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DESCRIPCION
Compuesto imidazo[4,5-C]quinolin-2-ona y su uso como inhibidor dual de PI3 quinasa/ mTOR.

Las fosfoinositida 3-quinasas (PI3K) son una familia de lipido quinasas que propagan cascadas de sefializacién
intracelular que regulan un amplio intervalo de procesos celulares. Por ejemplo, la activacion de la PI3K inicia una
cascada de transduccion de sefiales que promueve el crecimiento, la supervivencia y el metabolismo de células
cancerosas. La diana en mamiferos de la rapamicina (mTOR) es un nodo de sefializacion clave que coordina el
progreso del ciclo celular y el crecimiento celular en respuesta a condiciones genéticas, epigenéticas y ambientales.
Las rutas involucradas en la sefializacion por mTOR estan desreguladas en los tejidos humanos precancerosos. En
vista de los papeles que mantienen PI3K 'y mTOR en las rutas ciclicas celulares, la inhibicién tanto de PI3K como de
mTOR puede ser (til en el tratamiento de ciertas enfermedades humanas, tales como cancer.

En la técnica se conocen inhibidores de PI3K e inhibidores duales de PI3K/mTOR. El documento WO 2010/038165
desvela ciertos compuestos de imidazo[1,5]naftiridina que afirman ser moduladores o inhibidores de la enzima PI3-
Ka y/o inhibidores duales de P13-Ka/mTOR. Los documentos WO 2010/139731 y WO 2010/139747 desvelan ciertos
compuestos de imidazoquinolinona afirmados para el uso en el tratamiento de enfermedades dependientes de
proteina o lipido quinasas, particularmente de enfermedades dependientes de PI3K.

Se mantiene una necesidad de proporcionar inhibidores de PI3K/mTOR alternativos, particularmente fuertes
inhibidores de PI3K/mMTOR con propiedades fisicas beneficiosas, tales como solubilidad mejorada y/o propiedades
clinicas deseables, tales como fuerza in vivo mejorada y/o funcionamiento farmacocinético que pueden usarse en el
tratamiento de trastornos de células proliferativas tales como cancer. La presente invencién proporciona fuertes
inhibidores de PI3K/MTOR. Mas particularmente, la presente invencién proporciona fuertes inhibidores de
PIBK/mTOR con propiedades fisicas beneficiosas y/o propiedades clinicas deseables que son Utiles como agentes
contra el cancer.

La presente invencién proporciona un compuesto que es 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-
3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, o una de sus sales farmacéuticamente aceptable.

Como una realizacién particular, la presente invencion proporciona el compuesto que es 8-[5-(1-hidroxi-1-
metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona.

Otra realizacion es 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-
c]quinolin-2-ona en forma cristalina.

La presente invencion también proporciona 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-
dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona en forma cristalina caracterizada por un patron de difraccion de rayos-X de
polvo que tiene picos caracteristicos, en 20 + 0,2, que tienen lugar en 8,57 y uno o mas de 9,06, 15,93, 18,29 y
18,87.

La presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-
il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptable, y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-
il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptable, que comprende adicionalmente uno o mas principios terapéuticos.

La presente invencién proporciona un procedimiento para tratar el cancer, que comprende administrar a un paciente
en necesidad del mismo una cantidad eficaz de 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-
1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona o una de sus sales farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona el uso de 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-
dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, o una de sus sales farmacéuticamente aceptable, para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del cancer.

La presente invencién proporciona 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-
2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, o una de sus sales farmacéuticamente aceptable, para usar en terapia.

La presente invencién proporciona 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-
2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, o una de sus sales farmacéuticamente aceptable, para usar en el tratamiento del
cancer.

Ademas, la presente invencion proporciona realizaciones preferidas de los procedimientos y usos como se
describen en el presente documento, en que el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de vejiga,
cancer de colon, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello, NSCLC, cancer de mama, melanoma, cancer de
ovarios, cancer de pancreas, cancer renal, sarcoma, cancer de tejido hematopoyético y linfoide, cancer del SNC,
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cancer de cuello uterino, cancer de endometrio, cancer de higado, cancer de piel, cancer de estdbmago, cancer de
tiroides, cancer del tracto aerodigestivo superior y cancer urinario.

Como se usa anteriormente, y a lo largo de toda la descripcién de la presente invencion, los siguientes términos,
salvo que se indique lo contrario, deberian entenderse que tienen los siguientes significados:

“Sal farmacéuticamente aceptable” o “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a las sales relativamente
no toxicas, inorganicas y organicas de los compuestos de la presente invencion.

Las expresiones “tratamiento”, “tratar’, “tratando” y similares, se entiende que incluyen ralentizar o invertir el
progreso de un trastorno. Estas expresiones también incluyen aliviar, mejorar, atenuar, eliminar o reducir uno o mas
sintomas de un trastorno o afeccion, incluso si el trastorno o la afecciéon no se han eliminado realmente e incluso si
el progreso del trastorno o de la afeccién no esta en si mismo ralentizado o invertido.

“Cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad eficaz” significa la cantidad del compuesto, o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, de la presente invencion o composicién farmacéutica que contiene un compuesto, 0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, de la presente invenciéon que provocaré la respuesta biolégica o médica de
0 un efecto terapéutico deseado en un tejido, sistema, animal, mamifero o humano que estd buscando el
investigador, el veterinario, el médico tratante u otro especialista clinico.

Los compuestos de la presente invencion tienen la capacidad de reaccionar, por ejemplo, con diversos acidos
inorganicos y organicos para formar sales farmacéuticamente aceptables. Tales sales farmacéuticamente
aceptables y la metodologia comun para prepararlas se conocen bien en la técnica. Véase, por ejemplo, P. Stahl, et
al., Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use, (VCHA/Wiley-VCH, 2002); S.M. Berge, et al.,
“Pharmaceutical Salts”, Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, N° 1, enero de 1977.

Los compuestos de la presente invencion se formulan preferentemente como composiciones farmacéuticas que
usan uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables y se administran por una
diversidad de vias. Preferentemente, tales composiciones son para administracion oral, subcutdnea o intravenosa.
En la técnica se conocen bien tales composiciones farmacéuticas y los procedimientos para prepararlas. Véase, por
ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (A. Gennaro, et al., eds., 212 Edicién, Mack Publishing
Co., 2005).

La cantidad de compuesto de la presente invencion realmente administrada la determinard un médico en funcién de
las circunstancias relevantes, incluyendo la afecciéon que vaya a tratarse, la via de administracion elegida, el
compuesto real administrado de la presente invencion, la edad, el peso y la respuesta del paciente individual y la
gravedad de los sintomas del paciente. Las dosis por dia normalmente se encuentran en el intervalo de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 2000 mg. En algunos ejemplos los niveles de dosis por debajo del limite
inferior del intervalo anteriormente mencionado pueden ser mas que adecuados, mientras que en otros casos
pueden emplearse dosis incluso mayores.

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse por una diversidad de procedimientos conocidos en la
técnica, asi como aquellos descritos en las Preparaciones y Ejemplos que se indican més adelante. Las etapas
sintéticas especificas para cada una de las vias descritas pueden combinarse de diferentes formas para preparar los
compuestos de la presente invencion.

Los reactivos y los materiales de partida generalmente se encuentran facilmente disponibles para un experto en la
materia. Otros pueden fabricarse por técnicas convencionales de quimica organica y heterociclica, técnicas que son
andlogas a las sintesis de compuestos conocidos estructuralmente similares y los procedimientos descritos en las
Preparaciones y Ejemplos indicados méas adelante, incluyendo cualquier procedimiento nuevo. Las siguientes
Preparaciones y Ejemplos se proporcionan para ilustrar la invencion con detalle adicional y representan las sintesis
tipicas de los compuestos. Los nombres de los compuestos de la presente invencién se proporcionan generalmente
por SymyxDraw 3.2.

Como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados indicados: Como se usa en el
presente documento, los siguientes términos tienen los significados indicados: “ATP” se refiere a adenosin trifosfato;
“ABC” se refiere al area bajo la curva, “SNC” se refiere a sistema nervioso central, “DMEM” se refiere a medio de
Eagle modificado por Dulbecco; “DMSQO” se refiere a dimetilsulféxido; “’“DTT” se refiere a ditiotreitol; “4E-BP1” se
refiere a la proteina 1 de unién a 4E; “FBS” se refiere a suero bovino fetal; “EDTA” se refiere a acido
etilendiaminotetraacético; “EGTA” se refiere a acido etilenglicol-bis (a-amino etiléter) - N, N, N’, N’ - tetraacético;
“GFP” se refiere a proteina fluorescente verde; “GST” se refiere a glutation-S-transferasa; “HEC” se refiere a
hidroxietilcelulosa; “HEPES” se refiere a acido N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etansulfénico; “HPLC” se refiere a
cromatografia liquida de alto rendimiento; “Clso” se refiere a la concentracion inhibidora media maxima; “IMDM” se
refiere a Medio de Dulbecco Modificado por Iscove; “MEM” se refiere a Medio Esencial Minimo; “EM” se refiere a
espectrometria de masas, “RMN” se refiere a resonancia magnética nuclear; “NSCLC” se refiere a cancer pulmonar
no microcitico; “PBS” se refiere a solucidn salina tamponada con fosfato; “PGK” se refiere a fosfoglicerato quinasa;
“PIP,” se refiere a fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato; “PO” se refiere a por via oral; “POPS” se refiere a fosfatidilserina
de palmitoil-oleoilo; “PPI” se refiere a inhibidor de la bomba de protones; “RPMI” se refiere al Roswell Park Memorial
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Institute; “TA” se refiere a temperatura ambiente; “TFA” se refiere a acido trifluoroacético; “TMED50” se refiere a
dosis eficaz minima umbral; “TR-FRET” se refiere a transferencia de energia fluorescente resuelta en tiempo; “Tris”
se refiere a tris(hidroximetil) aminometano; “Triton-X” se refiere a éter de 4-(1,1,3,3,-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol
t-octilfenoxipolietoxietanol polietilenglicol terc-octilfenilo; y “Tween-20" se refiere a polisorbato 20; “XRD” se refiere a
difraccion de Rayos-X de polvo.

Preparacion 1

Clorhidrato de (2S)-2-metoxipropan-1-amina
H,N
HCI

Enfriar una disolucion de [(2S)-2-hidroxipropillcarbamato de terc-butilo (870 g, 4,96 mol) en tetrahidrofurano (101) a5
°C. Afiadir hidruro sédico (dispersién del 60 %, 248 g, 6,21 mol, 1,25 eq.) en porciones durante 8 minutos. Agitar la
reaccion a 5 °C, durante 30 minutos. Afiadir yoduro de metilo (387 ml, 6,21 mol, 1,25 eq.) gota a gota durante 5
minutos y permitir que la reaccion proceda a 5-10 °C durante 45 minutos. Interrumpir la reaccién con agua (1 I) y
extraer con acetato de etilo (4 I). Obtener la capa organica y concentrarla al vacio para obtener un resto. Co-
evaporar el resto con tolueno (2 x 1 1), diluir con diclorometano (2 1) y filtrar. Aclarar el sdlido que queda con
diclorometano adicional (500 ml). Concentrar el filtrado liquido combinado con diclorometano al vacio para obtener
un intermedio bruto de N-[(2S)-2-metoxipropil]lcarbamato de terc-butilo (880 g, 94 %).

2
/

Suspender el intermedio bruto N-[(2S)-2-metoxipropillcarbamato de terc-butilo (806 g, 4,26 mmol) en diclorometano
(3,22 1) y afiadir HCI 4 M en dioxano (2,66 |) gota a gota a 15 °C durante 30 minutos. Agitar la mezcla a temperatura
ambiente durante 2 horas. Filtrar y lavar el resto sélido con diclorometano adicional (2 x 250 ml) y eliminar los
volétiles al vacio para dar un precipitado solido. Afadir éter de metil terc-butilo (2 1) al sélido vy filtrar; lavar el sélido
con éter de metil terc-butilo adicional (2 x 500 ml), secar y lavar adicionalmente el sélido con acetona (4 x 500 ml)
para obtener un sélido blanco como el compuesto titulado (171 g, 32 %). 1H RMN (300,13 MHz, DMSO): 8,11 (s,
3H), 3,62-3,55 (m, 1H), 3,26 (s, 3H), 2,87 (dd, J= 3,6, 13,2 Hz, 1H), 2,68 (dd, J= 8,5, 13,2 Hz, 1H), 1,10 (d, J= 6,3 Hz,
3H).

