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DESCRIPCION
Compuestos de 1,3,4-tiadiazol y su uso para tratar el cancer.
Campo técnico

La descripcion generalmente se refiere a compuestos de 1,3,4-tiadiazol sustituidos y sales farmacéuticamente aceptables
de estos. Estos compuestos actuan sobre la enzima glutaminasa 1 ("GLS1") y por lo tanto la descripcién se refiere,
ademas, al uso de tales compuestos y sales de estos para tratar o prevenir la enfermedad mediada por GLS1, incluido el
cancer. La descripcion se refiere, ademas, a composiciones farmacéuticas que comprenden tales compuestos y sales;
kits que comprenden tales compuestos y sales; métodos de fabricacién de tales compuestos y sales; productos
intermedios utiles en la fabricacion de tales compuestos y sales; y al uso de tales compuestos en métodos para tratar
enfermedades mediadas por GLS1, incluido el cancer.

Antecedentes

La glutamina es el aminoacido plasmatico mas abundante y participa en muchas rutas que promueven el crecimiento. En
particular, la glutamina participa en la oxidacion en el ciclo TCA y en el mantenimiento del equilibrio redox celular y,
ademas, proporciona nitrégeno para la sintesis de nucleétidos y aminoacidos (Curi y otros, Front. Biosci.. 2007, 12, 344-
57; DeBerardinis y Cheng, Oncogene 2010, 313-324, cada uno de los cuales se incorpora como referencia en su totalidad).
Muchas células cancerosas dependen del metabolismo de la glutamina como consecuencia de los cambios metabdlicos
en la célula, incluido el efecto Warburg donde el piruvato glicolitico se convierte en acido lactico en lugar de usarse para
crear acetil CoA (Koppenol y otros, Nature Reviews 2011, 11, 325-337, que se incorpora como referencia en su totalidad).
Como consecuencia de esta dependencia del metabolismo de la glutamina, tales células cancerosas son sensibles a los
cambios en los niveles de glutamina exdgena. Ademas, la evidencia existente sugiere que la glutamindlisis desempena
una funcién clave en ciertos tipos de cancer (Hensley y otros, J. Clin. Invest. 2013, 123, 3678- 3684, que se incorpora
como referencia en su totalidad), y se asocia con controladores oncogénicos conocidos tales como Myc (Dang, Cancer
Res. 2010, 70, 859- 863, que se incorpora como referencia en su totalidad).

La primera etapa del catabolismo de la glutamina a glutamato es catalizado por la glutaminasa, que existe como dos
isoformas, GLS1 y GLS2, originalmente identificadas como expresadas en el rifidn y el higado, respectivamente. Se
conoce que la glutaminasa renal (GLS1) se expresa mas ubicuamente que la glutaminasa hepatica (GLS2), y tiene 2
variantes de corte y empalme, KGA vy la isoforma GAC mas corta, ambas ubicadas en las mitocondrias. (Elgadi y otros,
Physiol. Genomics 1999, 1, 51-62; Cassago y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. 2012, 109, 1092-1097, cada uno de los cuales
se incorpora como referencia en su totalidad). La expresion de GLS1 se asocia con el crecimiento tumoral y la malignidad
en varios tipos de enfermedades (Wang y otros, Cancer Cell 2010, 18, 207-219; van der Heuval y otros, Cancer Bio. Ther.
2012, 13, 1185-1194, cada uno de los cuales se incorpora como referencia en su totalidad). Por lo tanto se espera que
los inhibidores de GLS1 sean utiles en el tratamiento del cancer, como monoterapia o en combinacion con otros agentes
contra el cancer. El documento nim. WO 2013/078123 y el documento nim. US 2014/142081 ambos describen derivados
de 1,3,4-tiazol como inhibidores de GLS1.

Resumen

En un aspecto, un compuesto de la Férmula (1):
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

Q es 5-metilpiridazin-3-ilo, 5-cloropiridazin-3-ilo, 6-metilpiridazin-3-ilo, o 6-fluoropiridazin-3-ilo;
R es hidrogeno, fluoro, o metoxi;

R' es hidrégeno, metoxi, difluorometoxi, o trifluorometoxi; y

R2 es metilo o etilo.

En otro aspecto, una composiciéon farmacéutica incluye el compuesto de la Férmula (I), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, y al menos un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.
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En otro aspecto, el compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en terapia.

En otro aspecto, el compuesto de la Férmula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en el
tratamiento del cancer.

En otro aspecto, el uso del compuesto de la Férmula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para fabricar un
medicamento para el tratamiento del cancer.

En otro aspecto, un método para tratar el cancer en un animal de sangre caliente que necesita de tal tratamiento, incluye
administrar al animal de sangre caliente una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la Férmula (1), o una
sal farmacéuticamente aceptable de este.

Otros aspectos seran evidentes a partir de la descripcion y las reivindicaciones.

Descripcion detallada

Muchas modalidades se detallan a lo largo de la descripcion y seran evidentes para un lector experto en la técnica. La
invencion no debe interpretarse como limitada a ninguna(s) modalidad(es) particular(es) de esta.

Se proporciona un compuesto de la Formula (1):

@

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

Q es 5-metilpiridazin-3-ilo, 5-cloropiridazin-3-ilo, 6-metilpiridazin-3-ilo, o 6-fluoropiridazin-3-ilo;
R es hidrogeno, fluoro, o metoxi;

R' es hidrégeno, metoxi, difluorometoxi, o trifluorometoxi; y

R2 es metilo o etilo.

Los anillos de 5-metilpiridazin-3-ilo, 5-cloropiridazin-3-ilo, 6-metilpiridazin-3-ilo, o 6-fluoropiridazin-3-ilo tienen las
siguientes estructuras:

~N | =N | ~N | ~N
I [ I I
N N N N
F
5-metilpiridazin-3-ilo 5-cloropiridazin-3-ilo 6-metilpiridazin-3-ilo 6-fluoropiridazin-3-ilo

En algunas modalidades, el compuesto de la Férmula (1) tiene la siguiente Formula

(Ta):
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en donde Q, R, R, y R? son como se definieron anteriormente.

El término "farmacéuticamente aceptable" se usa para especificar que un objeto (por ejemplo una sal, forma de
dosificacion, diluyente o portador) es adecuado para su uso en pacientes. Puede encontrarse una lista de ejemplos de
sales farmacéuticamente aceptables en el Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use, P. H. Stahl
y C. G. Wermuth, editores, Weinheim/Zurich: Wiley-VCH/VHCA, 2002, que se incorporan como referencia en su totalidad.
Una sal farmacéuticamente aceptable adecuada de un compuesto de la Férmula (1) es, por ejemplo, una sal de adicion
de acido. Puede formarse una sal de adicion de acido de un compuesto de la Férmula (1) al poner en contacto el compuesto
con un acido inorganico u organico adecuado bajo condiciones conocidas por el experto. Puede formarse una sal de
adicién de acido mediante el uso de, por ejemplo, un acido inorganico tal como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
sulfurico, y acido fosférico. Puede formarse una sal de adicion de acido, ademas, mediante el uso de, por ejemplo, un
acido organico tal como acido trifluoroacético, acido metanosulfénico, o acido bencenosulfénico.

Por lo tanto, en una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de
este, donde la sal farmacéuticamente aceptable es una sal de acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido
fosférico, acido trifluoroacético, acido metanosulfénico, o acido bencenosulfénico.

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde
la sal farmacéuticamente aceptable es una sal de acido clorhidrico o de acido bromhidrico.

Una sal farmacéuticamente aceptable adicional adecuada de un compuesto de la Formula (1) es una sal de adiciéon de
base. Puede formarse una sal de adicion de base de un compuesto de la Férmula (1) al poner en contacto el compuesto
con una base inorganica u organica adecuada bajo condiciones conocidas por el experto. Por ejemplo, puede formarse
una sal de adicidon de base mediante el uso de, por ejemplo, una base inorganica tal como un hidréxido de metal alcalino
(tal como hidréxido de sodio, potasio, o litio) o un hidroxido de metal alcalinotérreo (tal como hidréxido de calcio o hidréxido
de magnesio). Puede formarse, ademas, una sal de adicién de base mediante el uso de, por ejemplo, una base organica
tal como metilamina, dimetilamina, trimetilamina, piperidina, morfolina, o fris-(2-hidroxietil)amina.

Por lo tanto, en una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de
este, donde la sal farmacéuticamente aceptable es una sal de hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, hidréxido de litio,
hidroxido de calcio, hidréxido de magnesio, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, piperidina, morfolina, o tris-(2-
hidroxietil)amina.

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde
la sal farmacéuticamente aceptable es una sal de acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico,
acido trifluoroacético, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico, hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, hidréoxido
de litio, hidréxido de calcio, hidroxido de magnesio, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, piperidina, morfolina, o tris-
(2-hidroxietilyamina.

Una modalidad adicional proporciona cualquiera de las modalidades definidas en la presente descripcion (por ejemplo, la
modalidad de la reivindicacion 1) con la condicién de que uno o mas ejemplos especificos (por ejemplo, uno, dos o tres
ejemplos especificos, o alternativamente un ejemplo especifico) seleccionados del grupo que consiste de los Ejemplos
1(a), 1(b), 2, 3, 4(a), 4(b), 5(a), 5(b), 6(a), 6(b), 7(a), 7(b), 8(a), 8(b), 9(a), 9(b), 10(a), 10(b), 11(a), 11(b), 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33(a) y 33(b) se desreivindique individualmente.
Algunos valores de grupos variables en la Férmula (1) son los siguientes. Tales valores pueden usarse en combinacion
con cualquiera de las definiciones, reivindicaciones (por ejemplo, reivindicacion 1) o modalidades definidas en la presente
descripcion para proporcionar modalidades adicionales.

Q puede ser 6-metilpiridazin-3-ilo o 6-fluoropiridazin-3-ilo.

Q puede ser 5-metilpiridazin-3-ilo o 5-cloropiridazin-3-ilo.

Q puede ser 5-metilpiridazin-3-ilo.

Q puede ser 5-cloropiridazin-3-ilo.

Q puede ser 6-metilpiridazin-3-ilo.

Q puede ser o 6-fluoropiridazin-3-ilo.

R puede ser hidrégeno o fluoro.

R puede ser hidrégeno.

R puede ser metoxi, difluorometoxi, o trifluorometoxi.
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R? puede ser metilo.
En otra modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

Q es 6-metilpiridazin-3-ilo o 6-fluoropiridazin-3-ilo; y
R'" es metoxi o trifluorometoxi.

En otra modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

Q es 6-metilpiridazin-3-ilo o 6-fluoropiridazin-3-ilo;
R es hidrogeno; y
R'" es metoxi o trifluorometoxi.

En otra modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

Q es 6-metilpiridazin-3-ilo o 6-fluoropiridazin-3-ilo;
R es hidrogeno;

R' es metoxi o trifluorometoxi; y

R2 es metilo.

En otra modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

Q es 6-metilpiridazin-3-ilo o 6-fluoropiridazin-3-ilo; y
R es fluoro.

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde
el compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

(2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJlacetamida;
(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-fenil-acetamida;
(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acetamida;
(2S)-2-etoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida;
(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-illacetamida;
(2S)-2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;

(2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-[3-
(trifluorometoxi)fenillacetamida;
(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJlacetamida;
N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(4-metoxifenil )acetamida;
(2S)-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida; y
(2S)-2-[3-(difluorometoxi)fenil]-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-
acetamida.

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde
el compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

@S
(2s

-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJlacetamida;
-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(3-metoxifenil )acetamida;
(2S)-2-etoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida;
(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-illacetamida;
(2S)-2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;

(2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-[3-
(trifluorometoxi)fenillacetamida;
(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-illacetamida;
(2S)-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida; y
(2S)-2-[3-(difluorometoxi)fenil]-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-
acetamida.

~ = = =

Los compuestos y sales descritos en esta descripcion pueden existir en formas solvatadas y formas no solvatadas. Por
ejemplo, una forma solvatada puede ser una forma hidratada, tal como un hemihidrato, un monohidrato, un dihidrato, un
trihidrato o una cantidad alternativa de estos. La presente invencion abarca todas estas formas solvatadas y no solvatadas
de los compuestos de Formula (1).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759940 T3

Los atomos de los compuestos y sales descritos en esta descripcion pueden existir en diferentes formas isotdpicas. La
presente invencion abarca todas las formas isotdpicas de los compuestos de Formula (1) que incluyen un carbono ''C o
13C e hidrégeno 'H, ?H (deuterio) o 3H (tritio).

Los compuestos y sales descritos en esta descripcion pueden existir como una mezcla de tautébmeros. Los "tautémeros”
son isomeros estructurales que existen en equilibrio como resultado de la migracién de un atomo de hidrégeno. La
presente invencion incluye todos los tautémeros de los compuestos de Formula (1).

Los compuestos de Férmula (l) pueden prepararse en diferentes formas diastereoméricas. La presente invencion incluye
todas las formas diastereoméricas de los compuestos de Férmula ().

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, que
es un diasteredmero Unico que esta en un exceso diastereomérico (% de) de = 95 %, = 98 % o0 = 99 %. En una modalidad,
el diasteredbmero unico esta presente en un exceso diastereomérico (% de) de = 99 %.

