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FORMAS SOLIDAS, SALES Y PROCESOS DE PREPARACION DE UN INHIBIDOR DE
CDK2

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional
estadounidense n.° 63/317,308, presentada el 7 de marzo de 2022, que se incorpora en
su totalidad mediante esta referencia.

LISTADO DE SECUENCIAS

Esta solicitud contiene un listado de secuencias que se envid electronicamente
como un archivo XML denominado 20443-0746WO1_SL_ST26.xml. El archivo XML,
creado el 6 de marzo de 2023, tiene un tamafio de 5121 bytes. El material en el archivo
XML se incorpora aqui en su totalidad mediante esta referencia.

CAMPO TECNICO

Esta solicitud esta dirigida a formas sélidas y sales de un inhibidor de CDK2,
composiciones farmacéuticas de este, métodos para tratar una enfermedad o un
trastorno asociado con CDK2 mediante su uso, y procesos para preparar el compuesto

de Formula (1) y las formas sélidas y las sales.

ANTECEDENTES

Las quinasas dependientes de ciclina (CDK) son una familia de serina/treonina
quinasas. Heterodimerizadas con subunidades reguladoras conocidas como ciclinas, las
CDK se activan por completo y regulan procesos celulares clave que incluyen la
progresion del ciclo celular y la divisién celular (Morgan, D. O., Annu Rev Cell Dev Biol,
1997. 13: 261-91). La proliferacién descontrolada es un sello distintivo de las células
cancerosas. La desregulacion de la actividad de CDK esta asociada con la regulacion
anormal del ciclo celular y se detecta practicamente en todas las formas de canceres
humanos (Sherr, C. J., Science, 1996. 274(5293): 1672-7).

CDK2 es de particular interés porque la desregulacion de la actividad de CDK2
ocurre con frecuencia en una variedad de canceres humanos. CDK2 cumple una funcién
crucial en la promocion de la transicién G1/S y la progresion de la fase S. En complejo
con la ciclina E (CCNE), CDK2 fosforila a los miembros de la familia de proteinas de
bolsillo del retinoblastoma (p107, p130, pRb), lo que conduce a la desrepresion de los
factores de transcripcion E2F, la expresion de genes relacionados con la transicion G1/S
y la transicion de la fase G1 a la S (Henley, S. A. y F. A. Dick, Cell Div, 2012, 7(1): p.10).

Esto, a su vez, permite la activacion de CDK2/ciclina A, que fosforila sustratos endégenos
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que permiten la sintesis, replicacién y duplicacién del centrosoma del ADN (Ekholm, S. V.
y S. I. Reed, Curr Opin Cell Biol, 2000. 12(6): 676-84). Se ha informado que la via de
CDK2 influye en la tumorigénesis principalmente a través de la amplificacion y/o
sobreexpresion de CCNEL1 y mutaciones que inactivan los inhibidores enddgenos de
CDK2 (por ejemplo, p27), respectivamente (Xu, X., et al., Biochemistry, 1999. 38(27) ):
8713-22).

Se ha identificado la ganancia y sobreexpresiéon del numero de copias de CCNE1
en canceres de ovario, gastrico, endometrial, de mama y otros, y se ha asociado con
malos resultados en estos tumores (Keyomarsi, K., et al., N Engl J Med, 2002. 347(20):
1566-75; Nakayama, N., et al., Cancer, 2010. 116(11): 2621-34; Au-Yeung, G., et al., Clin
Cancer Res, 2017. 23(7): 1862-1874, Rosen, D.G., et al., Cancer, 2006. 106(9): 1925-
32). Segun se informa, la amplificacién o sobreexpresion de CCNE1 también contribuye
a la resistencia a trastuzumab en el cancer de mama HER2+ y a la resistencia a los
inhibidores de CDK4/6 en el cancer de mama con receptor de estrégeno positivo
(Scaltriti, M., et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2011 108(9): 3761-6, Herrera-Abreu, M. T., et
al., Cancer Res, 2016. 76(8): 2301-13). Se ha demostrado que varios enfoques dirigidos
a CDK2 inducen la detencién del ciclo celular y la inhibicion del crecimiento tumoral
(Chen, Y.N., et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 1999. 96(8): 4325-9; Mendoza, N., et al.,
Cancer Res, 2003. 63(5): 1020-4). Segun se informa, la inhibicion de CDK2 también
restaura la sensibilidad al tratamiento con trastuzumab en tumores de mama HER2+
resistentes en un modelo preclinico (Scaltriti, supra).

Estos datos proporcionan una justificacion para considerar a CDK2 como un
objetivo potencial para el desarrollo de nuevos farmacos en el cancer asociado con la
actividad desregulada de CDK2. En la ultima década ha habido un interés creciente en el
desarrollo de inhibidores selectivos de CDK. A pesar de los esfuerzos significativos, hasta
la fecha no hay agentes aprobados que se dirijan a CDK2 (Cicenas, J., et al.,, Cancers
(Basel), 2014. 6(4): p. 2224-42). Por lo tanto, sigue siendo necesario descubrir nuevas
formas de inhibidores de CDK2 y procesos para preparar tales inhibidores y formas

sdlidas. La presente solicitud hace referencia a esta necesidad y otras.

COMPENDIO
La presente descripcion se refiere, entre otras cosas, a una forma soélida de un

compuesto de Formula (1):
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que es la Forma |, la Forma Il o la Forma ll.