Preparacion 2

6-Bromo-4-cloro-quinolin-3-carboxilato de etilo

Br /

Suspender etil éster de acido 6-bromo-4-hidroxiquinolin-3-carboxilico (11 g, 37 mmol) en dimetilformamida anhidro
(148,6 ml) en atmosfera de nitrdgeno. Afadir cloruro de fosforilo (20,7 ml, 222 mmol, 6 eq.) a través de una jeringa
durante 5 minutos y agitar vigorosamente a temperatura ambiente durante 3 horas. Interrumpir la reaccién vertiendo
la reaccion en agua helada (1,5 I) y continuar agitando hasta que todo el hielo se haya derretido. Obtener el sélido
formado por filtracion, aclarar con agua y permitir el secado completo para producir el compuesto titulado (11,4 g, 94
%). EM (ESI) m/z (M + H)" 314,0, 316,0.

Alternativamente, preparar etil éster de acido 6-bromo-4-hidroxiquinolin-3-carboxilico como sigue y usar en la
preparacion del compuesto titulado. Disolver 2-(((4-bromofenil)amino)metilen)malonato de dietilo (25,6 g, 74,8 mmol)
en 2-metiltetrahidrofurano (107 ml) y transferir a una bomba. Después, la bomba suministra entre 19 y 21 ml de esta
disolucién a un reactor de 25 ml entre 240 °C y 260 °C en nitrégeno entre 3,96 a 4,83 MPa para permanecer por
encima de la presion de vapor de la disolucion de reactivo. Después, entre 60 y 180 minutos a esta temperatura, la
suspension resultante sale del reactor a través de una valvula mediante un tubo de inmersion cerca del fondo del
reactor a una zona de despresurizacion y enfriamiento de 10 ml. Finalmente, una segunda valvula en serie envia la
suspension a un filtro de presion en linea. Esta secuencia para vaciar el reactor se repite 2 veces mas antes de
rellenar el reactor como se describe anteriormente para asegurar que la suspension residual se elimina a un
volumen minimo y para proporcionar presion de nitrégeno al filtro de placa Unica. El ciclo automatizado continda
repetidamente y los sélidos se acumulan con el tiempo en el mismo filtro de placa Unica. Si el ciclo de produccion se
hace durante muchos dias, se usarian al menos 2 filtros en paralelo, para que el filtro fuera de linea pueda lavarse y
eliminarse los solidos sin parar el reactor de flujo intermitente. Después de que se realicen unos 5 ciclos adicionales
de esta manera se envia 2-metiltetrahidrofurano (20 ml) al reactor y se transfiere al filtro. Este modo de
funcionamiento puede denominarse flujo intermitente semi-continuo o en lotes automatizado secuenciado. De
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cualquier manera, los aspectos de este modo de funcionamiento que lo hacen similar a la reaccién continua son que
la temperatura y la presion del reactor no cambian con el tiempo pero siempre se mantienen en las condiciones de
reaccion, los tiempos de calentamiento y enfriamiento son muy rapidos para los reactivos que fluyen hacia el reactor
y el producto que fluye fuera del reactor, los tiempos de calentamiento mas enfriamiento son escalables, y los
tiempos de residencia de los reactivos y los productos en el recipiente de reaccion son los mismos en todas las
escalas controlando los flujos de entrada y de salida y la capacidad de calentar/enfriar externa al reactor. Después
de secar, se recoge el etil éster de acido 6-bromo-4-hidroxiquinolin-3-carboxilico (4,66 g, 21 %). Los filtrados
resultantes ricos en 2-(((4-bromofenil)amino)metilen)malonato de dietilo se concentran para eliminar el etanol
rindiendo 7,8 g y reconstituido en 2-metiltetrahidrofurano. Una porcién de este material (4,8 g) vuelve a someterse a
las condiciones de reaccion y se recoge etil éster de acido 6-bromo-4-hidroxiquinolin-3-carboxilico adicional (0,56 g)
para un rendimiento global del 25 %. "H-RMN: (399,84 MHz, TFA-d), & (ppm): 1,52 (3H, t, J = 7,04 Hz), 4,67 (2H, g, J
= 7,03 Hz), 8,03 (1H, d, J = 8,79 Hz), 8,28 (1H, d, J = 8,79 Hz), 8,80 (1H, s), 9,32 (1H, s); "*C RMN (100,54 MHz,
TFA-d), & (ppm): 11,9, 64,7, 105,3, 121,0, 121,2, 124,9, 126,9, 137,9, 141,1, 145,0, 167,2, 172,4.

Preparacién 3

2-(5-Bromo-3-piridil)propan-2-ol

N
~
0
/Br

procedimiento 1

Afiadir una solucién de 5-bromopiridin-3-carboxilato de etilo (22,5 g, 98 mmol) en tetrahidrofurano (350 ml) a una
disolucién de bromuro de metiimagnesio 3 M en éter de dietilo (98 ml, 293 mmol, 3 eq.) con una temperatura interna
por debajo de 30 °C. Tras la finalizacién de la reaccion, enfriar la mezcla en un bafio de hielo e interrumpir con
cloruro de amonio acuoso saturado y seguir agitando hasta que la mayoria de los solidos se disuelva. Afiadir agua
(500 ml) y extraer con acetato de etilo (3 x 500 ml). Secar la capa organica sobre sulfato de sodio, filtrar y concentrar
la capa organica a un resto. Purificar el resto por cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con disolvente
de acetato de etilo: hexano (1:1), para producir el producto titulado como un aceite (19,4 g, 92 %). EM (ESI) m/z (M +
H)" 214,9, 216,9.

procedimiento 2

Afiadir una disolucion de 5-bromopiridin-3-carboxilato de metilo (173 g, 800 mmol) en tetrahidrofurano (2,6 I) gota a
gota a una disolucion de bromuro de metilmagnesio 3 M en éter de dietilo (800 ml, 3,0 eq.) durante 30 minutos en un
bafio de enfriamiento con una temperatura interna por debajo de 18 °C. Agitar la mezcla a temperatura ambiente
durante una hora, a continuacion enfriarla a 0 °C e interrumpir con cloruro de amonio acuoso saturado (500 ml).
Afiadir una disolucion de bicarbonato sédico acuoso saturada (1 1) y permitir la separacion de capas. Obtener la capa
orgéanica y concentrarla con tolueno (1 1) a agua residual aze6tropa para producir el compuesto del titulo (168 g, 97
%) como un aceite naranja. 1H RMN (300,13 MHz, DMSO): 8,66 (d, J= 1,9 Hz, 1H), 8,55 (d, J= 2,2 Hz, 1H), 8,06 (t,
J=2,2 Hz, 1H), 5,38 (s, 1H), 1,45 (s, 6H).

Preparacion 4

2-[5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-3-piridilpropan-2-ol.

Purgar con una mezcla de 2-(5-bromo-3-piridil)propan-2-ol (18,5 g, 85,7 mmol), bis(pinacolato)diboro (44 g, 171
mmol, 2 eq.) y acetato potasico (25,2 g, 257 mmol, 3 eq.) en 1,4-dioxano (428 ml) en nitrégeno exhaustivamente.
Afiadir cloruro de (1,1’-bis(difenilfosfino)ferrocen)paladio(ll) (3,5 g, 4,3 mmol) y evacuar y purgar la reaccion dos
veces con nitrégeno. Calentar la mezcla a 90 °C, durante toda la noche. Enfriar y diluir con acetato de etilo (1 1) y
sonicar durante 30 minutos. Filtrar a través de una almohadilla de Celite® y secar el filtrado liquido sobre sulfato de
sodio. Después de la filtracién, concentrar el liquido organico y re-disolver el resto en acetato de etilo (1 1) y filtrar de
nuevo a través de una almohadilla de Celite®. Concentrar el filtrado y suspender el resto en éter de dietilo (100 ml)
seguido de hexano (700 ml). Sonicar brevemente vy filtrar para obtener un resto sélido para producir el compuesto
titulado como un sélido bruto (18,5 g). EM (ESI) m/z (M + H)" 264,0.
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Preparacién 5

6-Bromo-4-[[(2S)-2-metoxipropillamino]quinolin-3-carboxilato de etilo
@)
~

o /T

NH o
Br /
N

Suspender etil-6-bromo-4-cloro-quinolin-3-carboxilato (389 g, 1,24 mol) y clorhidrato de (2S)-2-metoxipropan-1-
amina (171 g, 1,36 mol, 1,1 eq.) en etanol (5,84 I). Afiadir diisopropiletilamina (474 ml) y calentar la mezcla a 50 °C
durante toda la noche. Después de 16 horas, enfriar la reaccién a temperatura ambiente y concentrar al vacio.
Afadir éter de metil terc-butilo (2 1) al resto y agitar durante 20 minutos. Filtrar el precipitado y lavarlo con éter de
metil terc-butilo (2 x 250 ml). Concentrar el filtrado al vacio para producir el compuesto titulado en un rendimiento
casi cuantitativo. El compuesto se usara en la siguiente etapa sin purificaciéon adicional. EM (ESI) m/z (M + H)"
367,0, 369,0.

Preparacién 6

Acido 6-bromo-4-[[(2S)-2-metoxipropillamino]quinolin-3-carboxilico

/O
O

NH OH

Br /
N

Afiadir una disolucion de hidroxido de sodio (296,7 g, 7,42 mol, 6 eq.) en agua (454 ml) a una disolucién de 6-bromo-
4-[[(2S)-2-metoxipropillamino]quinolin-3-carboxilato de etilo (454 g, 1,24 mol) en tetrahidrofurano (4,54 1) a
temperatura ambiente. Calentar la mezcla a 50 °C durante toda la noche. Después de 18 horas, enfriar la reaccion a
0° C, afiadir HCI ac. al 37 % gota a gota durante 30 minutos hasta que el pH = 6 (aproximadamente 450 ml) con la
temperatura por debajo de 23 °C. Filtrar el precipitado formado con papel de filtro y lavarlo con agua (2 ), acetona (2
I) y éter de metil terc-butilo (2 1) posteriormente. Secar el sélido blanco para dar el compuesto titulado (359 g, 86 %).
EM (ESI) m/z (M + H)" 338,9, 340,9.

Preparacion 7
8-Bromo-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona

/O

Suspender acido 6-bromo-4-[[(2S)-2-metoxipropillamino]quinolin-3-carboxilico (510 g, 1,5 mol) en dimetilformamida
(7,65 I) y afiadir trietilamina (419 ml, 3 mol, 2 eq.) a 70 °C. Afiadir azida difenilfosfonica (390 ml, 1,8 mol, 1,2 eq.)
gota a gota durante 30 minutos. Calentar la mezcla a 70 °C (temperatura interna) durante 1 hora. Enfriar a 10 °C y
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diluir con agua (5 I). Agitar la mezcla durante 1 hora, filtrar el precipitado, lavarlo con agua (2 x 1 I) y éter de metil
terc-butilo (2 x 1 1), y a continuacion dejarlo secar para dar el compuesto titulado como un sélido blanco (445 g, 88
%). EM (ESI) m/z (M + H)" 335,9, 337,9.

Preparacion 8
8-Bromo-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona

o)
- 0

Br /

Procedimiento 1

Suspender 8-bromo-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (10 g, 30 mmol) y bromuro de tetra-N-
butilamonio (3 g, 9,3 mmol) en diclorometano (150 ml). Afadir hidréxido de sodio acuoso 2 M (75 ml, 150 mmol) a
temperatura ambiente. Afiadir yodometano (7,5 ml, 120 mmol) y agitar la mezcla vigorosamente durante toda la
noche a 28 °C. Permitir que tenga lugar la separacioén de fases. Concentrar los organicos al vacio. Lavar el resto con
acetona (50 ml) para eliminar el bromuro de tetra-N-butilamonio. Filtrar la mezcla para dar el compuesto titulado
como un polvo sélido (5 g, 48 %). EM (ESI) m/z (M + H)" 350,0, 352,0.

Procedimiento 2

Suspender 8-bromo-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (285 g, 847,7 mmol) y bromuro de tetra-
N-butilamonio (82 g, 254 mmol) en diclorometano (2,85 ). Afadir hidroxido de sodio acuoso 2 M (1,7 |, 3,4 mol) a
temperatura ambiente. Afadir sulfato de dimetilo (160,8 ml, 1,7 mol) y agitar la mezcla vigorosamente durante 3
horas. Permitir la separacion de fases y obtener la capa organica. Concentrar la capa orgénica al vacio y suspender
con agua (2,4 1) durante 30 minutos. Filtrar el precipitado sélido formado y lavarlo con agua (2 x 500 ml), hexano (2 x
500 ml) y secar. El compuesto titulado se obtiene como un sélido blanco (207 g, 70 %). EM (ESI) m/z (M + H)* 350,0,
352,0.