Los compuestos que se cree que inhiben GLS1, es decir, los compuestos de Férmula (l), y sales farmacéuticamente
aceptables de estos se espera que sean Utiles en la terapia, por ejemplo, en el tratamiento de enfermedades o afecciones
médicas mediadas al menos en parte por GLS1, incluido el cancer.

Cuando se menciona "cancer", esto incluye cancer no metastasico y, ademas, cancer metastasico, tal que el tratamiento
del cancer implica el tratamiento de tanto tumores primarios como también de metastasis tumorales.

En una modalidad el cancer es cancer metastasico.
En una modalidad el cancer es cancer no metastasico.

"Actividad inhibitoria de GLS1" se refiere a una disminucién en la actividad de GLS1 como respuesta directa o indirecta a
la presencia de un compuesto de la Formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en relacion con la
actividad de GLS1 en ausencia del compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este. Tal
disminucion en la actividad puede deberse a la interaccion directa del compuesto de la Férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este con GLS1, o debido a la interaccion del compuesto de la Férmula (1), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este con uno o mas factores que a su vez afectan la actividad de GLS1. Por ejemplo, el
compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, puede disminuir GLS1 mediante su union
directa a GLS1; al causar (directa o indirectamente) que otro factor disminuya la actividad de GLS1; o mediante (directa
o indirectamente) la disminucion de la cantidad de GLS1 presente en la célula u organismo.

El término "terapia" pretende tener el significado normal de tratar una enfermedad o corregir o compensar la patologia
subyacente. El término "terapia” incluye, ademas, "profilaxis" a menos que existan indicaciones especificas de lo contrario.
Los términos "terapéutico" y "terapéuticamente” deben interpretarse de la manera correspondiente.

El término "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad de un compuesto de la Férmula (I) como se
describe en cualquiera de las modalidades en la presente descripcién que es efectiva para proporcionar la terapia en un
sujeto. En el caso del cancer, la cantidad terapéuticamente efectiva puede causar cualquiera de los cambios observables
o medibles en un sujeto como se describe en la definicion de "terapia”, "tratamiento" y "profilaxis" anteriormente. Por
ejemplo, la cantidad efectiva puede reducir el nimero de células cancerosas o tumorales; reducir el tamafio total del tumor;
inhibir o detener la infiltracion de células tumorales en érganos periféricos que incluyen, por ejemplo, los tejidos blandos
y huesos; inhibir y detener la metastasis tumoral; inhibir y detener el crecimiento tumoral; aliviar en cierta medida uno o
mas de los sintomas asociados con el cancer; reducir la morbilidad y la mortalidad; mejorar la calidad de vida; o una
combinacién de tales efectos. Una cantidad efectiva puede ser una cantidad suficiente para disminuir los sintomas de una
enfermedad que responde a la inhibicién de la actividad de GLS1. Para la terapia del cancer, la eficacia in vivo puede
medirse, por ejemplo, mediante la evaluacion de la duracién de la supervivencia, el tiempo hasta la progresion de la
enfermedad (TTP), las tasas de respuesta (RR), la duracion de la respuesta, y/o la calidad de vida. Como reconocen los
expertos en la técnica, las cantidades efectivas pueden variar en dependencia de la ruta de administracién, uso de
excipientes, y el uso conjunto con otros agentes. Por ejemplo, cuando se usa una terapia de combinacion, la cantidad del
compuesto de la Formula (1) o sal farmacéuticamente aceptable descrita en esta descripcion y la cantidad del(de los)
otro(s) agente(s) farmacéuticamente activo(s) son, cuando se combinan, conjuntamente eficaces para tratar un trastorno
diana en el paciente animal. En este contexto, las cantidades combinadas estan en una "cantidad terapéuticamente
efectiva" si son, cuando se combinan, suficientes para disminuir los sintomas de una enfermedad que responde a la
inhibicion de la actividad de GLS1 como se describié anteriormente. Tipicamente, tales cantidades pueden determinarse
por un experto en la técnica, por ejemplo, al iniciar con el intervalo de dosificacion descrito en esta descripcion para el
compuesto de la Férmula (l) o una sal farmacéuticamente aceptable de este y un(unos) intervalo(s) de dosificacion
aprobado(s) o publicado(s) de los otros compuestos farmacéuticamente activos.

El término "profilaxis" pretende tener su significado normal e incluye la profilaxis primaria para prevenir el desarrollo de la

enfermedad y la profilaxis secundaria en la cual la enfermedad ya se desarroll6 y el paciente esta protegido temporal o
permanentemente contra la exacerbaciéon o empeoramiento de la enfermedad.

6
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El término "tratamiento” se usa como sinénimo de "terapia". Similarmente el término "tratar" puede considerarse como
una aplicacion de terapia donde "terapia" es como se define en la presente descripcion.

En una modalidad se proporciona una composicion farmacéutica que incluye el compuesto de la Férmula (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, y al menos un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable. En una
modalidad, la composicién farmacéutica incluye un compuesto de la Férmula (1) como una base libre. En otra modalidad,
la composicion farmacéutica incluye una sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la Férmula (1).

En una modalidad se proporciona un compuesto de Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para su
uso en la terapia.

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para
su uso en el tratamiento del cancer.

En una modalidad se proporciona el uso del compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este,
para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento del cancer.

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para
su uso en el tratamiento de una enfermedad mediada por GLS1. En una modalidad, la enfermedad mediada por GLS1 es
cancer. En algunas modalidades, el cancer puede ser cancer de mama (por ejemplo, cancer de mama triple negativo),
cancer de pulmon (por ejemplo, cancer de pulmén de células no pequefias), cancer pancreatico, cancer renal, o cancer
hepatocelular.

El "cancer de mama triple negativo" es cualquier cancer de mama que no expresa, o subexpresa, los genes para el
receptor de estrogeno, receptor de progesterona y Her2/neu.

En una modalidad se proporciona el uso del compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este,
para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad mediada por GLS1. En una modalidad, la
enfermedad mediada por GLS1 es cancer. En algunas modalidades, el cancer puede ser cancer de mama (por ejemplo,
cancer de mama triple negativo), cancer de pulmoén (por ejemplo, cancer de pulmoén de células no pequeias), cancer
pancreatico, cancer renal, o cancer hepatocelular.

En una modalidad se proporciona el uso del compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este,
para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento del cancer.

En una modalidad se proporcionan compuestos para su uso en un método de inhibicién de GLS1 que incluye administrar
un compuesto de la Formula ().

En una modalidad se proporcionan compuestos para su uso en un método para tratar una enfermedad en la que la
inhibicion de GLS1 es beneficiosa en un animal de sangre caliente que necesita tal tratamiento, que incluye administrar
al animal de sangre caliente una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la Férmula (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este.

Los "animales de sangre caliente" incluyen, por ejemplo, humanos.

En una modalidad se proporcionan compuestos para su uso en un método para tratar el cancer en un animal de sangre
caliente que necesita tal tratamiento, que incluye administrar al animal de sangre caliente una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de la Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas modalidades, el
cancer puede ser cancer de mama (por ejemplo, cancer de mama triple negativo), cancer de pulmén (por ejemplo, cancer
de pulmon de células no pequefias), cancer pancreatico, cancer renal, o cancer hepatocelular.

El tratamiento para el cancer descrito en esta descripcion puede aplicarse como una terapia Unica, o puede implicar, en
adicién a la administracion del compuesto de la Férmula (1), cirugia convencional, radioterapia, o quimioterapia; o una
combinacién de tales terapias adicionales. Tal cirugia convencional, radioterapia, o quimioterapia pueden administrarse
simultaneamente, secuencialmente, o por separado al tratamiento con el compuesto de la Férmula (1).

Por lo tanto, en una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable
de este, y al menos una sustancia antitumoral adicional, para su uso en el tratamiento del cancer.

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y al
menos una sustancia antitumoral adicional para su uso en el tratamiento simultaneo, separado o secuencial del cancer.

En una modalidad se proporciona un compuesto de la Férmula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para
su uso en el tratamiento del cancer, donde el compuesto de la Férmula (I) se administra simultaneamente, separadamente,
0 secuencialmente con al menos una sustancia antitumoral adicional.
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En una modalidad se proporcionan compuestos para su uso en un método para tratar el cancer en un animal de sangre
caliente que necesita tal tratamiento, que incluye administrar al animal de sangre caliente un compuesto de la Formula (1),
o una sal farmacéuticamente aceptable de este y al menos una sustancia antitumoral adicional, en donde las cantidades
del compuesto de la Formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y la sustancia antitumoral adicional son
conjuntamente efectivas para producir un efecto contra el cancer.

En una modalidad se proporcionan compuestos para su uso en un método para tratar el cancer en un animal de sangre
caliente que necesita tal tratamiento, que incluye administrar al animal de sangre caliente un compuesto de la Férmula (1),
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y simultaneamente, separadamente o secuencialmente administrar al
menos una sustancia antitumoral adicional al animal de sangre caliente, en donde las cantidades del compuesto de la
Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y la sustancia antitumoral adicional son conjuntamente
efectivas para producir un efecto contra el cancer.

En cualquier modalidad la sustancia antitumoral adicional es un taxano. En una modalidad el taxano es paclitaxel. En una
modalidad el taxano es docetaxel.

En cualquier modalidad la sustancia antitumoral adicional es una terapia con platino. En una modalidad la terapia con
platino es cisplatino, oxaliplatino, o carboplatino.

De acuerdo con una modalidad adicional se proporciona un kit que comprende:

a) Un compuesto de la Formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en una primera forma de dosificacion
unitaria;

b) Una segunda sustancia antitumoral en una segunda forma de dosificacion unitaria;

c) Un recipiente para contener las formas de dosificacion unitarias primera y segunda; y, opcionalmente,

d) Instrucciones de uso.

Los compuestos de Formula (l), y las sales farmacéuticamente aceptables de estos, pueden administrarse como
composiciones farmacéuticas, que comprenden uno o mas diluyentes o portadores farmacéuticamente aceptables. En
consecuencia, en una modalidad se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de la
Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y al menos un diluyente o portador farmacéuticamente
aceptable.

Las composiciones pueden estar en una forma adecuada para uso oral (por ejemplo, como tabletas, pastillas, capsulas
duras o blandas, suspensiones acuosas u oleosas, emulsiones, polvos o granulos dispersables, jarabes o elixires), para
uso topico (por ejemplo, como cremas, ungiientos, geles, o soluciones o0 suspensiones acuosas u oleosas), para
administracion por inhalacion (por ejemplo, como un polvo finamente dividido o un aerosol liquido), para administracion
por insuflacion (por ejemplo, como un polvo finamente dividido) o para administracion parenteral (por ejemplo, como una
solucién acuosa u oleosa estéril para la dosificacion intravenosa, subcutanea, intramuscular), o como un supositorio. Las
composiciones pueden obtenerse por procedimientos convencionales mediante el uso de excipientes farmacéuticos
convencionales. Por lo tanto, las composiciones que pretenden tener uso oral pueden contener, por ejemplo, uno o mas
agentes colorantes, edulcorantes, saborizantes, y/o conservantes.

En una modalidad se incluye una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la Férmula (1), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, y al menos un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable, para su uso en
la terapia.

En una modalidad se proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de la Férmula (1), o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, y al menos un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable, para su uso
en el tratamiento del cancer. En algunas modalidades el cancer puede ser cancer de mama (por ejemplo, cancer de mama
triple negativo), cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmoén de células no pequefas), cancer pancreatico, cancer
renal, o cancer hepatocelular.

El compuesto de la Férmula (1) normalmente se administrara a un animal de sangre caliente en una dosis unitaria dentro
del intervalo de 5-5.000 mg/m? de area corporal del animal, es decir, aproximadamente 0,1-100 mg/kg, y esto normalmente
proporciona una dosis terapéuticamente efectiva. Una forma de dosis unitaria tal como una tableta o capsula usualmente
contendra, por ejemplo, 1-250 mg de ingrediente activo. La dosis diaria necesariamente variara en dependencia del
huésped tratado, la ruta particular de administracion, cualquier terapia que se administre conjuntamente, y la gravedad de
la enfermedad que se trate. En consecuencia, el profesional que trata a un paciente en particular puede determinar la
dosis 6ptima.

