de): & = 12,82 (s a, 1H), 10,47 (s, m), 7,72 (d, 1H), 7,35 (d, 1H), 5,04 (s, 1H), 2,75 -
2,55 (m, 4H), 2,49 (s, 3H) ppm.
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Ejemplo 8 y Ejemplo 9

4-(6-fluoro-3-metil-1H-indazol-5-il)-2-(trifluorometil )-6-(3,3,3-trifluoropropil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo
(enantibmero 1y 2)

HN—-N\
CH,

El compuesto racémico del ejemplo 7 (70 mg) se separd en los enantiomeros mediante cromatografia HPLC en una
fase quiral [columna: fase de gel de silice quiral en base al selector poli(N-metacriloil-L-leucina-terc-butilamida)
(véase el documento EP 0 379 917, EP 0 780 408), 10 ym, 400 mm x 30mm; eluyente: gradiente de Iso-hexano /
acetato de etilo 20:80 — 0:100, v/v; caudal: 50 ml/min; temperatura: 24° C; deteccién UV: 265 nm]:

Ejemplo 8 (enantiémero 1):
Rendimiento: 37 mg (99 % ee)

Tr = 2,13 min [columna: fase de gel de silice quiral en base al selector poli(N-metacriloil-L-leucina-terc-butilamida) 10
pm, 250 mm x 4,6 mm; eluyente: iso-hexano / acetato de etilo 1:1 v/v; caudal: 2 ml/min; deteccion UV: 265 nm].

La purificacion adicional de este material mediante HPLC-FI preparativa (gradiente metanol / agua + 0,1 % TFA) dio
11 mg del enantiémero del titulo.

Ejemplo 9 (enantiémero 2):
Rendimiento: 25 mg (> 98 % ee)

Tr = 2,92 min [columna: fase de gel de silice quiral en base al selector poli(N-metacriloil-L-leucina-terc-butilamida) 10
pm, 250 mm x 4,6 mm; eluyente: iso-hexano / acetato de etilo 1:1 v/v; caudal: 2 ml/min; deteccion UV: 265 nm].

La purificacion adicional de este material mediante HPLC-FI preparativa (gradiente metanol / agua + 0,1 % TFA) dio
17 mg del enantiémero del titulo.

Ejemplo 10
2-(Difluorometil)-4-(6-fluoro-3-metil-1 H-indazol-5-il)-6-(3,3,3-trifluoropropil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo

HN—N

Una mezcla de 227 mg (1,27 mmol) de 6-fluoro-3-metil-1H-indazol-5-carbaldehido (Ejemplo 3A), 150 mg (1,27 mmol)
de 3-amino-4,4-difluorobut-2-enonitrilo [obtenible mediante reaccién de Thorpe de acetonitrilo con 2,2-
difluoroacetonitrilo, véase Org. React. 15, 1 (1967), ibid. 31, 1 (1984)], 300 mg (1,27 mmol, aprox. pureza de 70 %)
de 6,6,6-trifluoro-3-oxohexanonitrilo (Ejemplo 12A) y 61 mg del tamiz molecular de 4A en polvo en 1-pentanol (1,3
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ml) se calent6 hasta 105° C durante la noche. Después de enfriar, la mezcla de reaccion se diluyé con THF y se filtro
y el filtrado se purificd directamente mediante HPLC-FI preparativa (gradiente de acetonitrilo/agua + 0,1 % TFA),
dando 248 mg (43 % de t.) del compuesto del titulo racémico.

CL - EM (Procedimiento 2): T, = 1,07 min; EM (ESlIpos): m/z = 426 (M+H)"

RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 12,82 (s a, 1H), 10,20 (s, 1H), 7,69 (d, 1H), 7,31 (d, 1H), 6,82 (t, 1H), 4,96 (s,
1H), 2,72 - 2,55 (m, 4H), 2,49 (s, 3H) ppm.