Procedimiento 3

Suspender 8-bromo-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (50 g, 149 mmol) y bromuro de tetra-N-
butilamonio (14,4 g, 44,7 mmol) en diclorometano (500 ml). Afiadir una disolucién de hidroxido de sodio al 8 % (600
mmol). Afadir yodometano (23,2 g, 163,4 mmol) y agitar a temperatura ambiente durante 22 horas. Se separa la
fase orgéanica y se lava con agua (250 ml). A continuacion la fase organica se concentra y se recristaliza a partir del
diclorometano, a continuacion se seca por debajo de 65 °C para dar el compuesto del titulo (42,7 g, 82 %). 1H RMN
(CDCls, 400 MHz) 6 8,70 (s, 1 H), 8,50 (d, 1 H,J=2,4 Hz), 7,97 (d, 1 H, J = 9,2 Hz), 7,65 (d, 1 H, J = 9,2, 2 Hz), 4,32
(m, 2 H), 3,82 (m, 1 H), 3,79 (s, 3 H), 3,28 (s, 3 H), 1,32 (d, 3 H, J = 6,4 Hz).

Preparacién 9

5-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-3-carboxilato de etilo

B9
/\ B\
@] | = o]
~
N

Afadir tris(dibencilidenacetona)dipaladio(0) (3,98 g, 4,35 mmol), triciclohexilfosfina (2,44 g, 8,7 mmol) y acetato
potasico (42,65 g, 435 mmol) a una disolucién de bis (pinacolato) diboro (35,88 g, 141,3 mmol) en dimetilformamida
(175 ml). Burbujear N2 en la mezcla durante 15 minutos, a continuacion calentarla a 80~85 °C. A continuacion afiadir
5-bromonicotinato de etilo (25,0 g, 108,8 mmol) en dimetilformamida (75 ml) lentamente a la mezcla a 80~85 °C, y
agitar la mezcla formada a 80~85 °C durante 4-5 horas. Enfriar la mezcla de reacciéon a 15-35 °C, y a continuacién
afiadir éter de metil butil terciario (250 ml) y agua (250 ml). Filtrar la mezcla con diatomita y separar las capas
organica y acuosa. Volver a extraer la capa acuosa con éter de metil butil terciario (250 ml). Lavar la capa organica
combinada con salmuera (150 ml) y agua (150 ml). Concentrar la organica al vacio, re-cristalizar el producto bruto



10

15

20

25

30

35

ES 2531891 T3

con éter de metil butil terciario /heptano (1:6), y a continuacién secarlo por debajo de 55 °C para dar el compuesto
del titulo como un sélido gris (18,67 g, 62 %). 'H RMN (acetona-ds, 400 MHz) 51,40-1,43 (m, 15H), 4,44 (q, J=7,1Hz,
2H), 8,57(t, J=1,9Hz, 1H), 9,02(d, J=1,5Hz, 1H), 9,225(d, J=2,3Hz, 1H).

Preparacién 10

5-[1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-2-oxo-imidazo[4,5-c]quinolin-8-il]piridin-3-carboxilato de etilo

-0

A un matraz de tres cuellos que contiene 8-bromo-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (35 g,
100 mmol), 5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-3-carboxilato de etilo (29,1 g, 105 mmol), acetato de
etilo sédico (28,7 g, 350 mmol), 1,1’-bis(difenilfosfino)ferrocen-paladio(ll)dicloruro de diclorometano (0,817 g, 1,0
mmol) afiadir 1,4-dioxano (200 ml) y agua (200 ml) en N.. A continuacion calentar la mezcla de reaccién a 85 °C y
continuar agitando durante 10 horas. Enfriar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente. Filtrar la mezcla con
Silice-Tiol Kieselguhr® para eliminar el catalizador. Afiadir agua (400 ml) gota a gota y el sélido precipita. Filtrar la
mezcla y lavar el sélido con agua (400 ml). Agitar el sdlido en acetato de etilo (70 ml) a temperatura ambiente
durante una hora; filtrar, lavar con acetato de etilo (70 ml) y secar al vacio por debajo de 65 °C para dar el
compuesto del titulo (33,6 g, 80 %). 'H RMN (CDCls, 400 MHz) 6 9,25 (d, 1 H, J = 2 Hz), 9,15 (d, 1 H, J = 2,4 Hz),
8,75(s,1H),8,73(d,1H,J=1,6 Hz), 8,65 (t, L H), 8,24 (d, 1 H, J = 8,8 Hz), 7,89 (dt, 1 H, J = 8,8, 1,6 Hz), 4,47 (q, 2
H), 4,38 (m, 2 H), 3,90 (m, 1 H), 3,64 (s, 3 H), 3,26 (s, 3 H), 1,45 (t, 3H), 1,37 (d, 3H, J = 6 Hz).

Ejemplo 1

8-[5-(1-Hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona

Procedimiento 1

Disolver 8-bromo-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (0,600 g, 1,7 mmol) y 2-[5-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-3-piridiljpropan-2-ol (0,9 g, 3,43 mmol) en tetrahidrofurano (75 ml) y agua (7,5 ml)
en un tubo sellado. Purgar la mezcla con nitrégeno. Afadir fluoruro potasico (400 mg, 6,89 mmol),
tris(dibencilidenacetona)dipaladio (0) (200 mg, 0,22 mmol) y tetrafluoroborato de tri-terc-butilfosfonio (200 mg, 0,68
mmol). Sellar la reaccion en nitrégeno y calentar a 65-70 °C durante toda la noche. Enfriar la mezcla a temperatura
ambiente, filtrar para eliminar el resto inorganico. Concentrar el filtrado y diluirlo con diclorometano (120 ml) y agua
(30 ml). Separar la capa orgéanica y secarla sobre polvo de sulfato de magnesio. Concentrarla al vacio a un aceite
marrén. Purificar el resto por cromatografia en columna de gel de silice con disolvente de elucion de acetato de etilo
al 30-65 % en hexano, a continuacién con metanol al 0-7 % en diclorometano. Concentrar las fracciones que
contienen el producto y co-evaporar con éter de dietilo (2 x 10 ml), acetona (10 ml), acetona y éter de dietilo (10 ml
cada uno) posteriormente. Secar el resto sélido para producir el compuesto titulado como un polvo naranja (0,30 g,
44 %). EM (ESI) m/z (M + H)" 407,0.

Procedimiento 2

Purgar nitrdgeno a través de una suspension de 2-(5-bromo-3-piridil)propan-2-ol (100 g, 464 mmol, 1,25 eq.),
4,4,5,5-tetrametil-2-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1,3,2-dioxaborolano (141,4 g, 557 mmol, 1,5 eq.) y
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acetato potasico (127,5 g, 1,3 mol) en 1,4-dioxano (2,6 1) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Afiadir aducto
de diclorometano de dicloro-((bis-difenilfosfino)ferrocenil)-paladio(ll) (9 g, 11,14 mmol) en nitrégeno y calentar la
mezcla a 90 °C. Agitar la mezcla durante 3 horas. Enfriar la mezcla de reaccion a 80 °C y a continuacién afiadir 8-
bromo-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (130 g, 371 mmol), una disolucién de carbonato
sédico (118 g, 1,1 mol) en agua (910 ml) y aducto de diclorometano de dicloro-((bis-difenilfosfino)ferrocenil)-
paladio(ll) (9 g, 11,14 mmol). Agitar la mezcla durante 1,5 horas a la misma temperatura. Permitir la separacién de
fases para obtener la capa organica y enfriarla a 40 °C antes de la concentracién al vacio. Purificar el resto (350 g)
por cromatografia en columna de gel de silice con un disolvente de elucion en gradiente de mezcla de
diclorometano/acetato de etilo/metanol de 1:1:1 a 1:1:20. Obtener las fracciones que contienen el producto.
Concentrar y suspender el resto en acetato de etilo (10 I/kg) a 40 °C durante 15 minutos, filtrar y lavar el sélido con
acetato de etilo (2 x 1 I/kg) y éter de metil terc-butilo (2 x 2 I/kg). Disolver el sélido lavado en metanol (10 I/kg), tratar
con Tiol SiliaBond® (0,4 g/g) para eliminar el metal residual. Agitar la suspension a 23 °C durante 4 h y filtrar. Lavar
el solido con metanol (1 I/kg). Combinar todos los filtrados y los lavados de metanol y concentrar al vacio. Retener el
sélido en el disolvente (aproximadamente 100 ml). El material cristaliza a partir del disolvente. Filtrar el material
sélido y secar a 100 Pa/40 °C durante toda la hoche para producir el compuesto titulado como un sélido blanco (77
g, 51 %). EM (ESI) m/z (M + H)* 407,1. 1H RMN (500,23 MHz, DMSO): 9,05 (s, 1H), 8,95 (d, J= 2,2 Hz, 1H), 8,79 (d,
J=2.0 Hz, 1H), 8,69 (d, J= 1,5 Hz, 1H), 8,33 (t, J= 2,1 Hz, 1H), 8,18 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 8,12 (dd, J= 1,7, 8,8 Hz, 1H),
5,41 (s, 1H), 4,56 (dd, J= 8,3, 15,2 Hz, 1H), 4,37 (dd, J=4,2, 15,2 Hz, 1H), 3,85-3,80 (m, 1H), 3,57 (s, 3H), 3,12 (s,
3H), 1,56 (d, J= 1,2 Hz, 6H), 1,26 (d, J= 6,1 Hz, 3H).

Procedimiento 3

A una solucién de 5-[1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-2-oxo-imidazo[4,5-c]quinolin-8-il]piridin-3-carboxilato de etilo
(32,0 g, 76,1 mmol) en tetrahidrofurano (320 ml), afiadir lentamente una disolucion de MeMgBr (1,4 M en
tetrahidrofurano/tolueno, 221,4 g, 6,92X) en proteccion de N, con una temperatura por debajo de 0 °C. Agitar la
mezcla a -5~0 °C durante una hora en proteccién de Nz. Afiadir una disolucién de NH4ClI (15 %, 320 ml) lentamente
para interrumpir la reaccién mientras que se mantiene la temperatura por debajo de 25 °C. A continuacién afadir
acetato de etilo (320 ml). Calentar la mezcla a 25~30 °C y agitar durante media hora. Después de la separacién de
dos capas, volver a extraer la capa acuosa con tetrahidrofurano (160 ml). Lavar el organico combinado con salmuera
(2192 ml). Afadir carbon activo (1,6 g) a la capa organica y agitar a 65~75 °C durante 4-5 horas. Filtrar la mezcla con
Silice-Tiol Kieselguhr® (1,6 g). Agitar la capa organica a 65~75 °C durante 2-3 horas; la mezcla se filtra a
continuacion por Silice-Tiol Kieselguhr ®. La capa organica se elimina al vacio y se re-cristaliza con acetato de etilo/
tetrahidrofurano  para dar  8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona como un sélido amarillo claro (22,34 g, 72,2 %).

Afiadir a un matraz de tres cuellos 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona preparado como anteriormente en este procedimiento 3 (50,0 g, 123 mmol) y
tetrahidrofurano (1500 ml). Agitar la mezcla y calentarla a 45~55 °C para formar una disolucion absoluta. Filtrar y
concentrar el filtrado al vacio por debajo de 45 °C a 2,0-3,0 V y afadir acetato de etilo (500 ml), a continuacion
concentrar al vacio por debajo de 45 °C a 7~8 V. Agitar la suspension a 70~80 °C durante 6-10 horas, a continuacién
enfriar a 20~25 °C vy filtrar. Afadir acetato de etilo (135-140 g) y etanol (13,5-14,0 g) al resto. Agitar la suspension a
70~ °C durante 6-10 horas; a continuacién enfriar a 20~25 °C vy filtrar. Concentrar al vacio para dar el compuesto del
titulo como un sélido amarillo pélido (37,9 g, 75,8 %). 'H RMN (CDCls, 400 MHz) 6 8.86 (d, 1 H, J =2 Hz), 8,76 (d, 1
H,J=2,4Hz), 8,71 (s, 1 H), 8,64 (d, 1 H, J = 1,6 Hz), 8,21 (t, 2 H), 7,85 (d, 1 H, J= 6,8 Hz), 4,36 (g, 2 H), 3,88 (m, 1
H), 3,62 (s, 3 H), 3,23 (s, 3H), 2,79 (s, 1 H), 1,95 (s, 1 H), 1,71 (d, 6 H, 3= 0,8 Hz), 1,33 (d, 3 H, J = 6,4 Hz).