EJEMPLOS

Las diversas modalidades se ilustran mediante los siguientes ejemplos. La invencion no debe interpretarse como limitada
a los Ejemplos.
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Durante la preparacion de los ejemplos, generalmente:

a) Las operaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, es decir en el intervalo de aproximadamente 17 a 30 °C
y bajo una atmésfera de un gas inerte tal como nitrégeno a menos que se indique lo contrario;

b) Las evaporaciones se llevaron a cabo mediante evaporacion rotativa o mediante el uso de un equipo Genevac al vacio
y los procedimientos de tratamiento se llevaron a cabo después de la eliminacion de los sélidos residuales por filtracion;
c) Las purificaciones por cromatografia instantanea se realizaron en un Isco Combiflash Companion automatizado
mediante el uso de columnas de silice preempaquetadas Grace Resolve, e Isco Combiflash Rf (instantanea de fase
inversa) mediante el uso de columnas RediSep Gold C18;

d) Los rendimientos, cuando estan presentes, no son necesariamente los maximos alcanzables;

e) Las estructuras de los productos finales de Férmula (I) se confirmaron por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (NMR), con valores de desplazamiento quimico de NMR medidos en la escala delta. Los espectros de resonancia
magnética de protones se determinaron mediante el uso de un instrumento Bruker Avance 700 (700MHz), Bruker Avance
500 (500 MHz), Bruker 400 (400 MHz) o Bruker 300 (300 MHz); '°F NMR se determinaron a 282 MHz o 376 MHz; '3C
NMR se determinaron a 75 MHz o 100 MHz; las mediciones se tomaron a aproximadamente 20 - 30 °C a menos que se
especifique lo contrario; se usaron las siguientes abreviaturas: s, singulete; d, doblete; t, triplete; g, cuatriplete; m,
multiplete; dd, doblete de dobletes; ddd, doblete de doblete de doblete; dt, doblete de tripletes; bs, sefial amplia;

f) Los productos finales de Formula (1) se caracterizaron, ademas, por espectroscopia de masas después de cromatografia
liquida (LCMS), mediante el uso de un sistema HPLC basado en un sistema de LC Waters 2790/95 con un 2996 PDA y
un espectrometro de masas de cuadrupolo simple ZQ 2000 amu. Los solventes usados fueron A= agua, B= acetonitrilo,
C= 50:50 acetonitrilo:agua 0,1 % de acido formico y D= 50:50 acetonitrilo:agua 0,1 % de hidréxido de amonio. A una tasa
de flujo de 1,1 ml/min se inyectaron 5 yL de muestra en una columna Phenomenex Gemini NX de 50 x 2,1 51 um. El
gradiente varié de 95 % de A a 95 % de B durante 4,0 minutos con una infusion de 5 % de C constante (para el analisis
de acido, D se usa para el analisis de base). El flujo se mantuvo al 95 % de B por 0,5 minutos antes de volver a las
condiciones de inicio. Los datos se adquirieron de 150 a 850 amu tanto en modo positivo como negativo en el
espectrometro de masas y a 220 -320 nm en el PDA. La LCMS también se realizé en un sistema UPLC mediante el uso
de una bomba Waters Acquity Binary con administrador de muestras, Acquity PDA y un espectrometro de masas SQD.
Los solventes usados fueron A1 = 0,1 % de acido férmico (ac), B1 0,1 % de acido férmico en acetonitrilo, A2 = 0,1 % de
hidréxido de amonio (ac) y B2 0,1 % de hidroxido de amonio en acetonitrilo. A una tasa de flujo de 1 ml/min se inyecté 1
pL de muestra en una columna Waters BEH de 50 x 2,1 1,7um (a 40 °C). El gradiente se extendi6 de 97 % de A1 a 97 %
de B1 durante 1,30 minutos antes de mantenerse por 0,2 minutos y volver a las condiciones de inicio (sustituir A1y B1
por A2 y B2 para el analisis de base). Los datos se obtuvieron de 150 - 1.000 amu en modo de iones positivos y negativos
en el espectrometro de masas y a 245 -320 amu en el PDA;

g) Generalmente los productos intermedios no se caracterizaron por completo y la pureza se evalu6 mediante analisis
cromatografico de capa fina, espectral de masas, HPLC y/o NMR;

h) Las siguientes abreviaturas se usaron: h = hora(s); r.t. = temperatura ambiente (~17-30 °C); conc. = concentrado; FCC
= cromatografia en columna instantanea mediante el uso de silice; AIBN = azobisisobutironitrilo; DCM = diclorometano;
DIPEA = di-isopropil etilamina; DMA = N,N-dimetilacetamida; DMF = N,N-dimetilformamida; DMSO = dimetilsulféxido;
EDC = 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; Et,O = éter dietilico; EtOAc = acetato de etilo; EtOH = etanol; HATU =
1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio 3-6xido hexafluorofosfato; HOBT = hidroxibenzotriazol;
K>CO3 = carbonato de potasio; MeOH = metanol; MeCN = acetonitrilo; MgSO4 = sulfato de magnesio anhidro; Na;SO, =
sulfato de sodio anhidro; NBS = N-bromo succinimida; TFA = acido trifluoroacético; THF = tetrahidrofurano; sat. = solucion
acuosa saturada.

En varios de los ejemplos a continuacion, se describe un par de compuestos diastereoméricos. Por ejemplo, los
compuestos del Ejemplo 1(a) y del Ejemplo 1(b) representan un par de compuestos diastereoméricos, formados como
una mezcla en el producto de una reaccion Unica y posteriormente separados. En tales ejemplos, cualquier asignacion de
estereoquimica no es absoluta. A modo de ilustracion, los Ejemplos 1(a) y 1(b) se refieren a los diastereémeros (2S,3R)
y 2R,3R) del compuesto nombrado; sin embargo, no se pretende transmitir que el Ejemplo 1(a) se asigne definitivamente
como el diastereémero (2S3R) y el Ejemplo 1(b) como el diasteredmero (2R,3R).

Ejemplo 1(a) y 1(b)

(2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJlacetamida y
(2R)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida
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Se adicion6 HATU (329 mg, 0,87 mmol) al acido 2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acético (Producto intermedio 14, 141 mg, 0,72
mmol), N2-[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 1, 200 mg, 0,72
mmol) y DIPEA (0,25 ml, 1,44 mmol) en DMF (6 ml) a 21 °C bajo nitrégeno. La solucion resultante se agité a 21 °C por 2
horas. La mezcla bruta se purificd mediante cromatografia de intercambio i6nico, mediante el uso de una columna SCX.
El producto deseado se eluy6 de la columna mediante el uso de NH3 1 M en MeOH vy las fracciones puras se evaporaron
hasta la sequedad para proporcionar un producto bruto que se purificé adicionalmente por FCC (SiO», 0 a 12 % de MeOH
en DCM). Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar la mezcla de diastereoisémeros como
una goma de color amarillo palido (95 mg). Los diastereoisdmeros se separaron por HPLC preparativa (columna Lux C2,
20 pm, 50 mm x 250 mm, 100 % de MeOH a 200 ml/min) para producir:

=
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o
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N
m
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N
o
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Primer isomero eluido Ejemplo 1(a) 2-metoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-
1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (58 mg, 18 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30 °C) & 2,05 (1H, td), 2,21 - 2,35 (1H, m),
2,41 (3H, s), 3,40 - 3,47 (1H, m), 3,55 (2H, ddd), 3,69 - 3,75 (4H, m), 4,31 - 4,46 (1H, m), 4,93 (1H, s), 6,82 (1H, d), 6,87 -
6,94 (1H, m), 6,99 - 7,07 (2H, m), 7,22 (1H, d), 7,29 (1H, t), 7,61 (1H, d), 12,13 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 456.

Segundo isdomero eluido Ejemplo 1(b) 2-metoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-
1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (55 mg, 17 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30 °C) & 2,05 (1H, td), 2,21 - 2,35 (1H, m),
2,41 (3H, s), 3,4 - 3,47 (1H, m), 3,55 (2H, ddd), 3,69 - 3,75 (4H, m), 4,31 - 4,46 (1H, m), 4,93 (1H, s), 6,82 (1H, d), 6,87 -
6,94 (1H, m), 6,99 - 7,07 (2H, m), 7,22 (1H, d), 7,29 (1H, t), 7,61 (1H, d), 12,13 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 456.

Ejemplo 2

(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-fenil-acetamida

Q
HoN _N mN N
Ny
HN;C/N NN HN‘C/'“ Sy-N

Se adicion6 HOBT (120 mg, 0,78 mmol) a N2-[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina
(Producto intermedio 4, 220 mg, 0,78 mmol), acido (2S)-2-metoxi-2-fenil-acético (130 mg, 0,78 mmol) y EDC (300 mg,
1,56 mmol) en DMF (3 ml) a 25 °C. La mezcla resultante se agité a 25 °C por 3 horas. El producto bruto se purificé por
HPLC preparativa (columna XBridge C18 OBD, 5 ym, 50 mm x 150 mm). Se usaron decrecientemente mezclas polares
de agua (que contenian acido férmico al 0,05 %) y MeCN como fase movil. Las fracciones que contenian el compuesto
deseado se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar el Ejemplo 2 (2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-
ilpirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-fenil-acetamida (95 mg, 27,8 %) como un sélido blanco. "H NMR (400
MHz, MeOD, 22 °C) 5 2,16 - 2,23 (m, 1H), 2,36-2,44 (m, 1H), 3,44 (s, 3H), 3,55 - 3,69 (m, 3H), 3,82 - 3,86 (m, 1H), 4,46 -
4,51 (m, 1H), 4,93 (s, 1H), 7,15- 7,19 (m, 1H), 7,24 -7,27 (m, 1H), 7,35 - 7,43 (m, 3H), 7,47 - 7,49 (m, 2H). m/z: ES* [M+H]*
430.

Ejemplo 3

(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acetamida

0
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Se adicion6 HATU (405 mg, 1,07 mmol) al acido (2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acético (Producto intermedio 12, 174 mg,
0,89 mmol), N2-[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 4, 250 mg,
0,89 mmol) y DIPEA (0,155 ml, 0,89 mmol) en DMF (8 ml) a 21 °C bajo N.. La solucion resultante se agité a 0 °C por 45
minutos. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia de intercambio idnico, mediante el uso de una columna
SCX. El producto deseado se eluyé de la columna mediante el uso de NHz 1 M en MeOH vy las fracciones puras se
evaporaron hasta la sequedad para proporcionar una goma. El producto bruto se purificé por FCC (SiO», 0 a9 % de MeOH
en DCM). Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad, se trituraron con éter/DCM vy se filtraron para
proporcionar el Ejemplo 3 (2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(3-
metoxifenil)acetamida (185 mg, 45 %) como un sélido crema. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30 °C) & 2,12 (1H, td), 2,3 -
2,46 (1H, m), 3,37 (3H, s), 3,52 (1H, dd), 3,59 - 3,67 (2H, m), 3,81 (4H, m), 4,34 - 4,56 (1H, m), 5,00 (1H, s), 6,97 (1H,
ddd), 7,03 - 7,14 (2H, m), 7,22 (1H, dd), 7,32 - 7,51 (2H, m), 7,73 (1H, d), 12,20 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 486.

Ejemplos 4(a) y 4(b)

(2S)-2-etoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJlacetamida y (2R)-
2-etoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJlacetamida
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Se pesaron acido 2-etoxi-2-(3-metoxifenil)acético (Producto intermedio 15, 0,11 g, 0,54 mmol) y N2-[(3R)-1-(6-
metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 1, 0,15 g, 0,54 mmol) en un matraz de
fondo redondo seguido de DIPEA (0,1 ml, 0,54 mmol) y DMF (5 ml). La solucidn resultante se trat6 después con HATU
(0,21 g, 0,54 mmol) y se dejo agitar a r.t. bajo N2 por 24 horas. El solvente se elimind bajo presion reducida y la goma
residual se disolvi6 en DCM, se adsorbid sobre silice y se purifico por FCC (SiO, 0-10 % de MeOH en DCM). La
evaporacion de las fracciones puras bajo presion reducida produjo el compuesto del titulo como una espuma de color
amarillo claro. La espuma se disolvié en metanol y se adicioné a una columna de intercambio i6nico SCX que se lavé con
DCM, después metanol y después se eluyd con NH3 2M en MeOH. El solvente se elimind bajo presiéon reducida y se
purificé adicionalmente mediante HPLC preparativa (columna SunFire C18, 5 ym, 50 mm x 19 mm, tasa de flujo de 25
ml/min). Se usaron decrecientemente relaciones polares de agua y MeCN que contenian 0,1 % de &cido férmico como
fase movil. Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar el producto como una mezcla de
diastereoisomeros como un solido blanco (67 mg). Los diastereoisémeros se separaron por HPLC preparativa (columna
Phenomenex Lux C4, 20 pm, 50 mm x 250 mm, MeOH a 120 ml/min) para producir:

Primer isdbmero eluido ejemplo 4(a) 2-etoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-
tiadiazol-2-ilJacetamida (25 mg, 37 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30 °C) & 1,17 (3H, t), 1,99 - 2,09 (1H, m), 2,22 -
2,32 (1H, m), 2,40 (3H, s), 3,40 - 3,56 (5H, m), 3,69 - 3,73 (1H, m), 3,74 (3H, s), 4,32 - 4,40 (1H, m), 5,04 (1H, s), 6,83
(1H, d), 6,89 (1H, dd), 7,00 - 7,05 (2H, m), 7,22 (1H, d), 7,28 (1H, t), 7,65 (1H, d), 12,10 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 470.
Segundo isomero eluido ejemplo 4(b) 2-etoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-
1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (25 mg, 37 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30 °C) & 1,17 (3H, t), 1,97 - 2,09 (1H, m), 2,21
- 2,31 (1H, m), 2,40 (3H, s), 3,39 - 3,56 (5H, m), 3,70 - 3,73 (1H, m), 3,74 (3H, s), 4,33 - 4,40 (1H, m), 5,04 (1H, s), 6,84
(1H, d), 6,87 - 6,92 (1H, m), 7,01 - 7,05 (2H, m), 7,23 (1H, d), 7,28 (1H, t), 7,65 (1H, d), 12,11 (1H, s). m/z: ES* [M+H]*
470.

