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ZWIAZKI AKTYWNE FARMACEUTYCZNIE

WPROWADZENIE

[0001] Niniejszy wynalazek dotyczy zwigzkéw aktywnych farmaceutycznie. Konkretniej,
niniejszy wynalazek dotyczy zwigzkéw, ktore sg inhibitorami aktywnosci enzymu kinazy
Aurora. Zwigzki wedtug wynalazku sg takze inhibitorami aktywnosci FMS-podobnej kinazy
tyrozynowej 3 (FLT3). Niniejszy wynalazek dotyczy takze sposobdw wytwarzania tych
zwigzkéw, zawierajacych je kompozycji farmaceutycznych i ich zastosowania w leczeniu
zaburzen proliferacyjnych, takich jak rak, jak réowniez innych choréb lub stanéw chorobowych,

z ktérymi wigze sie aktywno$¢ kinazy Aurora i/lub FLT3.

TLO WYNALAZKU

[0002] Choroby proliferacyjne, takie jak rak, charakteryzujg sie niekontrolowang i
nieuregulowang proliferacja komorkowa. Wiasnie to, co powoduje, ze komdrka proliferuje w
niekontrolowany i nieuregulowany sposob, jest przedmiotem intensywnych badan
prowadzonych w ostatnich dziesiecioleciach.

[0003] Kinazy Aurora, rodzina trzech kinaz seryno-treoninowych oznaczonych jako A, B i C,
odgrywaja kluczowe i odrebne role w réznych stadiach mitozy.> We wczesnych stadiach
mitozy Aurora-A tworzy kompleks z biatkiem ukierunkowanym na Xklp2 (TPX2), ktdre reguluje
dojrzewanie centrosomu i budowe wrzeciona mitotycznego.*> Aurora-B tworzy kompleksy z
wewnetrznym biatkiem centromerowym (INCENP), surwiwing i borealing, regulujgc w ten
sposob kondensacje chromosomoéw, wyréwnanie chromosomoéw, mitotyczny punkt kontrolny i
cytokineze.®° Nadmierna ekspresja Aurora-A i Aurora-B byla odnotowywana w odniesieniu do
szerokiego zakresu ludzkich nowotworéw, w tym raka sutka, jelita grubego, jajnika, glejaka,
raka tarczycy i nasieniaka.'"'¢ Funkcja Aurora-C podczas mitozy jest stabiej poznana. Jednak
wysoka ekspresje Aurora-C odnotowywano w jadrach.’:18

[0004] W ostatnich latach drobnoczasteczkowe celowanie w kinazy Aurora stato sie
powszechng strategig odkrywania nowych chemioterapeutykdw nowotworowych, i opisano
wiele strukturalnie zréznicowanych inhibitorow aktywnosci Aurora, 82 w tym 1 (VX-680 (MK-
0457)),2 2 (AZD1152)?2, 3 (PHA-739358)23:24 | 4 (AMG 900)% (patrz ponizej).
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[0005] Pozostaje jednak potrzeba identyfikacji dalszych $rodkéw terapeutycznych zdolnych
do hamowania aktywnosci kinazy Aurora.

[0006] Miedzynarodowe zgtoszenia patentowe nr WO02007/072017 i WO02009/001021
ujawniajg serie pochodnych imidazo[4,5-b]pirydyny, ktére dziatajg jako inhibitory aktywnosci
kinazy Aurora i ktére sg wiec potencjalnie uzytecznymi Srodkami terapeutycznymi do leczenia

raka. Jeden szczegdlny zwigzek ujawniony w W02009/001021 jest pokazany ponize;.

[0007] Ten szczegdlny zwigzek (znany jako CCT137690) jest silnym i biodostepnym doustnie
inhibitorem kinaz Aurora, ktéry hamuje wzrost ksenoprzeszczepu ludzkiego raka okreznicy
SW620 in vivo z jednoczesng modulacjg biomarkerdw zgodng z zaangazowaniem w cel.8
Jednak przedkliniczne opracowanie tego zwigzku byto ograniczone ze wzgledu na jego waski
margines bezpieczenstwa wzgledem hERG* (ICso = 3,0 uM)? oraz jego niskg stabilnos¢
mikrosomalng w watrobie ludzkiej (86% metabolizowane po 30 minutach inkubacji, dane
niepublikowane).

[0008] Dlatego celem niniejszego wynalazku jest dostarczenie doustnie biodostepnych
inhibitoréw aktywnosci enzymu kinazy Aurora, odpowiednich do oceny przedklinicznej i

klinicznej.
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[0009] Dlatego celem niniejszego wynalazku jest dostarczenie doustnie biodostepnych
inhibitordw aktywnosci enzymu kinazy Aurora, ktére wykazujg dopuszczalng stabilnos¢
mikrosomalng u cztowieka, zmniejszong inhibicje aktywnosci cytochromu Paso i, w przypadku
pewnych zwigzkow, szerszy indeks terapeutyczny wobec hERG.

[0010] FLT3 jest kinazg transbtonowag nalezaca do rodziny receptorowych Kkinaz
tyrozynowych klasy III (RTK). Wigzanie liganda FLT3 (FL) z jego receptorem prowadzi do
dimeryzacji, autofosforylacji i pdzniejszej aktywacji dalszych szlakdw sygnatowych3’. Wysoki
poziom ekspresji FLT3 stwierdzono w blastach ostrej biataczki szpikowej (AML), a dwie gtéwne
klasy mutacji, #. duplikacje wewnatrz tandemowe (ITD) i mutacje punktowe w domenie
kinazy tyrozynowej (TKD) zostaly zidentyfikowane u pacjentdw z AML3738, Wewnatrz
tandemowe duplikacje wykrywa sie u 20-25% pacjentéw z AML, a mutacje punktowe domeny
kinazy tyrozynowej u 5-10% pacjentéw z AML3"38, W badaniach klinicznych oceniano wiele
drobnoczasteczkowych inhibitoréw FLT338:39,

[0011] Istnieje zatem dalsze zapotrzebowanie na zwigzki, ktére majg podwdjng funkcje
hamowania zaréwno kinaz Aurora, jak i FLT3. Takie zwigzki bytyby uzyteczne w leczeniu
chorob i/lub standw chorobowych, w ktdre zaangazowane sg Aurora i/lub FLT3, takich jak na
przykfad AML.

[0012] Dlatego dalszym celem niniejszego wynalazku jest dostarczenie zwigzkéw
posiadajacych te podwdjng aktywnosc.

STRESZCZENIE WYNALAZKU

[0013] W jednym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zwigzek, lub jego farmaceutycznie
dopuszczalng sél lub solwat, w znaczeniu zdefiniowanym w niniejszym opisie.

[0014] W innym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza kompozycje farmaceutyczng
zawierajgcg zwigzek wedlug wynalazku, zdefiniowany w niniejszym opisie, lub jego
farmaceutycznie dopuszczalng sdl lub solwat oraz jedng lub wiekszg liczbe farmaceutycznie
dopuszczalnych substancji pomocniczych.

[0015] W innym aspekcie, niniejszy wynalazek dotyczy zwigzku wedlug wynalazku
zdefiniowanego w niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu,
lub kompozycji farmaceutycznej, zdefiniowanej w niniejszym opisie, do zastosowania w
terapii.

[0016] W innym aspekcie, niniejszy wynalazek dotyczy zwigzku wedtug wynalazku,
zdefiniowanego w niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu,
lub kompozycji farmaceutycznej, zdefiniowanej w niniejszym opisie, do zastosowania w
leczeniu choréb lub stanéw chorobowych, z ktoérymi jest zwigzana kinaza Aurora i/lub
aktywnosc FLT3.

[0017] W innym aspekcie, niniejszy wynalazek dotyczy zastosowania zdefiniowanego w

niniejszym opisie zwigzku wedtug wynalazku lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub
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solwatu, do wytwarzania leku do zastosowania w leczeniu chordb lub stanéw chorobowych, z
ktorymi wigze sie aktywnosc¢ kinazy Aurora i/lub FLT3.

[0018] W innym aspekcie niniejsze zgtoszenie opisuje sposob leczenia choroby lub stanu
chorobowego, z ktérym wigze sie aktywnos¢ kinazy Aurora i/lub FLT3, przy czym wymieniony
sposdb obejmuje podawanie osobnikowi potrzebujgcemu takiego leczenia terapeutycznie
skutecznej ilosci zwigzku wedtug wynalazku, zdefiniowanego w niniejszym opisie, lub jego
farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu lub zdefiniowanej w niniejszym kompozycji
farmaceutyczne;j.

[0019] W innym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zwigzek lub jego farmaceutycznie
dopuszczalng sél lub solwat lub zdefiniowang w niniejszym opisie kompozycje farmaceutyczng,
do zastosowania w leczeniu zaburzenia proliferacyjnego, takiego jak rak. W szczegélnym
przyktadzie wykonania, rakiem jest rak ludzki.

[0020] W innym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zastosowanie zwigzku lub jego
farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu, do wytwarzania leku do stosowania w leczeniu
zaburzenia proliferacyjnego, takiego jak rak. W szczegélnej postaci rakiem jest rak ludzki.
[0021] W innym aspekcie niniejsze zgtoszenie opisuje sposdb leczenia zaburzenia
proliferacyjnego, takiego jak rak, przy czym wymieniony sposob obejmuje podawanie
osobnikowi wymagajgcemu takiego leczenia terapeutycznie skutecznej ilosci zwigzku, lub jego
farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu, lub kompozycji farmaceutycznej zdefiniowanej
W niniejszym opisie. W szczegdinym przyktadzie wykonania, rakiem jest rak ludzki.

[0022] W innym aspekcie niniejsze zgtoszenie opisuje zwigzek lub jego farmaceutycznie
dopuszczalng sél lub solwat lub zdefiniowang w niniejszym opisie kompozycje farmaceutyczng
do zastosowania w wytwarzaniu efektu hamowania kinazy Aurora i/lub FLT3.

[0023] W innym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza spos6b wytwarzania kinazy Aurora
i/lub efektu hamujacego FLT3 /n vitro, przy czym wymieniony sposéb obejmuje podawanie
skutecznej ilosci zwigzku lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu.

[0024] Niniejsze zgtoszenie opisuje rowniez sposéb hamowania proliferacji komérek in vitro
lub /n vivo, przy czym wymieniony sposdb obejmuje kontaktowanie komodrki ze skuteczng
iloscig zwigzku zdefiniowanego w niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej
soli lub solwatu.

[0025] Niniejsze zgtoszenie opisuje rowniez sposob syntezy zwigzku lub jego farmaceutycznie
dopuszczalnej soli lub solwatu, zdefiniowanego w niniejszym opisie.

[0026] Niniejsze zgtoszenie opisuje zwigzek lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél lub
solwat, mozliwy do otrzymania lub otrzymany lub bezposrednio otrzymany sposobem syntezy,
jaki zdefiniowano w niniejszym opisie.

[0027] Niniejsze zgtoszenie opisuje réwniez nowe zwigzki posrednie, jakie zdefiniowano w
niniejszym opisie, ktére sg odpowiednie do zastosowania w dowolnej z opisanych w niniejszym

metod syntezy.
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[0028] Korzystne, odpowiednie i opcjonalne cechy ktéregokolwiek konkretnego aspektu
niniejszego wynalazku s réwniez korzystnymi, odpowiednimi i opcjonalnymi cechami

dowolnego innego aspektu.

SZCZEGOLOWY OPIS WYNALAZKU

Definicje

[0029] O ile nie zaznaczono inaczej, nastepujgce okreSlenia stosowane w opisie i
zastrzezeniach majg nastepujgce znaczenia podane ponize;j.

[0030] Nalezy zauwazy¢, ze odniesienia do ,traktowania” lub ,leczenia” obejmujg
profilaktyke, jak rowniez ztagodzenie ustalonych objawéw stanu chorobowego. , Traktowanie”
lub ,leczenie” stanu, zaburzenia lub stanu chorobowego obejmuje zatem: (1) zapobieganie lub
opdznianie pojawiania sie klinicznych objawdéw stanu, zaburzenia lub stanu chorobowego
rozwijajgcego sie u cztowieka, ktdry moze by¢ dotkniety lub predysponowany do stanu,
zaburzenia lub stanu chorobowego, ale nie doswiadcza jeszcze klinicznych lub subklinicznych
objawow stanu, zaburzenia lub stanu chorobowego, (2) hamowanie stanu, zaburzenia lub
stanu chorobowego, #., zatrzymanie, zmniejszenie lub opdznienie rozwoju choroby lub jej
nawrotu (w przypadku leczenia podtrzymujacego) lub co najmniej jednego klinicznego lub
subklinicznego jej objawu, lub (3) ztagodzenie lub ztagodzenie choroby, #., spowodowanie
regresji stanu, zaburzenia lub stanu chorobowego lub co najmniej jednego z objawdw
klinicznych lub subklinicznych.