Ejemplo 2

8-[5-(1-Hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona,
Forma |

Procedimiento 1

La base libre de impurezas (Ejemplo 1) se suspende en etilacetato, con un sélido blanco que empieza a precipitar
desde una disolucion parduzca. El sélido se filtra en una caja de manipulaciéon con guantes dentro de la campana
extractora y se permite que se seque al vacio dentro de la caja de manipulacién con guantes durante toda la noche.
El producto se deja al vacio durante toda la noche (11 g, 63,18 % de rendimiento).

Los patrones de difraccion de Rayos-X (XRD) de polvo de los solidos cristalinos se obtienen en un difractémetro de
Rayos-X de polvo Bruker D4 Endeavor, equipado con una fuente de CuKa (A = 1,54060 A) y un detector Vantec, que
funciona a 35 kV y 50 mA. La muestra se escanea entre 4 y 20° en 26, con un tamafio de etapa de 0,0087° en 20 y
una velocidad de escaneo de 0,5 segundos/etapa, y con divergencia de 0,6 mm, anti-difusor fijo de 5,28 mm y
rendijas detectoras de 9,5 mm. El polvo seco se empaqueta en un soporte de muestra de cuarzo y se obtiene una
superficie lisa usando un portaobjetos de vidrio. En la técnica de la cristalografia se sabe que, para cualquier cristal
dado, formar las posiciones de pico angular puede variar ligeramente. Por ejemplo, las posiciones de los picos
pueden desplazarse debido a una variacion en la temperatura o la humedad a la que se analiza la muestra, un
desplazamiento de la muestra o la presencia o ausencia de un patron interno. En el presente caso, una variabilidad
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de posicion de pico de + 0,2 en 26 tendrd en cuenta estas variaciones posibles sin dificultar la identificacion
inequivoca de la forma cristalina indicada. La confirmacion de una forma cristalina puede realizarse en base a una
combinacion exclusiva de picos diferentes (en unidades de ° 26), tipicamente los picos mas prominentes. Los
patrones de difraccién de las formas cristalinas, recogidos a temperatura ambiente y humedad relativa, se ajustan en
base a picos patron NIST 675 a 8,85y 26,77 grados 2-theta.

De esta manera, una muestra preparada del compuesto se caracteriza por un patron de XRD que usa radiacion
CuKa como que tiene picos de difraccion (valores 2-theta) como se describe en la Tabla 1 siguiente.
Especificamente el patrdn contiene picos caracteristicos que tienen lugar a 8,57 y uno o més de 9,06, 15,93, 18,29 y
18,87 con una tolerancia para los angulos de difraccion de 0,2 grados.

Tabla 1: Picos de difraccién de rayos-X de polvo del Ejemplo 2, procedimiento 1

Pico Angulo (° 2-Theta) Intensidad (%)
1 8,57 100,00
2 9,06 35,40
3 9,44 13,30
4 10,22 10,60
5 11,90 13,10
6 13,57 20,10
7 14,07 15,60
8 15,93 32,50
9 18,29 73,40
10 18,87 74,50
11 20,40 16,70
12 21,57 16,10
13 23,19 30,70
14 25,54 21,90
15 27,47 19,80
16 32,17 9,60

Procedimiento 2

Disolver una cantidad razonable de la base libre del Ejemplo 1 en etanol o tetrahidrofurano para fabricar una
disolucién. Evaporar la disolucién para proporcionar el compuesto del titulo.

De esta manera, una muestra preparada del compuesto del titulo se caracteriza por un patrén de XRD que usa
radiacion CuKa como que tiene picos de difraccion (valores 2-theta) como se describe en la Tabla 1 siguiente.
Especificamente el patron contiene picos caracteristicos que tienen lugar en 8,60 junto con uno o mas de los picos
seleccionados del grupo que consiste en 9,08, 15,93, 18,25 y 18,83 con una tolerancia para los &ngulos de
difraccién de 0,2 grados.

Tabla 2: Picos de difraccion de rayos-X de polvo del Ejemplo 2, procedimiento 2

Pico Angulo (° 2-Theta) Intensidad (%)
1 8,60 70,1
2 9,08 36,5
3 9,46 15,3
4 10,23 17,9
5 11,91 17,2
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(continuacién)

Pico Angulo (° 2-Theta) Intensidad (%)
6 13,15 11,5
7 13,57 13,7
8 14,08 23,0
9 15,93 47,1
10 18,25 80,4
11 18,83 100,0
12 20,61 229
13 21,54 22,3
14 23,16 13,1
15 25,52 39,6
16 26,13 39,6
17 27,43 16,9
18 28,55 14,2
19 29,48 17,4
20 32,13 12,1

Ejemplo 3

Monohidrato  de  8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-
c]quinolin-2-ona

El ejemplo 3 puede prepararse suspendiendo una mezcla de una forma de metanolato de la base libre (el
metanolato es una forma cristalina obtenida a partir de una disolucion de metanol de la base libre), junto con una
forma anhidrida de la base libre (véase el Ejemplo 2) en una cantidad razonable de agua durante 24 horas.
Alternativamente, suspender la forma anhidrida de la base libre (véase el Ejemplo 2) en una disolucion de
acetona/agua (relacion 95:5, ay = 0,57) y sembrar con la forma monohidrato dara como resultado una conversion
completa de la forma | anhidrida en el monohidrato deseado en 24 horas.

Las condiciones para obtener la difraccion de Rayos-X (XRD) de polvo del Ejemplo 3 son esencialmente las mismas
gue las condiciones descritas en el Ejemplo 2.

De esta manera, una muestra preparada del compuesto del titulo se caracteriza por un patrén de XRD que usa
radiacion CuKa como que tiene picos de difraccién (valores 2-theta) como se describe en la Tabla 3 a continuacion.
Especificamente el patrén contiene un pico en 13,57 junto con uno o mas de los picos seleccionados del grupo que
consiste en 6,75, 9,71, 16,35, 16,98 y 19,54 con una tolerancia para los angulos de difracciéon de 0,2 grados.
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Tabla 3: Picos de difraccién de rayos-X de polvo del Ejemplo 3

Pico Angulo (° 2-Theta) | Intensidad (%)
1 6,75 14,2
2 9,71 18,3
3 11,35 12,5
4 13,57 100,0
5 16,35 15,6
6 16,98 48,8
7 19,54 11,5
8 20,40 13,0

Ejemplo 4

Malato de 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-
ona

COOH
COOH//\\r/

OH

El Ejemplo 4 puede prepararse suspendiendo una base libre (53,5 mg) en acetona (2 ml) y a continuacion
incorporando &cido L-malico (22 mg). Los sdlidos se disuelven en una disolucién clara. Los soélidos cristalinos
blancos precipitan a partir de la disolucion. Un filtro de vacio y el aire secan los soélidos. Secar la sal de malato en un
horno de vacio (65 °C) durante toda la noche para proporcionar el compuesto del titulo.

Las condiciones para obtener la difraccion de Rayos-X (XRD) de polvo del Ejemplo 4 son esencialmente las mismas
que las condiciones descritas en el Ejemplo 2.

De esta manera, una muestra preparada del compuesto del titulo se caracteriza por un patrén de XRD que usa
radiacion CuKa como que tiene picos de difraccién (valores 2-theta) como se describe en la Tabla 4 a continuacion.
Especificamente el patron contiene un pico en 5,39 junto con uno o mas de los picos seleccionados del grupo que
consiste en 10,33, 12,16, 15,57 y 20,08 con una tolerancia para los angulos de difraccion de 0,2 grados.

Tabla 4: Picos de difraccion de rayos-X de polvo del Ejemplo 4

Pico Angulo (° 2-Theta) | Intensidad (%)
1 5,39 100,00
2 10,33 38,8
3 11,81 12,1
4 12,16 40,4
5 13,20 17,5
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(continuacién)

Pico Angulo (° 2-Theta) | Intensidad (%)
6 15,57 30,7
7 16,22 16,3
8 16,47 20,7
9 19,26 26,6
10 20,08 55,9
11 20,46 42,9
12 21,86 26,3
13 22,51 24,7
14 24,08 46,5
15 24,68 12,3
16 25,59 35,0
17 28,11 26,4

Ejemplo 5

Fumarato de 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-
c]quinolin-2-ona

El Ejemplo 5 puede prepararse afiadiendo base libre 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-
metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (60,2 mg) a 1-butanol (0,5 ml) y a continuacion afiadir 21,9 mg de
acido fumarico. Afiadir heptano (5 x 0,5 ml), que produce una suspension blanca espesa, y agitar a 90 °C/500 rpm.
Filtrar al vacio y secar en nitrégeno. Los sélidos se pierden durante la recuperacion de la filtracion, aunque es
suficiente para la XRD. Se prepara sal de fumarato cristalina adicional afiadiendo base libre (101,0 mg) a 1-butanol
(0,5 ml) y a continuacion afiadir 34 mg de acido fumarico. Afadir heptano (6 x 0,5 ml) y semillas cristalinas de la sal
de fumarato de la primera preparacion y agitar la mezcla a 90 °C/500 rpm durante 1 hora. Recuperar los sélidos por
filtracion al vacio y secar los soélidos en nitrogeno. Secar adicionalmente los sélidos en un horno de vacio (65 °C)
durante toda la noche para proporcionar el compuesto del titulo.

Las condiciones para obtener la difraccion de Rayos-X (XRD) de polvo del Ejemplo 5 son esencialmente las mismas
que las condiciones descritas en el Ejemplo 2.

De esta manera, una muestra preparada del compuesto del titulo se caracteriza por un patron de XRD que usa
radiacion CuKa como que tiene picos de difraccién (valores 2-theta) como se describe en la Tabla 5, dada a
continuacién. Especificamente el patrén contiene un pico en 5,10 junto con uno o0 mas de los picos seleccionados
del grupo que consiste en 8,55, 15,45, 15,78 y 22,50 con una tolerancia para los angulos de difraccion de 0,2
grados.

Tabla 5: Picos de difraccion de rayos-X de polvo del Ejemplo 5

Pico Angulo (° 2-Theta) | Intensidad (%)
1 5,10 100,00
2 8,55 17,1
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(continuacién)

Pico Angulo (° 2-Theta) | Intensidad (%)
3 12,14 6,0
4 15,45 26,7
5 15,78 11,0
6 18,50 5,9
7 19,94 7,4
8 20,88 51
9 21,55 4,5
10 22,50 14,5
11 24,92 7,9
12 26,41 5,9

Ensayo enzimético in vitro de mTOR (FRAP1)

Usar el Ensayo de Quinasa mTOR LanthaScreen™ (Invitrogen) para determinar los valores Clso del compuesto
frente a la mTOR quinasa. Se trata de un formato de ensayo de Transferencia de Energia por Resonancia de
Fluorescencia Resuelta en Tiempo (TR-FRET) que usa un anticuerpo marcado con terbio de larga vida Gtil como
especie donadoras y 4E-BP1 marcada con Proteina Fluorescente Verde (GFP) como especies aceptoras. Usar la
relacién TR-FRET para monitorizar la actividad mTOR cuando un aumento en la fosforilacion de la proteina da como
resultado un aumento en la relacion TR-FRET. Realizar la reaccion de la quinasa usando un volumen de reaccién de
12,5 microlitros en una Proxiplaca de 384 pocillos poco profundos negros. Afadir reactivos para obtener las
condiciones de reaccion finales de acido N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etanosulfénico (HEPES) 50 milimolar a pH 7,5,
acido etilenglicol-bis (B-amino etiléter) - N, N, N’, N’ - tetraacético (EGTA) 1 milimolar, Tween 20 al 0,01 %, cloruro de
manganeso 10 mM, DL-ditiotreitol (DTT) 2 mM, GFP-4E-BP1 (un sustrato fisiologico del mTOR, 4E-BP1 expresada y
purificada como una fusién con la proteina fluorescente verde, Invitrogen) 0,4 micromolar, mMTOR (MTOR humano
recombinante, restos 1360 - 2549, etiquetado con glutation-S-transferasa (GST), expresado en células de insecto,
Invitrogen) 70 ng por mililitro, dimetil sulfoxido al 4 % y diluciones seriadas del compuesto (diluido 1:3 de 20.000 a 1
nM). Afadir enzima y sustrato al compuesto y a continuacién afiadir adenosin trifosfato (ATP) a 10 uM para empezar
la reaccion. Incubar a temperatura ambiente durante 60 min y a continuacion afiadir 12,5 pl de tampén de dilucién de
anticuerpos que contiene anticuerpo anti-fosfo-treonina4d6 4E-BP1 marcado con terbio 4 nM y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 20 mM, clorhidrato de tris(hidroximetil)aminoetano (Trizma®) 0,67 mM a pH 7,5,
azida sddica al 0,02 % y nonilfenilpolietilenglicol (Nonidet ® P40) al 0,01 %. Incubar a TA durante 60 min, y leer en
un lector de placas EnVision con un filtro de excitacién de longitud de onda de 340 nm vy filtros de emisién de
longitudes de onda de 495 nm y 520 nm. Usar la sefial medida con un filtro de 520 nm (especifico para GFP) sobre
la sefial medida con un filtro de 495 (especifico para terbio) para calcular la relacion TR-FRET. Derivar el valor Clsp
para cada compuesto usando los datos del porcentaje de inhibicién que se calculan a partir de los datos de reaccién
respectivos a los controles en placa (relacion TR-FRET de puntos de datos de ensayo respectivos a controles en
placa sin ATP). Usar ACTIVITYBASE 4.0 para ajustar el porcentaje de inhibiciéon y los datos de concentracion de
compuesto a diez puntos para una ecuacion logistica de cuatro parametros.