La presente descripcién proporciona ademas una sal del compuesto de Formula
(1), que se selecciona de:

una sal de monomaleato del compuesto de Férmula (1);

una sal de dibesilato del compuesto de Férmula (1);

una sal de monomesilato del compuesto de Férmula (1);

una sal de ditosilato del compuesto de Formula (1);

una sal de monoclorhidrato del compuesto de Formula (1); y

una sal de diclorhidrato del compuesto de Formula (1).

La presente divulgacion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que
comprenden una forma sélida del compuesto de Férmula (1), tal como se describe en la
presente, y un portador farmacéuticamente aceptable. La presente divulgacion también
proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una sal del compuesto de
Foérmula (1), tal como se describe en la presente, y un portador farmacéuticamente
aceptable.

La presente divulgacion proporciona ademas métodos para inhibir CDK2, que
comprenden poner en contacto la CDK2 con una forma sélida de Férmula (I) como se
describe en este documento. La presente divulgacién proporciona ademas métodos para
inhibir CDK2, que comprenden poner en contacto la CDK2 con sal del compuesto de
Férmula (1) como se describe en este documento.

La presente divulgacion proporciona ademas métodos para inhibir CDK2 en un
paciente, que comprende administrar al paciente una forma sdlida del compuesto de
Formula (I) como se describe en el presente documento. La presente divulgacion
proporciona ademas métodos para inhibir CDK2 en un paciente, que comprende
administrar al paciente una sal del compuesto de Formula (I) como se describe en el
presente documento.

La presente divulgacion proporciona ademas métodos para tratar una enfermedad
0 un trastorno asociado con CDK2 en un paciente, que comprende administrar al
paciente una forma sélida del compuesto de Férmula () como se describe en el presente
documento. La presente divulgacion proporciona ademas métodos para tratar una

enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 en un paciente, que comprende
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administrar al paciente una sal del compuesto de Férmula (I) como se describe en el
presente documento.

La presente divulgacién proporciona ademas una forma sélida del compuesto de
Férmula () como se describe en el presente documento para su uso en cualquiera de los
métodos descritos en el presente documento. La presente divulgacion proporciona
ademas una sal del compuesto de Formula (I) como se describe en el presente
documento para su uso en cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento.

La presente divulgacion proporciona ademas usos de una forma sélida del
compuesto de Formula (I) como se describe en el presente documento para la
preparacion de un medicamento para su uso en cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento. La presente divulgacion proporciona ademas usos de una sal del
compuesto de Formula (I) como se describe en el presente documento para la
preparacion de un medicamento para su uso en cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento.

La presente divulgacién proporciona ademas procesos para preparar una forma
sélida del compuesto de Férmula (I) como se describe en el presente documento, que
comprende enfriar una solucion del compuesto de Férmula (I) en un componente
disolvente que comprende etanol y agua.

La presente divulgacion también proporciona procesos para preparar las sales del
compuesto de Férmula (I) como se describe en el presente documento.

La presente divulgacion proporciona ademas procesos para preparar un
compuesto de Formula (I) como se describe en este documento, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, una forma solida del compuesto de Férmula (I) como se
describe en este documento, o una sal del compuesto de Férmula (I) como se describe

en este documento, el proceso comprende:

6

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1c):

7
o N-N (10),
con un compuesto de Férmula (1b):

_SO,Me
N

(S)(R

H,N
(1b),
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0 una de sus sales, a través de una reaccion de acoplamiento de Buchwald, para formar

un compuesto de Férmula (1a):

en donde X! es halo.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra un patron de XRPD para la Forma | de la base libre cristalina
8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 2 muestra un termograma de DSC para la Forma | de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 3 muestra un termograma de TGA para la Forma | de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 4 muestra un patron de XRPD para la sal de maleato cristalina 8-etoxi-
N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-
a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 5 muestra un termograma de DSC para la sal de maleato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil) piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 6 muestra un termograma de TGA para la sal de maleato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 7 muestra un patron de XRPD para la sal de besilato cristalina 8-etoxi-
N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-
ajpiridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 8 muestra un termograma de DSC para la sal de besilato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 9 muestra un termograma de TGA para la sal de besilato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
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[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 10 muestra un patron de XRPD para la sal de mesilato cristalina 8-etoxi-
N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-
a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 11 muestra un termograma de DSC para la sal de mesilato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 12 muestra un termograma de TGA para la sal de mesilato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 13 muestra un patrén de XRPD para la sal de tosilato cristalina 8-etoxi-
N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-
ajpiridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 14 muestra un termograma de DSC para la sal de tosilato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil) piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 15 muestra un termograma de TGA para la sal de tosilato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil) piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 16 muestra un patron de XRPD para la sal de monoclorhidrato cristalina
8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 17 muestra un termograma de DSC para la sal de monoclorhidrato
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 18 muestra un termograma de TGA para la sal de monoclorhidrato
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 19 muestra un patrén de XRPD para la sal de diclorhidrato cristalina 8-
etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 20 muestra un termograma de DSC para la sal de diclorhidrato cristalina
8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 21 muestra un termograma de TGA para la sal de diclorhidrato cristalina
8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
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[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 22 muestra un patrén de XRPD para la Forma Il de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 23 muestra un termograma de DSC para la Forma |l de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 24 muestra un termograma de TGA para la Forma |l de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 25 muestra un patron de XRPD para la Forma lll de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

La Figura 26 muestra un termograma de DSC para la Forma Il de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 27 muestra un termograma de TGA para la Forma lll de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 28 muestra un patrén de XRPD para la Forma | de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Férmula (1)).