[0031] , Terapeutycznie skuteczna iloS¢” oznacza ilos¢ zwigzku, ktdra po podaniu ssakowi w
celu leczenia choroby, jest wystarczajgca do spowodowania takiego leczenia choroby.
~Terapeutycznie skuteczna ilo$¢” bedzie zmieniac sie w zaleznosci od zwigzku, choroby i jej
nasilenia oraz wieku, wagi itp. ssaka, ktory ma by¢ leczony.

[0032] Wyrazenie ,zwigzek wedtug wynalazku” oznacza te zwigzki, ktdre sg ujawnione w

niniejszym opisie, zar6wno ogolnie jak i szczegétowo.

Zwiazki wedtug wynalazku
[0033] Jak poprzednio stwierdzono, Miedzynarodowa publikacja patentowa nr

WO02007/072017 ujawnia serie pochodnych imidazo[4,5-b]pirydyny, ktére dziatajg jako
inhibitory aktywnosci kinazy Aurora. Dwa szczegolne zwigzki ujawnione w W02007/072017 to
6-bromo-2-(1-metylo-1A-pirazol-4-ilo)-7-(4-(pirydyn-3-ylometylo)piperazyn-1-ylo)-3H-

imidazo[4,5-b]pirydyna (przyktad 56) i 6-bromo-7-(4-(pirydyn-3-ylometylo)piperazyn-1-ylo)-2-
(1,3,5-trimetylo-1H-pirazol-4-ilo)-3A-imidazo[4,5- b]pirydyna (przyktad 57). Struktury tych

zwigzkow przedstawiono ponizej.
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[0034] W pierwszym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zwigzek o wzorze I pokazany

-

N

N/ H \ M\CH3

ponizej:

R

przy czym:
R1 oznacza Br lub CI;

Rz jest wybrany sposrdd wzoru 11 lub wzoru 111 pokazanych ponizej:

I 1]
przy czym Ra 0znacza atom wodoru lub metyl;
lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél lub solwat.
[0035] W definicji grupy Rz powyzej, symbol WV
oznacza punkt przyczepienia grupy Rz do ugrupowania -CHz2- obecnego w zwigzkach o wzorze
l.
[0036] Zwigzki wedtug niniejszego wynalazku wykazujg zmniejszong inhibicje aktywnosci
cytochromu Paso wzgledem zwigzkéw z przyktaddw 56 i 57 w W02007/072017. Pewne zwigzki
wedtug niniejszego wynalazku majg réwniez szerszy indeks terapeutyczny wobec hERG w
poréwnaniu ze zwigzkami z przyktadéw 56 i 57 w W02007/072017.
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[0037] Szczegdlne zwigzki wedtug wynalazku obejmujg, na przyktad, zwigzki o wzorze I lub
ich farmaceutycznie dopuszczalne sole, gdzie, o ile nie podano inaczej, kazdy z R1 i R2 ma
jakiekolwiek znaczenie zdefiniowane powyzej lub w ktérymkolwiek z ustepéw od 1) do (5)
ponizej:-
5 (1) R1 oznacza Br;
(2) R1 oznacza Cl;
(3) R2 ma wzér II;
(4) R2 ma wzér 11 jaki zdefiniowano w niniejszym opisie;
(5) R2 ma wzér 11 jaki zdefiniowano w niniejszym opisie i Ra 0znacza atom wodoru;
10 (6) R2 ma wzér 11 jaki zdefiniowano w niniejszym opisie i Ra 0znacza metyl;
[0038] Odpowiednio, R1 0znacza grupe chloro.
[0039] Odpowiednio, Rz ma wzér 1l (tj. para-chlorofenyl). W szczegdlnej grupie zwigzkéw

wedtug wynalazku, zatem, zwigzki majg wzdr strukturalny Ia pokazany ponizej:

: Pl
N
[Nj
HsC
Ry N
D=
N/ i \ N\CHG
15 la

przy czym Ri jest taki jak zdefiniowano w niniejszym opisie poprzednio, lub ich
farmaceutycznie dopuszczalna sél lub solwat.
[0040] W dalszej grupie zwigzkdw wedtug wynalazku, R2 ma wzdr III, tj. zwigzki majgq wzor
strukturalny Ib pokazany ponizej:

20

o

N

N/ N \ e

Ib

=z

Z—
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przy czym Ri i Ra oba sg takie jak zdefiniowano w niniejszym opisie poprzednio, lub ich
farmaceutycznie dopuszczalna sél lub solwat.

[0041] Poszczegdlne zwigzki wedtug niniejszego wynalazku obejmujg ktérykolwiek z
nastepujacych:
6-Chloro-7-(4-(4-chlorobenzylo)piperazyn-1-ylo)-2-(1,3-dimetylo-1AH-pirazol-4-ilo)-3 H-
imidazo[4,5-b]pirydyna;
3-((4-(6-Chloro-2-(1,3-dimetylo-1H-pirazol-4-ilo)-3 H-imidazo[4,5- b]pirydyn-7-ylo) piperazyn-1-
ylo)metylo)-1,2,4-oksadiazol;
3-((4-(6-Chloro-2-(1,3-dimetylo-1H-pirazol-4-ilo)-3H-imidazo[4,5- b]pirydyn-7-ylo) piperazyn-1-
ylo)metylo)-5-metylo-1,2,4-oksadiazol;

lub ich farmaceutycznie dopuszczalng s6l lub solwat.

[0042] Odpowiednig farmaceutycznie dopuszczalng solg zwigzku wedtug wynalazku jest na
przyktad sol addycyjna z kwasem zwigzku wedtug wynalazku, ktéry jest wystarczajgco
zasadowy, na przyktad sél addycyjna z kwasem z, na przykfad, kwasem nieorganicznym lub
organicznym, na przyklad z kwasem chlorowodorowym, bromowodorowym, siarkowym,
fosforowym, trifluorooctowym, mréwkowym, cytrynowym lub maleinowym.

[0043] Niniejszy wynalazek obejmuje rowniez zwigzki wedtug wynalazku, jakie zdefiniowano
W niniejszym opisie, ktére zawierajg jedng lub wiekszg liczbe substytucji izotopowych. Na
przyktad H moze wystepowaé w dowolnej formie izotopowej, w tym 'H, 2H (D) i 3H (T); C
moze wystepowaé w dowolnej formie izotopowej, w tym 2C, 13C i 14C; i tym podobne.

[0044] Nalezy réwniez rozumieé, ze pewne zwigzki wedtug wynalazku mogg istnie¢ w
postaciach solwatowanych, jak réwniez niesolwatowanych, takich jak, na przyktad, postacie
uwodnione. Nalezy rozumieé, ze wynalazek obejmuje wszystkie takie solwatowane formy,
ktére wykazujg aktywnos¢ hamujaca kinazy Aurora i/lub FLT3.

[0045] Nalezy réwniez rozumieé, ze niektére zwigzki wedtug wynalazku mogg wykazywaé
polimorfizm i ze wynalazek obejmuje wszystkie takie postacie, ktore wykazujg aktywnosé
hamujacg kinazy Aurora i/lub FLT3.

[0046] Zwigzki wedtug wynalazku mogg wystepowaé w wielu réznych postaciach
tautomerycznych, a odniesienia do zwigzkéw wedtug wynalazku obejmujg wszystkie takie
postacie. W celu unikniecia watpliwosci, gdy zwigzek moze istnie¢ w jednej z kilku postaci
tautomerycznych, a tylko jedna jest konkretnie opisana lub przedstawiona, wszystkie inne s3
jednak objete przez zwigzki wedtug wynalazku. Przyktady postaci tautomerycznych zwigzkéw
wedtug niniejszego wynalazku obejmujg zwigzki w postaci pokazanej we wzorze I powyzej, jak

rowniez tautomery o wzorze (IV) i (V) pokazane ponizej.



10

15

20

25

N H5C i HsC
R H R4
1 ’ \ N \7 ‘ \\ N \?I
/ = \
N/ " \ N\CH3 N " N\cm
IV Y

przy czym R1 i Rz sg takie jak zdefiniowano w niniejszym poprzednio.

[0047] Zwigzki wedtug wynalazku zawierajgce funkcje aminowg mogg réwniez tworzy¢ N-
tlenki. Odniesienie w niniejszym do zwigzku o wzorze I, ktory zawiera funkcje aminowg
obejmuje réwniez N-tlenek. Gdy zwigzek zawiera kilka funkcji aminowych, jeden lub wiecej niz
jeden atom azotu moze by¢ utleniony z wytworzeniem N-tlenku. Szczegdlnymi przyktadami N-
tlenkéw sg N-tlenki atomu azotu w heterocyklu zawierajgcym azot. N-Tlenki mozna wytwarzaé
przez traktowanie odpowiedniej aminy $rodkiem utleniajgcym, takim jak nadtlenek wodoru lub
peroksykwas (np. kwas peroksykarboksylowy), patrz na przyklad Advanced Organic
Chemistry, Jerry March, 4-te wydanie, Wiley Interscience, strony. Konkretniej, N-tlenki mozna
wytworzy¢ wedtug procedury L. W. Deady (Syn, Comm, 1977, 7, 509-514), w ktorym zwigzek
aminowy reaguje z kwasem m-chloroperoksybenzoesowym (MCPBA), na przyktad w
obojetnym rozpuszczalniku, takim jak dichlorometan.

[0048] Zwigzki wedtug wynalazku mozna podawac¢ w postaci proleku, ktéry rozktada sie w
organizmie ludzkim lub zwierzecym z uwolnieniem zwigzku wedtug wynalazku. Prolek mozna
stosowac do zmiany wiasciwosci fizycznych i/lub wiasciwosci farmakokinetycznych zwigzku
wedtug wynalazku. Prolek mozna wytworzyé, gdy zwigzek wedtug wynalazku zawiera
odpowiednig grupe lub podstawnik, do ktérego mozna dotgczy¢ grupe modyfikujaca
wiasciwos¢. Przyktady prolekow obejmuja pochodne amidowe rozszczepialne in vivo, ktore
mozna utworzy¢ na grupie aminowej w zwigzku wedtug wynalazku.

[0049] W zwigzku z tym, niniejszy wynalazek obejmuje te zwigzki o wzorze I, jakie
zdefiniowano w niniejszym opisie powyzej, gdy sg dostepne poprzez synteze organiczng i gdy
sg dostepne w ciele cziowieka lub zwierzecia na drodze rozszczepienia jego proleku. W
zwigzku z tym, niniejszy wynalazek obejmuje te zwigzki o wzorze I, ktdre sg wytwarzane za
pomocy $rodkéw syntezy organicznej, a takze takie zwigzki, ktoére sy wytwarzane w ciele
cztowieka lub zwierzecia w drodze metabolizmu zwigzku prekursorowego, czyli zwigzek o
wzorze I moze by¢ zwigzkiem wytwarzanym syntetycznie lub zwigzkiem wytwarzanym

metabolicznie.



10

15

20

25

30

35

10

[0050] Odpowiednim farmaceutycznie dopuszczalnym prolekiem zwigzku o wzorze I jest taki,
ktory opiera sie na rozsadnej ocenie medycznej, jako odpowiedni do podawania cztowiekowi
lub zwierzeciu bez niepozadanych dziatan farmakologicznych i bez nadmiernej toksycznosci.
[0051] Opisano rozne formy prolekdw, na przyktad w nastepujacych dokumentach:-

a) Methods in Enzymology, tom. 42, str. 309-396, wyd. K. Widder, i in. (Academic

Press, 1985);

b) Design Pro-drugs, opracowany przez H. Bundgaard, (Elsevier, 1985);

¢) A Textbook of Drug Design and Development, opracowany przez Krogsgaard-Larsen

i H. Bundgaard, rozdziat 5 ,Design and Application of Pro-drugs”, autorstwa H.

Bundgaard str. 113-191 (1991);

d) H. Bundgaard, Advanced Drug Delivery Reviews, 8, 1-38 (1992);

e) H. Bundgaard i in., Journal of Pharmaceutical Sciences, 77, 285 (1988);

f) N. Kakeya i in., Chem. Pharm. Bull., 32, 692 (1984);

g) T. Higuchi i V. Stella, ,Pro-Drugs as Novel Delivery Systems”, A.C.S. Symposium

Series, Tom 14; i

h) E. Roche (redaktor), ,Bioreversible Carriers in Drug Design”, Pergamon Press, 1987.
[0052] Wptyw in vivo zwigzku o wzorze I moze by¢ czeSciowo wywierany przez jeden lub
wiecej metabolitdw, ktdre powstajg w ciele ludzkim lub zwierzecym po podaniu zwigzku o
wzorze 1. Jak podano powyzej, wptyw /in vivo zwigzku o wzorze I moze takze byé wywierany w
drodze metabolizmu zwigzku prekursorowego (proleku).
[0053] Nalezy rowniez zauwazyé, ze zwigzki o wzorze I mogg by¢ réwniez kowalencyjnie
powigzane (w dowolnej odpowiedniej pozycji) z innymi grupami, takimi jak, na przykiad,
ugrupowania solubilizujgce (na przyktad, polimery PEG), ugrupowania, ktére umozliwiajg ich
zwigzanie ze statym podtozem (takie jak, na przyktad ugrupowania zawierajace biotyne) i

ligandy celujace (takie jak przeciwciata lub fragmenty przeciwciat).