En este proceso de ensayo se analiza un compuesto dentro del ambito de la presente invencion sustancialmente
como se indica anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene un valor
absoluto Clso de 0,165 uM (+0,0925, n=5). Estos resultados indican que los compuestos dentro del ambito de la
presente invencién son fuertes inhibidores de mTOR.

Ensayo enzimatico in vitro de fosfoinositida 3-quinasa alfa (PI3Ka)

Usar el ensayo de Proximidad de Centelleo de PI3Ka para determinar los valores Clsp de los compuestos frente a
PI3Ka quinasa. Este ensayo evalla la actividad PI3Ka en presencia de inhibidores del compuesto midiendo la
incorporacion de y-P33-ATP en fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato (PIP,). Realizar las reacciones quinasa en volimenes
de reaccion de 40 ul en placas de poliestireno de fondo transparente de 96 pocillos de media area de fondo plano
blanco. Afadir PI3Ka para iniciar la reaccion. Las condiciones finales de reaccion son 2,2-bis(hidroximetil)-2,2’,2”-
nitrilotrietanol (Bis-Tris) 43,75 mM a pH 7,0, cloruro sddico (NaCl) 306 mM, éter de polietilenglicol octilfenilo (TritonTM
X-100) 1,76 mM, adenosin trifosfato (ATP) 10 uM, cloruro de magnesio (MgClz) 2,9 mM y y-Pss- adenosin trifosfato
(y -P33-ATP) 1 uCi por pocillo, enzima recombinante humana PI3Ka 5,0 nM, palmitoil-oleoil fosfatidilserina (POPS)
0,2 mM, fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato (PIP2) 0,04 mM, DMSO al 4 % y diluciones seriadas de compuesto (diluido
1:3 de 20.000 a 1 nM). Incubar a TA durante 90 min después de afiadir PI3Ka. Detener la reaccion con la adicion de

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2531891 T3

40 pl de un tampo6n de detencion que contiene 2,5 mg/ml de perlas unidas a neomicina (Amersham, N° Cat
RPNQO0506) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 21 mM. Centrifugar las placas durante 30 minutos a 1000
revoluciones por minuto (RPM) y contar la radiactividad con un Wallac Microbeta Trilux normalizado para p¥,
Derivar el valor Clsp para el Ejemplo 1 usando los datos de porcentaje de inhibicion calculados usando los datos de
reaccion con respecto a los controles en placa (enzima activa frente a controles de enzima inhibida por EDTA 62,5
milimolar). Ajustar el porcentaje de inhibicion y los datos de concentracion de compuesto a diez puntos para una
ecuacion logistica de cuatro parametros usando ACTIVITYBASE 4.0.

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del ambito de la invencién sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene un valor absoluto Clsp
de 0,00607 uM (+0,00338, n=2). Estos resultados muestran que los compuestos dentro del &mbito de la presente
invencion son fuertes inhibidores de PI3Ka.

Ensayo enzimatico in vitro de fosfoinositida 3-quinasa beta (PI3Kb)

Usar el ensayo de Proximidad de Centelleo de PI3K beta (SPA PI3K beta) para determinar los valores Clsp frente a
PI3Kb para un compuesto. Este ensayo evalla la actividad PI3K beta en presencia de inhibidores del compuesto
midiendo la incorporacion de y-P33-ATP en fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato (PIP,). Realizar las reacciones de la
quinasa en volimenes de reaccion de 40 pl en placas de poliestireno con fondo transparente de 96 pocillos de
media area de fondo plano blanco. Afiadir PI3K beta para iniciar la reaccién. Las condiciones finales de reaccion son
2,2-bis(hidroximetil)-2,2’,2”-nitrilotrietanol (Bis-Tris) 43,75 mM a pH 7,0, cloruro sddico (NaCl) 87,5 mM, éter de
polietilenglicol octilfenilo (Triton™ X-100) 1,76 mM, adenosin trifosfato (ATP) 40 uM, cloruro de magnesio (MgCl,) 1,0
mM y y -P®- adenosin trifosfato (y -P33-ATP) 1 uCi por pocillo, enzima recombinante humana PI3K beta 6,0 nM,
palmitoil-oleoil fosfatidilserina (POPS) 0,2 mM, fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato (PIP2) 0,04 mM, DMSO al 4 % y
diluciones seriadas de compuesto (diluido 1:3 de 20.000 a 1 nM). Incubar a TA durante 90 min después de afadir
PI3K beta. Parar la reaccion con la adicion de 40 pl de un tampén para parar que contiene 2,5 mg/ml de perlas
unidas a neomicina (Amersham, N° Cat RPNQO506) y &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 21 mM. Centrifugar
las placas durante 30 minutos a 1000 revoluciones por minuto (RPM) y contar la radiactividad con un Wallac
Microbeta Trilux normalizado para P33. Derivar el valor Clso para el compuesto usando los datos de porcentaje de
inhibicién calculados usando los datos de reaccién con respecto a los controles en placa (enzima activa frente a
controles de enzima inhibida por EDTA 62,5 milimolar). Ajustar el porcentaje de inhibicion y los datos de
concentracion de compuesto a diez puntos para una ecuacion logistica de cuatro parametros usando
ACTIVITYBASE 4.0.

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del &mbito de la invencidn sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene un valor absoluto Clsg
de 0,0776 uM (+0,0401, n=2). Estos resultados muestran que los compuestos dentro del ambito de la presente
invencion son fuertes inhibidores de PI3Kb.

Ensayos enziméticos in vitro de Fosfoinositida 3-quinasa delta (PI3Kd) y Fosfoinositida 3-quinasa gamma
(PI3KQ)

Usar el ensayo de quinasa Adapta® para la deteccion del ADP por inmunoensayo basado en fluorescencia. Se trata
de un formato de ensayo FRET Resuelta en Tiempo (TR-FRET) que usa un anticuerpo anti-ADP marcado con
Europio y un indicador de ADP marcado con un Alexa Fluor® 647 (AF647) para monitorizar la produccién de ADP por
la quinasa. Usar la relaciéon TR-FRET para monitorizar la actividad PI3K delta o PI3K gamma donde un aumento en
la fosforilacion de lipidos y la produccién de ADP aumentada correspondiente da como resultado una disminucion en
la TR-FRET.

Reacciones enzimaticas: Realizar la reaccién de la quinasa para PI3Kd usando un volumen de reaccién de 10
microlitros en una placa de 384 pocillos blancos de poco volumen Corning® (Corning®N°3674). Afadir reactivos
para obtener las condiciones finales de reaccion de 0,47-2,6 nanogramos de PI3K delta (PI3Kd humana de longitud
completa recombinante expresada en y purificada de células de insecto, Invitrogen) y PIP, 50 micromolar: PS en
HEPES 32,5 milimolar, a pH 7,5, cloruro sodico 50 milimolar, CHAPS al 0,015 %, cloruro de magnesio 1,5 milimolar,
EGTA 0,5 milimolar, ATP 25 micromolar, DMSO al 1 % y compuesto diluido seriado (diluido 1:3 de 20.000 a 1
nanomolar). Afiadir el ATP al compuesto y a continuacion afadir la mezcla sustrato/quinasa para iniciar la reaccién.
Agitar la placa durante 30 segundos y a continuacion incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos. Realizar
la reaccion de la quinasa PI3Kg usando un volumen de reaccién de 10 microlitros en una placa de 384 pocillos
blancos de poco volumen Corning® (Corning® N° 3674). Afadir reactivos para obtener las condiciones finales de
reaccion de 3,5-26 nanogramos de PI3K gamma (PI3Kg humana de longitud completa recombinante expresada en y
purificada de células de insecto, Invitrogen) y PIP, 50 micromolar: PS en HEPES 32,5 milimolar, a pH 7,5, EGTA 0,5
milimolar, cloruro de magnesio 1,5 milimolar, ATP 25 micromolar, DMSO al 1 % y compuesto diluido seriado (diluido
1:3 de 20.000 a 1 nanomolar). Afiadir el ATP al compuesto y a continuacion afiadir la mezcla sustrato/quinasa para
iniciar la reaccion. Agitar la placa durante 30 segundos, centrifugar 2 minutos a 1000 x g y a continuacién incubar a
temperatura ambiente durante 60 minutos.
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Deteccion de ADP: Afadir 5 microlitros de Mezcla de Deteccion (EDTA 30 mM, anticuerpo anti ADP marcado con Eu
30 nM y la concentracion EC60 del indicador de ADP para las reacciones con ATP 5-100 uM, Invitrogen) a las
reacciones enzimaticas de PI3K delta y gamma. Agitar la placa durante 30 segundos, centrifugar 2 minutos a 1000 x
g y a continuacion incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos. Leer las placas en un lector de placas
fluorescente usando un filtro de excitacién de longitud de onda de 340 nm y filtros de emision de longitudes de onda
de 665 nm y 615 nm. Usar la sefial medida con un filtro de 665 nm (especifico para la emisién AF647 poli GT) sobre
la sefial medida con el filtro de 615 (especifico para europio) para calcular la relacion TR-FRET. Usar la relacion TR-
FRET para calcular la concentracion de ADP volviendo a calcular una curva patron ATP/ADP que esta ajustada a un
modelo sigmoidal de respuesta a la dosis nimero 205 (XLfit de IDBS). Derivar el valor Clso para cada compuesto
usando los datos de porcentaje de inhibicién que se calculan a partir de los datos de reaccién con respecto a los
controles en placa (concentracion de ADP de los puntos de datos del ensayo con respecto a controles en placa sin
ATP). Usar XLfit (IDBS) para ajustar el porcentaje de inhibicién y datos de concentracién de compuesto de diez
puntos para un modelo sigmoidal de respuesta a la dosis 205 (XLfit de IDBS).

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del &mbito de la invencidn sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene un valor absoluto Clsg
de 0,0380 uM para PI3Kd y un valor absoluto Clsp de 0,0238 uM para PI3Kg. Estos resultados muestran que los
compuestos dentro del &mbito de la presente invencién son fuertes inhibidores de PI3Kd y PI3Kg.

Ensayo enzimético in vitro de Proteina Quinasa Dependiente de ADN (ADN-PK)

Usar el formato de ensayo de quinasa ZLYTE® (Invitrogen) para determinar los valores Clso frente a ADN-PK para
un compuesto. Se trata de un formato de ensayo enzimatico acoplado, basado en fluorescencia, basado en la
sensibilidad del sustrato peptidico marcado de forma dual fosforilado frente a no fosforilado (Cumarina en el extremo
amino, Fluoresceina en el extremo carboxilo) a la protedlisis. Usar la relacién de Transferencia de Energia de
Resonancia de Fluorescencia (FRET) para monitorizar la actividad ADN-PK donde la fosforilacion del péptido
protege al péptido de la escision proteolitica y la FRET del sustrato se mantiene. Realizar la reaccion de la quinasa
usando un volumen de reaccion de 10 microlitros en una placa de 384 pocillos negros de poco volumen NBS
Corning® (Corning®N°3676). Afadir reactivos para obtener las condiciones finales de reaccion de acido N-2-
hidroxietilpiperazin-N’-2-etansulfénico (HEPES) 50 milimolar a pH 7,5, tensioactivo no iénico BRIJ-35 al 0,01 %,
cloruro de magnesio 10 milimolar, acido etilenglicol-bis (B-amino etiléter) - N, N, N' N’ - tetraacético (EGTA) 1
milimolar, DL-ditiotreitol (DTT) 1 mM, 2,5 microgramos/mililitro de ADN de Timo de Ternera (CT ADN), 3,88-27,3
nanogramos de ADN-PK, 2 micromolar del péptido marcado Ser/Thr 26 (Invitrogen), dimetil sulféxido al 1 % y
diluciones seriadas del compuesto (diluido 1:3 de 20.000 a 1 nanomolar). Afadir enzima y sustrato al compuesto a
continuaciéon afadir adenosin trifosfato (ATP) 25,0 micromolar para iniciar la reaccion. Agitar la placa durante 30
segundos a continuacién incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos. Afadir 5 microlitros de una dilucién
1:16 de Disolucién de Reactivo de Desarrollo B (Invitrogen), agitar la placa durante 30 segundos y a continuacion
incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos. Leer la placa en un lector de placas fluorescente con un filtro de
excitacion de longitud de onda de 400 nm vy filtros de emision de 445 y 520 nm. Usar la sefial medida con un filtro de
445 nm (especifico para Cumarina) sobre la sefial medida con el filtro de 520 (especifico para fluoresceina) para
calcular la relacion FRET. Derivar el valor CI50 para cada compuesto usando los datos del porcentaje de inhibicion
calculados a partir de los datos de reaccion con respecto a los controles en placa (control de DMSO para el 0 % de
inhibicion y no reaccion de ATP para el 100 % de inhibicién). Usar XLfit (IDBS) para ajustar el porcentaje de
inhibicion y datos de concentracion de compuesto de diez puntos para un modelo sigmoidal de respuesta a la dosis
(nimero de modelo 205).