Ejemplo 11 y Ejemplo 12

2-(Difluorometil)-4-(6-fluoro-3-metil-1 H-indazol-5-il)-6-(3,3,3-trifluoropropil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo
(enantiémero 1y 2)

HN—N
\

El compuesto racémico del ejemplo 10 (225 mg) se separd en los enantidmeros mediante cromatografia HPLC en
una fase quiral [columna: fase de gel de silice quiral en base al selector poli(N-metacriloil-L-leucina-terc-butilamida)
(véase el documento EP 0 379 917, EP 0 780 408), 10 um, 680 mm x 40 mm; eluyente: iso-hexano / acetato de etilo
20:80 v/v; caudal: 80 ml/min; temperatura: 24° C; deteccion UV: 265 nm]:

Ejemplo 11 (enantiomero 1):
Rendimiento: 40 mg (> 97 % ee)

Tr = 2,10 min [columna: fase de gel de silice quiral en base al selector poli(N-metacriloil-L-leucina-terc-butilamida) 10
pm, 250 mm x 4,6 mm; eluyente: acetato de etilo; caudal: 2 ml/min; deteccién UV: 265 nm].

Ejemplo 12 (enantiomero 2):
Rendimiento: 45 mg (> 97 % ee)

Tr = 2,47 min [columna: fase de gel de silice quiral en base al selector poli(N-metacriloil-L-leucina-terc-butilamida) 10
pm, 250 mm x 4,6 mm; eluyente: acetato de etilo; caudal: 2 ml/min; deteccién UV: 265 nm].

Los compuestos siguientes se prepararon a partir del ejemplo 1A de forma analoga al procedimiento descrito para el
ejemplo 10; la purificacion se llevé a cabo mediante HPLC-FI preparativa en un gradiente de acetonitrilo/agua + 0,1
% de TFA.
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trifluoropropil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo

HN—N
-\

(23 % de t.)?

Ejemplo Nombre / Estructura (rendimiento) Datos analiticos
13 2-(difluorometil)-6-etil-4-(3-metil-1 H-indazol-5-il)- CL - EM (Procedimiento 4): T, = 0,86 min;

1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo m/z = 340 (M+H)+
HN—N RMN de "H (400 MHz, DMSO-de): & = 12,72
(s, 1H), 10,02 (s, 1H), 7,58 (s, 1H), 7,56 (d,
1H), 7,28 (d, 1H), 6,81 (t, 1H), 4,70 (s, 1H),
2,49 (s, 3H), 2,40 (quin, 2H), 1,19 (t, 3H)

ppm.
(24 % de t.)’

14 2-(Difluorometil)-4-(3-metil-1H-indazol-5-il)-6-(3,3,3- | CL - EM (Procedimiento 4): T, = 0,93 min;

m/z = 408 (M+H)"

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d): 5 = 12,72
(s, 1H), 10,12 (s, 1H), 7,60 (s, 1H), 7,52 (d,
1H), 7,29 (d, 1H), 6,82 (t, 1H), 4,72 (s, 1H),
2,78 - 2,55 (m, 4H), 2,49 (s, 3H) ppm.

" tras purificacién mediante HPLC-FI preparativa [columna: Sunfire C18 OBD, 5 um, 19 mm x 150 mm;
eluyente: Gradiente de agua / metanol 80:20 — 0:100, v/v; caudal: 25 ml/min; temperatura: 40° C; deteccion
UV: 254 nm].
? tras purificacién primero mediante HPLC-FI preparativa [columna: Sunfire C18 OBD, 5 ym, 19 mm x 150 mm;
eluyente: Gradiente de agua / metanol 80:20 — 0:100, v/v; caudal: 25 ml/min; temperatura: 40° C; deteccion
UV: 254 nm], seguido de cromatografia ultrarrapida en gel de silice (eluyente: tolueno/diclorometano/metanol
10:10:1 viviv).