La Figura 29 muestra un termograma de DSC para la Forma | de la base libre
cristalina 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1)).

DESCRIPCION DETALLADA
Forma sélida y sales
La presente solicitud proporciona, entre otras cosas, una forma sélida de un

compuesto de Férmula (l):

Oxs //O
J /S\
HN o) N
N | \
a
)—NH
NNy (),

que es la Forma |. La Forma | es la base libre del compuesto de Formula (l). En algunas
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modalidades, la forma sélida no esta solvatada. En algunas modalidades, la forma sélida
es cristalina.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos un pico de XRPD, en
términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionado entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5, 15,2, 16,4,
20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos dos picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5, 15,2, 16,4,
20,3, 21,3, 21,6y 27,0.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos tres picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5, 15,2, 16,4,
20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

En algunas modalidades, la forma soélida tiene al menos cuatro picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5, 15,2, 16,4,
20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos cinco picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5, 15,2, 16,4,
20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos diez picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5, 15,2, 16,4,
20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos un pico de XRPD, en
términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionado entre 7,5, 13,0, 14,7, 15,3, 16,2, 16,6,
20,5, 20,8, 21,4, 23,3, 24,0y 27,1.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos dos picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,5, 13,0, 14,7, 15,3, 16,2, 16,6,
20,5, 20,8, 21,4, 23,3, 24,0y 27,1.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos tres picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,5, 13,0, 14,7, 15,3, 16,2, 16,6,
20,5, 20,8, 21,4, 23,3, 24,0y 27,1.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos cuatro picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,5, 13,0, 14,7, 15,3, 16,2, 16,6,
20,5, 20,8, 21,4, 23,3, 24,0y 27,1.

En algunas modalidades, la forma soélida tiene al menos cinco picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,5, 13,0, 14,7, 15,3, 16,2, 16,6,
20,5, 20,8, 21,4, 23,3, 24,0y 27,1.

En algunas modalidades, la forma soélida tiene al menos diez picos de XRPD, en
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términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,5, 13,0, 14,7, 15,3, 16,2, 16,6,
20,5, 20,8, 21,4, 23,3, 24,0y 27,1.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 1.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 28.

En algunas modalidades, la forma sdlida tiene un pico endotérmico con una
temperatura de inicio (+ 3°C) a 191,7°C y una temperatura maxima a 193,6°C.

En algunas modalidades, la forma sdlida tiene un pico endotérmico con una
temperatura de inicio (+ 3°C) a 191,3°C y una temperatura maxima a 193,3°C.

En algunas modalidades, la forma sdlida tiene un termograma de DSC como se
muestra sustancialmente en la FIG. 2.

En algunas modalidades, la forma sdlida tiene un termograma de DSC como se
muestra sustancialmente en la FIG. 29.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene un termograma de TGA como se
muestra sustancialmente en la FIG. 3.

La presente solicitud también proporciona una forma sélida de un compuesto de
Férmula (1),
que es la Forma Il. La Forma Il es la base libre del compuesto de Férmula (). En algunas
modalidades, la forma sélida no esta solvatada. En algunas modalidades, la forma sélida
es cristalina.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos un pico de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 5,8, 7,6, 11,4, 12,5, 14,4, 17,2,
17,9y 25,3.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos dos picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,8, 7,6, 11,4, 12,5, 14,4, 17,2,
17,9y 25,3.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos tres picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,8, 7,6, 11,4, 12,5, 14,4, 17,2,
17,9y 25,3.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos cuatro picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,8, 7,6, 11,4, 12,5, 14,4, 17,2,
17,9y 25,3.

En algunas modalidades, la forma soélida tiene al menos cinco picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,8, 7,6, 11,4, 12,5, 14,4, 17,2,
17,9y 25,3.
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En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos diez picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,8, 7,6, 11,4, 12,5, 14,4, 17,2,
17,9y 25,3.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 22.

En algunas modalidades, la forma sdlida tiene un pico endotérmico con una
temperatura de inicio (+ 3°C) a 191,0°C y una temperatura maxima a 193,4°C.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene un termograma DSC como se
muestra sustancialmente en la FIG. 23.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene un termograma de TGA como se
muestra sustancialmente en la FIG. 24.

La presente solicitud también proporciona una forma sélida de un compuesto de
Formula (1),

que es la Forma lll. La Forma lll es la base libre del compuesto de Formula (I). En
algunas modalidades, la forma sélida esta solvatada. En algunas modalidades, la forma
sélida es un solvato de 1,4-dioxano. En algunas modalidades, el solvato de 1,4-dioxano
del compuesto de Férmula (1) tiene una relacion estequiométrica de 4:1 del compuesto de
Férmula (1) respecto a 1,4-dioxano. En algunas modalidades, la forma sélida es cristalina.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos un pico de XRPD, en
términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionado entre 5,5, 9,8, 10,5, 12,1, 13,9, 16,3,
19,8, 22,0, 24,4y 27,3.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos dos picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,5, 9,8, 10,5, 12,1, 13,9, 16,3,
19,8, 22,0, 24,4y 27,3.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos tres picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,5, 9,8, 10,5, 12,1, 13,9, 16,3,
19,8, 22,0, 24,4y 27,3.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos cuatro picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,5, 9,8, 10,5, 12,1, 13,9, 16,3,
19,8, 22,0, 24,4y 27,3.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene al menos cinco picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,5, 9,8, 10,5, 12,1, 13,9, 16,3,
19,8, 22,0, 24,4y 27,3.