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del &mbito de la invencidn sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene un valor absoluto CI150
de 0,00424 uM. Estos resultados muestran que los compuestos dentro del alcance de la presente invencion son
fuertes inhibidores de ADN-PK.

Deteccion por AlfaScreen SureFire de Quinasa p70S6 fosforilada (Thr389), AKT (Thr308) y AKT (Ser473) en
Células US7TMG

Usar el AlphaScreen SureFire® para p-p70S6 quinasa (Thr389) (TGR Biosciences, TGRAS50K), p-AKT (Thr308)
(TGR Biosciences, TGRA2S50K) y p-AKT (Ser473) (TGR Biosciences, TGRAS50K) para determinar el efecto del
Ejemplo 1 en la formacién de quinasa p70S6 (Thr389), AKT (THr308) y AKT (Ser473) fosforiladas endégenas
respectivamente. Este formato de ensayo homogéneo usa captura por inmuno-sandwich del analito fosforilado y
después la deteccion con perlas Alphascreen cubiertas con anticuerpos para generar una sefial amplificada.

Mantener unas células U87MG en medio de crecimiento U87MG que consiste en DMEM (GIBCO 11965-092)
complementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS, GIBCO, 10091-141), un 1 % de aminoacidos no esenciales
(GIBCO, 11140-050) y un 1 % de piruvato sodico (GIBCO, 11360-070). Recuperar las células usando
procedimientos de cultivo celular convencionales y a continuacion contar usando Vi-Cell. Sembrar en placa 100 pl de
células U87MG en medio de crecimiento (50.000 células/pocillo) en placas de 96 pocillos Costar N°3596 e incubar
durante toda la noche a 37 °C, al 5 % de CO..
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El dia del ensayo, tratar las células con Ejemplo 1 (20 nl/pocillo) diluido en medios que contienen DMSO al 6 %.
Incubar durante una h a 37 °C, a continuacion eliminar el medio y afiadir 50 pl de Tampén de Lisis 1x SureFire
(componente del Kit TGR Biosciences SureFire ®) a cada pocillo e incubar a temperatura ambiente durante 10 min
con agitacion suave. Transferir 6 ul de lisado y 10 pl de mezcla de reaccion (60 partes de tampo6n de reaccion/10
partes de tampon de activacion/1 parte de cada perla donante y aceptora, Perkin Elmer, 6760617R) a una proxiplaca
de 384 pocillos (Perkin Elmer, 6006280) para los ensayos de quinasa p-p70S6 (Thr389) y p-AKT(Ser473). Sellar la
placa e incubar a TA durante 4 h. Transferir 4 ul de lisado y 5 ul de mezcla de reaccion (40 partes de tampon de
reaccion/10 partes de tampoén de activacion/l parte de perla aceptora) a una proxiplaca de 384 pocillos para el
ensayo de p-AKT(Thr308). Incubar durante 2 h a TA y a continuacion afiadir 2 ul de mezcla de dilucién (20 partes de
tampon de dilucion/1 parte de perla donante) a cada pocillo. Sellar la placa e incubar a TA durante otras 2 h. Leer las
placas en un Perkin Elmer EnVision equipado con un TurboMdédulo que usa ajustes AlphaScreen® convencionales
(Exssonm Y EMs20.620nm). Calcular los datos del porcentaje de inhibicion a partir de los datos de reaccién con respecto
al control en placa. A continuacion usar ACTIVITYBASE 4.0 para ajustar el porcentaje de inhibicion a partir de los
datos de concentracién de compuesto de diez puntos para una ecuacion logistica de cuatro pardmetros para derivar
el valor Clsg para el Ejemplo 1.

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del ambito de la invencion sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene valores absolutos Clsp
como se proporcionan en la Tabla 6. Estos resultados muestran que los compuestos dentro del ambito de la
presente invencién inhiben enzimas en las rutas de PI3K y mTOR en las células US7MG.

Tabla 6
AKT1(pT308) AKT1(pS473) P70S6(pT389) SB6RP(pS240/242)
Ejemplo Clso Absoluto (uM) Clso Absoluto (uM) Clso Absoluto (uM) Clso Absoluto (uM)
1 0,106 (+0,0649, n=4) | 0,0942 (+0,0421, n=4) | 0,0106 (+0,00296, n=4) | 0,0191 (+0,00204, n=3)

Ensayo de Proliferacion Celular

Usar el Sistema de ensayo de Viabilidad Celular Luminiscente CellTiter-Glo (disponible en el comercio de Promega)
para medir la actividad antiproliferativa del Ejemplo 1 determinando el nimero de células viables en cultivo en base a
la cuantificacion del ATP presente, que sefializa la presencia de células metabdlicamente activas.

Sembrar en placas células en una placa de 96 pocillos a 2000 células/pocillo en 100 ul de medio especifico celular
(para U87MG usar DMEM, FBS al 10 %, &cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico (HEPES) 25 mM, piruvato
sédico 1,0 mM y Amino4cidos No Esenciales 0,1 mM (ATCC N° Cat. 30-2002); para HT1080 usar MEM de Eagle,
FBS al 10 % (ATCC N° Cat. 30-2003); para H1975, A2780, SJSA-1y 786-O usar RPMI 1640, FBS al 10 % (ATCC
N° Cat. 30-2001); para A204 usar 5A de McCoy, FBS al 10 % (ATCC N° Cat. 30-2007) excepto en la columna 1 usar
solamente medio como el control blanco). Incubar las placas durante toda la noche a 37 °C y CO; al 5 %. El
siguiente dia, preparar disoluciones madre del compuesto a 1 mM en DMSO vy diluir en serie en DMSO en una placa
de polipropileno de fondo redondo de 96 pocillos. Ensayar los compuestos a 10 concentraciones por duplicado, 4
compuestos por placa.

Transferir 4 ul de las disoluciones seriadas en DMSO a una placa de 96 pocillos y afiadir 196 ul de medio de cultivo
para crear una disoluciéon madre 10 X para dosificar. Transferir suavemente 11 pl de cada disoluciéon madre de
dosificacion al pocillo correspondiente de la placa de células dando como resultado una concentracion de DMSO del
0,2 % y un volumen final de 111 pl. Afadir 11 pl de medio a las columnas control (Columna 12) y a las columnas de
fondo (Columna 1). Incubar las células con el compuesto a 37 °C, CO- al 5 % durante 72 o0 96 h (Para H1975, 786-
O, HT1080, A2780, A204 y SJSA-1 usar 72 h y para U87MG usar 96 h).

Preparar el reactivo CellTiter-Glo (Promega, Cat: G7571) y afiadir 100 | a cada pocillo después de que la incubacion
esté completada, homogeneizar las células mezclando en un agitador orbital durante 2 min y a continuacién incubar
a TA durante 10 min para permitir que la sefial luminiscente se estabilice. Registrar los datos de luminiscencia sin
procesar con un lector de placas Wallac Victor V. Calcular los valores Clso para el Ejemplo 1 usando los datos del
porcentaje de inhibicion. Se ajusta una curva logistica de cuatro pardmetros para cada respuesta de dosis.

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del ambito de la invencién sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene valores Clsg absolutos
como se proporcionan en la Tabla 7. Estos resultados indican que los compuestos dentro del ambito de la presente
invencién son utiles inhibiendo la proliferacién de las lineas celulares U87MG, H1975, 786-O, A2780, HT-1080, A204
y SJSA-1.
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Tabla 7
Clso US7TMG Clso H1975 Clso 786-0O Clsp A2780 Clso HT-1080 Clsp A204 Clso SJSA-1
(uM) (uM) (uM) (uM) (uM) (uM) (uM)
0,074 0,102 0,126 0,090 0,072 0,097 0,096

Ensayo Clonogénico de Tumores Oncotest

Usar la coleccion Oncotest (GmbH de Freiburg, Alemania) de xenoinjertos de tumores humanos desarrollados
subcutdneamente en ratones desnudos inmunodeficientes para medir la respuesta al Ejemplo 1 a una diversidad de
tipos de tumores. Los xenoinjertos, trasplantados directamente de pacientes a, y en pases en, ratones desnudos,
conservan la mayoria de las caracteristicas de los tumores del paciente parental incluyendo histologia y sensibilidad
a los farmacos anticancer que recapitulan la respuesta del paciente donante a los farmacos convencionales contra el
cancer a un alto grado. Preparar células tumorales directamente a partir de xenoinjertos de tumores humanos que
crecen en ratones desnudos. Medir la inhibicién de la formacién de colonias independientes ancladas de las células
tumorales en agar blando.

El Ejemplo de Ensayo 1 en los modelos de xenoinjertos de tumores humanos derivados de pacientes se muestra en
la Tabla 10, que comprende de 2 a 10 modelos de 13 histotipos de tumores humanos diferentes, denominados
cancer de vejiga, de colon, gastrico, de cabeza y cuello, pulmonar no microcitico (células adenoescamosas y células
grandes), de mama, de ovarios, de pancreas, de préstata y cancer renal, asi como melanoma, mesotelioma pleural y
sarcoma, donde md es moderadamente diferenciado, pd es pobremente diferenciado, id es indiferenciado y bd es
bien diferenciado.

Preparacion de Suspensiones Unicelulares de Xenoinjertos de Tumores Humanos

Hacer crecer xenoinjertos de tumores humanos sélidos subcutdneamente con pases en serie en ratones desnudos
con timo aplasico (cepa NMRI nu/nu) y extirpar los tumores en condiciones estériles, disgregar mecénicamente y
posteriormente incubar con un céctel enzimatico que consiste en colagenasa de tipo IV (41 U/ml), ADNasa | (125
U/ml), hialuronidasa (100 U/ml) y dispasa Il (1,0 U/ml) en medio RPMI 1640 a 37 °C durante 45 minutos. Pasar las
células a través de tamices de 200 um y 50 um de tamafio de malla y lavar dos veces con tampdn PBS estéril.
Determinar el porcentaje de células viables en un hemocitbmetro Neubauer usando exclusién con azul tripano.

Procedimiento de Ensayo Clonogénico con Células de Xenoinjertos de Tumores Humanos

Realizar el ensayo clonogénico en un formato de 24 pocillos de acuerdo con un ensayo de agar blando de dos capas
modificado (Hamburger et al., Science 197:461-643, 1997). La capa del fondo consiste en 0,2 ml/ pocillo de IMDM
(complementado con suero de ternera fetal al 20 % (v/v), gentamicina al 0,01 % (p/v) y agar al 0,75 % (p/v). Ahadir
de 0,8-:10" a 5-10" células a 0,2 ml del mismo medio de cultivo complementado con agar al 0,4 % (p/v) y sembrar en
placa en la capa del fondo en placas de 24 pocillos. Aplicar el compuesto de ensayo por exposicidon continua
(superposicién de farmaco) en 0,2 ml de medio de cultivo. Afiadir la superposicién de farmaco 24 horas después de
sembrar las células como una disolucion concentrada tres veces. Incluir seis pocillos control sin tratar y 6
concentraciones de grupos tratados con farmacos por triplicado en cada placa. Incubar los cultivos a 37 °C y CO; al
7,5 % en una atmodsfera humidificada durante hasta 20 dias y monitorizar cercanamente para el crecimiento de
colonias usando un microscopio invertido. Dentro de este periodo, el crecimiento de tumores in vitro da lugar a la
formacion de colonias con un diametro de > 50 um. En el momento de la formacién maxima de colonias, contar las
colonias con un sistema de andlisis de formacion de imagenes automatico (OMNICON 3600, Biosys GmbH). Tefiir
las colonias vitales 24 horas antes de la evaluacién con una solucién acuosa estéril de cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-
(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio (1 mg/ml, 100 pl/pocillo).