Los compuestos siguientes se prepararon a partir del ejemplo 1A de forma analoga al procedimiento del Ejemplo 7;
la purificacion se llevd a cabo mediante HPLC-FI preparativa usando un gradiente de metanol/agua + 0,05 % de

TFA.
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Ejemplo Nombre / Estructura (rendimiento) Datos analiticos

15 4-(3-etil-1H-indazol-5-il)-2-(trifluorometil }-6-(3,3,3- CL - EM (Procedimiento 4): T, = 1,00 min;
trifluoropropil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo m/z = 440 (M+H)"

HN—N RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds): & = 12,74
' (s, 1H), 10,30 (s a, 1H), 7,63 (s, 1H), 7,54
(d, 1H), 7,31 (d, 1H), 4,69 (s, 1H), 2,93 (c,
2H), 2,60 - 2,50 (m, 4H), 1,31 (t, 3H) ppm.

(6% det.)

16 4-(1H-indazol-5-il)-2-(trifluorometil)-6-(3,3, 3- CL - EM (Procedimiento 4): T, = 0,97 min;
trifluoropropil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dicarbonitrilo m/z = 412 (M+H)"

HN—N RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 13,19

\ (s, 1H), 10,33 (s a, 1H), 8,13 (s, TH), 7,73 (s,
1H), 7,62 (d, 1H), 7,35 (d, 1H), 4,84 (s, 1H),
2,80 - 2,50 (m, 4H) ppm.

(7 % de t.)®

9 tras purificacion mediante HPLC-FI preparativa [columna: Sunfire C18, 5 ym, 19 mm x 150 mm; eluyente:
gradiente de agua / acetonitrilo 60:40 v/v; caudal: 25 ml/min; temperatura: 40° C; deteccion UV: 210 nm].

B. Evaluacion de la actividad bioldgica

La demostracion de la actividad de los compuestos de la presente invencion se puede obtener a través de ensayos
in vitro, ex vivo e in vivo que son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, para demostrar la actividad de los
compuestos de la presente invencion se pueden usar los ensayos siguientes.

Ensayo de la actividad del receptor tirosina quinasa c-Met (lectura de NADH):

Se usa la proteina c-Met humana recombinante (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.). Como sustrato para la
reaccion quinasa se usa el péptido KKKSPGEYVNIEFG (JPT, Alemania). Para el ensayo, 1 ul de la solucion
concentrada 51 veces del compuesto de ensayo en DMSO se pipetea en una placa de microtitulacion de 384
pocillos blanca (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania). Se afiaden 25 pl de una solucion de c-Met
(concentracion final 30 nM) y piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania;
concentracion final 8 mg/l) en tampén de ensayo acido [3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), 50 mM, pH 7;
MgCl,, 10 mM; seroalbumina bovina (BSA), 0,01 %; Triton X 100, 0,01 %; DTT, 2 mM] y la mezcla se incuba durante
5 minutos a temperatura ambiente. Después se inicia la reaccidon quinasa mediante la adicion de 25 ul de una
solucion de adenosin trifosfato (ATP, concentracion final 30 uM), sustrato (concentracion final 100 uM), dinucleétido
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de nicotinamida adenina (NADH, concentracion final 50 uM) y ditiotreitol (DTT, concentracion final 2 yM) en tampdn
de ensayo y la mezcla resultante se incuba durante un tiempo de reaccion de 100 min a 32° C.

Después, la cantidad de sustrato fosforilado se evalia mediante la medicién de la disminucion de la fluorescencia de
NADH. Por tanto, las emisiones de fluorescencia a 465 nm tras la excitacion a 340 nm se mide en un lector de
fluorescencia, por ejemplo Tecan Ultra (Tecan, Mannedorf, Suiza). Los datos se normalizan (reaccion enzimatica sin
inhibidor = 0 % de inhibicién; todos los demas componentes del ensayo pero sin enzima = 100% de inhibicion).
Normalmente, los compuestos de ensayo se analizan en la misma placa de microtitulacién a 9 concentraciones
diferentes en el intervalo de 10 yM a 1 nM (10 pM, 3,1 pM, 1,0 uM, 0,3 uM, 0,1 pM, 0,03 M, 0,01 uM, 0,003 pM,
0,001 pM; una serie de diluciones preparada antes del ensayo a partir de soluciones madre 51 veces mas
concentradas mediante dilucion en serie 1:3) por duplicado para cada concentracion, y los valores de Clsg se
calculan usando un software interno.