Ejemplos 5(a) y 5(b)

(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida y (2R)-
2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1- (6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJlacetamida
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N2-[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 1, 0,15 g, 0,541 mmol) y
acido 2-(4-fluorofenil)-2-metoxiacético (Producto intermedio 16, 0,1 g, 0,541 mmol) se disolvieron en DMF (2 ml) ar.t bajo
N2. La mezcla se agitdé durante 5 minutos antes de la adicion de DIPEA (0,34 ml, 1,943 mmol) y HATU (0,21 g, 0,541
mmol), después a r.t. por 2 horas. La mezcla bruta se pasé después a través de una columna SCX de 5 g se lavo con
MeOH después se eluyd con NHz 2N en MeOH. La fraccion basica se evaporo bajo presion reducida para producir una
goma naranja que se purificé por HPLC preparativa (columna SunFire C18, 5 pm, 50 mm x 19 mm, tasa de flujo 25 ml/min).
Se usaron decrecientemente relaciones polares de agua y MeCN que contenian 0,1 % de acido formico como fase moévil.
Las fracciones puras se combinaron, se evaporaron bajo presion reducida y se pasaron a través de una columna SCX de
2 g se lavaron con MeOH y después se eluyeron con NH3 2N en MeOH. La fraccién basica se evaporé hasta la sequedad
para proporcionar la mezcla de diastereoisémeros como una espuma blanquecina. Los diastereocisémeros se separaron
por HPLC preparativa (columna Amy-C, 5 ym, 20 mm x 250 mm, 2:3 heptano:EtOH que contiene 0,1 % v/v de modificador
NH3 a 21 ml/min) para producir:

Primer isdmero eluido Ejemplo 5(a) 2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-
tiadiazol-2-ilJacetamida (55,3 mg, 23,0 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 21 °C) & 2,04 (1H, dq), 2,26 (1H, dt), 2,41 (3H,
s), 3,30 (3H, s), 3,57 - 3,41 (3H, m), 3,72 (1H, dd), 4,36 (1H, q), 4,98 (1H, s), 6,83 (1H, d), 7,22 (3H, ddd), 7,55 - 7,44 (2H,
m), 7,66 (1H, d), 12,28 (s, 1H). m/z: ES* [M+H]* 444.

Segundo isémero eluido, Ejemplo 5(b) 2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-
1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (59,2 mg, 24,7 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 21 °C) & 2,04 (1H, dq), 2,31 - 2,23 (1H,
m), 2,41 (3H, s), 3,30 (3H, s), 3,44 (1H, dd), 3,59 - 3,49 (2H, m), 3,71 (1H, dd), 4,36 (1H, q), 4,97 (1H, s), 6,82 (1H, d),
7,22 (3H, ddd), 7,53 - 7,46 (2H, m), 7,64 (1H, d), 12,28 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 444.

Ejemplos 6(a) y 6(b)
(2S)-2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-

illacetamida y (2R)-2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-
tiadiazol-2-illacetamida
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N2-[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 1, 200 mg, 0,72 mmol) y
acido 2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-acético (Producto intermedio 18, 150 mg, 0,72 mmol) se disolvieron en DMF (2
ml) a r.t. bajo nitrégeno. La mezcla se agité por 5 minutos antes de la adicion de DIPEA (0,34 ml, 1,94 mmol) y HATU
(0,27 g, 0,72 mmol) y después se agitd ar.t. durante la noche. La mezcla cruda se pas6 a través de una columna SCX de
5 g se lavo con MeOH y después se eluyd con NH3; 2M en MeOH. La fraccion basica se evaporé para producir el producto
bruto como una goma naranja que se purificé por HPLC preparativa (columna SunFire C18, 5 ym, 50 mm x 19 mm, tasa
de flujo 25 ml/min). Se usaron decrecientemente relaciones polares de agua y MeCN que contenian 0,1 % de acido formico
como fase mavil. Las fracciones puras se combinaron, se evaporaron y se pasaron a través de una columna SCXde 2 g
se lavaron con MeOH y después se eluyeron con NH3; 2M en MeOH. La fraccion basica se evaporé para producir la mezcla
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de diastereoisémeros como un solido blanquecino. Los diastereoisémeros se separaron después por SFC (columna Lux
C3, 5 ym, 21,2 mm x 250 mm, MeOH/CO, 35 % que contiene modificador NH3, 50 ml/min) para producir:

Primer isomero eluido Ejemplo 6(a) 2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (34 mg, 10 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 21 °C) 6 1,98 - 2,12 (1H, m), 2,21 -
2,33 (1H, m), 2,41 (3H, s), 3,32 (3H, s), 3,40 - 3,58 (3H, m), 3,69 - 3,79 (1H, m), 3,84 (3H, s), 4,32 - 4,41 (1H, m), 4,95 (s,
1H), 6,83 (1H, d), 6,98 - 7,05 (1H, m), 7,19 - 7,28 (3H, m), 7,68 (1H, d). m/z: ES*[M+H]* 474.

Segundo isomero eluido Ejemplo 6(b) 2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (44 mg, 13 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 21 °C) & 1,99 - 2,10 (1H, m), 2,23 -
2,34 (1H, m), 2,41 (3H, s), 3,31 (3H, s), 3,41 - 3,48 (1H, m), 3,50 - 3,56 (2H, m), 3,67 - 3,78 (1H, m), 3,84 (3H, s), 4,32 -
4,39 (1H, m), 4,94 (1H, s), 6,82 (1H, d), 6,98 - 7,04 (1H, m), 7,17 - 7,30 (3H, m), 7,65 (1H, d). m/z: ES*[M+H]* 474.

Ejemplos 7(a) y 7(b)
(2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-[3-

(trifluorometoxi)fenillacetamida y (2R)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
il]-2- [3-(trifluorometoxi)fenillacetamida
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DIPEA (0,14 ml, 0,81 mmol), HATU (247 mg, 0,65 mmol) y acido 2-metoxi-2-[3-(trifluorometoxi)fenillacético (Producto
intermedio 19, 160 mg, 0,65 mmol) se adicionaron a una solucién de N2-[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-
tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 1, 150 mg, 0,54 mmol) en DMF (4 ml). La mezcla se agité a r.t. por 18 h.
Después esta se diluyé con agua (5 ml) y después se extrajo en DCM (10 ml), se evaporé y purificé por HPLC preparativa
(columna XBridge OBD C18, 5 pm, 50 mm x 19 mm, tasa de flujo de 25 miI/min). Se usaron decrecientemente relaciones
polares de agua y MeCN que contienen 0,3 ml/L de NH4OH como una fase movil. Las fracciones puras se evaporaron
después para producir una mezcla de diastereoisémeros. Los diastereocisémeros se separaron por HPLC preparativa
(columna Amy-C, 5 uym, 4,6 mm x 250 mm, heptano/EtOH 7/3 que contiene modificador NHs, 21 ml/min) para producir:

Primer isémero eluido Ejemplo 7(a) 2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-
[3-~(trifluorometoxi)fenillacetamida (50 mg, 18 %). "H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 21 °C) & 1,96 - 2,11 (1H, m), 2,20 - 2,37
(1H, m), 2,41 (3H, s), 3,34 (3H, s), 3,42 - 3,60 (3H, m), 3,66 - 3,78 (1H, m), 4,37 (1H, q), 5,07 (1H, s), 6,84 (1H, d), 7,23
(1H, d), 7,37 (1H, d), 7,41 - 7,58 (3H, m), 7,72 (1H, d), 12,37 (1H, s). m/z: ES*[M+H]* 510.

Segundo isémero eluido Ejemplo 7(b) 2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-
2-[3-(trifluorometoxi)fenillacetamida (34 mg, 12 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 21 °C) & 1,97 - 2,13 (1H, m), 2,20 -
2,34 (1H, m), 2,41 (3H, s), 3,34 (3H, s), 3,39 - 3,60 (3H, m), 3,66-3,77 (1H, m), 4,36 (1H, d), 5,07 (1H, s), 6,83 (1H, d),
7,23 (1H, d), 7,37 (1H, d), 7,43 - 7,60 (3H, m), 7,72 (1H, d), 12,36 (1H, s). m/z: ES*[M+H]* 510.

Ejemplos 8(a) y 8(b)
(2S)-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-

illacetamida y (2R)-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-
tiadiazol-2-ilJacetamida
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I:

Se pesaron acido 2-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-acético (Producto intermedio 20, 0,11 g, 0,469 mmol) y N2-[(3R)-1-
(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 1, 0,13 g, 0,469 mmol) en un matraz
de fondo redondo. Se adicionaron DMF (3 ml) y DIPEA (0,15 g, 1,172 mmol) seguido de HATU (0,18 g, 0,469 mmol) y la
solucion resultante se dejo agitar a r.t. bajo nitrégeno por 15 h. El solvente se eliminé bajo presion reducida y la goma
residual se disolvié en DCM, se absorbio sobre silice y se purificé por FCC (SiO», 1-10 % de MeOH que contiene 0,1 %
de NH3 en DCM). La evaporacion de las fracciones puras bajo presion reducida dio una goma de color amarillo palido que
se separo por SFC quiral preparativa (columna Lux C3, 5 ym, 21,2 mm x 250 mm, tasa de flujo de 50 ml/min a una longitud
de onda de 210 nm con 40:60 MeOH:CO- + 0,1 % de NHs; como eluyente) para producir:

Primer isémero eluido Ejemplo 8(a) [3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-illacetamida (48 mg, 20 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30 °C) & 2,07 - 2,00 (1H, m), 2,31 -
2,22 (1H, m), 2,40 (3H, s), 3,34 (3H, s), 3,58 - 3,41 (3H, m), 3,71 (1H, dd), 4,38 - 4,34 (1H, m), 5,01 (1H, s), 6,83 (1H, d),
7,49 -7,04 (6H, m), 7,71 (1H, d), 12,31 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 492.

Segundo isémero eluido Ejemplo 8(b) [3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (45 mg, 19 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30 °C) & 2,08 - 2,00 (1H, m), 2,34 -
2,21 (1H, m), 2,40 (3H, s), 3,32 (3H, s), 3,57 - 3,42 (3H, m), 3,71 (1H, dd), 4,36 (1H, m), 5,01 (1H, s), 6,82 (1H, d), 7,49 -
7,04 (6H, m), 7,69 (1H, d), 12,26 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 492.

Ejemplos 9(a) y 9(b)

(2S)-2-[3-(difluorometoxi)fenil]-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4- tiadiazol-2-il]-2-metoxi-
acetamida y (2R)-2-[3-(difluorometoxi)fenil]-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-
metoxi-acetamida

HN~C’N S\-N
N,
w S\’(N fYF
HN SN

F

Se adicion6 HATU (811 mg, 2,13 mmol) al acido 2-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-acético (Producto intermedio 20, 454
mg, 1,96 mmol), N2-[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 4, 500
mg, 1,78 mmol) y DIPEA (0,31 ml, 1,78 mmol) en DMF (12 ml) a 21 °C bajo N.. La solucion resultante se agit6 a 21 °C
por 45 minutos. El producto bruto se purificé mediante cromatografia de intercambio idnico, mediante el uso de una
columna SCX. El producto deseado se eluyd de la columna mediante el uso de NHz 1 M en MeOH vy las fracciones se
evaporaron hasta una goma. El producto bruto se purificé por FCC (SiO2, 0 - 8 % de MeOH en DCM). Las fracciones se
evaporaron hasta la sequedad para producir un sélido gomoso. El producto bruto se purificé adicionalmente por FCC
(SiO2, 0- 9 % de MeOH en EtOAc). Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad, se trituraron con DCM/éter y
se filtraron para proporcionar la mezcla de diastereoisémeros como un sélido amarillo (210 mg). Los diastereoisomeros
se separaron por HPLC preparativa (columna Phenomenex Lux C2, 20 pm, 50 mm x 250 mm mediante el uso de EtOH
como eluyente a 120 ml/min) para producir:

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759940 T3

Primer isémero eluido Ejemplo 9(a) (2S)-2-[3-(difluorometoxi)fenil]-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-
iloJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxiacetamida (72 mg, 8 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO, 30 °C) & 2,02 (1H, dd), 2,25
(1H, da), 3,29 (3H, s), 3,39 - 3,57 (3H, m), 3,70 (1H, dd), 4,34 (1H, d), 4,98 (1H, s), 6,97 - 7,25 (3H, m), 7,27 - 7,35 (2H,
m), 7,38 - 7,48 (1H, m), 7,64 (1H, d), 12,19 (1H, s). m/z: ES- [M-H] 494.

Segundo isémero eluido Ejemplo 9(b) (2R)-2-[3-(difluorometoxi)fenil]-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxiacetamida (95 mg, 11 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO, 30 °C) & 2,02 (1H, dd), 2,25
(1H, dq), 3,29 (3H, s), 3,39 - 3,57 (3H, m), 3,70 (1H, dd), 4,34 (1H, d), 4,98 (1H, s), 6,97 - 7,25 (3H, m), 7,27 - 7,35 (2H,
m), 7,38 - 7,48 (1H, m), 7,64 (1H, d), 12,19 (1H, s). m/z: ES- [M-H] 494.