En algunas modalidades, la forma soélida tiene al menos diez picos de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,5, 9,8, 10,5, 12,1, 13,9, 16,3,
19,8, 22,0, 24,4y 27,3.
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En algunas modalidades, la forma sélida tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 25.

En algunas modalidades, la forma sélida tiene un pico endotérmico con una
temperatura de inicio (x 3°C) a 192,6°C y una temperatura maxima a 194,3°C.

En algunas modalidades, la forma sdlida tiene un termograma de DSC como se
muestra sustancialmente en la FIG. 26.

En algunas modalidades, la forma soélida tiene un termograma de TGA como se
muestra sustancialmente en la FIG. 27.

También se proporciona en la presente solicitud una sal de un compuesto de

Formula (1):
Ox /9
J /S\
HN o) N
N X
>
)—NH
NNy (),

que se selecciona de una sal de monomaleato del compuesto de Formula (I); una sal de
dibesilato del compuesto de Férmula (l); una sal monomesilato del compuesto de
Formula (I); una sal de ditosilato del compuesto de Formula (I); una sal de
monoclorhidrato del compuesto de Formula (I); y una sal diclorhidrato del compuesto de
Formula (1).

En algunas modalidades, la sal es una sal de monomaleato del compuesto de
Férmula (1). En algunas modalidades,la sal de monomaleato es cristalina.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene al menos un pico de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1, 15,1,
17,2,18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2 y 25,9.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1, 17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2y 25,9.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1,17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2 y 25,9.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1,17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2 y 25,9.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
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15,1, 17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2y 25,9.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1, 17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2 y 25,9.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene un patron de XRPD como
se muestra sustancialmente en la FIG. 4.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene un pico endotérmico con
una temperatura de inicio (+ 3°C) a 180,4°C y una temperatura maxima (x 3°C) a
181,8°C.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene un termograma de DSC
como se muestra sustancialmente en la FIG. 5.

En algunas modalidades, la sal de monomaleato tiene un termograma de TGA
como se muestra sustancialmente en la FIG. 6.

En algunas modalidades, la sal es una sal de dibesilato del compuesto de
Férmula (1). En algunas modalidades, la sal de dibesilato es cristalina.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene al menos un pico de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6, 15,9, 17,4,
18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene al menos dos picos de XRPD,
en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6, 15,9, 17,4,
18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene al menos tres picos de XRPD,
en términos de 2-theta (z+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6, 15,9, 17,4,
18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6,
15,9, 17,4, 18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene al menos cinco picos de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6, 15,9, 17,4,
18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene al menos diez picos de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6, 15,9, 17,4,
18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene un patrén de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 7.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene un pico endotérmico con una
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temperatura de inicio (x 3°C) a 160,4°C y una temperatura maxima (x 3°C) a 163,4°C.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene un termograma de DSC como
se muestra sustancialmente en la FIG. 8.

En algunas modalidades, la sal de dibesilato tiene un termograma de TGA como
se muestra sustancialmente en la FIG. 9.

En algunas modalidades, la sal es una sal de monomesilato del compuesto de
Foérmula (1). En algunas modalidades,la sal de monomesilato es cristalina.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene al menos un pico de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene un patron de XRPD como
se muestra sustancialmente en la FIG. 10.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene un primer pico endotérmico
con una temperatura maxima (+ 3°C) a 61,1°C y un segundo pico endotérmico con una
temperatura de inicio (+ 3°C) a 134,4°C y una temperatura maxima (x 3°C) a 150,1°C.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene un termograma de DSC
como se muestra sustancialmente en la FIG. 11.

En algunas modalidades, la sal de monomesilato tiene un termograma de TGA
como se muestra sustancialmente en la FIG. 12.

En algunas modalidades, la sal es una sal de ditosilato del compuesto de Férmula

(). En algunas modalidades, la sal de ditosilato es cristalina.
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En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene al menos un pico de XRPD, en
términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7, 13,9, 16,2,
18,8y 20,6.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene al menos dos picos de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7, 13,9,
16,2, 18,8 y 20,6.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene al menos tres picos de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7, 13,9,
16,2, 18,8 y 20,6.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene al menos cuatro picos de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7, 13,9,
16,2, 18,8 y 20,6.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene al menos cinco picos de XRPD,
en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7, 13,9,
16,2, 18,8y 20,6.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene al menos ocho picos de XRPD,
en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7, 13,9,
16,2, 18,8y 20,6.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 13.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene un pico exotérmico con una
temperatura de inicio (x 3 °C) a 99,6 °C y una temperatura maxima (+ 3 °C) a 110,5°C, y
un pico endotérmico con una temperatura de inicio (£ 3 °C) a 216,1 °C y una temperatura
maxima (z+ 3°C) de 218,7°C.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene un termograma de DSC como
se muestra sustancialmente en la FIG. 14.

En algunas modalidades, la sal de ditosilato tiene un termograma de TGA como
se muestra sustancialmente en la FIG. 15.