Algunos valores de Clsp representativos se enumeran en la Tabla 1 siguiente junto con los datos correspondientes
para un compuesto no fluorado estructuralmente relacionado de la técnica anterior (véase el documento WO
2008/071451):

Tabla1
N° de ejemplo Clso [pM]
1 0,016
7 0,052
10 0,026
13 0,009
14 0,017
16 0,029
Ejemplo sintético 4 en el documento WO 2008/071451 0,008

Ensayo de fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo con receptor tirosina gquinasa c-Met (formato

alternativo):

Se usa el dominio quinasa recombinante marcado con His6 N-terminal de la c-Met humana (aminoacidos 960 -
1390) expresado en células de insecto (SF21) y purificado mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA vy
cromatografia de exclusién por tamafo consecutiva (Superdex 200). Como alternativa, se puede usar c-Met
disponible comercialmente (Millipore). Como sustrato de la reaccion quinasa se usa el copolimero poli-Glu,Tyr (4:1)
biotinilado (n° 61 GTOBLC, Cis Biointernational, Marcoule, Francia).

Para el ensayo, 50 nl de la solucién concentrada por 100 del compuesto de ensayo en DMSO se pipetean en una
placa de microtitulacion de 384 pocillos negra (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania). Se afiaden 2 pl de una
solucién de de c-Met en tampoén de ensayo [HEPES 25 mM / NaOH, pH 7,5; MgCl, 5 mM; MnCl, 5 mM,; ditiotreitol 2
mM; 0,1 % (v/v) de Tween 20 (Sigma); 0,1 % (p/v) de seroalbumina bovina] y la mezcla se incuba durante 15
minutos a 22° C para permitir una pre-union del compuesto de ensayo a la enzima antes del inicio de la reaccion con
la quinasa. Después, la reaccién quinasa se inicia mediante la adicion de 3 pl de una solucién de adenosina
trifosfato (ATP, 16,7 uM; concentracion final en el volumen de ensayo de 5 pl es 10 uM) y sustrato (2,27 pg/ml,
concentracion final en el volumen de ensayo de 5 yl es 1,36 yg/ml ~30 nM) en tampo6n de ensayo y la mezcla
resultante se incuba durante un tiempo de reaccion de 30 minutos a 22 °C. La concentracion de c-Met en el ensayo
se ajusta dependiendo de la actividad del lote de enzima y se escoge adecuadamente para tener el ensayo en el
intervalo lineal; las concentraciones enzimaticas tipicas se encuentran en el intervalo de aproximadamente 0,03 nM
(concentracion final en el volumen de ensayo 5 pl). La reaccion se detiene mediante la adicion de 5 pl de una
solucioén de reactivos de deteccion HTRF [estreptavidina-XLent 40 nM y PT66-Eu-quelato 2,4 nM, un anticuerpo anti-
fosfotirosina marcado con quelato de europio (Perkin-Elmer)] en una solucion acuosa de EDTA [EDTA 100 mM, 0,2
% (P/v) de seroalbumina bovina en HEPES /NaOH, 50 mM a pH 7,5].