Ejemplos 10(a) y 10(b)

(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida y (2R)-
2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1 -(5-meti|piridazin-3-iI)pirroIidin-S-iI]amino]-1 ,3,4-tiadiazol-2-il] acetamida
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Se disolvieron N2-[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 7, 100 mg,
0,36 mmol) y acido 2-(4-fluorofenil)-2-metoxiacético (Producto intermedio 16, 66 mg, 0,36 mmol) en DMF (2,0 ml) a r.t.
bajo N.. La mezcla se agit6 por 5 minutos antes de la adicion de DIPEA (0,09 ml, 0,54 mmol) y HATU (165 mg, 0,43 mmol)
y después a r.t. durante la noche. La mezcla bruta se pasé a través de una columna SCX de 5 g, se lavé con MeOH,
después se eluy6é con NH; 2M en MeOH. La fraccion basica se evaporé para producir una goma naranja. El producto
bruto se purificé por HPLC preparativa (columna SunFire C18, 5 ym, 50 mm x 19 mm a 25 ml/min). Se usaron
decrecientemente relaciones polares de agua y MeCN que contenian 0,1 % de acido formico como fase moévil. Las
fracciones que contenian la masa deseada se combinaron, se evaporaron y se pasaron a través de una columna SCX de
5 g se lavaron con MeOH y después se eluyeron con NH; 2M en MeOH. La fraccién basica se evapord para producir la
mezcla de diastereocisémeros como un sélido blanquecino (70 mg). Los diastereoisémeros se separaron por HPLC
preparativa (columna Lux C4, 20 pm, 50 mm x 250 mm, 100 % de MeOH a 120 ml/min) para producir:

Primer isomero eluido Ejemplo 10(a) 2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-
1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (25 mg, 16 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO, 30 °C) 2,01 - 2,11 (1H, m), 2,20 (3H, s), 2,28 (1H,
dt), 3,31 (3H, s), 3,48 (1H, dd), 3,52 - 3,61 (2H, m), 3,74 (1H, dd), 4,33 - 4,41 (1H, m), 4,98 (1H, s), 6,69 (1H, s), 7,21 (2H,
t), 7,47 - 7,53 (2H, m), 7,63 (1H, d), 8,36 (1H, s), 12,20 (1H, s). m/z: ES* [M+H]" 444.

Segundo isémero eluido, Ejemplo 10(b) 2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-
1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (26 mg, 17 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO, 30 °C) 2,00 - 2,1 (1H, m), 2,21 (3H, s), 2,27 (1H,
dt), 3,31 (3H, s), 3,45 - 3,60 (3H, m), 3,74 (1H, dd), 4,32 - 4,40 (1H, m), 4,97 (1H, s), 6,69 (1H, d), 7,17 - 7,25 (2H, m), 7,47
- 7,53 (2H, m), 7,59 (1H, d), 8,36 (1H, d). m/z: ES* [M+H]* 444.

Ejemplos 11(a) y 11(b)

(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(4-metoxifenil)Jacetamida y
(2R)-N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2- (4-metoxifenil)acetamida
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Se disolvieron N2-[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 9, 100 mg,
0,34 mmol) y acido 2-metoxi-2-(4-metoxifenil)acético (Producto intermedio 21, 70 mg, 0,34 mmol) en DMF (2,0 ml) y se
trataron con DIPEA (0,15 ml, 0,84 mmol) y HATU (190 mg, 0,50 mmol) después se agité a r.t. durante la noche. La mezcla
bruta se diluy6 con agua (10 ml) y se extrajo en DCM (10 ml). Después se evapord el DCM y el producto bruto se purificd
por HPLC preparativa (columna SunFire C18, 5 um, 50 mm x 19 mm a 25 ml/min). Se usaron decrecientemente relaciones
polares de agua y MeCN que contenian 0,1 % de acido formico como fase movil. Las fracciones que contenian la masa
deseada se combinaron, se evaporaron y se pasaron a través de una columna SCX se lavaron con MeOH y después se
eluyeron con NH3z 2M en MeOH. La fraccion basica se evapord para producir la mezcla de diastereoisdmeros como un
solido blanquecino (35 mg). Los diastereoisomeros se separaron por HPLC preparativa (columna Lux C4, 20 pm, 50 mm
x 250 mm, 100 % de MeOH a 120 ml/min) para producir:

Primer isomero eluido Ejemplo 11(a) N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-
2-(4-metoxifenil)acetamida (12 mg, 7,5 %) '"H NMR (400 MHz, DMSO, 30 °C) 2,03 - 2,13 (1H, m), 2,23 - 2,33 (1H, m), 3,49
- 3,63 (3H, m), 3,75 (3H, s), 3,76 - 3,80 (1H, m), 4,33 - 4,42 (1H, m), 4,89 (1H, s), 6,90 - 6,96 (2H, m), 7,10 (1H, d), 7,34 -
7,41 (2H, m), 7,60 (1H, d), 8,55 (1H, d), 12,10 (1H, s); metro/z: ES* [M + H]* 476. mas 3H oscurecido por el pico del agua
a 3,3 ppm

Segundo isémero eluido Ejemplo 11(b) N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-
metoxi-2-(4-metoxifenil)acetamida (15 mg, 9,4 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO, 30 °C) 2,01 - 2,12 (1H, m), 2,22 - 2,31 (1H,
m), 3,27 (3H, s), 3,47 - 3,62 (3H, m), 3,75 (3H, s), 3,76 - 3,79 (1H, m), 4,33 - 4,42 (1H, m), 4,86 (1H, s), 6,89 - 6,96 (2H,
m), 7,10 (1H, d), 7,34 - 7,41 (2H, m), 7,51 (1H, d), 8,55 (1H, d). m/z: ES* [M+H]* 476.

Ejemplo 12

(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-fenil-acetamida

iTe)
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=N, N N Cl
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Se adicionaron DIPEA (0,04 ml, 0,20 mmol), N2-[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina
(Producto intermedio 9, 40 mg, 0,13 mmol) y acido (2S)-2-metoxi-2-fenilacético (20 mg, 0,13 mmol) a una solucién de
HATU (61 mg, 0,16 mmol) en DMF (2 ml). La mezcla se agit6 a 25 °C por 18 horas. Después esta se diluy6é con agua (5
ml) y después se extrajo en DCM (10 ml) y se evapord bajo presion reducida. El producto bruto se purificé por HPLC
preparativa (columna SunFire C18, 5 um, 50 mm x 19 mm a 25 ml/min). Se usaron decrecientemente relaciones polares
de agua y MeCN que contenian 0,1 % de acido formico como fase movil. Después las fracciones apropiadas se evaporaron
y se purificaron nuevamente por cromatografia preparativa basica. Se usé una columna XBridge (5 micras, C18, 50x19
mm). Se usaron decrecientemente relaciones polares de agua que contenia 0,1 % de hidroxido de amonio y acetonitrilo
como fase movil. Después las fracciones puras se evaporaron y se secaron en el horno de vacio para proporcionar:

(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-fenil-acetamida como un sdlido
blanco (15 mg, 25 %). "H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C) 8 1,98 - 2,14 (1H, m), 2,17 - 2,36 (1H, m), 3,30 (3H, s), 3,44
- 3,64 (3H, m), 3,69 - 3,81 (1H, m), 4,28 - 4,42 (1H, m), 4,96 (1H, s), 7,11 (1H, d), 7,30 - 7,47 (5H, m), 7,69 (1H, d), 8,55
(1H, d), 12,24 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 446, 448.

Ejemplo 13

(2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-fenil-acetamida
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Se adicionaron DIPEA (0,09 ml, 0,54 mmol), HATU (164 mg, 0,43 mmol) y acido (2S)-2-metoxi-2-fenilacético (60 mg, 0,36
mmol) a una solucidon de N2-[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 7,
100 mg, 0,36 mmol) en DMF (2 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente por 2 horas. Después esta se diluy6 con
agua (5 ml), se extrajo en DCM (10 ml) y se evapord bajo presion reducida. El producto bruto se purific6 por HPLC
preparativa (columna SunFire C18, 5 um, 50 mm x 19 mm a 25 ml/min). Se usaron decrecientemente relaciones polares
de agua y MeCN que contenian 0,1 % de acido formico como fase movil. Las fracciones recolectadas se pasaron después
por un cartucho SCX que se lavé con metanol antes de eluir con amoniaco 2 M en metanol. El amoniaco en metanol se
evaporo y el residuo se seco en un horno de vacio para proporcionar:

(2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-fenil-acetamida como un sélido
blanco (28 mg, 18 %). "H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C) § 2,01 - 2,10 (1H, m), 2,19 (3H, s), 2,22 - 2,34 (1H, m), 3,31
(3H, s), 3,42 - 3,60 (3H, m), 3,70 - 3,74 (1H, m), 4,30 - 4,42 (1H, m), 4,98 (1H, s), 6,70 (1H, s), 7,30 - 7,42 (3H, m), 7,43 -
7,49 (2H, m), 7,70 (1H, d), 8,35 (1H, s), 12,26 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 426

Ejemplos adicionales

Los compuestos de los siguientes ejemplos se prepararon de manera similar a los ejemplos anteriores.
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Ejemplo nim. |Nombre Datos de MS

14 (2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4- | m/z: ES+ [M+H]+ 425
tiadiazol-2-il]-2-fenil-acetamida

15 2-etoxi-2-(4-metoxifenilo)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z: ES+ [M+H]+ 470
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida

16 2-etoxi-2-(4-metoxifenilo)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z: ES+ [M+H]+ 470
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida

17 N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]- | m/z (ES+), [M+H]+ = 514
2-metoxi-2-[3-(trifluorometoxi)fenillacetamida

18 N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]- | m/z (ES+), [M+H]+ = 514
2-metoxi-2-[3-(trifluorometoxi)fenillacetamida

19 2-(4-fluorofenilo)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]- m/z (ES+), [M+H]+ = 448;
1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxiacetamida

20 2-(4-fluorofenilo)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]- m/z (ES+), [M+H]+ = 448
1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxiacetamida

21 N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]- |m/z (ES-), [M-H]- = 458
2-metoxi-2-(4-metoxifenil)Jacetamida

22 N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]- |m/z (ES-), [M-H]- = 458
2-metoxi-2-(4-metoxifenil)acetamida

23 2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z (ES+), [M+H]+ = 478
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-acetamida

24 2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z (ES+), [M+H]+ = 478
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-acetamida

25 2-etoxi-2-(4-fluorofenilo)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z (ES+), [M+H]+ = 462
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida

26 2-etoxi-2-(4-fluorofenilo)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z (ES+), [M+H]+ = 462
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida

27 2-etoxi-2-(4-fluorofenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z (ES+), [M+H]+ = 458
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida

28 2-etoxi-2-(4-fluorofenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z (ES+), [M+H]+ = 458
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida

29 2-metoxi-2-(4-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z (ES+), [M+H]+ = 456
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida

30 2-metoxi-2-(4-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3- m/z (ES+), [M+H]+ = 456
illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida

31 (2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4- | m/z (ES+), [M+H]+ = 426
tiadiazol-2-il]-2-fenil-acetamida

32 (2S)-N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJaminoc]-1,3,4-tiadiazol- | m/z (ES+), [M+H]+ = 446
2-il]-2-metoxi-2-fenil-acetamida

Ejemplos 33(a) y 33(b)

(2R)-2-metoxi-2-(4-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida y
(2S)-2-metoxi-2-(4-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJlacetamida
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Se disolvieron N2-[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (Producto intermedio 7, 0,05 g,
0,173 mmol) y N-[(dimetilamino)(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-iloxi)metiliden]-N-metilmetilaminio hexafluorofosfato,
HATU (0,08 g, 0,208 mmol) en DMF (2 ml) a r.t. bajo N2. La mezcla se agitd por 5 minutos antes de la adicion de acido 2-
metoxi-2-(4-metoxifenil)acético (Producto intermedio 21, 0,04 g, 0,173 mmol) y DIPEA (0,05 ml, 0,26 mmol). La reaccion
se agitd a r.t. durante la noche bajo N». La mezcla bruta se paso a través de una columna SCX de 5 g se lavo con MeOH
después se eluyé con NH3 2 M en MeOH. La fraccion basica se evaporo bajo presion reducida para producir el producto
impuro como una goma naranja. El producto bruto se purificd por HPLC preparativa (columna SunFire C18, 5 ym, 50 mm
x 19 mm a 25 mi/min). Se usaron decrecientemente relaciones polares de agua y MeCN que contenia 0,1 % de acido
férmico como fase movil. Las fracciones que contenian la masa deseada se combinaron, se evaporaron bajo presion
reducida y se pasaron a través de una columna SCX de 5 g, se lavaron con MeOH, después se eluyeron con NH3 2 M en
MeOH. La fraccion basica se evaporé bajo presion reducida para producir la mezcla de diastereoisdmeros como un sélido
blanquecino. Los diastereoisomeros se separaron mediante SFC quiral preparativa (columna Lux C1, 5 ym, 21,2 mm x
250 mm, tasa de flujo 50 ml/min a una longitud de onda de 210 nm con 40:60 MeOH:CO; + 0,1 % de NH3 como eluyente)
para producir:

Primer isémero eluido Ejemplo 33(a) 2-metoxi-2-(4-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il] amino]-
1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (6,6 mg, 8 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 5 12,18 (1H, s), 8,36 (1H, d), 7,68 (1H, d), 7,41
- 7,34 (2H, m), 6,99 - 6,90 (2H, m), 6,71 (1H, s), 4,90 (1H, s), 4,45 - 4,30 (1H, m), 3,74 (3H, s), 3,64 - 3,37 (4H, m), 3,27
(3H, s), 2,35-2,23 (1H, m), 2,20 (3H, s), 2,09 - 1,98 (1H, m). m/z: ES* [M+H]* 456.