En algunas modalidades, la sal es una sal de monoclorhidrato del compuesto de
Foérmula (1). En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato es cristalina.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene al menos un pico de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.
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En algunas modalidades, la sal de monaoclorhidrato tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene un patrén de XRPD
como se muestra sustancialmente en la FIG. 16.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene un pico endotérmico con
una temperatura de inicio (x 3°C) a 196,0°C y una temperatura maxima (x 3°C) a
212,2°C.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene un termograma de DSC
como se muestra sustancialmente en la FIG. 17.

En algunas modalidades, la sal de monoclorhidrato tiene un termograma de TGA
como se muestra sustancialmente en la FIG. 18.

En algunas modalidades, la sal es una sal de diclorhidrato del compuesto de
Foérmula (1). En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato es cristalina.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene al menos un pico de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0, 14,0, 15,2,
19,9, 21,8, 22,3y 24,8.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3 y 24,8.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3 y 24,8.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3 y 24,8.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene al menos cinco picos de
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XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3 y 24,8.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3 y 24,8.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene un patrén de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 19.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene un pico endotérmico con una
temperatura de inicio (+ 3°C) a 182,1°C y una temperatura méaxima (+ 3°C) a 206,4°C.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene un termograma de DSC
como se muestra sustancialmente en la FIG. 20.

En algunas modalidades, la sal de diclorhidrato tiene un termograma de TGA
como se muestra sustancialmente en la FIG. 21.

Las diferentes formas de la misma sustancia tienen diferentes propiedades a
granel relacionadas, por ejemplo, con la higroscopicidad, la solubilidad, la estabilidad y
similares. Las formas con puntos de fusién altos a menudo tienen una buena estabilidad
termodinamica, lo que es ventajoso para prolongar la vida util de las formulaciones de
farmacos que contienen la forma soélida. Las formas con puntos de fusibn mas bajos a
menudo son menos termodinamicamente estables, pero son ventajosos en cuanto a que
tienen una mayor solubilidad en agua, lo que se traduce en una mayor biodisponibilidad
del farmaco. Las formas que son débilmente higroscépicas son deseables por su
estabilidad al calor y la humedad y son resistentes a la degradacion durante el
almacenamiento prolongado.

En algunas modalidades, la forma sélida o la sal del compuesto de Formula (1)
proporcionada en este documento es cristalina. Como se usa en el presente documento,
«cristalina» se refiere a una determinada configuracién de red de una sustancia cristalina.
Diferentes formas cristalinas de la misma sustancia tipicamente tienen diferentes redes
cristalinas (por ejemplo, celdas unitarias) que se atribuyen a diferentes propiedades
fisicas que son caracteristicas de cada una de las formas cristalinas. En algunos casos,
diferentes configuraciones de red tienen diferente contenido de agua o disolvente.

Como se usa en el presente documento, «suspension» se refiere a la formacion
de una mezcla de materia insoluble en un liquido.

La forma solida y las formas de sales se pueden identificar mediante métodos de
caracterizacion del estado sélido, como la difraccién de rayos X en polvo (XRPD). Otros
métodos de caracterizacion, como la calorimetria diferencial de barrido (DSC), el andlisis

termogravimétrico (TGA), la sorcién dinamica de vapor (DVS), RMN del estado sélido y
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similares, ayudan aun mas a identificar la forma, asi como a determinar la estabilidad y el
contenido de disolvente/agua.

Un patrén de reflejos XRPD (picos) generalmente se considera una composicion
Unica de una forma sélida particular. Es bien sabido que las intensidades relativas de los
picos de XRPD pueden variar ampliamente segun, entre otras cosas, la técnica de
preparacion de la muestra, la distribucién del tamafio del cristal, los diversos filtros
utilizados, el procedimiento de montaje de la muestra y el instrumento particular
empleado. En algunos casos, se pueden observar picos nuevos 0 desaparecer picos
existentes, segun el tipo de instrumento o las configuraciones. Como se usa en la
presente, el término «pico» se refiere a un reflejo que tiene una altura/intensidad relativa
de por lo menos aproximadamente 4 % de la altura/intensidad pico maxima. Ademas, la
variacion del instrumento y otros factores pueden afectar los valores de 2-theta. Por lo
tanto, las asignaciones de picos, como las que se informan en este documento, pueden
variar en mas o menos alrededor de 0,2 ° (2-theta), y las expresiones «sustancialmente»
y «alrededor de», como se usa en el contexto de XRPD en este documento, pretende
abarcar las variaciones mencionadas anteriormente.

Del mismo modo, las lecturas de temperatura en relacién con DSC, TGA u otros
experimentos térmicos pueden variar alrededor de +3 °C dependiendo del instrumento,
configuraciones particulares, preparaciéon de la muestra, etc. Por consiguiente, se
entiende que una forma sélida o una sal que se informan en el presente documento como
gue tienen el termograma de DSC «sustancialmente» como se muestra en cualquiera de
las Figuras o la expresion «alrededor de» se adaptan a dicha variacion.

En algunas modalidades, la forma sélida o las sales descritas en el presente
documento estan sustancialmente aisladas. Por «sustancialmente aislado» se entiende
gue la forma sélida o las sales estan al menos parcial o sustancialmente separadas del
entorno donde se formaron o se detectaron. La separacion parcial puede incluir, por
ejemplo, una composicién enriquecida en la forma sélida o las sales que se describen en
la presente memoria. La separacién sustancial puede incluir composiciones que
contienen al menos alrededor de 50 %, al menos alrededor de 60 %, al menos alrededor
de 70 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor
de 95 %, al menos alrededor de 97 % o al menos alrededor de 99 % en peso de la forma

sélida o las sales que se describen en la presente memoria.