Synteza

[0054] W opisie metod syntezy opisanych ponizej i w przytaczanych metodach syntezy, ktoére
stosuje sie do wytwarzania materiatdw wyjsciowych, nalezy rozumie¢, ze wszystkie
proponowane warunki reakcji, w tym wybor rozpuszczalnika, atmosfera reakcji, temperatura
reakgcji, czas trwania doswiadczenia i procedury obrdbki, mogg by¢ wybrane przez znawce w
dziedzinie.

[0055] Dla znawcy w dziedzinie syntezy organicznej zrozumiate jest, ze funkcjonalnosc¢
wystepujgca w roznych czesciach czgsteczki musi by¢ zgodna z odczynnikami i stosowanymi
warunkami reakcji.

[0056] Niezbedne materiaty wyjéciowe mozna uzyska¢ z uzyciem standardowych procedur
chemii organicznej. Wytwarzanie takich materiatow wyjsciowych opisano w potaczeniu z

nastepujacymi reprezentatywnymi wariantami sposobu i w zalgczonych przyktadach.
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Alternatywnie, niezbedne materiaty wyj$ciowe mozna otrzymac procedurami analogicznymi do
zilustrowanych, ktore mieszczg sie w zakresie zwyktych umiejetnosci specjalisty w zakresie
chemii organicznej.

[0057] Nalezy zdawaé sobie sprawe, ze podczas syntezy zwigzkéw wedtug wynalazku w
procesach okreslonych ponizej lub podczas syntezy pewnych materiatdw wyjsciowych, moze
by¢ pozadane, aby zabezpieczy¢ pewne grupy podstawnikéw, aby zapobiec ich niepozadanej
reakcji. Specjalista chemik doceni, kiedy takie zabezpieczenie jest konieczne i w jaki sposéb
takie grupy zabezpieczajgce mozna umiesci¢ na miejscu, a nastepnie je usunac.

[0058] Przyktady grup zabezpieczajgcych mozna znalez¢ na jednym z wielu ogdlnych tekstow
na ten temat, na przykfad ,Protective Groups in Organic Synthesis” autorstwa Theodor Green
(wydawca: John Wiley & Sons). Grupy zabezpieczajgce mozna usung¢ dowolnym dogodnym
sposobem opisanym w literaturze lub znanym znawcy w dziedzinie chemii, odpowiednim do
usuniecia danej grupy zabezpieczajgcej, przy czym takie sposoby wybiera sie tak, aby usungé
grupe zabezpieczajacg przy minimalnym zaktdcaniu grup gdzie indziej w czgsteczce.

[0059] Zatem, jesli reagenty obejmuja, na przyktad, takie grupy jak aminowa, karboksylowa
lub hydroksylowa, moze by¢ pozadane zabezpieczenie grupy w niektérych z wymienionych
tutaj reakciji.

[0060] Przyktadowo, odpowiednia grupg zabezpieczajacg dla grupy aminowej lub
alkiloaminowej jest na przykfad grupa acylowa, na przyktad grupa alkanoilowa, taka jak
acetylowa, grupa alkoksykarbonylowa, na przykfad metoksykarbonylowa, etoksykarbonylowa
lub tbutoksykarbonylowa, grupa arylometoksykarbonylowa, na przyktad
benzyloksykarbonylowa lub grupa aroilowa, na przykfad benzoilowa. Warunki odbezpieczania
dla powyzszych grup zabezpieczajacych koniecznie rdznig sie w zaleznosci od wyboru grupy
zabezpieczajgcej. Tak wiec, na przykiad, grupa acylowa, taka jak grupa alkanoilowa lub
alkoksykarbonylowa lub grupa aroilowa, moze by¢ usunieta, na przyktad, przez hydrolize
odpowiednig zasada, takg jak wodorotlenek metalu alkalicznego, na przyktad wodorotlenek
litu lub sodu. Alternatywnie, grupa acylowa, taka jak grupa tert-butoksykarbonylowa moze by¢
usunieta, na przyktad, przez potraktowanie odpowiednim kwasem, takim jak kwas
chlorowodorowy, siarkowy lub fosforowy Ilub kwas trifluorooctowy, a grupe
arylometoksykarbonylowg, takg jak grupa benzyloksykarbonylowa, mozna usung¢, na
przyktad, przez uwodornienie nad katalizatorem takim jak pallad na weglu, lub przez
traktowanie kwasem Lewisa, na przyktad BF3.OEt.. Odpowiednig alternatywng grupa
zabezpieczajacy dla pierwszorzedowej grupy aminowej jest na przyktad grupa ftaloilowa, ktorg
mozna usungC przez podziatanie alkiloaming, na przyktad dimetyloaminopropyloaming lub
hydrazyna.

[0061] Zwigzki wedtug niniejszego wynalazku mozna wytwarzaé stosujgc ogdlne techniki
syntezy opisane w W02007/072017 i W0O2009/001021, ktorych cata zawartos¢ jest wiaczona

W niniejszy opis poprzez odniesienie.
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[0062] W szczegdlnym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza sposdb syntezy zwigzku o
wzorze 1, lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél lub solwat, gdzie sposéb obejmuje:

a) reakcje zwigzku o wzorze A:

Rz

.
@

R4 N NO;,
NH,

/

N
A
przy czym kazdy Ri i Rz ma ktérekolwiek ze znaczen podanych w niniejszym
poprzednio;
z 1,3-dimetylo-1H-pirazolo-4-karbaldehydem w obecnosci odpowiedniego $rodka
redukujacego; i
b) ewentualnie potem, i jesli jest to konieczne:
i) usuniecie wszelkich obecnych grup zabezpieczajacych;
i) przeksztatcenie zwigzku o wzorze I w inny zwigzek o wzorze I; i/lub
iii) utworzenie farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu.
[0063] Odpowiednio, reakcja pomiedzy zwigzkiem o wzorze A i 1,3-dimetylo-1H-pirazolo-4-
karbaldehydem odbywa sie w obecnosci odpowiedniego rozpuszczalnika. Do tej reakcji mozna
zastosowac¢ dowolny odpowiedni rozpuszczalnik lub mieszanine rozpuszczalnikdw. Przyktady
odpowiednich rozpuszczalnikdw obejmujg DMSO, wode, DMF i alkohole, np. EtOH.
[0064] Dogodnie reakcje prowadzi sie w obecnosci odpowiedniego $rodka redukujgcego,
takiego jak wodny Na2S204.%6
[0065] Znawca w dziedzinie bedzie réwniez w stanie dobra¢ odpowiednie warunki reakcji do
zastosowania, w celu utatwienia tej reakcji.
[0066] Reakcje mozna rowniez prowadzi¢ w podwyzszonej temperaturze, na przyktad mozna
stosowac temperature w zakresie od 50 do 190°C (w zaleznosci od rodzaju rozpuszczalnika).
[0067] Powstaty zwigzek o wzorze I mozna wyodrebnic i oczysci¢, stosujgc techniki dobrze
znane w tej dziedzinie.
[0068] Zdefiniowany w niniejszym sposdb moze ponadto obejmowaé etap poddawania
zwigzku o wzorze I wymianie soli, szczegdlnie w sytuacjach, gdy zwigzek o wzorze I tworzy sie
jako mieszanina roznych postaci soli. Wymiana soli odpowiednio obejmuje unieruchamianie
zwigzku o wzorze I na odpowiednim statym podtozu lub Zzywicy i eluowanie zwigzkéw

odpowiednim kwasem, z wytworzeniem pojedynczej soli zwigzku o wzorze 1.
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[0069] Zwigzki 0 wzorze A mozna wytwarzac sposobami znanymi w dziedzinie.
[0070] Przyktad odpowiedniej procedury wytwarzania zwigzku o wzorze I przez zwigzek

posredni o wzorze A pokazano na schemacie 1 ponizej.

H
)
N
Boc R
| " "
N N
R
Nf N

UHEJ—'TI peets

Odczynniki | warunki: etapy (a) i (b) powyZe] dotycza tylko pochodnej 1,2 4-oksadiazolowej,

poniewaz 1-(4-chlorobenzylo)piperazyna i 1-((5-metylo-1,2 4-oksadiazol-3-ilo)metylo)piperazyna

sg dostepne na rynku: (a) dla pochodnej 1,2 4-oksadiazolowej. CH;Cl,, 3-(chlorometylo)-1,2,4-oksadiazol,
Et;N, 5C°C; (b) dla pochodnej 1,2 4-cksadiazolowej: TFA, CH:Cly, temp. pokojowa; (c) dla pochodnych
4-chlorobenzylowej i 1,2,4-oksadiazolowej: 2-amino-4,5-dichloro-3-nitropirydyna, 'PrNEt, 'PrOH,
ogrzewanie; (d) dla pochodnych 4-chlorobenzylowej i 1,2 4-oksadiazolowej: 1,3-dimetylo-1H-pirazolo-4-
karbaldehyd, EtOH, 1M ag Na,5,0,, 80°C.

Schemat 1

[0071] 2-Amino-4,5-dichloro-3-nitropirydyne (4,5-dichloro-3-nitropirydyno-2-amine) i 2-
amino-5-bromo-4-chloro-3-nitropirydyne (5-bromo-4-chloro-3-nitropirydyno-2-aming),
prekursory do syntezy pochodnych A 2-amino-3-nitropirydyny, wytworzono jak opisano
poprzednio®® lub przez halogenowanie 2-amino-4-chloro-3-nitropirydyny (4-chloro-3-

nitropirydyn-2-aminy)“0.

Kompozycje farmaceutyczne
[0072] Zgodnie 1z dalszym aspektem wynalazku dostarczana jest kompozycja

farmaceutyczna, ktora zawiera zwigzek wedtug wynalazku, jaki zdefiniowano powyzej, lub
jego farmaceutycznie dopuszczalng sol lub solwat, w potaczeniu z farmaceutycznie
dopuszczalnym rozcienczalnikiem lub nosnikiem.

[0073] Kompozycje wedtug wynalazku moggq mie¢ postaé odpowiednig do stosowania
doustnego (na przyktad tabletki, pastylki do ssania, kapsutki twarde lub miekkie, zawiesiny
wodne lub olejowe, emulsje, proszki lub granulki do sporzgdzania zawiesin, syropy lub eliksiry)
do stosowania miejscowego (na przyktad jako kremy, masci, zele lub wodne lub olejowe
roztwory lub zawiesiny) do podawania przez inhalacje (na przyktad jako rozdrobniony proszek
lub ciekty aerozol), do podawania przez wdmuchiwanie (na przyktad jako rozdrobniony

proszek) lub do podawania pozajelitowego (np. jako jatowy wodny lub olejowy roztwér do
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podawania dozylnego, podskdérnego, domiesniowego, dootrzewnowego lub domiesniowego lub
jako czopek do podawania doodbytniczego).

[0074] Kompozycje wedtug wynalazku mozna otrzymaé konwencjonalnymi procedurami,
stosujgc konwencjonalne farmaceutyczne substancje pomocnicze, dobrze znane w dziedzinie.
Tak wiec, kompozycje przeznaczone do stosowania doustnego mogg zawieraé, na przyktad,
jeden lub wiecej srodkéw barwigcych, stodzacych, aromatyzujacych i/lub konserwujgcych.
[0075] Skuteczna ilos¢ zwigzku wedtug niniejszego wynalazku do stosowania w terapii
choroby proliferacyjnej jest iloscig wystarczajgcg do objawowego tagodzenia u zwierzat
statocieplnych, w szczegdlnosci u cztowieka, objawdw infekcji, w celu spowolnienia postepu
infekcji lub zmniejszenia, u pacjentéw z objawami infekcji, ryzyka pogorszenia.

[0076] Ilos¢ sktadnika aktywnego, ktdry jest potaczony z jedng lub wiekszg liczbg substancii
pomocniczych w celu wytworzenia pojedynczej postaci dawkowania, bedzie zmieniaé sie w
zaleznosci od leczonego gospodarza i konkretnej drogi podawania. Na przyktad, preparat
przeznaczony do podawania doustnego ludziom zawiera na ogét od 0,5 mg do 0,5 g sktadnika
aktywnego (bardziej odpowiednio od 0,5 do 100 mg, na przyktad od 1 do 30 mg) zmieszanego
z odpowiednig i dogodng iloscig substancji pomocniczych, ktéra moze zmienia¢ sie od okoto 5
do okoto 98 procent wagowych catej kompozycji.