Segundo eluido Ejemplo 33(b) 2-metoxi-2-(4-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-
tiadiazol-2-ilJacetamida (5,7 mg, 6 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 12,18 (1H, s), 8,35 (1H, d), 7,66 (1H, d), 7,37 (2H,
d), 6,94 (2H, d), 6,70 (1H, d), 4,89 (1H, s), 4,43 - 4,29 (1H, m), 3,74 (3H, s), 3,73 - 3,69 (1H, m), 3,60 - 3,45 (3H, m), 3,27
(3H, s), 2,34 - 2,23 (1H, m), 2,20 (3H, s), 2,10 - 2,01 (1H, m). m/z: ES* [M+H]* 456.

Producto intermedio 1

N2-[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina

= H2Nj4N
Or
]
-

) ,
HoN N7 Sy-N S-¢

~ b
Se disolvieron 5-bromo-1,3,4-tiadiazol-2-amina (912 mg, 5,07 mmol), (3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina
(Producto intermedio 2, 860 mg, 4,83 mmol) y DIPEA (0,924 ml, 5,31 mmol) en DMF (10 ml). La reaccion se calenté hasta
100 °C por 1 h después se dejé ar.t. durante la noche. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia de intercambio
idnico, mediante el uso de una columna SCX. El producto deseado se eluyé de la columna mediante el uso de NH3; 1 M
en MeOH y las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar el producto bruto. Esto se disolvid
en DCM/MeOH, se adsorbio sobre silice y se purifico por FCC (SiO2, 0 a 20 % de MeOH en DCM). Las fracciones puras
se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar N2-[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-
diamina (350 mg, 26 %) como una goma marrén. m/z: ES* [M+H]* 278.

Producto intermedio 2

(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina

= I

I —_— XL
O~\(
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Se adiciono acido trifluoroacético (12 ml) a terc-butil N-[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illcarbamato (Producto
intermedio 3, 2,1 g, 7,54 mmol), en DCM (60 ml) a 21 °C bajo nitrégeno. La solucién resultante se agité a 21 °C por 2 h.
El producto bruto se purific6 mediante cromatografia de intercambio iénico, mediante el uso de una columna SCX. El
producto deseado se eluy6 de la columna mediante el uso de NH3 7 M en MeOH vy las fracciones puras se evaporaron
hasta la sequedad para proporcionar (3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina (1,6 g, 119 %) como un aceite amarillo
que se solidifico al reposar. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 27 °C) & 1,56 - 1,8 (1H, m), 2,04 (1H, m), 2,39 (3H, s), 3,07
(1H, m), 3,37 - 3,43 (1H, m), 3,47 - 3,66 (3H, m), 4,08 (1H, s), 6,73 (1H, d), 7,19 (1H, d). m/z: ES* [M+H]* 179.

Producto intermedio 3

terc-butil N-[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-iljlcarbamato
=
- . N
e L ()
R R

Una mezcla de DIPEA (8,49 ml, 48,62 mmol), terc-butil N-[(3R)-pirrolidin-3-iljcarbamato (3,62 g, 19,45 mmol), 3-cloro-6-
metilpiridazina (2,5 g, 19,45 mmol) y n-butanol (30 ml) se agité a 130 °C por 12 h y después se dejo para refrescarse
durante el fin de semana. La mezcla de reaccién se evaporo y el producto bruto se purifico por FCC (SiO2, 0 a 10 % de
NHs3 1 M en MeOH en EtOAc). Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar terc-butil N-[(3R)-
1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-iljcarbamato (2,1 g, 38,8 %) como un solido amarillo. "H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 27
°C) 8 1,39 (9H, s), 1,88 (1H, m), 2,14 (1H, m), 2,40 (3H, s), 3,23 (1H, m), 3,37 - 3,45 (1H, m), 3,47 - 3,58 (1H, m), 3,61
(1H, m), 3,99 - 4,2 (1H, m), 6,77 (1H, d), 7,20 (2H, m); m/z: ES* [M+H]* 279.

Producto intermedio 4

N2-[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina

jod e

- . N

HQN—GN SnN s N F
HN—C/N Sn-N

Se adicioné DIPEA (3,48 ml, 19,96 mmol) a 5-bromo-1,3,4-tiadiazol-2-amina (1,797 g, 9,98 mmol) y (3R)-1-(6-
fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina (Producto intermedio 5, 2 g, 10,98 mmol) en DMF anhidro (40 ml) a r.t. La solucion
resultante se agité a 80 °C por 4 h. El producto bruto se purificé mediante cromatografia de intercambio iénico, mediante
el uso de una columna SCX. El producto deseado se eluyd de la columna mediante el uso de NH3 1 M en MeOH y las
fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar N2-[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-
tiadiazol-2,5-diamina (2,9 g, 103 %) como un solido marron. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30 °C) & 1,90 - 2,12 (1H, m),
2,23 (1H, dtd), 3,42 (1H, dd), 3,47 - 3,61 (2H, m), 3,69 (1H, dd), 4,25 (1H, dq), 6,25 (2H, s), 7,04 (1H, d), 7,14 (1H, dd),
7,33 (1H, dd). m/z: ES* [M+H]* 282.

Producto intermedio 5
(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina

ﬁfz [
—_— N
o~ G
A%

Se adicion6 terc-butil N-[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-iljlcarbamato (Producto intermedio 6, 6 g, 21,25 mmol) a
DCM (70 ml) y TFA (14,00 ml) a 25 °C. La solucion resultante se agitd a 25 °C por 4 h. El producto bruto se purificd
mediante cromatografia de intercambio idnico, mediante el uso de una columna SCX. El producto deseado se eluyé de la
columna mediante el uso de NHz 1 M en MeOH y las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar
(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina (2,0 g, 52 %) como un sélido gomoso amarillo palido. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-d6, 30 °C) 6 1,55 - 1,83 (1H, m), 1,98 - 2,13 (1H, m), 2,89 - 3,14 (1H, m), 3,29 - 3,43 (1H, m), 3,54 (3H, ddt), 7,06
(1H, dd), 7,30 (1H, dd). m/z: ES* [M+H]* 183.

Producto intermedio 6

terc-butil N-[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-iljlcarbamato
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Una mezcla de 3,6-difluoropiridazina (6,06 g, 52,21 mmol) terc-butil N-[(3R)-pirrolidin-3-iljlcarbamato (9,72 g, 52,21 mmol),
DIPEA (22,80 ml, 130,53 mmol) y n-butanol (140 ml) se agité a 130 °C por 10 h. La mezcla de reaccion se diluyé con
EtOAc (750 ml), y se lavo dos veces con agua (150 ml). La capa organica se seco sobre Na;SOys, se filtrd y se evapord
para proporcionar el producto bruto. Este se disolvié después en DCM y el producto bruto se purificé por FCC (SiO», 30 -
65 % de EtOAc en heptanos). Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar terc-butil N-[(3R)-
1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-iljcarbamato (15 g, 102 %) como un solido crema. 'H NMR (400 MHz, CDCls, 30 °C) &
1,46 (9H, s), 1,91 - 2,13 (1H, m), 2,32 (1H, dq), 3,40 (1H, dd), 3,56 - 3,72 (2H, m), 3,78 (1H, dd), 4,37 (1H, s), 4,70 (1H,
s), 6,78 (1H, dd), 6,98 (1H, dd). m/z: ES* [M+H]* 283.

Producto intermedio 7
N2-[(3R)-1-(5-Metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina

HyN N

/
8 NG Sy =

o~ ﬁN N s

7< o} HNﬁN Nt

Se disolvié terc-butil(3R)-3-[(5-metilpiridazin-3-il)amino]pirrolidina-1-carboxilato (Producto intermedio 8, 200 mg, 0,72
mmol) en DCM (5 ml) y se traté con TFA (5 ml). Se dej6 agitar a temperatura ambiente por 2 horas, después se evapord
hasta la sequedad para producir un aceite amarillo. Después este se disolvié en acetonitrilo (5 ml) y se traté con DIPEA
(0,38 ml, 2,15 mmol) seguido de 5-bromo-1,3,4-tiadiazol-2-ilamina (130 mg, 0,72 mmol) y después se calentd hasta 80 °C
por 3 h. La mezcla de reaccién se evaporo y se purificd por FCC (SiO2, 0-10 % de NHz 2M en MeOH en DCM). Las
fracciones que contenian el producto se combinaron y se evaporaron para producir N2-[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-
ilpirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (100 mg, 50 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C) & 1,99 - 2,05 (1H, m),
2,18 - 2,31 (4H, m), 3,38 - 3,58 (3H, m), 3,67 - 3,71 (1H, m), 4,19 - 4,30 (1H, m), 6,31 (2H, s), 6,70 (1H, s), 7,09 (1H, d),
8,36 (1H, s). m/z: ES* [M+H]* 278.

Producto intermedio 8

terc-butil (3R)-3-[(6-cloropiridazin-3-il)amino]pirrolidina-1-carboxilato

=
b
N,N

Se disolvio terc-butil N-[(3R)-pirrolidin-3-illcarbamato (250 mg, 1,34 mmol) en 1-butanol (2 ml) y se traté con 3-cloro-5-
metilpiridazina (0,25 M en DCM, 2,68 ml, 1,34 mmol) seguido de DIPEA (0,48 ml, 2,68 mmol). La mezcla se calent6 hasta
140 °C por 2 horas. La mezcla de reaccion se enfrio hasta r.t. se diluyd con agua (10 ml) y se extrajo dos veces en DCM
(10 ml). El solvente se evapord y el residuo se purificd por FCC (SiO2, 0 - 10 % de metanol en DCM). Las fracciones que
contenian el producto se combinaron y se evaporaron para producir ferc-butil N-[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-
illcarbamato (200 mg, 53 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C) & 1,40 (9H, s), 1,85-1,93 (1H, m), 2,07 - 2,18 (1H, m),
2,20 (3H, s), 3,24 - 3,28 (1H, m), 3,38 - 3,48 (1H, m), 3,48 - 3,59 (1H, m), 3,60 - 3,65 (1H, m), 4,10 - 4,15 (1H, m), 6,67
(1H, s), 7,24 (1H, d), 8,35 (1H, d). m/z: ES* [M+H]* 279.

o

Producto intermedio 9

N2-[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina
cl
A HoN

/N\
/@ Y/N =
HstclN N Sy )

HN;C,N NN

Se disolvio (3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina (Producto intermedio 10, 50 mg, 0,25 mmol) en acetonitrilo (5
ml) y se traté con DIPEA (0,07 ml, 0,38 mmol) seguido de 5-bromo-1,3,4-tiadiazol-2-ilamina (50 mg, 0,25 mmol) y se
calento hasta 80 °C por 3 h. Después la mezcla de reaccion se evaporo y se purificd por FCC (SiO2, 0-10 % de NH3 2M

Cl

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2759940 T3

en MeOH en DCM). Las fracciones que contenian el producto se combinaron y se evaporaron para producir N2-[(3R)-1-
(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-il]-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina que se usé directamente en la siguiente etapa (50 mg, 66
%). m/z: ES* [M+H]*298, 300.

Producto intermedio 10
(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina

Cl

E—

Se disolvié terc-butil N-[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-iljlcarbamato (Producto intermedio 11, 77 mg, 0,25 mmol)
en DCM (1 ml), se trat6é con TFA (1 ml), y se dejo a agitar a r.t. por 2 h. Después se evaporo hasta la sequedad y se pasé
por un cartucho SCX se lavé con metanol y se eluyd con amoniaco metandlico 2M. La fraccion basica se evapord para
producir (3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-amina, que se uso directamente en la siguiente etapa (50 mg, 99 %). m/z:
ES* [M+H]* 199, 201.

Producto intermedio 11

terc-butil N-[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-iljcarbamato

Cl
Cl

=
H fS . H /El)lxj
XOWEMC/NH o \N’L‘ 7((3\\5) ~C/N N

Se disolvio 5-cloropiridazin-3-ol (0,2 g, 1,53 mmol) en DCM (2 ml) y trietilamina (0,47 ml, 3,37 mmol) y se enfri6 hasta -20
°C. Después se tratd, gota a gota, con anhidrido trifluorometanosulfénico (1 M en DCM, 3,22 ml, 3,22 mmol). Después se
permitié que la mezcla de reaccién retornara lentamente hasta la temperatura ambiente. Se inactivd mediante la adicion
de agua (10 ml) y se extrajo en DCM (10 ml). Los organicos se lavaron con HCI 1 M (10 ml) se secaron (MgSOQ.), se
filtraron y se evaporaron para producir (5-cloropiridazin-3-il)trifluorometanosulfonato. Después este se disolvio en DMF (2
ml) y se enfrié a 0 °C antes de tratarse con trietilamina (0,21 ml, 1,53 mmol) y terc-butil N-[(3R)-pirrolidin-3-iljcarbamato
(290 mg, 1,53 mmol). Después se dejo volver a temperatura ambiente, se diluyé con agua (20 ml) y se extrajo en DCM
(20 ml). Los organicos se evaporaron y purificaron por FCC (SiO2, 0 - 10 % de MeOH en DCM). Las fracciones que
contenian el producto se combinaron y se evaporaron para producir terc-butil N-[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-
illcarbamato, (77 mg, 17 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C) & 1,40 (9H, s), 1,84 - 1,99 (1H, m), 2,05 - 2,20 (1H, m),
3,32 - 3,34 (1H, m), 3,42 - 3,60 (2H, m), 3,60 - 3,73 (1H, m), 4,00 - 4,28 (1H, m), 7,08 (1H, d), 7,26 (1H, d), 8,55 (1H, d).
m/z: ES* [M+H]* 299, 301.