Procesos de elaboracion
La presente solicitud proporciona ademas un proceso para preparar una forma

sélida, que es la Forma I, que comprende enfriar una solucién del compuesto de Formula
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(1) en un componente disolvente que comprende etanol y agua.

En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de
5 % a alrededor de 20 % de agua y de alrededor de 80 % a alrededor de 95 % de etanol.
En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 5% a
alrededor de 10 % de agua y de alrededor de 90 % a alrededor de 95 % de etanol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende alrededor de 6 % de agua y
alrededor de 94 % de etanol. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende alrededor de 10 % de agua y alrededor de 90 % de etanol.

En algunas modalidades, la solucion se enfria a una temperatura de 0°C + 3°C.

En algunas modalidades, la soluciéon se prepara calentando una suspension del
compuesto de Formula (1) en el componente disolvente antes de dicho enfriamiento.

La presente solicitud proporciona ademas un proceso para preparar una forma
sélida, que es la Forma Il, que comprende evaporar a 25 °C una solucién del compuesto
de Formula (1) en un disolvente seleccionado de CH,Cl,, CH3sCN, EtOH e IPA. En algunas
modalidades, el disolvente es CH,Cl,. En algunas modalidades, el disolvente es CH3CN.
En algunas modalidades, el disolvente es EtOH. En algunas modalidades, el disolvente
es IPA.

La presente solicitud proporciona ademas un proceso para preparar una forma
sé6lida, que es la Forma lll, que comprende evaporar a 25 °C una solucién del compuesto
de Formula (1) en 1,4-dioxano.

También se proporciona un proceso para preparar la Forma Il que comprende
preparar una solucion saturada o casi saturada del compuesto de Férmula (I) en 1,4-
dioxano a 25 °C; inactivar por enfriamiento de la solucion a una temperatura de alrededor
de -20 °C a alrededor de -30 °C; y precipitar la forma sélida, que es la Forma lll.

La presente solicitud proporciona ademas un proceso para preparar una forma de
sal del compuesto de Férmula (1), que se selecciona de una sal de monomaleato, una sal
de dibesilato, una sal de monomesilato, una sal de ditosilato, una sal de monoclorhidrato
y una sal de diclorhidrato.

En la presente solicitud se proporciona un proceso para preparar una sal de
monomaleato de un compuesto de Foérmula (I), que comprende hacer reaccionar el
compuesto de Formula () con acido maleico. En algunas modalidades, se utilizan
alrededor de 1 equivalente a alrededor de 2 equivalentes de &cido maleico en relacién
con 1 equivalente del compuesto de Férmula (I). En algunas modalidades, se utilizan
alrededor de 1 equivalente a alrededor de 1,5 equivalentes de acido maleico en relacion
con 1 equivalente del compuesto de Férmula (I). En algunas modalidades, se utilizan

alrededor de 1 equivalente a alrededor de 1,2 equivalentes de acido maleico en relacién
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con 1 equivalente del compuesto de Férmula (I). En algunas modalidades, la reaccion del
compuesto de Formula (I) con el acido maleico se realiza en un componente disolvente.
En algunas modalidades, el componente disolvente comprende un alcohol y un alcano
halogenado. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor
de 30 % a alrededor de 70 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 30 % a
alrededor de 70 % en peso de un alcohol. En algunas modalidades, el componente
disolvente comprende de alrededor de 40 % a alrededor de 60 % en peso de un alcano
halogenado y de alrededor de 40 % a alrededor de 60 % en peso de un alcohol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 45 % a
alrededor de 55 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 45 % a alrededor
de 55 % en peso de un alcohol. En algunas modalidades, el alcano halogenado es un
alcano clorado. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
diclorometano y metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de diclorometano y de alrededor de
30 % a alrededor de 70 % en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente
disolvente comprende de alrededor de 40 % a alrededor de 50% en peso de
diclorometano y de alrededor de 40 % a alrededor de 50 % en peso de metanol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 45 % a
alrededor de 55 % en peso de diclorometano y de alrededor de 45 % a alrededor de 55 %
en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
diclorometano y metanol 1:1.

En algunas modalidades, después de dicha reaccién del compuesto de Férmula
() con el acido maleico, el proceso comprende ademas eliminar el componente
disolvente y luego suspender el producto de dicha reaccion en acetona.

En algunas modalidades, el proceso para preparar una sal de monomaleato del
compuesto de Férmula (I) comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula (I) con
acido maleico en un componente disolvente que comprende diclorometano y metanol, y
luego evaporar el componente disolvente. En algunas modalidades, el componente
disolvente comprende diclorometano y metanol 1:1. En algunas modalidades, el
compuesto de Férmula (I) se disuelve en el componente disolvente antes de la adicién
del acido maleico. En algunas modalidades, el componente disolvente se evapora de la
solucion a temperatura ambiente. En algunas modalidades, la solucion se evapora hasta
sequedad. En algunas modalidades, la evaporacion del componente disolvente da como
resultado un sélido. En algunas modalidades, se agrega acetona al solido resultante,
seguido de filtracion.