[0077] Wielko$¢ dawki do celdw terapeutycznych lub profilaktycznych zwigzku o wzorze I
bedzie sie oczywiscie zmieniac zaleznie od charakteru i nasilenia standw chorobowych, wieku i
pici zwierzecia lub pacjenta i drogi podawania, zgodnie z dobrze znanymi zasadami medycyny.
[0078] Przy stosowaniu zwigzku wedtug wynalazku do celéw terapeutycznych lub
profilaktycznych bedzie on na ogét tak podawany, ze otrzymuje sie dzienng dawke w zakresie,
na przyktad, od 0,1 mg/kg do 30 mg/kg masy ciata, podang, jesli jest to wymagane, w
podzielonych dawkach. Ogdlnie, nizsze dawki bedg podawane, gdy stosowana jest droga
pozajelitowa. Tak wiec, na przyktad, do podawania dozylnego lub dootrzewnowego, ogdlnie
stosuje sie dawke w zakresie, na przyktad, od 0,1 mg/kg do 30 mg/kg masy ciata. Podobnie,
do podawania przez inhalacje, stosowana bedzie dawka w zakresie, na przyktad, od 0,05
mg/kg do 25 mg/kg masy ciata. Moze réwniez by¢ odpowiednie podawanie doustne,
szczegolnie w postaci tabletek. Zazwyczaj jednostkowe postacie dawkowania bedg zawiera¢

okoto 0,5 mg do 0,5 g zwigzku wedtug wynalazku.

Stosowanie terapeutyczne i zastosowania

[0079] Zwigzki wedtug wynalazku sg inhibitorami aktywnosci kinazy Aurora i FLT3.

[0080] Niniejsze zgtoszenie opisuje sposéb hamowania aktywnosci kinazy Aurora i/lub FLT3
w komorce, gdzie sposdb obejmuje podawanie do wymienionej komorki zwigzku o wzorze I,
jaki zdefiniowano w niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub

solwatu.
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[0081] Niniejsze zgtoszenie opisuje sposéb hamowania aktywnosci kinazy Aurora i/lub FLT3
in vitro lub J/n vivo, przy czym wymieniony sposéb obejmuje kontaktowanie komorki ze
skuteczng iloscig zwigzku lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu, jakie
zdefiniowano w niniejszym opisie.

[0082] Niniejsze zgtoszenie opisuje sposob hamowania aktywnosci kinazy Aurora i/lub FLT3 u
podmiotu bedacego cztowiekiem lub zwierzeciem, ktéry wymaga takiej inhibicji, przy czym
sposdb ten obejmuje podawanie wymienionemu podmiotowi skutecznej ilosci zwigzku o
wzorze |, jakie zdefiniowano w niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli
lub solwatu.

[0083] Kinaza Aurora moze by¢ kinazg Aurora A, B lub C.

[0084] W jednym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zwigzek o wzorze I lub jego
farmaceutycznie dopuszczalng sél lub solwat lub zdefiniowang w niniejszym opisie kompozycje
farmaceutyczng, do zastosowania w terapii.

[0085] Niniejsze zgtoszenie opisuje zwigzek o wzorze I, jaki zdefiniowano w niniejszym
opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél lub solwat, do zastosowania w leczeniu
choroby lub stanu chorobowego zwigzanego z aktywnoscig kinazy Aurora (i/lub aktywnoscig
FLT3).

[0086] Niniejsze zgtoszenie opisuje zastosowanie zwigzku o wzorze I, jaki zdefiniowano w
niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu, do wytwarzania
leku do zastosowania w leczeniu choroby lub stanu chorobowego zwigzanego z aktywnoscig
kinazy Aurora (i/lub aktywnoscig FLT3).

[0087] Niniejsze zgtoszenie opisuje sposdb leczenia zaburzenia proliferacyjnego u podmiotu
bedacego cztowiekiem Ilub zwierzeciem, przy czym sposéb ten obejmuje podawanie
wymienionemu podmiotowi terapeutycznie dopuszczalnej ilosci zwigzku o wzorze I, jaki
zdefiniowano w niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu.
[0088] W jeszcze innym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zwigzek o wzorze I, jaki
zdefiniowano w niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél lub solwat, do
zastosowania w leczeniu zaburzenia proliferacyjnego.

[0089] W jeszcze innym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zastosowanie zwigzku o
wzorze |, jaki zdefiniowano w niniejszym opisie, lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli
lub solwatu, do wytwarzania leku do zastosowania w leczeniu zaburzenia proliferacyjnego.
[0090] W innym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zwigzek lub jego farmaceutycznie
dopuszczalng sél lub solwat lub zdefiniowang w niniejszym opisie kompozycje farmaceutyczng,
do zastosowania w leczeniu raka.

[0091] W jeszcze innym aspekcie, niniejszy wynalazek dostarcza zastosowanie zwigzku, lub
jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu, jaki zdefiniowano w niniejszym opisie, do

wytwarzania leku do zastosowania w leczeniu raka.
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[0092] W jeszcze innym aspekcie niniejsze zgtoszenie opisuje sposob leczenia raka u
pacjenta wymagajacego takiego leczenia, przy czym wymieniony sposob obejmuje podawanie
wymienionemu pacjentowi terapeutycznie skutecznej ilosci zwigzku lub jego farmaceutycznie
dopuszczalnej soli lub solwatu, lub kompozycji farmaceutycznej, jakie zdefiniowano w
niniejszym opisie.

[0093] Zwigzki wedtug wynalazku mogg by¢ uzyteczne, na przyktad, do leczenia raka jelita
grubego, sutka, ptuc, gruczotu krokowego, trzustki lub pecherza i nerek lub biataczek lub
chtoniakdw.

[0094] W szczegdlnosci, zwigzki wedtug niniejszego wynalazku sg uzyteczne do leczenia
biataczek. Wysokg ekspresje kinaz Aurora wykazano w biataczce (linie komorkowe i kohorty
pacjentéw).39-32 Ponadto wewnetrzne powielanie tandemowe genu FL73 (FL73-1TD) powoduje
konstytutywng aktywacje kinazy FLT3.3* Istotnie, FL73-ITD wystepuje u 20-35% dorostych i
15% dzieci z AML, przyczyniajac sie do ztego rokowania w obu grupach wiekowych.3®

[0095] Tak wiec, w szczegdinym wykonaniu, zwigzki s przeznaczone do leczenia biataczek,
takich jak ostra biataczka szpikowa (AML), zespot mielodysplastyczny (MDS), przewlekta
biataczka limfatyczna (CLL) i szpiczak mnogi. Przewiduje sie, ze zwigzki wedtug niniejszego
wynalazku bedg uzyteczne w leczeniu nerwiaka zarodkowego.

[0096] Oczekuje sie, ze zwigzki wedtug niniejszego wynalazku bedg szczegdlnie korzystne u
pacjentéw, u ktérych zawiodto leczenie standardowymi terapiami. Przewiduje sie, ze zwigzki
wedtug niniejszego wynalazku bedg réwniez przydatne w leczeniu starszych pacjentéw (na
przyktad powyzej 60 lat) z biataczkg (np. AML), poniewaz oczekuje sie, ze tacy pacjenci
odniosg korzysci z inhibicji kinazy Aurora.

[0097] Oczekuje sie, ze zwigzki wedtug niniejszego wynalazku beda miaty warto$¢ w leczeniu
dzieci z biataczka (na przyktad nowo zdiagnozowang AML z mutacjg FLT3 i AML niemowlat),

jak rowniez z nerwiakiem zarodkowym.

Drogi podawania
[0098] Zwigzki wediug wynalazku lub kompozycje farmaceutyczng zawierajacg zwigzek

aktywny mozna podawa¢ podmiotowi dowolng dogodng drogg podawania,
uktadowo/obwodowo lub miejscowo (tj. w miejscu pozgdanego dziatania).

[0099] Drogi podawania obejmuja, ale nie wytacznie, podawanie doustne (np. przez
spozycie); ustne; podjezykowe; przezskdérne (w tym np. opatrunek, plaster itp.);
przezéluzéwkowe (w tym np. przez opatrunek, plaster, itp.); donosowe (np. za pomocg sprayu
do nosa); oczne (np. za pomocy kropli do oczu); ptucne (np. terapie przez inhalacje lub
wdmuchiwanie, np. za pomocg aerozolu, np. przez usta lub nos); doodbytnicze (np. przez
czopek lub lewatywe); dopochwowe (np. przez pessarium); pozajelitowe, na przykfad przez

wstrzykniecie, w tym podskdrne, srodskorne, domiesniowe, dozylne, dotetnicze, dosercowe,
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dooponowe, wewnatrznaczyniowe, wewnatrztorebkowe, podtorebkowe, do gatki ocznej,
dootrzewnowe, dotchawicze, podnaskérkowe, dostawowe, podpajeczyndwkowe i
domostkowe; przez wszczepienie depotu lub zbiornika, na przyktad, podskdrnie lub

domiesniowo.

Terapia skojarzona
[0100] Zwigzki wedtug wynalazku mozna podawac same w monoterapii lub mozna je

podawac w skojarzeniu z jednym lub wiekszg liczbg dodatkowych $rodkéw terapeutycznych.
Wybor jednego lub wiekszej liczby dodatkowych $rodkéw terapeutycznych bedzie oczywiscie
rézny w zaleznosci od choroby lub stanu, ktéry ma byc¢ leczony, i jego nasilenia.
[0101] Powszechne jest stosowanie terapii skojarzonych w leczeniu zaburzen
proliferacyjnych, takich jak rak. Dlatego tez leczenie antyproliferacyjne zdefiniowane powyzej
moze by¢ stosowane jako jedyna terapia lub moze obejmowaé, oprécz zwigzku wedtug
wynalazku, konwencjonalng operacje lub radioterapie lub chemioterapie. Taka chemioterapia
moze obejmowaé jedng Ilub wiekszg liczbe z nastepujacych kategorii  Srodkow
przeciwnowotworowych:-
(i) inne leki antyproliferacyjne/przeciwnowotworowe i ich kombinacje, stosowane w
onkologii medycznej, takie jak $rodki alkilujgce (na przyktad cisplatyna, oksaliplatyna,
karboplatyna, cyklofosfamid, iperyt azotowy, melfalan, chlorambucyl, busulfan,
temozolamid i nitrozomocznik); antymetabolity (na przykiad gemcytabina i antyfolany,
takie jak fluoropirymidyny, takie jak 5-fluorouracyl i tegafur, raltitreksed, metotreksat,
arabinozyd cytozyny i hydroksymocznik); antybiotyki przeciwnowotworowe (na
przyktad antracykliny, takie jak adriamycyna, bleomycyna, doksorubicyna,
daunomycyna, epirubicyna, idarubicyna, mitomycyna-C, daktynomycyna i
mitramycyna); $rodki antymitotyczne (na przyktad alkaloidy barwinka, takie jak
winkrystyna, winblastyna, windezyna i winorelbina, i taksoidy, takie jak taksol i
taksotere i inhibitory polokinazy); i inhibitory topoizomerazy (na przykfad
epipodofilotoksyny, takie jak etopozyd i tenipozyd, amsakryna, topotekan i
kamptotecyna);
(i) $rodki cytostatyczne, takie jak antyestrogeny (na przyktad tamoksyfen, fulwestrant,
toremifen, raloksyfen, droloksyfen i jodoksyfen), antyandrogeny (na przyktad
bikalutamid, flutamid, nilutamid i octan cyproteronu), antagonisci LHRH lub agonisci
LHRH (na przyktad goserelina, leuprorelina i buserelina), progestageny (na przykfad
octan megestrolu), inhibitory aromatazy (na przyktad anastrozol, letrozol, vorazol i
eksemestan) i inhibitory 5a-reduktazy, takie jak finasteryd;
(iii) $rodki przeciwinwazyjne [na przyktad inhibitory rodziny kinaz c-Src, takie jak 4-(6-
chloro-2,3-metylenodioksyanilino)-7-[2-(4-metylopiperazyn-1-ylo)etoksy]-5-
tetrahydropirano-4-yloksychinazolina (AZD0530; Miedzynarodowe  zgtoszenie
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patentowe WO 01/94341), N-(2-chloro-6-metylofenylo)-2-{6-[4-(2-
hydroksyetylo)piperazyn-1-ylo]-2-metylopirymidyn-4-yloamino}tiazolo-5-karboksyamid
(dasatynib, BMS-354825; J. Med. Chem., 2004, 47, 6658-6661) i bosutynib (SKI-606) i
inhibitory metaloproteinazy, takie jak marimastat, inhibitory funkcji receptora
aktywatora plazminogenu typu urokinazy lub przeciwciata przeciwko heparanazie];