La mezcla resultante se incuba durante 1 hora a 22 °C para permitir la unién del péptido fosforilado biotinilado a
estreptavidina-XLent y al PT66-Eu-quelato. Después, la cantidad de sustrato fosforilado se evalia mediante la
medicion de la transferencia de energia de resonancia desde el PT66-Eu-quelato a estreptavidina-XLent. Por tanto,
las emisiones de fluorescencia a 620 nm y 665 nm tras la excitacion a 350 nm se miden en un lector de HTRF, por
ejemplo Rubystar (BMG Lab-technologies, Offenburg, Alemania) o Viewlux (Perkin-Elmer). La proporcién entre las
emisiones a 665 nm y a 622 nm se toma como la medida para la cantidad de sustrato fosforilado. Los datos se
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normalizan (reaccion enzimatica sin inhibidor = 0 % de inhibicion; todos los demas componentes del ensayo pero sin
enzima = 100% de inhibicidon). Normalmente, los compuestos de ensayo se analizan en la misma placa de
microtitulacion a 10 concentraciones diferentes en el intervalo de 20 yM a 1 nM (20 pM, 6,7 uM, 2,2 uM, 0,74 uM,
0,25 uM, 82 nM, 27 nM, 9,2 nM, 3,1 nM y 1 nM; una serie de diluciones preparada antes del ensayo a partir de
soluciones madre concentradas 100 veces mas mediante dilucion en serie 1:3) por duplicado para cada
concentracion, y los valores de Clsp se calculan usando un software interno.

Algunos valores de Clsp representativos se enumeran en la Tabla 2 siguiente junto con los datos correspondientes
para un compuesto no fluorado estructuralmente relacionado de la técnica anterior (véase el documento WO
2008/071451):

Tabla 2
N° de ejemplo Clso [pM]
4 0,011
10 0,011
Ejemplo sintético 4 en el documento WO 2008/071451 0,002

Ensayo de fosfo-c-Met:

Este es un ensayo celular similar a ELISA [Meso Scale Discovery (MSD), Gaithersburg, MD, EE.UU.] que usa
células tumorales MKN-45 (carcinoma gastrico, adquiridas de la ATCC) sin estimulacién con el factor de crecimiento.
El dia uno, las células se siembran en medio de crecimiento completo (10.000 células/pocillo) en placas de 96
pocillos. El dia dos, tras un tratamiento con farmaco de dos horas en medio sin suero, las células se lavan y después
se lisan (60 pl/pocillo usando tampédn de lisis recomendado por MSD) y se congelan a -80°C. Asimismo, el dia dos,
los sitios de unién inespecifica al anticuerpo en las placas de fosfo-Met de MSD se bloquean con solucién de
bloqueo A de MSD durante la noche a 4°C. El dia 3, los lisados congelados se descongelan en hielo y se transfieren
25 pl del lisado a la placa con fosfo-Met de MSD, durante 1 hora con agitacion, después de lavar una vez con
solucion salina tamponada con Tris + 0,05 % de Tween 20 (TBST). Después de eliminar las proteinas no unidas, el
anticuerpo anti-Met Sulfa-TAG de MSDA se anade a la placa a una concentracién final de 5 nM en tampén de
dilucion de anticuerpos (siguiendo el protocolo de MSD) durante 1 hora con agitacion. Después, la placa se lava con
tampon TBST tres veces después de afadirl x tampoén de lectura de MSD. Después, la placa se lee en el
instrumento MSD Discovery Workstation. Los datos brutos, incluyendo los pocillos con 10 uM de un compuesto de
referencia (sefial minima) y los pocillos con DMSO sin ningun tratamiento con farmaco (sefial maxima), se
introducen en el programa Analyze 5 para las determinaciones de los valores de Clsp.

Ensayo celular de fosfo-c-Met:

Las células de adenocarcinoma gastrico humanas (MKN45, adquiridas en la ATCC) sembradas en placas de
microtitulacion de 384 pocillos (9.000 células/pocillo) se incuban en 25 yl de medio de crecimiento completo durante
24 horas a 37 °C con 5% de CO.. El dia dos, después de un tratamiento con farmaco de dos horas en medio con
suero reducido que contiene 0,1 % FCS, las células se lavan y se lisan. Los lisados se transfieren a placas
bloqueadas con BSA con anticuerpo de captura de c-Met previamente unido [adquirido en Mesoscale Discovery
(MSD), Gaithersburg, MD, EE.UU.] durante 1 hora con agitacién, después de levar una vez con solucion salina
tamponada con Tris + 0,05 % de Tween 20 (TBST). Siguiendo el protocolo de MSD, el anticuerpo de deteccién anti-
fosfo-c-Met Sulfa-TAG se afiade a la placa a una concentracion final de 5 nM en tampén de dilucion de anticuerpos
durante 1 hora con agitacion a TA. Después de lavar las células con tampdn Tris se afiade 1x de tampon de lectura
y las placas se miden en el Sector Imager 6000 (adquirido en Mesoscale). Los valores Clsgse calculan a partir de las
curvas de dosis-respuesta usando el algoritmo de Marquardt-Levenberg.