Producto intermedio 12

Acido (2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acético

o~ e
: o :

Bencil (2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acetato (Producto intermedio 13(a), 7,85 g, 27,42 mmol) y 10 % de Pd en C (1 g,
27,42 mmol) en etanol (250 ml) se agitaron bajo una atmdsfera de hidrogeno a temperatura ambiente por 4 horas. La
mezcla de reaccion se filtré a través de celita que se lavd con MeOH. Los organicos se evaporaron para producir acido
(2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acético como un aceite transparente (6,0 g, 112 %, contiene algo de MeOH). 'H NMR (400
MHz, DMSO-d6, 30 °C) d 3,29 (3H, s), 3,74 (3H, s), 4,72 (1H, s), 6,77 - 7,06 (3H, m), 7,28 (1H, t), 12,77 (1H, s).

Producto intermedio 13(a)

Bencil (2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acetato
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Se adicioné bromuro de bencilo (7,81 ml, 65,75 mmol) gota a gota al acido 2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acético (Producto
intermedio 14, 10,75 g, 54,79 mmol), carbonato de potasio (11,36 g, 82,19 mmol) en DMF (200 ml) a 21 °C bajo nitrégeno.
La mezcla resultante se agité a 85 °C durante 4 horas y después se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante el
fin de semana. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (600 ml), y se lavé dos veces con agua (200 ml). La capa
organica se seco sobre Na,SOu, se filtré y se evapord para proporcionar un producto bruto que se purificd por FCC (SiO»
10 - 25 % de EtOAc en heptanos). Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar un aceite
incoloro. (10,5 g).

Se adicioné bromuro de bencilo (5,59 ml, 47,09 mmol) gota a gota al acido 2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acético (Producto
intermedio 14, 7,7 g, 39,25 mmol), carbonato de potasio (8,14 g, 58,87 mmol) en DMF (150 ml) a 21 °C bajo nitrégeno.
La mezcla resultante se agit6 a 85 °C por 4 horas, después se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante el fin de
semana.

La reaccioén se calentd después a 85 °C por 4 horas mas antes de enfriarse a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién
se diluyd con EtOAc (500 ml), y se lavé dos veces con agua (200 ml). La capa organica se secé sobre Na;SO., se filtrd y
se evapor6 para proporcionar el producto bruto. El producto bruto se purificé por FCC (SiO2 10 - 25 % de EtOAc en
heptanos). Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar un aceite amarillo palido (6 g). El
producto de las dos reacciones se combiné y los enantiomeros se separaron por HPLC quiral. (Columna Chiralpak OD,
20 ym, 100 mm x 250 mm, mediante el uso de una mezcla 95/5 de heptano:EtOH como eluyentes a 250 ml/min). Las
fracciones que contenian el compuesto deseado se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar:

Primer isémero eluido Producto intermedio 13(a) bencil (2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acetato (7,86 g, 39 %). '"H NMR
(400 MHz, DMSO-d6, 27 °C) d 3,37 (3H, s), 3,78 (3H, s), 5,02 (1H, s), 5,20 (2H, s), 6,75 - 7,10 (3H, m), 7,20 - 7,52 (6H,
m).
Segundo isémero eluido Producto intermedio 13(b) bencil (2R)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acetato (7,9 g, 39 %). '"H NMR
(400 MHz, DMSO-d6, 27 °C) d 3,37 (3H, s), 3,78 (3H, s), 5,02 (1H, s), 5,20 (2H, s), 6,75 - 7,10 (3H, m), 7,20 - 7,52 (6H,
m).

Producto intermedio 14

Acido 2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acético

Se adicion6 una solucion de hidroxido de potasio (2,267 g, 40,40 mmol) en MeOH (10 ml) durante 2 h en pequefias
porciones a una mezcla agitada de 3-metoxibenzaldehido (1 g, 7,34 mmol) y bromoformo (0,771 ml, 8,81 mmol) en MeOH
(5,00 ml) a 0 °C. La mezcla después se dejo6 calentar hasta r.t. y se dejo agitar durante la noche. Los solidos se filtraron
bajo presion reducida, y se enjuagaron los sélidos con MeOH (15 ml). El filtrado se evapord hasta una pasta blanca espesa
y después se redisolvio en agua (50 ml). Después esta se lavd con Et;0 (50 ml) y después la porcion acuosa se acidificd
hasta pH 2 (~5 ml de solucién de HCI 2 M). Después se extrajo la fase acuosa con EtOAc (3 x 50 ml). Los organicos
combinados se secaron sobre MgSO, y se filtraron después los solventes se evaporaron bajo presion reducida para
producir acido 2-metoxi-2-(3-metoxifenil)acético como un aceite amarillo (1,4 g, 97 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 30
°C) 6 3,18 (3H, s), 3,75 (3H, s), 4,74 (1H, s), 6,82-7,05 (3H, m), 7,29 (1H, m), 12,78 (1H, s).

Producto intermedio 15

Acido 2-etoxi-2-(3-metoxifenil)acético
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A una mezcla agitada de 3-metoxibenzaldehido (5,0 g, 36,72 mmol) y bromoformo (3,85 ml, 44,06 mmol) en etanol (40
ml) a 0 °C se le adicion6 gota a gota durante un periodo de 1 hora una solucién de hidroxido de potasio (11,33 g, 201,98
mmol) en etanol (60 ml). Después de completar la adicion la mezcla se dejé agitar a r.t. durante la noche. Se formé un
precipitado que se elimind por filtracion, y el filtrado se evaporé para producir una pasta que se recolecté en agua (100
ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Después se acidifico la fase acuosa hasta pH = 2 con HCI 2 M y se extrajo con
EtOAc (2 x 100ml). Los organicos combinados se secaron (MgSOs), se filtraron y se evaporaron para producir un aceite
marrén palido. Esto se absorbid sobre silice y se purificd por FCC (SiO2, 5 % de MeOH en DCM) para producir acido 2-
etoxi-2-(3-metoxifenil)acético (3,1 g, 40 %) como un aceite marron pélido. '"H NMR (400 MHz, CDCls, 21 °C) & 1,28 (3H,
t), 2,09 (1H, s), 3,64 - 3,52 (2H, m), 3,81 (3H, s) 4,86 (1H, s), 6,89 (1H, ddd), 6,99 (1H, m), 7,03 (1H, m), 7,29 (1H, t). m/z:
ES" [M-H] 209.

Producto intermedio 16

Acido 2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-acético

El 2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-acetato de metilo (Producto intermedio 17, 1,32 g, 6,66 mmol) se disolviéd en metanol (24 ml)
y se agitd ar.t. Se adiciond una solucion de hidréxido de potasio (0,45 g, 7,992 mmol) en metanol (12 ml), y la mezcla se
agité ar.t. por 5 h.

La mezcla se evaporé hasta la sequedad, se particioné entre agua y EtOAc (70 ml cada uno). El acuoso se lavé con
EtOAc (70 ml) después se acidificd con acido clorhidrico 2 N hasta pH 2. Después se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Los
organicos se secaron (MgSQ,) y se evaporaron para producir acido 2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-acético como una goma
transparente (1,16 g, 94 %). '"H NMR (400 MHz, CDCls) 3,42 (3H, s) 4,77 (1H, s), 7,10-7,04 (2H, m), 7,44-7,40 (2H, m).

Producto intermedio 17

2-(4-fluorofenil)-2-metoxiacetato de metilo

OH o~

mOH /@)YOMG
F o] F o]

Se disolvié carbonato de cesio (7,64 g, 23,45 mmol) en DMF (20 ml) ar.t. y se adicioné yodometano (2,4 ml, 38,55 mmol),
seguido de acido 2-(4-fluorofenil)-2-hidroxiacético (2,0 g, 11,75 mmol), y la mezcla se agité por 48 h a r.t. La DMF se
evaporo6 bajo presion reducida y el residuo se particiond entre EtOAc y agua (75 ml cada uno). Los organicos se lavaron
con agua (75 ml), se secaron (MgSO.), se evaporaron bajo presidon reducida y se purificaron por FCC (SiOy, 3:1
ciclohexano:EtOAc). Las fracciones puras se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar metil 2-(4-fluorofenil)-2-
metoxiacetato (1,68 g, 72 %) como un aceite incoloro. "H NMR (400 MHz, CDCl,, 20 °C) & 3,40 (3H, s), 3,72 (3H, s), 4,76
(1H, s), 7,09 - 7,03 (2H, m), 7,44 - 7,40 (2H, m).

Producto intermedio 18

Acido 2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-acético

~o

OH
Br o
0
Br)\Br F F
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A una mezcla agitada de 4-fluoro-3-metoxi-benzaldehido (1,0 g, 6,48 mmol) y bromoformo (0,68 ml, 7,785 mmol) en MeOH
(10 ml) a 0 °C se adiciond, gota a gota por 1 h, una solucién de hidréxido de potasio (2,0 g, 35,682 mmol) en MeOH (20
ml). Después de la adicion la mezcla se agitd y se calentd hasta r.t. durante la noche. El precipitado resultante se eliminé
por filtracion. El filtrado se evapord para producir una pasta que se recolect6é en agua (100 ml) y se extrajo con EtOAc (2
x 100 ml). La fase acuosa se acidifico después hasta pH=2 con HCI 2N. Se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Los organicos
combinados se secaron (MgSO0.), se filtraron y se evaporaron bajo presién reducida para proporcionar el producto bruto.
El producto bruto se purificd adicionalmente por FCC (SiO», 0-5 % de MeOH en DCM) para producir acido 2-(4-fluoro-3-
metoxi-fenil)-2-metoxi-acético (0,66 g, 47 %) como un aceite incoloro. "H NMR (400 MHz, CDCls, 30 °C) & 3,43 (3H, s),
3,90 (3H, s), 4,75 (1H, s), 6,95 - 7,00 (1H, m), 7,10 - 7,04 (2H, m). m/z: ES" [M-H]213.

Producto intermedio 19

Acido 2-metoxi-2-[3-(trifluorometoxi)feniljacético
N,
0

OH
Br =0
)\ o]
Br Br

O _F O _F

Se adicion6 una solucion de hidréxido de potasio (1,851 g, 33,00 mmol) en MeOH (10 ml) por 2 h en pequefias porciones
a una mezcla agitada de 3-(trifluorometoxi)benzaldehido (1,141 g, 6 mmol) y bromoformo (0,630 ml, 7,20 mmol) en MeOH
(5,00 ml) a 0 °C. La mezcla se dejo calentar hasta r.t. y se dejé agitar durante la noche. Se formé un precipitado blanco
en la mezcla de reaccion. Los solidos se filtraron bajo presion reducida y se enjuago la torta del filtro con MeOH (15 ml).
El filtrado se evaporé hasta una pasta blanca espesa y después se redisolvié en agua (50 ml). Después esta se lavd con
Et,O (50 ml). La fase acuosa se acidificd hasta pH = 2 (~5 ml de solucién de HCI 2 M) y después se extrajo en EtOAc (3
x 50 ml). Las capas organicas se secaron (MgSO,), se filtraron y se evaporaron bajo presiéon reducida para producir un
aceite transparente. El producto bruto se purificé por FCC (SiO2, 10 - 50 % de EtOAc en heptanos). Las fracciones puras
se evaporaron hasta la sequedad para proporcionar acido 2-metoxi-2-[3-(trifluorometoxi)fenillacético (0,832 g, 55 %) como
un aceite incoloro. 'H NMR (400 MHz, CDCls, 30 °C) & 3,47 (3H, s), 4,81 (1H, s), 7,20 - 7,24 (1H, m), 7,33 (1H, s), 7,37 -
7,46 (2H, m). m/z: ES- [M-H]  249.4.

Producto intermedio 20

Acido 2-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-acético

0

Br o OH
Br)\Br 0
O _F
b
F

O_F
\(
F

A una mezcla agitada de 3-(difluorometoxi)benzaldehido (2,0 g, 11,61 mmol) y bromoformo (1,22 ml, 13,94 mmol) en
MeOH (40 ml) a 0 °C se adicioné gota a gota por un periodo de 1 hora una solucién de hidréxido de potasio (3,59 g, 63,90
mmol) en MeOH (60 ml). Después de la adicion la mezcla se dejé agitar mientras se calentaba hasta temperatura ambiente
durante la noche. El precipitado se elimind por filtracion y el filirado se evaporé para producir una pasta que se recolecto
en agua (100 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 75 ml). Después la fase acuosa se acidifico hasta pH = 1 con HCI 2M y se
extrajo con EtOAc (2 x 75 ml). Los organicos combinados se secaron (MgSO.), se filtraron, y se evaporaron para producir
un aceite marrén palido. Este se purificé por FCC (SiO2, 95:5 ciclohexano:EtOAc + 0,1 % de acido férmico con aumento
a 8:2 EtOAc:ciclohexano + 0,1 % de acido férmico). Las fracciones apropiadas se evaporaron bajo presion reducida para
proporcionar acido 2-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-acético como un aceite incoloro (1,3 g 48 %). "H NMR (400 MHz,
CDCls, 21 °C) 6 3,46 (3H, s), 4,80 (1H, s), 6,53 (1H, t), 7,10 - 7,15 (1H, m), 7,22 - 7,23 (1H, m), 7,29 - 7,32 (1H, m), 7,39
(1H, t). m/z: ES [M-H]- 231.