(iv) inhibitory funkcji czynnika wzrostu: na przyktad takie inhibitory obejmujg
przeciwciata czynnika wzrostu i przeciwciata receptora czynnika wzrostu (na przyktad
przeciwcialo anty-erbB2 trastuzumab [Herceptin™], przeciwcialo anty-EGFR
panitumumab [Vectibix®], przeciwciato anty-erbB1l cetuksymab [Erbitux®, C225] i
jakikolwiek inny czynnik wzrostu lub receptor czynnika wzrostu ujawniony przez Stern i
in. Critical reviews in oncology/haematology, 2005, t. 54, str. 11-29); takie inhibitory
obejmujg takze inhibitory kinazy tyrozynowej, na przykfad inhibitory rodziny
naskdérkowego czynnika wzrostu (na przykitad inhibitory kinazy tyrozynowej rodziny
EGFR, takie jak N-(3-chloro-4-fluorofenylo)-7-metoksy-6-(3-
morfolinopropoksy)chinazolino-4-amina (gefitynib, ZD1839), N-(3-etynylofenylo)-6,7-
bis(2-metoksyetoksy)chinazolino-4-amina (erlotynib, OSI-774) i 6-akrylamido-A-(3-
chloro-4-fluorofenylo)-7-(3-morfolinopropoksy)-chinazolino-4-amina (Cl 1033),
inhibitory kinazy tyrozynowej erbB2, takie jak lapatynib); inhibitory rodziny czynnikow
wzrostu hepatocytéw; inhibitory rodziny insulinowych czynnikéw wzrostu; inhibitory
rodziny czynnika wzrostu pochodzacego od ptytek, takie jak imatynib i/lub nilotynib
(AMN107); inhibitory kinaz serynowo/treoninowych (na przykfad inhibitory
przekazywania sygnatow Ras/Raf, takie jak inhibitory transferazy farnezylowej, na
przyktad sorafenib (BAY 43-9006), tipifarnib (R115777) i lonafarnib (SCH66336)),
inhibitory sygnalizacji komodrkowej przez MEK i/lub Kinazy AKT, inhibitory c-Kkit,
inhibitory kinazy abl, inhibitory kinazy P13, inhibitory kinazy PIt3, inhibitory kinazy CSF-
1R, inhibitory kinazy IGF (insulinopodobnego czynnika wzrostu); inhibitory kinazy
Aurora (na przyktad AzZD1152, PH739358, VX-680, MLN8054, R763, MP235, MP529,
VX-528 i AX39459) i inhibitory kinazy zalezne od cyklin takie, jak inhibitory CDK2 i/lub
CDK4;

(v) $rodki przeciwdziatajgce angiogenezie, takie jak te, ktére hamujg wptyw czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyniowego, [na przyktad przeciwciato przeciwko czynnikowi
naczyniowemu $rédbtonka bewacizumab (Avastin™) i na przyktad inhibitor receptora
kinazy tyrozynowej VEGF, taki jak wandetanib (zZD6474), watatalanib (PTK787),
sunitynib (SU11248), aksytynib (AG-013736), pazopanib (GW 786034) i 4-(4-fluoro-2-
metyloindol-5-iloksy)-6-metoksy-7-(3-pirolidyn-1-ylopropoksy)chinazolina  (AZD2171;
przyktad 240 w obrebie WO 00/47212), zwigzki takie jak te ujawnione w
Miedzynarodowych Zgtoszeniach Patentowych WQ97/22596, WO 97/30035, WO
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97/32856 i WO 98/13354 i zwigzki, ktére dziatajg przez inne mechanizmy (na przyktad
linomid, inhibitory funkgji integryny av33 i angiostatyny)];
(vi) Srodki niszczace naczynia, takie jak Combretastatin A4 i zwigzki ujawnione w
Miedzynarodowych Zgtoszeniach Patentowych WO 99/02166, WO 00/40529, WO
00/41669, WO 01/92224, WO 02/04434 i WO 02/08213;
(vii) antagoniste receptora endoteliny, na przyktad zibotentan (ZD4054) Iub
atrasentan;
(viii) terapie antysensowne, na przyktad te, ktére sg ukierunkowane na cele
wymienione powyzej, takie jak ISIS 2503, antysensowny anty-ras;
(ix) podejscia do terapii genowej, w tym, na przyktad, zastosowanie zwigzkéw wedtug
wynalazku w pofgczeniu z adenowirusami onkolitycznymi, w celu zastgpienia
nieprawidtowych gendw, takich jak nieprawidtowy p53 lub nieprawidtowy BRCA1 lub
BRCA2, GDEPT (ukierunkowane na gen leczenie pro-lekiem enzymu) takie jak te, ktére
stosujg enzym deaminaze cytozynowa, kinaze tymidynowa Iub bakteryjng
nitroreduktaze oraz podejscia do zwiekszenia tolerancji pacjenta na chemioterapie lub
radioterapie, takie jak terapia genowa opornosci na wiele lekdw; i
(x) podejscia immunoterapeutyczne, w tym na przyktad podejscia ex-vivo oraz in-vivo
do zwiekszenia immunogennosci komdrek nowotworowych pacjenta, takie jak
transfekcja cytokinami, takimi jak interleukina 2, interleukina 4 lub czynnik stymulujacy
kolonie granulocytdw i makrofagéw, podejscia do zmniejszenia anergii limfocytow T,
podejécia z uzyciem transfekowanych komorek odpornosciowych, takich jak komorki
dendrytyczne transfekowane cytoking, podejécia z wykorzystaniem linii komodrek
nowotworowych transfekowanych cytokinami, i podejscia stosujgcymi przeciwciata
antyidiotypowe.
[0102] Takie tgczone/skojarzone leczenie mozna osiggna¢ przez réwnoczesne, kolejne lub
oddzielne dawkowanie poszczegolnych sktadnikdw leczenia. Takie produkty skojarzone
wykorzystujg zwigzki wedtug niniejszego wynalazku w zakresie dawek opisanych powyzej oraz
inny farmaceutycznie aktywny $rodek w jego dopuszczonym zakresie dawkowania.
[0103] W niniejszym opisie opisana jest dostarczona kombinacja odpowiednia do
zastosowania w leczeniu choroby lub stanu chorobowego, z ktérym wigze sie aktywnosc¢
kinazy biatkowej, jaki zdefiniowano w niniejszym opisie (np. raka), zawierajgca zwigzek
wedtug wynalazku, jak zdefiniowano powyzej, lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sol lub
solwat i inny Srodek terapeutyczny (np. Srodek przeciwnowotworowy).
[0104] W niniejszym opisie opisana jest dostarczona kombinacja odpowiednia do
zastosowania w leczeniu raka (na przyktad raka obejmujacego guz lity) zawierajaca zwigzek
wedtug wynalazku, jak zdefiniowano powyzej, lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sol lub
solwat oraz dowolny sposrdd Srodkéw przeciwnowotworowych wymienionych w punkcie (i) -

(ix) powyzej.
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[0105] W niniejszym opisie opisany jest dostarczony zwigzek wedtug wynalazku lub jego
farmaceutycznie  dopuszczalna sél lub solwat, w skojarzeniu ze  S$rodkiem
przeciwnowotworowym wybranym sposréd wymienionych w punktach (i) - (ix) opisanych
powyzej.

[0106] W niniejszym opisie, jesli stosowane jest okreslenie ,skojarzenie”, nalezy rozumieé, ze
odnosi sie ono do réwnoczesnego, oddzielnego lub kolejnego podawania. W jednym aspekcie
wynalazku ,skojarzenie” odnosi sie do réwnoczesnego podawania. W innym aspekcie
wynalazku ,skojarzenie” odnosi sie do oddzielnego podawania. W dalszym aspekcie wynalazku
»Skojarzenie” dotyczy podawania sekwencyjnego. Gdy podawanie jest sekwencyjne lub
oddzielne, opdznienie w podawaniu drugiego sktadnika nie powinno powodowaé utraty
korzystnego efektu skojarzenia.

[0107] W niniejszym opisie opisane jest dostarczanie kompozycji farmaceutycznej, ktora
zawiera zwigzek wedtug wynalazku lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél lub solwat, w
skojarzeniu z jednym lub wiekszg liczbg dodatkowych $rodkéw terapeutycznych (na przyktad
$rodkiem przeciwnowotworowym wybranym spos$réd wymienionych w punkcie (i) - (ix)
powyzej) w pofgczeniu z farmaceutycznie dopuszczalnym rozcienczalnikiem lub nosnikiem.
[0108] Oczekuje sie, ze zwiagzki wedtug niniejszego wynalazku bedy szczegdlnie uzyteczne
jako czes¢ terapii skojarzonej z istniejgcym standardem opieki w leczeniu starszych pacjentéw
(tj. pacjentdw w wieku powyzej 60 lat), poniewaz tacy pacjenci mogg odnie$¢ korzys$¢ z
inhibicji kinazy Aurora (niezaleznie od ich statusu FLT3).

[0109] Oczekuje sie rowniez, ze zwigzki wedtug niniejszego wynalazku bedy szczegdlnie
uzyteczne jako czeS¢ terapii skojarzonej z istniejgcym standardem opieki w leczeniu dzieci

cierpigcych na biataczke (np. AML) lub nerwiaka zarodkowego.

PRZYKLADY

KROTKI OPIS RYSUNKOW

[0110]

Fig. 1 pokazuje skuteczno$¢ zwigzku z przyktadu 1 wobec ksenoprzeszczepéw ludzkiego guza
MV4-11 u myszy bezgrasiczych: (A) Wzgledne objetosci guza + SEM. (B) Masy ciata myszy.
Fig. 2 pokazuje: (A) Catkowite stezenia leku i guza w osoczu oraz wolne stezenia leku w
osoczu po podaniu dawki 50 i 100 mg/kg, probki pobrane 2 godziny po ostatniej dawce. (B)
Zwigzek z przykfadu 1 hamuje fosforylacje histonu H-3 w S10 i fosforylacje STAT5 w Y694 w
ksenoprzeszczepach ludzkich guzéw MV4-11 (badanie 4-dniowe). Probki nowotworu
otrzymano 2 godziny po ostatniej dawce. Catkowity histon H3, catkowity Stat5 i GAPDH

zastosowano jako obcigzenia kontrole.

SYNTEZA ZWIAZKOW
Przykiady 1 do 3
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Ogdlne materiaty i sposoby

[0111] Dostepne w handlu materiaty wyjsciowe, odczynniki i suche rozpuszczalniki
zastosowano w postaci dostarczonej. Rzutowg chromatografie kolumnowg przeprowadzono
stosujgc zel krzemionkowy Merck 60 (0,025 - 0,04 mm). Chromatografie kolumnowa
przeprowadzono réwniez na osobistym unicie FlashMaster stosujgc kolumny krzemionkowe
Isolute Flash lub system oczyszczania Biotage SP1 stosujgc wktady krzemionkowe Biotage
Flash. Preparatywng TLC przeprowadzono na ptytkach Analtech lub Merck. Chromatografie
jonowymienng przeprowadzono stosujgc kwasowe wkiady Isolute Flash SCX-1I. Widma NMR
'H rejestrowano na aparacie Bruker Avance-500. Probki przygotowano jako roztwory w
deuterowanym rozpuszczalniku i odniesiono do odpowiedniego wewnetrznego piku nie-
deuterowanego rozpuszczalnika lub tetrametylosilanu. Przesuniecia chemiczne rejestrowano w
ppm (8) w dot pola wzgledem tetrametylosilanu. Analize LC-MS przeprowadzono na Waters
LCT z modutem rozdzielajgcym Waters Alliance 2795 i detektorem absorbancji o podwojnej
dtugosci fali Waters 2487 potgczonym z spektrometrem masowym czasu lotu
Waters/Micromass LCT ze zrodtem ESI. Analityczne rozdzielenie przeprowadzono w 30°C na
kolumnie Merck Chromolith SpeedROD (RP-18e, 50 x 4,6 mm) stosujgc szybko$¢ przeptywu 2
ml/min w 3,5-minutowym wymywaniu gradientowym z detekcjg przy 254 nm lub na Merck
Kolumna Purospher STAR (RP-18e, 30 x 4 mm) przy szybkosci przeptywu 1,5 ml/min w 3,5-
minutowym wymywaniu gradientowym z detekcjg przy 254 nm. Fazg ruchomg byla
mieszanina metanolu (rozpuszczalnik A) i wody (rozpuszczalnik B), oba zawierajgce kwas
mréwkowy przy 0,1%. Wymywanie gradientowe byto nastepujace: 1:9 (A/B) do 9:1 (A/B)
przez 2,25 min, 9:1 (A/B) przez 0,75 min, a nastepnie odwrotnie z powrotem do 1:9 (A/B)
przez 0,3 minuty, na koniec 1:9 (A/B) przez 0,2 minuty).