Ensayos de proliferacion de células tumorales in vitro:

El ensayo de proliferacion de células tumorales adherentes usado para analizar los compuestos de la presente
invencion implica una lectura denominada Cell Titre-Glo desarrollada por Promega [B.A. Cunningham, "A Growing
Issue: Cell Proliferation Assays. Modern kits ease quantification of cell growth", The Scientist 2001, 15 (13), 26; S.P.
Crouch et al., "The use of ATP bioluminescence as a measure of cell proliferation and cytotoxicity", journal of
Immunological Methods 1993, 160, 81 - 88]. La generacion de una sefial luminiscente corresponde a la cantidad de
ATP presente, que es directamente proporcionar al nimero de células metabdlicamente activas (en proliferacion).

Las células H460 (carcinoma de pulmon, adquiridas en la ATCC) se siembran en placas de 96 pocillos a 3.000
células / pocillo en medio completo con 10% de suero bovino fetal y se incuban 24 horas a 37 °C. Veinticuatro horas
después de la siembra en las placas, los compuestos de ensayo se afiaden en un intervalo de concentracion final de
10 nM a 20 uM en diluciones en serie a una concentracion final de DMSO de 0,2%. Las células se incuban durante
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72 horas a 37 °C en medio de crecimiento completo tras la adicion del compuesto de ensayo. El dia 4, usando el kit
de ensayo Promega Cell Titre-Glo, las células se lisan y a cada pocillo se afiaden 100 pl de mezcla sustrato/tampén,
se mezclan y se incuban a temperatura ambiente durante 8 minutos. Las muestras se leen en un luminémetro para
medir la cantidad de ATP presente en los lisados celulares de cada pocillo, que corresponde al nimero de células
viables en dicho pocillo. Los valores leidos a una incubacién de 24 horas se restan como el dia 0. Para la
determinacion de los valores de Clsp se puede usar un analisis de regresion lineal para determinar la concentracion
de farmaco, que tiene como resultado una inhibicién del 50% de la proliferacién celular usando este formato de
ensayo. Este protocolo se puede aplicar a diferentes lineas celulares de interés, que incluyen, entre otros, CAKI-1,
MNK-45, GTL-16, HCC2998, K562, H441, K812, MEGO01, SUP15y HCT116.

Ensayo de permeabilidad de Caco-2:

La permeacion in vitro de un compuesto de ensayo a través de una monocapa celular Caco-2 es un sistema de
ensayo bien establecido para predecir la permeabilidad del tracto gastrointestinal [véase, P. Artursson and J.
Karlsson: Correlation between oral drug absorption in humans and apparent drug permeability coefficients in human
intestinal epithelial (Caco-2) cells, Biochem. Biophys. 175 (3), 880 - 885 (1991)]. La permeabilidad de los
compuestos de la presente invencién en dichas células Caco-2 se determiné como se describe mas adelante:

Se siembras células humanas Caco-2 (N° en ACC 169 DSMZ, Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos
Celulares, Braunschweig, Alemania) en placas de insertos de 24 pocillos y se dejan crecer durante 14 - 16 dias.
Para los estudios de permeabilidad, los compuestos de ensayo se disuelven en DMSO y se diluyen hasta la
concentracion final del ensayo de 2 pM con tampon de transporte [solucion salina tamponada de Hank, Gibco/
Invitrogen, suplementada adicionalmente con glucosa (concentracion final 19,9 mM) y HEPES (concentracion final
9,8 mM)]. Para la determinaciéon de la permeabilidad apical a basolateral (PappA-B), la solucion del compuesto de
ensayo se afiade al lado apical de la monocapa celular y el tampdn de transporte al lado basolateral de la
monocapa; para la determinacion de la permeabilidad basolateral a apical (PappB-A), la solucién del compuesto de
ensayo se afiade al lado basolateral de la monocapa celular y el tampén de transporte al lado apical de la
monocapa. Las muestras se extraen del compartimento donante al principio del experimento para confirmar el
equilibrio de masas. Tras una incubacién de 2 horas a 37°C, las muestras se extraen de ambos compartimentos. Las
muestras se analizan mediante CL-EM/EM y se calculan los coeficientes aparentes de permeabilidad. La
permeabilidad al amarillo Lucifer se analiza para cada monocapa celular para garantizar la integridad de la
monocapa celular y la permeabilidad a atenolol (marcador de baja permeabilidad) y sulfasalazina (marcador de
excrecion activa) se determina para cada lote como control de calidad.

Los resultados representativos de este ensayo se enumeran en la Tabla 3 siguiente junto con los datos
correspondientes para un compuesto no fluorado estructuralmente relacionado de la técnica anterior (véase el
documento WO 2008/071451):

Tabla 3
N° de ejemplo Permeabilidad de Caco-2 PappA-B [nm/s]
1 217
7 204
13 259
Ejemplo sintético 4 en el documento WO 2008/071451 124

C._Ejemplos relacionados con las composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion se pueden ilustrar del siguiente modo:

Solucidn i.v. estéril:

Una soluciéon de 5 mg/ml del compuesto deseado de la presente invencion se puede preparar usando agua estéril
para inyectables y, en caso necesario, se ajusta el pH. La solucion se diluye para administracion a 1 - 2 mg/ml con
dextrosa al 5% estéril y se administra como una infusion i.v. durante aproximadamente 60 minutos.

Polvo liofilizado para administracién i.v.:

Se puede preparar una preparacion estéril con (/) 100 - 1000 mg del compuesto deseado de la presente invencion
como un polvo liofilizado, (ii) 32 - 327 mg/ml de citrato sédico y (i) 300 - 3000 mg de dextrano 40. La formulacion se
reconstituye con solucion salina inyectable estéril o 5% de dextrosa hasta una concentracién de 10 a 20 mg/ml, que
ademas se diluye con solucién salina o 5% de dextrosa hasta de 0,2 a 0,4 mg/ml y se administra como un bolo i.v. o
mediante infusién i.v. durante 15 — 60 minutos.
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Suspension intramuscular:

La siguiente solucion o suspension se puede preparar para inyeccion intramuscular:

50 mg/ml del compuesto insoluble en agua deseado de la presente invencion; 5 mg/ml de carboximetilcelulosa
sédica; 4 mg/ml de TWEEN 80; 9 mg/ml de cloruro sédico; 9 mg/ml de alcohol bencilico.

Capsula de cubierta dura:

Se prepara un gran numero de capsulas unitarias cargando capsulas de gelatina dura convencionales de dos piezas
con 100 mg de principio activo en polvo, 150 mg de lactosa, 50 mg de celulosa y 6 mg de estearato de magnesio.

Capsulas de gelatina blanda:

Se prepara una mezcla de ingrediente activo en un aceite digerible, tal como aceite de soja, aceite de semilla de
algododn o aceite de oliva y se inyecta por medio de una bomba de desplazamiento positivo en gelatina fundida, para
formar capsulas de gelatina blanda que contienen 100 mg de principio activo. Las capsulas se lavan y se secan. El
principio activo se puede disolver en una mezcla de polietilenglicol, glicerina y sorbitol, para preparar una mezcla de
medicina miscible en agua.