Expresar los efectos de los farmacos en términos de porcentaje de formacién de colonias. Comparar los nimeros
medios de colonias en los pocillos tratados con el recuento de colonias medio de los controles sin tratar (expresar el
recuento de colonias relativo por el valor ensayo-frente-grupo-control, valor T/C [%]):

T recuento de coloniag pow pamio

—[] =

C " recuento de colonias propo coutrol

1a0a

Representar la concentracion del compuesto frente al recuento de colonias relativo y determinar los valores CI50 y
CI70 absolutos o las concentraciones de farmacos necesarias para inhibir la formacion de colonias en un 50 % (T/C
=50 %)y en un 70 % (T/C = -= %), respectivamente por un ajuste de curva de dos puntos.

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del ambito de la invencion sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene valores Clsg absolutos
como se proporcionan en la Tabla 8. Estos resultados indican que los compuestos dentro del ambito de la presente
invencién son Utiles inhibiendo la proliferacion de estas lineas celulares derivadas de pacientes.
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Tabla 8: Xenoinjertos humanos examinados en el ensayo clonogénico

Nombre del tumor | Modelo del tumor | Histologia CI50 Absoluto (mM)
De vejiga BXF 1218 carcinoma de células transicionales 0,048
BXF 1228 carcinoma de células transicionales, bd 0,031
De colon CXF 1103 adenocarcinoma, pd >0,2
CXF 1729 adenocarcinoma, bd 0,176
CXF 1783 Carcinoma de colon, bd 0,029
CXF 243 adenocarcinoma, pd 0,237
CXF 280 adenocarcinoma, pd 0,007
CXF 676 adenocarcinoma, md 0,35
CXF 975 adenocarcinoma, md 0,142
Gastrico GXF 1172 carcinoma de células en anillo de sello, pd 0,141
GXF 209 carcinoma de células en anillo de sello, id 0,184
GXF 97 adenocarcinoma, bd 0,101
De cabezay cuello | HNXF 536 carcinoma del epitelio escamoso, bd 0,055
HNXF 908 carcinoma del epitelio escamoso, md 0,052
NSCLC LXFA 1041 adenocarcinoma, md 0,205
LXFA1584 adenocarcinoma, pd 0,085
LXFA 526 adenocarcinoma, pd 0,084
LXFA 629 adenocarcinoma, pd 0,026
LXFA 983 adenocarcinoma, pd 0,103
LXFE 1422 carcinoma del epitelio escamoso, id 0,231
LXFE 211 carcinoma del epitelio escamoso, id 0,108
LXFL 1072 carcinoma de pulmén de células grandes, pd 0,214
LXFL 430 carcinoma de pulmén de células grandes, pd 0,056
LXFL 529 carcinoma de pulmén de células grandes, pd 0,128
De mama MAXF 1322 Adenocarcinoma papilar, pd 0,003
MAXF 1384 adenocarcinoma, pd 0,243
MAXF 401 Adenocarcinoma papilar, bd 0,15
MAXF 583 adenocarcinoma del ducto, md 0,088
Melanoma MEXF 1539 melanoma amelanético, md 0,246
MEXF 276 melanoma amelanético, md 0,157
MEXF 462 melanoma amelanético, md 0,156
MEXF 989 melanoma amelanético, md 0,185
De ovario OVXF 1353 adenocarcinoma, pd >0,2
OVXF 550 carcinoma 0,028
OVXF 899 adenocarcinoma seroso papilar, md 0,59
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(continuacién)

Nombre del tumor | Modelo del tumor | Histologia CI50 Absoluto (mM)
De péancreas PAXF 546 Inf., carcinoma de células escamosas mucosas 0,105
PAXF 736 adenocarcinoma, pd 0,174
De préstata PRXF DU145 adenocarcinoma, id 0,269
PRXF PC3M adenocarcinoma, metastasico, pd 0,208
Mesotelioma pleural | PXF 1752 mesotelioma pleural 0,032
PXF 541 mesotelioma pleural invasivo 0,056
Renal RXF 1220 hipernefroma, pd 0,191
RXF 393 carcinoma hipernefroide, pd 0,044
RXF 486 adenocarcinoma hipernefroide, células claras 0,112
RXF 631 adenocarcinoma hipernefroide, bd 0,08
Sarcoma SXF 1186 osteosarcoma osteoblastico, md 0,11
SXF 1301 rabdomiosarcoma maligno, id >0,2
SXF 627 rabdomiosarcoma pleomorfico, pd 0,095

Modelo de leucemia E545Kp110a

Creacién de la linea celular de leucemia: Transducir células de higado embrionarias derivadas de embriones
transgénicos, B6.CgTg[lgh-Myc]22Bri/J (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), con un retrovirus que expresa una
mutacion activadora clinicamente aislada de la p110a humana (E545K como un cambio de aminoacido, G1633A al
nivel de nucleétidos) bajo el control del LTR 5’ virico (repeticion terminal larga) y que expresa GFP (proteina
fluorescente verde) bajo el control del promotor PGK (MSCV6 FLAG-p110a G1633A PKG/GFP) para crear células
de leucemia dirigidas por objetivo. Transferir las células transducidas a un animal hospedador letalmente irradiado.
Las células transducidas repueblan las células madre hematopoyéticas entre la médula 6sea del receptor y rescatan
al animal receptor de la letalidad inducida por la radiacion debida a la escisién de la médula 6sea original del
receptor. Observar los animales principales rescatados para el desarrollo de la leucemia a través del recuento de
leucocitos monitorizado semanalmente en una pequefia cantidad de sangre (10 ul) extraida retro-orbitalmente.
Extraer sangre de animales irradiados principales con leucemia confirmada y hacer pases en serie a animales
hospedadores secundarios (no irradiados) para establecerlos como una linea celular de leucemia.

Animales Sujeto: Usar ratones hembra C57BL/6 (Taconic, Ciudad de Cambridge, IN), de 8 a 10 semanas de vida y
de 20 a 22 g de peso, como animales receptores de leucemia. Aclimatar a los animales con una dieta baja en grasas
normal (4,5 %) antes de inocular y continuar con esa dieta a discrecion mientras dure el estudio. Identificar los
ratones individuales de cada grupo con crotales. Inocular animales con células leucémicas de los animales donantes
(dia 0).

Modelo de leucemia singénica: A partir de un animal donante previamente inoculado con la linea celular leucémica
de interés, recoger una pequefia cantidad de sangre retro-orbitalmente (10 ul) y medir la carga de células de
leucemia por recuento de leucocitos. A partir de animales con una carga leucémica suficiente, recoger sangre
donante, diluir leucocitos con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a 500.000 por 200 pl e inyectar 200 pl por
animal retro-orbitalmente el dia O para iniciar la leucemia. Asignar ratones inoculados con células
p110a(E545K)/myc en grupos de cinco para el tratamiento con el Ejemplo 1 y un grupo de diez para un grupo control
tratado con el vehiculo. El dia 5 hasta el dia 11 después de la inoculacion, dosificar cada grupo diariamente por
sonda oral solo con vehiculo; Ejemplo 1 a 5, 10, 20 mg de articulo de ensayo CD por kilogramo de peso corporal
(mg/kg). Recoger al menos 10 pl de sangre retro-orbitalmente de los animales el dia 12 para evaluar el progreso de
la leucemia en el ensayo celular de leucemia.

Ensayo Celular de Leucemia: Recoger diez (10) ul de sangre completa de cada animal de estudio y procesarlos en
un CoulterTQ-Prep de tal manera que se produzca la lisis de los glébulos rojos y se fijen los leucocitos nucleados
que quedan para el andlisis. Analizar las células fijadas inmediatamente o conservarlas en oscuridad a 4 °C para
analisis futuros. Ensayar las células por analisis de Clasificacion de Células por Anticuerpos Fluorescentes (FACS)
con un Cytomics FC 500 (Beckman Coulter). Contar las células leucémicas en una regién especifica de la gréafica
dispersion frontal/dispersion lateral (FS/SS) en cada muestra (definida como una region que muestra pocas
células/no leucémicas en animales normales pero células leucémicas significativas en animales control de
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leucemia). Normalizar estos datos como células leucémicas por unidad de volumen de sangre usando un limite fijo
de Fluoroesferas Beckman Coulter Flow-Count por muestra (la cantidad uniforme de Fluoroesferas originalmente
afiadidas a cada muestra de sangre inicial donde los mismos recuentos por muestra se equipararian al mismo
volumen contado por muestra).

Articulo de Ensayo: Semanalmente, mezclar el Ejemplo 1 con Hidroxietilcelulosa (HEC) al 1 %/Polisorbato 80 al 0,25
%/Antiespumante al 0,05 %/Agua purificada y someter a ultrasonidos con un ultrasonidos de sonda para suspender.
Refrigerar el articulo de ensayo formulado a 4 °C y guardar en oscuridad hasta su uso (re-suspender antes de cada
administracion).

Andlisis Estadisticos: Tabular los datos de Citometria de flujo con el software CXP de Beckman Coulter. Determinar
el significado estadistico de los efectos del Ejemplo 1 con el procedimiento de Dunnett, un ANOVA de un factor que
usa el grupo vehiculo como el grupo control (JMP Statistical Discovery Software, SAS Institute).

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del &mbito de la invencidn sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene valores de % ICT como
se proporciona en la Tabla 9. Estos resultados indican que los compuestos dentro del &mbito de la presente
invencion inhiben el crecimiento de un tumor cuyo crecimiento dirige E545K PI3Ka mutante, una de las mutaciones
de punto caliente encontradas en muchos canceres humanos.

Tabla 9: Resultados del modelo de leucemia E545Kp110a para el Ejemplo 1

Dosis (mg/kg) Programa % ICT ESM % ICT
5 cd 50,5 7,7
10 cd 76,1 5,0
20 cd 90,1 41

% ICT es el % de inhibicion del crecimiento del tumor frente al grupo control sin tratar
ESM % ICT es el error estandar de la media del % ICT

Modelos de Tumores de Xenoinjertos

Expandir células U87MG de glioblastoma humano y células 786-O de carcinoma renal humano en cultivo, recoger e
inyectar subcutaneamente en el flanco trasero de ratones desnudos atimicos. Expandir células de cancer pulmonar
no microcitico NCI-H1975 en cultivo, recojer e inyectar subcutdneamente en el flanco trasero de ratones CD-1 nu/nu.
Preparar el compuesto de ensayo en un vehiculo apropiado y administrar por sonda oral cuando los tumores estén
establecidos (7-21 dias después del implante). La respuesta del tumor se determina por la medida del volumen del
tumor realizada dos veces a la semana durante el ciclo del tratamiento. Se toma el peso corporal como una medida
general de la toxicidad.

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del &mbito de la invencidn sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene valores de % ICT como
se proporciona en la Tabla 10. Estos resultados indican que los compuestos dentro del ambito de la presente
invencion son Utiles demostrando actividad anti-tumoral dependiente de la dosis en los modelos U87MG, 786-O y
NCI-H 1975.

Tabla 10
Modelo de Tumor | Dosis (mg/kg) | Programa | % ICT |[ESM % ICT

U87MG 3 BID 38,6 13

U87MG 6 BID 57,7 6,6
U87MG 10 BID 86,1 1,3
U87MG 12 QD 534 10,1
786-0 3 BID 33.9 7,8
786-0O 6 BID 56.9 6,7
786-0 10 BID 70,2 4

H1975 3 BID 13,8 10,4
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(continuacién)
Modelo de Tumor | Dosis (mg/kg) | Programa | % ICT |[ESM % ICT

H1975 6 BID 26,9 9,6
H1975 10 BID 62,7 7,4

% ICT es el % de inhibicién del crecimiento del tumor frente al grupo
sin tratar control

ESM % ICT es el error estandar de la media del % ICT, y los valores
subrayados indican significado estadistico.