[0112] Analiza LC-HRMS zostata przeprowadzona na HPLC serii Agilent 1200 i detektorze z
matrycg diodowg sprzezonym z kwadrupolowym spektrometrem masowym z czasem przelotu
6520 z podwdjnym, o wielu nastawach, zrédtem APCI/ESI. Rozdzielanie analityczne
prowadzono w 30°C na kolumnie Merck Purospher STAR (RP-18e, 30 x 4 mm) stosujac
szybko$¢ przeptywu 1,5 ml/min w 4-minutowym wymywaniu gradientowym z detekcjg przy
254 nm. Fazg ruchomg byta mieszanina metanolu (rozpuszczalnik A) i wody (rozpuszczalnik
B), oba zawierajgce kwas mrowkowy przy 0,1%. Wymywanie gradientowe byto nastepujace:
1:9 (A/B) do 9:1 (A/B) przez 2,5 min, 9:1 (A/B) przez 1 min, a nastepnie odwrotnie, z
powrotem do 1:9 (A/B) przez 0,3 min, ostatecznie 1:9 (A/B) przez 0,2 min. Nastepujace masy

referencyjne zostaty uzyte do analizy HRMS: kofeina [M + H]* 195.087652;
(heksakis(1H,1H,3Htetrafluoropentoksy)fosfazen [M + H]* 922,009798) i heksakis(2,2-
difluoroetoksy)fosfazen [M + H]* 622,02896 lub rezerpina [M + H]* 609,280657.
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4-Chloro-3-nitropirydyno-2-amina*°

[0113]

|
X~ NO2

L

NH

[0114] Do okragtodennej kolby o pojemnosci 100 ml zawierajgcej 2-amino-4-chloropirydyne
(0,480 g, 3,75 mmola) ochtodzong na tazni lodowej dodano stezony kwas siarkowy (5,4 g).
Mieszanine reakcyjng mieszano przez 5 minut, a nastepnie wkroplono kwas azotowy (70%,
0,36 g). Mieszanine reakcyjng mieszano w 0°C przez 10 minut, nastepnie ogrzano do 55°C i
mieszano w tej temperaturze przez 1 godzine. Ochtodzono go do temperatury pokojowej i
rozcienczono wodg z lodem. pH ostroznie doprowadzono do ~7,5 za pomocg 10% wodnego
roztworu NaOH, w wyniku czego powstat zotty osad. Odsgaczono go, przemyto wodg i
wysuszono w prézni ponad P20s. Produkt oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej na
krzemionce (elucja dichlorometanem) dostarczajgc w kolejnosci  elucji:  4-chloro-3-
nitropirydyno-2-amine w postaci zéttego ciata statego (0,210 g, 32%), NMR 'H (500 MHz,
DMSO-ds) 6,87 (d, J = 5,2 Hz, 1H, pirydyna C-H), 7,21 (s, 2H, NH2), 8,11 (d, J = 5,2 Hz, 1H,
pirydyna C-H).

4-chloro-5-nitropirydyno-2-amine (0,080 g, 12%): NMR 'H (500 MHz, DMSO-de) 6,58 (s, 1H,
pirydyna C-H) 7,58 (s, 2H, NH2), 8,79 (s, 1H, pirydyna C-H).
4,5-dichloro-3-nitropirydyno-2-amina

[0115]
Cl

Cla 2y, ~NOs
P

NH,
[0116] 4-Chloro-3-nitropirydyno-2-amine (0,10 g, 0,58 mmol) rozpuszczono w suchym
acetonitrylu (20 ml). Do mieszanego roztworu dodano nastepnie A-chlorosukcynoimid (0,094
g, 0,70 mmola) i mieszanine reakcyjng ogrzewano w temperaturze 80°C przez 1 godzine.
Substancje lotne usunieto pod préznig, a pozostatos¢ oczyszczono metodg chromatografii
kolumnowej na krzemionce (elucja dichlorometanem), otrzymujac zwigzek tytutowy jako
jasnobrgzowy proszek (0,125 g, 85%). NMR *H (500 MHz, DMSO-de) 7,35 (s, 2H, NH2), 8,36
(s, 1H, 6-H).
5-Chloro-4-(4-(4-chlorobenzylo)piperazyn-1-ylo)-3-nitropirydyno-2-amina
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[0117]

o

(

N
»
N NH,

[0118] Do mieszaniny 2-amino-4,5-dichloro-3-nitropirydyny (0,152 g, 0,73 mmola) i
izopropanolu (22 ml) dodano 1-(4-chlorobenzylo)piperazyne (0,165 g, 0,78 mmola), a
nastepnie diizopropyloetyloamine (0,17 ml, 0,97 mmola). Mieszanine reakcyjng ogrzewano w
45°C przez 18 godzin, nastepnie pozostawiono do ochtodzenia do temperatury pokojowej i
rozcienczono izopropanolem (5 ml). Osad zebrano przez odsgczenie, przemyto izopropanolem
i eterem dietylowym. Tytutowy zwigzek otrzymano w ten sposob jako zotte ciato state (0,215
g, 77%); NMR 'H (500 MHz, DMSO-ds) 2,48 (br s, przestoniety przez pik DMSO, 4H,
piperazyna C-H), 3,06 (brt, J = 4,3 Hz, 4H, piperazyna C-H), 3,52 (s, 2H, NCH:dosH4Cl), 6,95
(s, 2H, NH2), 7,35 (d, J = 8,5 Hz, 2H) i 7,38 (d, J = 8,5 Hz, 2H) (3,5-ArH i 2,6-ArH), 8,06 (s,
1H, 6-H); LC-MS (ESI, m/z): Rt = 1,70 min - 382,384,38 [(M + H)*, wzor izotopowy Clz].
6-Chloro-7-(4-(4-chlorobenzylo)piperazyn-1-ylo)-2-(1,3-dimetylo-1H-pirazol-4-
ilo)-3H-imidazo(4,5-b]pirydyna
[0119]

K@u

N

ol

H;C

Cl N <N
| P N\ 7
ey N_

H CH3

=

=z

[0120] Do mieszaniny 5-chloro-4-(4-(4-chlorobenzylo)piperazyn-1-ylo)-3-nitropirydyno-2-
aminy (0,076 g, 0,20 mmol) i EtOH (4,0 ml) dodano 1,3-dimetylo-1+-pirazolo-4-karbaldehyd
(0,027 g, 0,22 mmol), a nastepnie $wiezo sporzadzony wodny roztwor Na2S204 (1M; 0,85 ml,
0,85 mmola). Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze 80°C przez 24 godziny,
nastepnie pozostawiono do ochtodzenia do temperatury pokojowej, zatezono pod préznig, a
pozostato$¢ absorbowano na zelu krzemionkowym i umieszczono na kolumnie z 10 g
krzemionki Isolute. W wyniku elucji octanem etylu/dichlorometanem (obj./obj., 1:1), a
nastepnie 4% metanolem w octanie etylu/dichlorometanie (obj./obj., 1:1) otrzymano zwigzek
tytutowy w postaci biatego ciata statego po utarciu z eterem dietylowym (0,023 g, 25%).

NMR 'H (500 MHz, DMSO-ds) 2,51 (s, zastoniete przez pik rozpuszczalnika, pirazol 3-CHs),
2,57 (br s, 4H, piperazyna C-H), 3,54 (s, 2H, N-CHz2dosH4Cl), 3,68 (br s, 4H, piperazyna C-H),
3,84 (s, 3H, pirazol N-Me), 7,37 (d, J = 8,5 Hz, 2H) i 7,40 (d, J = 8,5 Hz, 2H) ( dosH4Cl), 8,02
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(s, 1H) i 8,18 (s, 1H) (pirazol 5-H i imidazo[4,5-b]pirydyna 5-H), 12,95 (br s, 1H, imidazo[4,5-
blpirydyna N-H); LC-MS (ESI, m/2): Rt = 1,97 min - 456,458, 460 [(M + H)*, wzdr izotopowy
Clz].

HRMS: znalezione: 456,1457, obliczone dla C22H24Cl2N7 (M + H)*: 456,1465.

[0121] Zwigzek ten wytwarzano takze w ilosciach masowych w zakresie od 0,80 g do 1,80 g i
z wydajnoscia w zakresie od 54% do 70%. Zastosowano taki sam sposob jak opisano
powyzej, ale podczas obrdbki mieszanine reakcyjng rozdzielono miedzy wode i chloroform.
Warstwe wodng wyekstrahowano chloroformem i octanem etylu i potgczone warstwy

organiczne wysuszono i zatezono pod prdznig. Rowniez jako rozpuszczalnik stosowano DMSO

zamiast EtOH, i w tym przypadku mieszanine reakcyjng mieszano w 120°C przez 3 godziny.

imidazo[4.5-b]pirydyn-7-vlo)piperazyn-1-ylo)metylo)-1.2.4-oksadiazolu

4-((1,2,4-oksadiazol-3-ilo)metylo)piperazyno-1-karboksylan tert-butylu
[0122]

N-O
A0
N
@
N
Boc
[0123] Do roztworu Boc-piperazyny (571 mg, 3,07 mmola) i 3-(chlorometylo)-1,2,4-
oksadiazolu (400 mg, 3,37 mmola) w CHzCl2 (30 ml) dodano trietyloamine (1,70 ml, 12,3
mmola). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 22 godziny w 50°C przed zatezeniem pod
proznig z uzyskaniem surowego oleistego biatego ciata statego. Oczyszczanie przeprowadzono
przez chromatografie rzutowg na zelu krzemionkowym (4x12) z elucjg MeOH/CH:Cl2 (5%) z
wytworzeniem tytutowego zwigzku (555 mg, 67%) jako biatej substancji statej. NMR 'H (500
MHz, CDCl3s) 1,43 (s, 9H, C (CHs)3), 2.52 (app t, J= 4,9 Hz, 4H, CH2), 3,45 (app t, J= 4,9 Hz,
4H, CH2), 3,78 (s, 2H, CH2C-), 8,71 (s, 1H, CHa?); LC-MS (ESI, m/2): Rt = 1,67 min-213 (M-
Bu)*, 169 (M-Boc)™.
4-(4-((1,2,4-Oksadiazol-3-ilo)metylo)piperazyn-1-ylo)-5-chloro-3-nitropirydyno-2-
amina
[0124]
N-Q
A
N
N

(

N

o |

N” “NH,
[0125] Do roztworu 4-((1,2,4-oksadiazol-3-ilo)metylo)piperazyno-1-karboksylanu fert-butylu
(213 mg, 0,790 mmola) w CHzCl> (18 ml) dodano TFA (1,8 ml, 23,8 mmola) i roztwor
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mieszano w temperaturze pokojowej przez 12> godziny. Mieszanine reakcyjng zatezono pod
proznig, azeotropowano z toluenem (x2) i suszono w eksykatorze prézniowym (zawierajgcym
KOH) przez noc, z wytworzeniem zéttego oleju. Surowy olej zostat rozpuszczony w PrOH (4,4
ml) a takze obie, 2-amino-3-nitro-4,5-dichloropirydyna (190 mg, 0,752 mmola) i DIPEA (520
ul, 3,00 mmola). Roztwoér mieszano w 50°C przez 4 godziny. Po ochtodzeniu wytracit sie zotty
osad, ktéry odsgczono i przemyto Et-O, suszono pod proznig z wytworzeniem tytutowego
zwigzku jako zottego ciata statego (165 mg, 0,486, 65%). Przesacz zatezono pod proznig z
wytworzeniem 715 mg oleistego zottego ciata statego. Oczyszczanie przeprowadzono przez
chromatografie rzutowg na Zzelu krzemionkowym (4x11), eluujgc mieszaning EtOAc/heksan
(40-50%), w wyniku czego otrzymano zwigzek tytutowy (42 mg, 16%) w postaci zéttego ciata
statego.

NMR H (500 MHz, CDCl3) 2,74 (app t, J= 4,1 Hz, 4H, -CH2-), 3,25 (t, J= 4,8 Hz, 4H, -CH2-),
3,85 (s, 2H, -CH2C-), 5,77 (s, 2H, NH2), 7,99 (s, 1H, CHar), 8,72 (s, 1H, -C (Cl) CH-).
LC-MS (ESI, m/z): Rt = 1,56 min.-340, 342 [(M + H)* Wzdr izotopowy Cl].