En la presente solicitud se proporciona un proceso para preparar una sal de
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dibesilato de un compuesto de Férmula (I), que comprende hacer reaccionar el
compuesto de Férmula (I) con &cido bencenosulfénico. En algunas modalidades, se
utiizan alrededor de 1 equivalente a alrededor de 2 equivalentes de &cido
bencenosulfénico en relacion con 1 equivalente del compuesto de Formula (l). En
algunas modalidades, se utlizan alrededor de 1 equivalente a alrededor de 1,5
equivalentes de &cido bencenosulfénico en relacion con 1 equivalente del compuesto de
Formula (1). En algunas modalidades, se utilizan alrededor de 1 equivalente a alrededor
de 1,2 equivalentes de &acido bencenosulfonico en relacion con 1 equivalente del
compuesto de Formula (l). En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de
Foérmula (1) con el acido bencenosulfénico se lleva a cabo en un componente disolvente.
En algunas modalidades, el componente disolvente comprende un alcohol y un alcano
halogenado. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor
de 30 % a alrededor de 70 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 30 % a
alrededor de 70 % en peso de un alcohol. En algunas modalidades, el componente
disolvente comprende de alrededor de 40 % a alrededor de 60 % en peso de un alcano
halogenado y de alrededor de 40 % a alrededor de 60 % en peso de un alcohol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 45 % a
alrededor de 55 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 45 % a alrededor
de 55 % en peso de un alcohol. En algunas modalidades, el alcano halogenado es un
alcano clorado. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
diclorometano y metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de diclorometano y de alrededor de
30 % a alrededor de 70 % en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente
disolvente comprende de alrededor de 40 % a alrededor de 50% en peso de
diclorometano y de alrededor de 40 % a alrededor de 50 % en peso de metanol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 45 % a
alrededor de 55 % en peso de diclorometano y de alrededor de 45 % a alrededor de 55 %
en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
diclorometano y metanol 1:1.

En algunas modalidades, después de dicha reaccién del compuesto de Férmula
(I) con el acido bencenosulfonico, el proceso comprende ademas eliminar el componente
disolvente y luego suspender el producto de dicha reaccion en acetonitrilo.

En algunas modalidades, después de dicha reaccion del compuesto de Férmula
(I) con el acido bencenosulfonico, el proceso comprende ademas eliminar el componente
disolvente y luego suspender el producto de dicha reaccién en acetona.

En algunas modalidades, el proceso para preparar una sal de dibesilato del
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compuesto de Formula () comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula (I) con
acido bencenosulfénico en un componente disolvente que comprende diclorometano y
metanol, y luego evaporar el componente disolvente. En algunas modalidades, el
componente disolvente comprende diclorometano y metanol 1:1. En algunas
modalidades, el compuesto de Férmula (l) se disuelve en el componente disolvente antes
de la adicién del &cido bencenosulfonico. En algunas modalidades, el componente
disolvente se evapora de la solucion a temperatura ambiente. En algunas modalidades, la
solucion se evapora hasta un primer aceite. En algunas modalidades, se agrega
acetonitrilo al primer aceite y la solucion se evapora hasta un segundo aceite. En algunas
modalidades, el acetonitrilo se evapora de la soluciébn a temperatura ambiente. En
algunas modalidades, se agrega acetona al segundo aceite para formar una solucién y la
solucion se suspende hasta convertirse en sélido. En algunas modalidades, la solucion se
suspende a temperatura ambiente. En algunas modalidades, se filtra el sélido.

En la presente solicitud se proporciona un proceso para preparar una sal de
monomesilato de un compuesto de Férmula (I), que comprende hacer reaccionar el
compuesto de Férmula (I) con acido metanosulfénico. En algunas modalidades, se
utiizan alrededor de 1 equivalente a alrededor de 2 equivalentes de &acido
metanosulfénico en relacion con 1 equivalente del compuesto de Férmula (). En algunas
modalidades, se utilizan alrededor de 1 equivalente a alrededor de 1,5 equivalentes de
acido metanosulfénico en relacién con 1 equivalente del compuesto de Férmula (I). En
algunas modalidades, se utilizan alrededor de 1 equivalente a alrededor de 1,2
equivalentes de acido metanosulfénico en relacién con 1 equivalente del compuesto de
Foérmula (I). En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Férmula (I) con el
acido metanosulfénico se lleva a cabo en un componente disolvente. En algunas
modalidades, el componente disolvente comprende un alcohol y un alcano halogenado.
En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 30 % a
alrededor de 70 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 30 % a alrededor
de 70 % en peso de un alcohol. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende de alrededor de 40 % a alrededor de 60 % en peso de un alcano halogenado
y de alrededor de 40 % a alrededor de 60 % en peso de un alcohol. En algunas
modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 45 % a alrededor de
55 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 45 % a alrededor de 55 % en
peso de un alcohol. En algunas modalidades, el alcano halogenado es un alcano clorado.
En algunas modalidades, el componente disolvente comprende diclorometano y metanol.
En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 30 % a

alrededor de 70 % en peso de diclorometano y de alrededor de 30 % a alrededor de 70 %
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en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de
alrededor de 40 % a alrededor de 50 % en peso de diclorometano y de alrededor de 40 %
a alrededor de 50 % en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente
disolvente comprende de alrededor de 45% a alrededor de 55% en peso de
diclorometano y de alrededor de 45 % a alrededor de 55 % en peso de metanol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende diclorometano y metanol 1:1.

En algunas modalidades, después de dicha reaccién del compuesto de Férmula
(I) con el &cido metanosulfénico, el proceso comprende ademas eliminar el componente
disolvente y luego suspender el producto de dicha reaccion en acetona.