Producto intermedio 21

Acido 2-metoxi-2-(4-metoxifenil)acético
Br O/%O mOH
BrA Br O \O 0
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A una mezcla agitada de p-anisaldehido (3,58 g, 26,29 mmol) y bromoformo (2,76 ml, 31,55 mmol) en MeOH (30 ml)a 0
°C se adicion, gota a gota por 30 minutos, una solucién de hidréxido de potasio (8,12 g, 144,65 mmol) en MeOH (60 ml).
Después de la adicion la mezcla se dejo agitar mientras se calentaba hasta r.t. durante la noche. A la mafiana siguiente
el precipitado se elimind por filtracion. El filtrado se evaporoé para producir una pasta que se recolecté en agua (100 ml) y
se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml) para eliminar cualquier aldehido de partida sin reaccionar restante. Después la fase
acuosa se acidificod hasta pH = 2 con HCI 2N. Se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Los organicos combinados se secaron
(MgSO.), se filtraron y se evaporaron para producir acido 2-metoxi-2-(4-metoxifenil)acético como una goma naranja (3,1
g, 60 %). '"H NMR (400mHz, DMSO, 30 °C) 3,27 (3H, s), 3,75 (3H, s), 4,69 (1H, s), 6,93 (2H, d), 7,30 (2H, d), 12,45 (1H,
brs). m/z: ES- [M-H] 195.

Ensayos bioldgicos

Los siguientes ensayos se usaron para medir los efectos de los compuestos descritos en la presente descripcion: a)
ensayo de potencia enzimatica de GLS; b) ensayo de potencia celular de GLS; c) Ensayo de proliferacion celular con
GLS. Durante la descripcion de los ensayos, generalmente:

i. Las siguientes abreviaturas se usaron: CO; = didxido de carbono; DMEM = medio aguila modificada de Dulbecco; DMSO
= dimetil sulfoxido; EDTA = acido etilendiaminotetraacético; EGTA = acido etilenglicol tetraacético; FCS = suero fetal de
ternera; h = hora(s); NBS = superficie no unidora; SDS = dodecil sulfato de sodio; TRIS = Tris(hidroximetil)Jaminometano.
ii. Los valores de ICsp se calcularon mediante el uso de un modelo de ajuste inteligente en Genedata. El valor de ICsq fue
la concentracion del compuesto de prueba que inhibié el 50 % de la actividad bioldgica.

Ensayo a): Ensayo de potencia enzimatica de GLS

Se us6 un ensayo acoplado Glutamato Oxidasa/AmplexRed para medir la capacidad de los compuestos para unirse e
inhibir la actividad de GLS1 in vitro. La proteina GLS marcada con 6His (aminoacidos 63-669) expresada en E. Coli se
purificé y se almacend a -80 °C en alicuotas. La GLS1 se diluyé hasta la concentracion de trabajo 2 x y se incub6 a
temperatura ambiente para permitir que las formas tetraméricas/diméricas alcanzaran el estado estacionario. Las
mediciones del ensayo se realizaron en un tampén que comprende TRIS 50 mM pH 7,8, NaPO4 100 mM, pH 7,8, 0,001
% viv de Tween20. La proteina GLS1 recombinante purificada se diluyé en tampén de ensayo hasta 12 nM y se incubd
previamente a temperatura ambiente por 30 minutos. Los compuestos de prueba se prepararon por dilucion en 100 % de
DMSO para producir el intervalo de dosis correcto para una respuesta de concentracion de 12 puntos y se dispensoé un
volumen apropiado (2,5-60 nl) en placas de microensayo de 384 pocillos (codigo de producto Greiner 784900) mediante
el uso de un dispensador acustico Labcyte Echo 555. La concentracion de DMSO se mantuvo al 2 % mediante el rellenado
de nuevo con solucion de DMSO. Después se dispensaron 3 L de proteina GLS1 diluida (12 nM) en cada pocillo mediante
el uso de un dispensador automatico BioRaptr (Beckman-Coulter) y se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Después se adicionaron 3 pl de glutamina 100 mM diluida en tampén de ensayo y la reaccién se incubd a
temperatura ambiente por 60 minutos. Después se detuvo la reaccion mediante la adicion de 6-(2-bromoetinil)-2,3-dimetil-
quinazolin-4-ona 45 pM, rojo Amplex 75 uM, 0,375 unidades/ml de peroxidasa de rabano picante, 0,12 unidades/ml de
glutamato oxidasa en TRIS pH 7,5 100 mM. Después de 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad, las placas
se leyeron en un Perkin Elmer EnVision mediante el uso de filtros 6pticos de 535/590nm y los datos sin procesar se
analizaron mediante el uso de Genedata para generar los valores de ICsy. Una version artefacto del ensayo donde la
proteina GLS marcada con 6His y la glutamina se reemplazaron con tampdén de ensayo se us6, ademas, para descartar
efectos no especificos sobre los componentes del ensayo.

Ensayo b): Ensayo de potencia celular de GLS

Se evaluo el potencial de los compuestos para inhibir la actividad celular de GLS mediante el uso de un ensayo acoplado
con PC3 que mide el agotamiento de glutamato celular. Los compuestos de prueba se prepararon por dilucion en 100 %
de DMSO para producir el intervalo de dosis correcto para una respuesta de concentracion de 12 puntos y se dispensé
un volumen apropiado (5-120 nl) en placas de microensayo de 384 pocillos (cédigo de producto Corning 3712) mediante
el uso de un dispensador acustico Labcyte Echo 555. La concentracion de DMSO se mantuvo al 0,3 % mediante el
rellenado de nuevo con solucién de DMSO. Las células PC3 se cultivaron en DMEM libre de fenol, 10 % de FCS dializado,
glutamina 2 mM y después de la dispersion por tripsinizacion se colocaron en placas a 5,6 x 10° células por pocillo en 40
pl de medio de crecimiento directamente en las placas de ensayo de 384 pocillos que contienen el compuesto dispensado.
Después de la incubacion por 6 h a 37 °C, 5 % de CO; se aspir6é el medio de crecimiento y las células se lisaron en 15 pl
de tampon que contenia TRIS 10 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaF 1 mM, NasP,0O; 20 mM,
NazVO4 2 mM, 1 % de Tritdn X-100, 10 % de glicerol, 0,1 % de SDS y 0,5 % de desoxicolato. Después se transfirieron 4
pl de lisado celular a una placa NBS de 384 pocillos (cédigo de producto Corning 3575) y se adicionaron 35 yl de Amplex
Red 27,5 uM, 0,1375 U/ml de peroxidasa de rabano picante, 0,044 U/ml de glutamato oxidasa, TRIS pH 7,5 100 mM.
Después de 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad, las placas se leyeron en un Perkin Elmer EnVision
mediante el uso de filtros épticos de 535/590nm y los datos brutos se analizaron mediante el uso de un software patentado
para generar los valores de ICso.

Ensayo c): Ensayo de proliferacién celular con GLS
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La capacidad de los compuestos para inhibir el crecimiento celular se midié mediante el uso de un ensayo de proliferacion
celular NCI-H1703 en placa de 384 pocillos. Las células NCI-H1703 se cultivaron en RPMI1640 libre de rojo fenol, 10 %
de FCS y glutamina 2 mM y se sembraron a una densidad de 750 células por pocillo en 40 yl de medio de crecimiento en
placas de ensayo de 384 pocillos de fondo transparente (cédigo de producto Corning 3712) y se incubaron por 24 h a 37
°C, 5 % de CO.. Los compuestos de prueba se prepararon por dilucion en 100 % de DMSO para producir el intervalo de
dosis correcto para una respuesta de concentracion de 12 puntos y se dispensé un volumen apropiado (5-120 nl)
directamente en las placas de ensayo que contenian células en placa. La concentracion de DMSO se mantuvo al 0,3 %
mediante el rellenado de nuevo con solucién de DMSO. Las placas se incubaron durante 5 dias a 37 °C, 5 % de CO,, se
adicionaron Sytox Green y Saponin a una concentracion final de 2 yM y 0,25 % respectivamente y se incubaron por 6 h
antes del analisis. Las placas se leyeron en un Acumen eX3 (TTP Labtech) mediante el uso de excitacion de 488 nm y un
conjunto de filtros FITC (500-530 nm) para la emision. Los valores de I1Csg se calcularon mediante el ajuste de la curva a
la inhibicion maxima del crecimiento del dia cero mediante el uso del analisis en el software GeneData.

Los resultados de los ensayos a) - c) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos del ensayo

Ensayo a) Ensayo b) Ensayo c)
Ejemplo|ICso de enz.|ICso media de MOA para actividad celular de|ICsqo de proliferacién

(UM) GLS (uM) (UM)
1(a) 0,0554 0,000566 0,00459
1(b) 0,406 0,137 0,454
2 0,0303 0,000965 0,0167
3 0,0388 0,000384 0,00362
4(a) 0,0792 0,000457 0,00664
4(b) 0,29 0,0431 0,389
5(a) 0,155 0,00278 0,0441
5(b) 0,975 - 1,02
6(a) 0,0827 - 0,0209
6(b) 2,53 0,0736 0,926
7(a) 0,0952 0,000556 0,00308
7(b) 0,334 0,0127 0,0256
8(a) 0,0994 0,0013 0,00548
8(b) 0,643 0,0221 0,117
9(a) 0,0227 0,00056 0,00309
9(b) 0,0989 0,0185 0,469
10(a) ]0,0311 0,00105 1,21
10(b) ]0,241 0,0179 0,204
11(a) ]0,0159 - 0,0544
11(b) ]0,0848 0,0105 0,129
12 0,0353 0,000451 0,00307
13 0,0592 0,000658 0,00848
14 0,0443 0,00104 0,0227
15 0,277 0,0348 0,567
16 0,0809 0,00274 0,055
17 0,0243 0,000251 0,00174
18 0,0653 0,00491 0,0168
19 0,0557 0,0047 0,0719
20 0,323 0,0795 1,27
21 0,223 0,0537 0,93
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Ensayo a) Ensayo b) Ensayo c)
ICs0 de enz.|ICso media de MOA para actividad celular de |ICso de proliferacion
Ejemplo | (uM) GLS (uM) (M)
22 0,0189 0,00245 0,0369
23 0,265 0,197 0,106
24 0,0713 0,00101 0,0116
25 1,09 0,0632 0,686
26 0,0948 0,00212 0,0219
27 2,38 0,0722 1,22
28 0,096 0,00357 0,0732
29 1,28 - 0,586
30 0,119 0,00529 0,0437
31 0,0592 0,000658 0,00848
32 0,0353 0,000451 0,00307
33(a) 0,148 0,0192 0,0189
33(b) [0,0799 0,00235 0,0379
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REIVINDICACIONES
Un compuesto de la Férmula (1):
R
R1
H S H
N N
o
0]
N
/
Q I

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde:

Q es 5-metilpiridazin-3-ilo, 5-cloropiridazin-3-ilo, 6-metilpiridazin-3-ilo, o 6-fluoropiridazin-3-ilo;
R es hidrogeno, fluoro, o metoxi;

R' es hidrégeno, metoxi, difluorometoxi, o trifluorometoxi; y

R2 es metilo o etilo.

El compuesto de la reivindicacién 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde Q es 6-
metilpiridazin-3-ilo, o 6-fluoropiridazin-3-ilo.

El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde R es hidrégeno o
fluoro.

El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde R es hidrégeno.

El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde R' es metoxi,
difluorometoxi, o trifluorometoxi.

El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde R? es metilo.

El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde el compuesto se
selecciona del grupo que consiste en:
(2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;
(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-fenil-acetamida;
(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(3-
metoxifenil)acetamida;
(2S)-2-etoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida;
(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;
(2S)-2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;

(2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-[3-
(trifluorometoxi)fenillacetamida;
(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;
N-[5-[[(3R)-1-(5-cloropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(4-metoxifenil )acetamida;
(2S)-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida; y
(2S)-2-[3-(difluorometoxi)fenil]-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-
metoxi-acetamida.

El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde el compuesto se
selecciona del grupo que consiste en:
(2S)-2-metoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illJamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;

(2S)-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-metoxi-2-(3-
metoxifenil)acetamida;
(2S)-2-etoxi-2-(3-metoxifenil)-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida;
(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;
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(2S)-2-(4-fluoro-3-metoxi-fenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;

(2S)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-[3-
(trifluorometoxi)fenillacetamida;
(2S)-2-(4-fluorofenil)-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(5-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida;
(2S)-[3-(difluorometoxi)fenil]-2-metoxi-N-[5-[[(3R)-1-(6-metilpiridazin-3-il)pirrolidin-3-illamino]-1,3,4-tiadiazol-2-
illacetamida; y
(2S)-2-[3-(difluorometoxi)fenil]-N-[5-[[(3R)-1-(6-fluoropiridazin-3-il)pirrolidin-3-ilJlamino]-1,3,4-tiadiazol-2-il]-2-
metoxi-acetamida.

Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquier reivindicacion dela 1 ala
8, 0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, y al menos un diluyente o portador farmacéuticamente
aceptable.

El compuesto de acuerdo con cualquier reivindicaciéon de la 1 a la 8, o una sal farmacéuticamente aceptable de
este, para su uso en terapia.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10 para el tratamiento del cancer.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el cancer es cancer de mama, cancer de
pulmén, cancer pancreatico, cancer renal, o cancer hepatocelular.

30



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