3-((4-(6-Chloro-2-(1,3-dimetylo-1H-pirazol-4-ilo)-3H-imidazo(4,5-b]pirydyn-7-
ylo)piperazyn-1-ylo)metylo)-1,2,4-oksadiazol
[0126]

N HaC

N“ N “CH,
[0127] Do roztworu  4-(4-((1,2,4-oksadiazol-3-ilo)metylo)piperazyn-1-ylo)-5-chloro-3-
nitropirydyno-2-aminy (50,0 mg, 0,147 mmola) i 1,3-dimetylo-1H-pirazolo-4-karbaldehydu
(19,2 mg, 0,155 mmola) w EtOH (3,4 ml) dodano 1M Na2S204 (0,588 ml, 0,588 mmola,
$wiezo przygotowany) i roztwdr ogrzano do 80°C i mieszano przez 15 godzin, otwarty na
powietrze. Po ochtodzeniu mieszanine reakcyjng odparowano pod prdZnig a pozostatosc
wysuszono na krzemionce. Oczyszczanie przeprowadzono metodg chromatografii rzutowej na
zelu krzemionkowym (2x14), eluujgc za pomocg MeOH/CH:Cl> (5-7,5%) z uzyskaniem
tytutowego zwigzku (26 mg, 43%) w postaci bladozéttego ciata statego.
NMR 1H (500 MHz, CDCls) 2,58 (s, 3H, CHs), 2,81 (app t, J = 4,4 Hz, 4H, CH>), 3,82 (app s,
4H, CH2), 3,85 (s, 3H, NCHs), 3,88 (s, 2H, -CH2-), 7,62 (br s, 1H, CHar), 7,87 (br s, 1H, CHar),
8,74 (s, 1H, CHar), 13,04 (s, 1H, NH);
LC-MS (ESI, m/2): Rt = 191 min - 414, 416 [(M + H)* Wzor izotopowy ClIJ;
HRMS: znaleziono: 436,1374, obliczono dla CisH20N9OCINa (M + Na)*: 436,1372.
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imidazo[4.5-b]pirydyn-7-vlo)piperazyn-1-ylo)metylo)-5-metylo-1.2.4-oksadiazolu

2-Amino-5-chloro-4-(4-(5-metylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)metylopiperazyn-1-ylo)-
3-nitropirydyna
[0128]

N-C
rJLN>~CH3

N

™)
Clv A NO2
| N” “NH,
[0129] Chlorowodorek 1-[(5-metylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)metylo]piperazyny (217 mg, 0,99
mmola) i 2-amino-4,5-dichloro-3-nitropirydyne (208 mg, 1,0 mmol) mieszano w 2-propanolu
(5 ml) i dodano diizopropyloetyloamine (523 ul, 387 mg, 3,0 mmola). Mieszanine mieszano i
ogrzewano w 45°C przez 23 godziny. Mieszanine reakcyjng ochtodzono, a produkt odsgczono i
przemyto 2-propanolem. Po wysuszeniu pod proznig otrzymano produkt (246 mg, 69%). NMR
'H (500 MHz, CDCls,) 2,63 (s, 3H, CHs), 2,77 (br m, 4H, piperazyna C-H), 3,29 (m, 4H,
piperazyna C-H), 3,76 (s, 2H, CH2), 5,27 (s, 2H, NH2), 8,02 (s, 1H, pirydyna 6-H).
LC-MS (ESI, m/z): Rt = 1,66 min-354 (M + H)*, Izotop 3°Cl
3-((4-(6-Chloro-2-(1,3-dimetylo-1H-pirazol-4-ilo)-3H-imidazo[4,5-b]pirydyn-7-
ylo)piperazyn-1-ylo)metylo)-5-metylo-1,2,4-oksadiazol
[0130]

N-©.
r,m )—CH
N

N

N HaC
L >
N N N‘
NN CH4

[0131] Do roztworu 5-chloro-4-(4-((5-metylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)metylo)piperazyn-1-ylo)-
3-nitropirydyno-2-aminy (60,0 mg 0,170 mmola) i 1,3-dimetylo-1/-pirazolo-4-karbaldehydu
(22,2 mg, 0,179 mmola) w EtOH (3,8 ml) dodano 1M Na2S204 (0,678 ml, 0,678 mmol, $wiezo
przygotowany) i roztwér ogrzano do 80°C i mieszano przez 16 godzin, otwarty na powietrze.
Po ochtodzeniu mieszanine reakcyjng odparowano pod prozZnig, a pozostatoS¢ wysuszono na
krzemionce. Oczyszczanie przeprowadzono przez chromatografie rzutowg na zelu
krzemionkowym (3x14) z elucjg MeOH/CH:Cl: (5-7,5%), w wyniku czego otrzymano tytutowy
zwigzek w postaci bladozottego ciata statego. Rekrystalizacja w EtOAc/Et20 data tytutowy
zwigzek (20 mg, 27%) w postaci biatawego ciata statego. Przesgcz zatezono pod proznig,

dodatkowa ilos¢ tytutowego zwigzku (12 mg, 16%) jako bladozdtte ciato state. NMR H (500
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MHz, CDCls) 2,60 (s, 3H, CHs), 2,62 (s, 3H, CHzs), 2,81 (app t, /= 4,5 Hz, 4 H, CH2), 3,76 (s,
2H, -CH2-), 3,87 (app s, 4H, CH2) 3,90 (s, 3H, NCHs), 7,77 (br s, 1H, CHar), 7,96 (br s, 1H,
CHar), 12,18 (s, 1H, NH);

LC-MS (ESI, m/2): Rt = 1,95 min.-428, 430 [(M + H)* Wzor izotopowy Cl];

HRMS: znaleziono: 450,1527, obliczono dla C19H22N9OCINa (M + Na)*: 450,1528.

OCENA ZWIAZKOW Z PRZYKEADOW 1 do 3
Ogdlne materiaty i sposoby

[0132] Testy kinazy Aurora: wartosci ICso kinazy Aurora zostaty okresSlone zgodnie z
wczesniejszym opisem., 2636

[0133] Test zywotnosci komdrek: wartosci Glso (stezenie hamujgce wzrost komérek o 50%)
oznaczono zgodnie z wczesniejszym opisem.26:36

Oznaczanie komoérkowych wartosci ICso z przykiadu 1 dla inhibicji Aurora A i
Aurora B:

[0134] Znakowane Myc Aurora A transfekowano w komorkach Hela przy uzyciu
Lipofectamine LTX w 24-studzienkowych ptytkach i 24 godziny po transfekcji komorki
traktowano réznymi stezeniami z przyktadu 1, przez 2 godziny. Komorki nastepnie poddano
lizie w buforze do prébek 2X LDS. Biatka z roznych probek rozdzielono za pomoca 4-12% zelu
Bis-Tris NuPage (Invitrogen) i analizowano metodg western blot, stosujac przeciwciata P-
histone H3 (S10) i P-Aurora A (T288). Prazki P-histone H3 i P-Aurora A oznaczono ilosciowo
przy uzyciu oprogramowania Image J, a wartosci ICso zostaty obliczone przy uzyciu Graphpad
Prism.

Stabilnos¢ mikrosomalna w watrobie myszy:

[0135] Zwigzki (10 puM) inkubowano z biatkiem mikrosoméw samcéw myszy CD1 (1 mg.ml?)
w obecnosci NADPH (1 mM), UDPGA (2,5 mM) i MgCl> (3 mM) w soli fizjologicznej
buforowanej fosforanem (10 mM) w 37°C. Inkubacje prowadzono przez 0 i 30 minut.
Kontrolne inkubacje generowano przez pominiecie NADPH i UDPGA w reakcji inkubaciji.
Pozostaty procent zwigzku ustalono po analizie metodg LCMS.

Stabilno$¢ mikrosomalna w watrobie ludzkiej:

[0136] Zwigzki (10 puM) inkubowano z biatkiem mikrosomdéw zbiorczej ludzkiej watroby o
mieszanej pici (1 mg.ml*) w obecnosci NADPH (1 mM), UDPGA (2,5 mM) i MgCl2 (3 mM) w
soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (10 mM) w 37°C. Inkubacje prowadzono przez O i
30 minut. Kontrolne inkubacje generowano przez pominiecie NADPH i UDPGA w reakdji
inkubacji. Pozostaty procent zwigzku ustalono po analizie metodg LCMS.

[0137] Inhibicja hERG: Catkowity procent inhibicji hERG przy stezeniu zwigzku 10 pM zostat
okreslony przez Millipore w wysokoprzepustowym tescie elektrofizjologicznym opartym na
komdrkach dla inhibicji koficowego pragdu hERG*., a wartosci s3 podawane jako $rednia z

wielu oznaczen. 0,3% wodna kontrola negatywna DMSO w podtozu data inhibicje 7-16%.
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Pozytywna kontrola, Cisapryd (1 uM), data 96-104% inhibicji. Wszystkie wartosci ICso hERG
zostaty okreslone przez Millipore** a ICso hERG dla przyktadu 1 okre$lono réwniez przez
Cyprotex plc oznaczajacy prady koncowe hERG metodg whole-cell voltage-clamping.*?

[0138] Wiasciwosci fizykochemiczne: Pomiary LogD i pKa zostaty wykonane przez
Pharmorphix® Solid State Services, cztonka grupy Sigma-Aldrich, Cambridge, Wielka Brytania.
[0139] Profilowanie selektywnosci kinaz: profilowanie kinaz za pomocg technologii
KINOMEScan™ i ustalenia Ad zostaty przeprowadzone przez KINOMEscan, oddziat DiscoveRx

Corporation, San Diego, Kalifornia, USA; www.kinomescan.com.

[0140] /n vivo petny PK (zwigzek z przyktadu 1): myszom (samice Balb/C) podawano p.o. lub
i.v. zwigzek z przyktadu 1 (5 mg kg?) w 10% DMSO, 5% Tween 20 w soli fizjologicznej. Po
podaniu myszy usmiercono po 5, 15 i 30 minutach i 1, 2, 4, 6 i 24 godzinach. Krew usunieto
przez naktucie serca i odwirowano, aby uzyska¢ prébki osocza. Probki osocza (100 pl) dodano
do analitycznego wzorca wewnetrznego (Olomoucine; IS), a nastepnie biatko strgcono za
pomoca 300 pl metanolu. Po odwirowaniu (1200 x g, 30 minut, 4°C), otrzymane supernatanty
analizowano pod wzgledem poziomu zwigzku z przykfadu 1, metodg LCMS stosujac kolumne
analityczng Acquity UPLC C18 (Waters, 50x2,1 mm) z odwrdcong fazg i trybem dodatniego
jonu ESI MRM na ukfadzie chromatografii cieczowej Agilent 1200 sprzezonym z potréjnym
kwadrupolowym spektrometrem masowym 6410 (Agilent Ltd.).

[0141] Badanie skutecznosci ksenoprzeszczepu guza ludzkiego: Procedury dotyczace zwierzat
zostaty przeprowadzone zgodnie z wytycznymi okreslonymi przez The Institute of Cancer
Research’s Animal Ethics Committee i zgodnie z wytycznymi krajowymi: Workman P, Aboagye
EO, Balkwill F, Balmain A, Bruder G, Chaplin DJ, Double JA, Everitt J, Farningham D, Glennie
MJ, Kelland LR, Robinson V, Stratford 1J, Tozer GM, Watson S, Wedge SR, Eccles SA.
Wytyczne dotyczgce dobrostanu i wykorzystania zwierzat w badaniach nad rakiem. Brit ]
Cancer 102: 1555-1577, 2010.

[0142] Samicom myszy bezgrasiczych CrTacNCr-FoxI(nu) wszczepiono podskérnie 107
komdrek biataczki MV4-11 FLT3ITD. Gdy ksenoprzeszczepy byty dobrze ustalone (10 dni po
wszczepieniu, Srednia objeto$¢ guza wynosita co najmniej 100 mm3) zwierzeta traktowano
albo nosnikiem (10% DMSO, 20% PEG 400, 5% Tween 80 i 65% wody), albo zwigzkiem z
przyktadu 1 podawanym doustnie w dwéch dawkach, 50 mg/kg i 100 mg/kg (n = 5 na grupe).
Dawkowanie odbywato sie dwa razy dziennie przez 7 dni, i raz dziennie przez kolejne 4 dni.
[0143] Badanie PK/PD: 4-dniowe badanie PK/PD przeprowadzono przez doustne podawanie
nos$nika jak powyzej, lub 50 mg/kg i 100 mg/kg zwigzku z przyktadu 1, dwa razy dziennie u
myszy bezgrasiczych z dobrze ustalonymi ksenoprzeszczepami MV4-11 (17 dni po implantacji).

Prébki osocza i guza pobrano 2 godziny i 6 godzin po koficowych dawkach.

Wyniki
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hERG i wiasciwosci fizykochemiczne

[0144] Aktywnos$¢ przyktadowych zwigzkow przeciwko Aurora A (test biochemiczny),
komorkowg GI50 w komoérkach SW620 i hERG pokazano w Tablicy 1 ponizej, wraz z danymi
dotyczacymi stabilnosci mikrosomowej tych zwigzkéw i ich odpowiednich wartosci clogP.
Tablica 1

Przykfad nr Aurora-A  1Cso |SW620  Glso hERG ICso
MLM/HLMP clogP?’
(UM) (uM) (UM)
Prz. 56 z/0,0322 n.d. 5,5 2,78
WQ02007/072017
Prz. 57 z 10,3002 n.d. 10,8 2,72
WO02007/072017
0,283 +
1 0,038 = 0,029 0,227 34%/10% >25 4,81°
1,175 +
2 0,040 = 0,015 0,653 67%/22% 11,0 1,45
3 0,0522 1,12 58%/20% 9,5 1,72

Dla oznaczen ICso Aurora-A i GIsosSW620, wyniki sg wartosciami Srednimi z dwoch niezaleznych
oznaczen lub $redniej (£ SD) dla n> 2, o ile nie podano inaczej.

aWyniki s wartosciami $rednimi dla probek prowadzonych w trzech powtdrzeniach.

b MLM/HLM: Procent macierzystego zwigzku metabolizowanego po 30 minutach inkubacji.
°LogD7.4 = 3,84 (warto$¢ wyznaczona dos$wiadczalnie).

n.d. = nie okreslono.

[0145] Zwigzek z przykladu 1 wykazywat nizszg aktywno$¢ hamujgca wobec hERG w
poréwnaniu ze zwigzkami z przyktadéw 56 i 57 W02007/072017.

[0146] W oparciu o te wyniki, zwigzek z przykfadu 1 wybrano do dalszej charakterystyki /in
vitro i in vivo.