Comprimidos:

Se prepara un gran numero de comprimidos mediante procedimientos convencionales, de modo que la unidad de
dosis sea de 100 mg del principio activo, 0,2 mg de diéxido de silicio coloidal, 5 mg de estearato de magnesio, 275
mg de celulosa microcristalina, 11 mg de almidon y 98,8 mg de lactosa. Se pueden aplicar recubrimientos acuosos y
no acuosos adecuados para incrementar la palatabilidad, mejorar la elegancia y la estabilidad o retrasar la
absorcion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1)

en la que

R'es hidrégeno o fluor,

R? es alquilo (C1-Cs) opcionalmente sustituido con hasta cinco atomos de fltior,
Ries hidrégeno o fluor,

R*es hidrégeno o alquilo (C-Ca);

y
R%es hidrégeno o metilo,
o una sal, hidrato y/o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. El compuesto de formula (l) acuerdo con la reivindicacion 1, en el que

R'es hidrégeno o fluor,

R? es alquilo (C1-C4) opcionalmente sustituido con hasta tres atomos de fltior,
Ries hidrégeno o fluor,

R*es hidrogeno, metilo o etilo,

y 5
R” es hidrégeno,
o una sal, hidrato y/o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.
3. El compuesto de férmula (1) de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que
R'es hidrégeno o fluor,
R'es metilo, etilo, 2,2,2-trifluoroetilo, propilo, 3,3,3-trifluoropropilo o 2-metilpropilo,

Ries hidrégeno o fluor,
R* es hidrégeno o metilo,

y 5
R” es hidrégeno,
o una sal, hidrato y/o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un procedimiento para preparar un compuesto de formula (I) como se define en las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado porque un aldehido indazolilo de férmula (II)

HN—N
\ R’

0 H (I,
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en la que R® and R* tienen los significados indicados en las reivindicaciones 1 a 3, se hace reaccionar con un

cetonitrilo de formula (111)
2
R\VJL\/CN ()

5 o un enolato sédico del mismo, en la que R? tiene el significado indicado en las reivindicaciones 1 a 3,
en presencia de un acido, una combinacion acido/base y/o un agente deshidratante, dando un compuesto de

férmula (1V)
HN—N
N g
R’
NC._ .=
R
O (IV),

en la que R? R® y R* tienen los significados indicados en las reivindicaciones 1 a 3, y el Ultimo se condensa después
10 con un enaminonitrilo de férmula (V)

CN

H.N

en la que R" has tiene el significado indicado en las reivindicaciones 1 a 3, dando el compuesto de formula (1-A)

HN—N

(1-A),
15
en la que R1, R2, R® y R* tienen los significados indicados en las reivindicaciones 1 a 3,
seguido opcionalmente por N-metilacion de dihidropiridina usando un compuesto de formula (VI)
CHs-X (1),
en la que
20 X representa un grupo saliente tal como halégeno, mesilato, triflato, tosilato o sulfato.

en presencia de una base, dando el compuesto de féormula (I-B)
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| .
cH,F F (1-B),

en la que R1, R2, R® y R* tienen los significados indicados en las reivindicaciones 1 a 3,

y seguido opcionalmente, cuando sea adecuado, por (i) separacion de los compuestos (I-A) y (I-B) en sus
respectivos enantiomeros y/o diaesteredmeros, usando preferentemente procedimientos cromatograficos y/o (i)
conversion de los compuestos (I-A) y (I-B) en sus respectivos hidratos o solvatos mediante tratamiento con los
correspondientes disolventes.

5. ElI compuesto como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para usar en el tratamiento o
prevencion de enfermedades.

6. Uso de un compuesto como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la fabricacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencién de un trastorno de proliferacién celular.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el trastorno de proliferacion celular es cancer.

8. Una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, o un hidrato o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, que ademas comprende uno o mas agentes
terapéuticos adicionales.

10. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 9, en la que el agente terapéutico adicional es un agente
antitumoral.

11. La composicidon farmacéutica como se define en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, para usar en el
tratamiento o prevencion de un trastorno de proliferacion celular.
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