Determinacioén de la Inhibicién de Dianas In Vivo de PI3Kay mTOR

Implantar células de glioblastoma humano U87MG (5 x 10°% subcutaneamente en el flanco de ratones desnudos
atimicos en 0,2 ml de matrigel. Diez dias después del implante, dosificar a los ratones por via oral de acuerdo con un
protocolo cinético, de dosis Unica/de un solo momento o de respuesta a la dosis para la determinacion de la TMEDsq
(dosis eficaz minima umbral). Congelar rapidamente los tumores en la recogida y extraer sangre para la
determinacién de la exposiciéon de plasma al compuesto parental y el calculo de la TMECso (concentracion eficaz
minima umbral) en el caso de estudios de respuesta a la dosis. Homogeneizar los tumores en 500 pl de Tampén de
Lisis XY (10 pg/ml de Leupeptina/10 pg/ml de Inhibidor de Tripsina-Quimiotripsina, 10 pg/ml de Tosil fenilalanil
clorometil cetona, 10 pg/ml de Aprotinina, Beta-Glicerol Fosfato 60 mM, TritonX100 al 1 %, Tris 25 mM a pH 7.5,
Pirofosfato 2,5 mM, NaCl 150 mM, éster de p-tosil-L-arginina metilo 2 mM, para-nitrofenil fosfato 15 mM,
benzamidina 5 mM, vanadato sédico 1 mM, fluoruro sédico 10 mM, 50 ug/ml de fluoruro de sulfonilo de fenil-metano,
1,4-ditriotreitol (DTT) 1 mM, EDTA 15 mM a pH 8,0, EGTA 5 mM a pH 8,0, Microcistina 1 uM, Acido Okadaico 1 uMy
1 mini-tableta Roche Complete inhibidora de la proteasa por 10 ml) usando ARNasa Free Pellet Pestle (Kimble-
Kontes). Dividir los lisados en alicuotas y ensayar inmediatamente o bien guardar a -80 °C para un ensayo posterior.
Usar el formato muiltiple de la tecnologia ELISA Meso Scale Discovery (Gaithersburg, MD) y medir la inhibicién de
dianas in vivo de PI3K y de mTOR para evaluar los efectos en la fosforilacion del sitio treonina 308 de AKT, un
efector aguas abajo de la PI3K; la fosforilaciéon del sitio treonina 389 de la p70 S69K y en el sitio serina 240/244 de
S6RP, efectores aguas abajo de mTORCL,; la fosforilacion del sitio serina 473 de AKT, un efector aguas abajo de
MTORC2. Afadir 20 pg de lisado al electrodo de carbono que contiene placas de 96 pocillos previamente
manchadas con los anticuerpos de captura apropiados. Ensayar la proteina de interés usando un anticuerpo de
deteccién marcado con rutenio. Hacer pasar la corriente por encima del electrodo en presencia de tampén de lectura
que contiene el co-reactivo TPA, y cuantificar y registrar la luz generada por electroquimioluminiscencia con el
instrumento MSD Sector 6000. Calcular los porcentajes de inhibicion con respecto al grupo control vehiculo y
realizar un analisis ANOVA usando el paquete de software JMP para la determinacion del significado estadistico.

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del &mbito de la invencidn sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene la actividad como se
proporciona en la Tabla 11, donde los valores subrayados indican significado estadistico. Estos resultados indican
gue los compuestos dentro del alcance de la presente invencion demuestran la capacidad para inhibir a PI3K y a
mTOR in vivo.

Tabla 11:
Dosis |Después de la Dosis| pT308 AKT pS473 AKT pT389 p70S6K pS240/244 S6RP
(mg/kg) (h) % de inhibicién % de inhibicién % de inhibicion % de inhibicién

3 0,25 28 23 77 -11
3 0,5 43 63 89 9

3 1 7 12 89 51
3 3 7 -7 17 64
3 4 -2 -3 64 37
6 0,25 47 63 88 7

6 0,5 61 77 91 26
6 1 41 67 90 66
6 2 32 51 87 83
6 4 1 -5 68 58
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(continuacién)

Dosis |Después de la Dosis| pT308 AKT pS473 AKT pT389 p70S6K pS240/244 S6RP
(mg/kg) (h) % de inhibicion % de inhibicion % de inhibicién % de inhibicién
6 6 -4 -8 61 55
6 12 -16 -6 14 -35
10 0,5 88 90 93 -4
10 1 71 73 92 69
10 2 53 66 92 89
10 4 44 56 91 95
10 8 13 13 55 16
0.5 0,5 23 -9 62 9
15 0,5 28 34 84 4
3 0,5 43 63 89
6 0,5 61 ” 91 26
12 0,5 79 91 92 55
0,5 4 1 -28 7 5
1,5 4 -8 -12 38 12
3 4 -2 -3 64 37
6 4 1 -5 68 58
12 4 43 44 920 97

Determinacion de la Solubilidad

Preparar una disolucion de 2 mg/ml de Ejemplo 2 en cada uno de los medios requeridos pesando aproximadamente
1 mg de compuesto en un vial y afiadir el volumen requerido (es decir 0,5 ml) del medio correspondiente en cada
vial. Colocar el vial tapado en una mezcla giratoria durante toda la noche (~16 horas) en condiciones ambientales, a

continuacién filtrar usando filtros Ultrafree-MC de 0,22 um (Millipore™) y medir el pH del filtrado (pHmetro Orion

720A). Preparar la muestra para un andlisis de HPLC transfiriendo 100 pl del filtrado a un vial de HPLC y afadir 900
ul de una disolucidn de acetonitrilo al 50 %/agua. Determinar la solubilidad usando el procedimiento de HPLC (fase
moévil de la HPLC de 15 % de Acetonitrilo con TFA al 0,1 % y 85 % de Agua con TFA al 0,1 %; columna Bonus RP,
4,6x75 mm, 3,5 cm; Detector a 264 nm UV; Temperatura de la Columna = 40 °C; Velocidad de Flujo 1,5 ml/min;

Volumen de Inyeccion = 1 pl).

Tabla 12: Resultados de la Solubilidad

Medio de Muestra Ejemplo 2
mg/ml medios pH medio
HCI 0,1IN 220 1,15
pH 2* 22,0 2,31
pH 4* 1,0524 4,92
pH 6* 0,7178 6,14
pH 8* 0,6352 8,00
FGS* 1,7529 3,52
Fed* 220 5,09
Fast* 1,0203 6,45
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(continuacién)

* pH 2 = tamp6n fosfato 50 mM a pH 2

pH 4 = tampon fosfato 50 mM a pH 4

pH 6 = tampon fosfato 50 mM a pH 6

pH 8 = tampon fosfato 50 mM a pH 8

FGS = Fluido gastrico simulado (Aburub et al., Int.l.
of Pharmaceutics, 347:16-22, 2008).

Fed = Fluido intestinal simulado con alimento
(Dressman J et al., Pharma. Res., 15(1):11-21,
1998).

Fast = Fluido intestinal simulado en ayunas
(Dressman J et al., Pharma. Res., 15(1): 11-21,
1998)

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del ambito de la invencién sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 2 se ensaya y se encuentra que tiene los resultados de
solubilidad como se proporcionan en la Tabla 12. Estos resultados indican que el Ejemplo 2 demuestra una
solubilidad deseable sobre el pH fisioldgico del tracto gastrointestinal (TGI). Esta propiedad fisicoquimica ayudara a
evitar la variabilidad en la exposicion en pacientes oncol6gicos quienes estardn en su mayoria con mudltiples
medicaciones tales como inhibidores de las bombas de protones (PPI) que pueden dar como resultado interacciones
farmaco-farmaco con farmacos que tienen una solubilidad variable sobre el pH fisioldgico del TGI. Esto se debe a
que los cambios en el pH del estdmago (es decir pacientes que toman o que no toman PPl o efectos alimenticios)
pueden dar como resultado una variabilidad de exposicion debida a las diferencias de solubilidad. La evitacion de
posibles interacciones farmaco-farmaco es especialmente importante en oncologia, debido a los numerosos
farmacos que los pacientes de cancer normalmente reciben al mismo tiempo, la estrecha ventana terapéutica de
muchos farmacos contra el cancer y la gran variabilidad inter- e intra- individual en los pacientes. Un compuesto que
tiene solubilidad deseable también evita la necesidad de formulaciones complejas y costosas que pueden usarse
para aumentar la exposicion sistémica requerida para la eficiencia debido a la baja solubilidad o la variabilidad de la
exposicion reducida debido a los efectos alimenticios y PPI.

Propiedades Farmacocinéticas en Perros

Los perros de raza Beagle se usan normalmente para determinar la exposicion y los parametros farmacocinéticos in
vivo de los productos farmacéuticos. Aunque la fisiologia gastrointestinal canina difiere en algunos aspectos de la de
los humanos, es Util para predecir la absorcion del farmaco y para identificar problemas posibles con
farmacocinéticas no lineales.

Para determinar los parametros farmacocinéticos del Ejemplo 1 en perros, a perros macho y hembra (hasta cuatro
animales por dosis, en estudios separados) se le proporciona el Ejemplo 1 a través de una sonda oral en una
suspension de hidroxietilcelulosa al 1 %, polisorbato 80 al 0,25 %, antiespumante al 0,05 % en agua purificada
(“suspension HEC”). El intervalo de las dosis administradas es entre 1y 12 mg/kg en una suspension HEC.

Las muestras de sangre se recogen en tubos que contienen acido etilendiaminotetracético potasico de cada perro a
0 (pre-dosis), 0,5, 1, 2, 4, 8, y 24 horas después de la dosis. Algunos estudios también incluyen muestras recogidas
en los puntos de tiempo 0,25 h y 12 h. Estas muestras se centrifugan para obtener el plasma, que se congela
posteriormente antes del analisis. Las muestras se someten a la precipitacion proteica y los extractos se analizan
para la presencia del Ejemplo 1 por cromatografia liquida/espectrometria de masas en tadndem, usando un
espectrometro de masas PE-Sciex API4000. Las curvas patrén varian de 1 a 5000 ng/ml. Las concentraciones del
plasma por encima del limite superior de cuantificacién se determinan por dilucién. Las concentraciones medidas del
Ejemplo 1 se almacenan en Watson v.7.4, un Sistema de Gestion de Informacion de Laboratorio validado utilizado
para guardar y gestionar datos electrénicos, y los parametros farmacocinéticos se calculan por andlisis no
compartimental usando el software WATSON.

En este ciclo de ensayos se analiza un compuesto dentro del &mbito de la invencidn sustancialmente como se indica
anteriormente. Por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 se ensaya y se encuentra que tiene un valor ABC medio
como se proporciona en la Tabla 13. Los valores del area bajo la curva (ABC) del Ejemplo 1 aumentan linealmente
con la dosis en el intervalo de 1 a 12 mg/kg como se muestra en la tabla a continuacion. El andlisis de regresion
lineal de los valores de ABC individuales da como resultado una correlacion de determinacion de R? de 0,86 y una
ecuacion lineal de y = 1474,3x+44,311. El andlisis de regresion lineal de los valores de ABC medios para cada dosis
da como resultado una correlacion de determinacion de R? de 0,96 y una ecuacion lineal de y = 1544,7x-735,34.
Estos resultados indican que los compuestos dentro del ambito de la presente invencion tienen unas propiedades
farmacocinéticas en perros sobre un intervalo de dosis farmacolégicamente relevante, sin evidencias de saturacion
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de la absorcién. Esta es una propiedad favorable para el desarrollo de farmacos y la administracion clinica,
permitiendo aumentos predecibles en la exposicién sistémica con administracion oral.

Tabla 13:

Dosis (mg/kg)

1 3 4,5 6 9 12

ABC Medio + Desviacién

. 1161 + 440 (3783 £ 2163| 5920 + 269 |9620 £ 2093 | 10790 + 5954 | 19150 + 3465
Estandar (ng*h/ml)

NUmero de animales 10 10 2 2 2 2
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que es 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

2. El compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1 que es 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-
metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona.

3. El compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 2 que es 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-
metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona en forma cristalina caracterizado por un patrén de
difraccion de rayos-X de polvo que tiene picos caracteristicos, en 26 + 0,2, que tienen lugar a 8,57 y uno o mas de
9,06, 15,93, 18,29 y 18,87.

4. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto o la sal de acuerdo con una cualquiera de las
Reivindicaciones 1-3, y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

5. El compuesto o la sal de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1-3 para su uso en terapia.

6. El compuesto o la sal de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1-3 para su uso en el tratamiento del
céancer.

7. El compuesto o la sal para su uso de acuerdo con la Reivindicacion 6, en el que el cancer es seleccionado del
grupo que consiste en cancer de vejiga, cancer de colon, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello, NSCLC,
cancer de mama, melanoma, cancer de ovarios, cancer de pancreas, cancer de prostata, glioblastoma, cancer de
pulmén, cancer renal, sarcoma, cancer de tejido hematopoyético y linfoide, cancer del SNC, cancer de cuello uterino,
cancer de endometrio, cancer de higado, cancer de piel, cancer de estdmago, cancer tiroideo, cancer del tracto
aerodigestivo superior y cancer urinario.
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