Selektywnos¢ kinaz

[0147] Selektywnos¢ kinazy oceniano przez profilowanie przyktadu 1 na panelu kinazowym
442 (386 niezmutowanych kinaz) o stezeniu 1 pM, stosujac technologie KINOMEScan™.?8
Wynik selektywnosci S(10), ktdry jest obliczany przez podzielenie liczby niezmutowanych
kinaz, dla ktorych zaobserwowano >90% konkurencji w tescie (mierzono to jako <10%
kontroli), przez catkowitg liczbe niezmutowanych testowanych kinaz, zostat okreslony jako
0,057, ¢., 22 trafienia z testowanych 386 niezmutowanych kinaz. Aurora-A, -B i -C byly silnie

hamowane, przy czym % wartosci kontrolnych okreslono odpowiednio jako 3,4%, 1% i 16%.
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To pierwszorzedowe badanie przesiewowe ujawnito takze ponad 94% konkurencje dla kinazy
FLT3 i mutantéw FLT3, w tym FLT3-1TD, FLT3 (D835Y) i FLT3 (D835H).

[0148] Aktywnosci hamujgce FLT3 i Aurora zwigzku z przyktadu 1 zostaty nastepnie
potwierdzone przez okreSlenie wartosci Ad (technologia KINOMEScan™), jak pokazano w
Tablicy 2.

Tablica 2: Wartosci d dla zwigzku z przyktadu 1

Kinaza Kd (nM)
Aurora-A 7,5
Aurora-B 48

FLT3 6,2
FLT3(D835H) 11
FLT3(D835Y) 14
FLT3-ITD 38
FLT3(K663Q) 51
FLT3(N841l) 16
FLT3(R834Q) 110

[0149] Przykfady 2 i 3 byly réwniez silnymi inhibitorami FLT3 i FLT3-ITD. Wartosci Kd z
przyktadu 2 wzgledem FLT3 i FLT3-ITD okreslono jako odpowiednio 4,4 nM i 14 nM. Podobnie,
wartosci Kd z przyktadu 3 wzgledem FLT3 i FLT3-ITD okre$lono jako odpowiednio 5,6 nM i 26
nM.

[0150] Podsumowujac, dane te wskazuja, ze zwigzek z przyktadu 1 jest silnym podwdjnym
inhibitorem kinaz FLT3 i Aurora z niewielkg aktywnoscig kinazowg poza celem w catym

kinomie.

Ocena w tescie komorkowym

[0151] Zgodnie z podwodjng aktywnoscig hamujacg FLT3/Aurora, zwigzek z przyktadu 1
wykazywat aktywno$¢ antyproliferacyjng w szeregu ludzkich linii komorek nowotworowych, w
tym ludzkiego raka okreznicy HCT116 (GIso = 0,300 uM) i ludzkich liniach komdérkowych AML
pozytywnych pod wzgledem FL73-ITD, MOLM-13 (Glso = 0,104 pM) i MV4-11 (Glso = 0,211
MM). W komorkach Hela zwigzek z przyktadu 1 hamowat zardwno komdrkowg Aurora-A, jak i
Aurora-B z warto$ciami ICso odpowiednio 0,030 UM i 0,148 uM. W tych testach opartych na
komorkach redukcje fosforylacji H3 w S10 zastosowano jako biomarker inhibicji Aurora-B, a
autofosforylacje Aurora-A w T288 jako biomarker inhibicji Aurora-A.2°

PK /in vivo
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[0152] Wyniki PK /n vivo dla zwigzku z przyktadu 1 u myszy pokazano w tablicy 3. Jest to
zwigzek biodostepny doustnie (F = 100%) z klirensem okres$lonym jako 0,058 I/godz (~48
ml/min/kg) i Vd jako 0,066 | (—3,3 I/kg).

Tablica 3: Zwigzek z przyktadu 1: Wigzanie z biatkami osocza myszy i parametry PK

(dawkowanie iv: 5 mg/kg, dawkowanie doustne: 5 mag/kq)

PPB (mysz) |t1/2, (iv) (godz) |Cl, (iv) (I/godz) |AUCInf, (iv) godz.nmol/l Vd (I) |F% (po)

97,3+0,8 0,84 0,058 3753 0,066 100

Model ksenoprzeszczepu AML
[0153] Aktywnos¢ zwigzku z przyktadu 1 w modelu ksenoprzeszczepu ludzkiej AML pokazano

na Fig. 1.

[0154] Odnoszac sie do Fig. 1, mozna zauwazyé, ze zwigzek z przyktadu 1 silnie hamowat
wzrost ksenoprzeszczepdw ludzkich nowotworéw MV4-11 w sposdb zalezny od dawki, bez
obserwowanej toksycznosci, jakg okreslono przez utrate masy ciata. Gdy leczenie przerwano
po 11 dniach, guzy byty niewykrywalne u myszy traktowanych dawka 100 mg/kg zwigzku z
przyktadu 1 i zmniejszyty sie do 42% poczatkowej objetosci u myszy leczonych schematem
dawkowania 50 mg/kg. Myszy kontrolne usmiercano w dniu 18 od poczatku terapii, gdy
$rednia objetos¢ guza zwiekszyta sie o ponad 500%. Przeciwnie, pojedyncze myszy ubito, gdy
guzy postepowaty do tego etapu, w nastepujacy sposob: dni 28 i 31 w dawce 50 mg/kg i dni
46 i 56 w dawce 100 mg/kg. Trzy z 5 myszy w kazdej grupie leczonej (60%) nie rozwijaty
progresywnie rosngcych nowotworéw w chwili zakonczenia badania w dniu 60.

[0155] W wyniku tego silnego efektu hamujacego /n vivo, guzy w trakcie leczenia byty zbyt
mate, aby zapewni¢ materiat do analizy farmakokinetycznej/farmakodynamicznej. Nastepnie,
powtérzono 4-dniowe badanie PK/PD przez doustne podawanie 50 mg/kg i 100 mg/kg
przyktadu 1 dwa razy dziennie. Analiza farmakodynamiczna wykazata wyrazng inhibicje
fosforylacji histonu H-3 i inhibicje fosforylacji STAT5, ktdra jest dalszym celem FLT3 (Fig. 2).
Ponadto stezenie wolnego leku w osoczu w prébkach otrzymanych 2 godziny po ostatniej
dawce okreslono jako 222 nM i 488 nM odpowiednio dla schematéw dawkowania 50 mg/kg i
100 mg/kg (Fig. 2). Stezenia wolnego leku w osoczu sg wyraznie ponad wartosci Ad zwigzku z
przyktadu 1 wzgledem odpowiednich kinaz, tj. Aurora-A (kd = 7,5 nM), Aurora-B (kd = 48
nM), FLT3 (kd = 6,2 nM), FLT3-ITD (kd = 38 nM). Te odkrycia demonstrujg, ze zwigzek z
przyktadu 1 istotnie hamuje wzrost modelu ludzkiego ksenoprzeszczepu AML pozytywnego
pod wzgledem FL73-ITD /n vivo, z modulacjg biomarkerdw i ekspozycjg na wolny lek, zgodna

z podwdjnym zaangazowaniem docelowym FLT3 i kinazy Aurora.

Inhibicja izoform cytochromu P450
Materiaty i sposoby
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[0156] W tym badaniu zastosowano dwa zwigzki-komparatory, mianowicie 6-bromo-2-(1-
metylo-1H-pirazol-4-ilo)-7-(4-(pirydyn-3-ylometylo)piperazyn-1-ylo)-3A-imidazo[4,5-
blpirydyne (komparator 1, przyktad 56, WO02007/072017) i 6-bromo-7-(4-(pirydyn-3-
ylometylo)piperazyn-1-ylo)-2-(1,3,5-trimetylo-1) H-pirazol-4-ilo)-3 H-imidazo[4,5- b]pirydyne
(komparator 2, przyktad 57, WO2007/072017).

[0157] Zwigzki-komparatory i zwigzki z przyktadéw 1 do 3 powyzej inkubowano z ludzkimi
mikrosomami watroby (0,5 mg.ml*) w 1 uM, 10 uM i 50 pM.

[0158] Inhibicje izoenzymdéw CYP okreslono za pomocg mieszaniny substratéw sondy (tablica
4). Prébki inkubowano przez 10 minut, a nastepnie biatko strgcono metanolem. Metabolity
substratu w kazdej probce zmierzono za pomocg LC/MS/MS, stosujgc chromatografie cieczowa
z odwr6éconymi fazami i ESI w trybie z jonem dodatnim, z monitorowaniem reakcji
wielokrotnych (MRM).

Tablica 4: Stezenia substratu sondy izoenzyméw CYP i wykryte metabolity

Substrat Stezenie Km literaturowa )
Enzym Metabolit

sondy substratu (uM) (pM)
CYP1 A2 |Fenacetyna 10 10-50 Acetominofen
CYP2A6 |Kumaryna 5 0.5-2 7-Hydroksykumaryna
CYP2C9 |Tolbutamid 60 100-200 4-Hydroksytolbutamid

_ (+/-)-
CYP2C19 Mefenytoina |40 30-50 )
Hydroksymefenytoina

CYP2D6 |Bufuralol 5 4-10 1-Hydroksybufuralol
CYP3A4 |Midazolam 3 3-5 1-Hydroksymidazolam

Wyniki
[0159]

Tablica 5: Oszacowane wartosci ICso dla inhibicji ludzkich izoenzyméw CYP przez badane

ZWigzKi

CYP1 A2 CYP2A6 |CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4
Komparator 1 10-50 uM >50 yM  |10-50 pM 10-50 pM 1-10 pM <1l uM
Komparator 2 >50 uM >50 yM  |10-50 pM 10-50 pM 10-50 pM <1l uM
Przykfad 1 >50 pM >50 yM  |10-50 pM  |10-50 pM  |10-50 uM | >50 pM
Przykiad 2 >50 uM >50 yM  |10-50 uM 10-50 pM 10-50 uM | >50 uM

Przykiad 3 >50 uM >50 M  |10-50 yM  |=>50 pM 10-50 yM | >50 uM
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[0160] W przyktadach 1-3 nie wykazano istotnej inhibicji izoenzyméw CYP (tablica 5),
oszacowane wartosci ICso byty wyzsze niz 10 pM.

[0161] Zadne zwigzki nie wykazywaly istotnej inhibicji CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9 ani
CYP2C19. Oba zwiazki pordwnawcze wykazaty istotng inhibicie CYP3A4 z przyblizonymi
wartosciami ICso ponizej 1 UM, przy czym komparator 1 takze hamuje CYP2D6. W zwigzku z
tym zwigzki wedtug niniejszego wynalazku wykazywaly istotnie zredukowang inhibicje CYP3A4
w stosunku do obu zwigzkéw poréwnawczych.
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Zastrzezenia patentowe

1. Zwigzek o wzorze | pokazanym ponizej:

r

N

[Nj HaC

R N
C IO
N/ H \ N\CH3

Rz

przy czym:
R1 oznacza Br lub CI;

R2 jest wybrany sposrod wzoru Il lub wzoru 111 pokazanych ponizej:
Cl

-

x

przy czym Ra 0znacza atom wodoru lub metyl;

lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél lub solwat.

2. Zwigzek wedtug zastrz. 1, przy czym R1 oznacza Cl.

3. Zwigzek wedtug zastrz. 1, przy czym R1 oznacza Br.

4. Zwigzek wedtug ktéregokolwiek z zastrzezen poprzednich, przy czym Rz ma wzér 1.

5. Zwigzek wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1 do 3, przy czym R2 ma wzor I1l.

6. Zwigzek wedtug ktdéregokolwiek z zastrzezen poprzednich, ktéry jest wybrany sposrod
ktéregokolwiek z nastepujacych:

6-Chloro-7-(4-(4-chlorobenzylo)piperazyn-1-ylo)-2-(1,3-dimetylo-1H-pirazol-4-ilo)-3 H-
imidazo[4,5-b]pirydyny;
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3-((4-(6-Chloro-2-(1,3-dimetylo-1H-pirazol-4-ilo)-3H-imidazo[4,5- b]pirydyn-7-ylo) piperazyn-1-
ylo)metylo)-1,2,4-oksadiazolu;
3-((4-(6-Chloro-2-(1,3-dimetylo-1H-pirazol-4-ilo)-3H-imidazo[4,5- b]pirydyn-7-ylo) piperazyn-1-
ylo)metylo)-5-metylo-1,2,4-oksadiazolu;

lub jego farmaceutycznie dopuszczalnej soli lub solwatu.

7. Kompozycja farmaceutyczna zawierajaca zwigzek wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1 do 6,
lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél lub solwat, i jedng lub wieksza liczbe

farmaceutycznie dopuszczalnych substancji pomocniczych.

8. Zwigzek wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1 do 6, lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sol

lub solwat, do zastosowania w terapii.

9. Zwigzek wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1 do 6, lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sol

lub solwat, do zastosowania w leczeniu zaburzenia proliferacyjnego, takiego jak rak.

10. Zwigzek do zastosowania wedtug zastrz. 9, lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél lub

solwat, przy czym zaburzeniem proliferacyjnym jest ostra biataczka szpikowa.
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