En algunas modalidades, el proceso para preparar una sal de monomesilato del
compuesto de Férmula (I) comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula (I) con
acido metanosulfénico en un componente disolvente que comprende diclorometano y
metanol, y luego evaporar el componente disolvente. En algunas modalidades, el
componente disolvente comprende diclorometano y metanol 1:1. En algunas
modalidades, el compuesto de Férmula (1) se disuelve en el componente disolvente antes
de la adicion del acido metanosulfénico. En algunas modalidades, el componente
disolvente se evapora de la solucién a temperatura ambiente. En algunas modalidades, la
solucion se evapora hasta un aceite. En algunas modalidades, se agrega acetona al
aceite para formar una solucién y la solucién se suspende hasta convertirse en sélido. En
algunas modalidades, la solucion se suspende a temperatura ambiente. En algunas
modalidades, se filtra el sélido.

En la presente solicitud se proporciona un proceso para preparar una sal de
ditosilato de un compuesto de Férmula (1), que comprende hacer reaccionar el compuesto
de Formula (I) con &cido p-toluenosulfénico. En algunas modalidades, el acido p-
toluenosulfénico es el monohidrato. En algunas modalidades, se utilizan alrededor de 1
equivalente a alrededor de 2 equivalentes de acido p-toluenosulfénico en relaciéon con 1
equivalente del compuesto de Férmula (). En algunas modalidades, se utilizan alrededor
de 1 equivalente a alrededor de 1,5 equivalentes de acido p-toluenosulfénico en relacion
con 1 equivalente del compuesto de Férmula (I). En algunas modalidades, se utilizan
alrededor de 1 equivalente a alrededor de 1,2 equivalentes de acido p-toluenosulfénico
en relacién con 1 equivalente del compuesto de Formula (I). En algunas modalidades, la
reaccion del compuesto de Formula (1) con el &cido p-toluenosulfénico se lleva a cabo en
un componente disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende un alcohol y un alcano halogenado. En algunas modalidades, el componente
disolvente comprende de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de un alcano

halogenado y de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de un alcohol. En
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algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 40 % a
alrededor de 60 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 40 % a alrededor
de 60 % en peso de un alcohol. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende de alrededor de 45 % a alrededor de 55 % en peso de un alcano halogenado
y de alrededor de 45 % a alrededor de 55 % en peso de un alcohol. En algunas
modalidades, el alcano halogenado es un alcano clorado. En algunas modalidades, el
componente disolvente comprende diclorometano y metanol. En algunas modalidades, el
componente disolvente comprende de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de
diclorometano y de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de metanol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 40 % a
alrededor de 50 % en peso de diclorometano y de alrededor de 40 % a alrededor de 50 %
en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de
alrededor de 45 % a alrededor de 55 % en peso de diclorometano y de alrededor de 45 %
a alrededor de 55 % en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente
disolvente comprende diclorometano y metanol 1:1.

En algunas modalidades, después de dicha reaccién del compuesto de Férmula
(I) con el acido p-toluenosulfénico, el proceso comprende ademas eliminar el componente
disolvente y luego suspender el producto de dicha reaccion en acetonitrilo.

En algunas modalidades, después de dicha reaccién del compuesto de Férmula
(1) con el acido p-toluenosulfénico, el proceso comprende ademas eliminar el componente
disolvente y luego suspender el producto de dicha reaccion en acetona.

En algunas modalidades, el proceso para preparar una sal de ditosilato del
compuesto de Férmula (I) comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula (I) con
acido p-toluenosulfénico monohidrato en un componente disolvente que comprende
diclorometano y metanol, y luego evaporar el componente disolvente. En algunas
modalidades, el componente disolvente comprende diclorometano y metanol 1:1. En
algunas modalidades, el compuesto de Foérmula () se disuelve en el componente
disolvente antes de la adicion del acido p-toluenosulfonico monohidrato. En algunas
modalidades, el componente disolvente se evapora de la solucibn a temperatura
ambiente. En algunas modalidades, la solucién se evapora hasta un aceite. En algunas
modalidades, se agrega acetonitrilo al primer aceite y la solucidon se evapora hasta un
aceite/semisolido. En algunas modalidades, el acetonitrilo se evapora de la solucion a
temperatura ambiente. En algunas modalidades, se agrega acetona al aceite/semisolido
para formar una solucién y la soluciébn se suspende hasta convertirse en sdlido. En
algunas modalidades, la solucion se suspende a temperatura ambiente. En algunas

modalidades, se filtra el sélido.
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En la presente solicitud se proporciona un proceso para preparar una sal de
monoclorhidrato de un compuesto de Formula (I), que comprende hacer reaccionar el
compuesto de Férmula (I) con acido clorhidrico. En algunas modalidades, se utilizan
alrededor de 1 equivalente a alrededor de 2 equivalentes de acido maleico en relaciéon
con 1 equivalente del compuesto de Férmula (I). En algunas modalidades, se utilizan
alrededor de 1 equivalente a alrededor de 1,5 equivalentes de &cido clorhidrico en
relacion con 1 equivalente del compuesto de Formula (l). En algunas modalidades, se
utilizan alrededor de 1 equivalente a alrededor de 1,2 equivalentes de &cido clorhidrico en
relacion con 1 equivalente del compuesto de Férmula (l). En algunas modalidades, la
reaccion del compuesto de Férmula (I) con el acido clorhidrico se realiza en un
componente disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
un alcohol y un alcano halogenado. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de un alcano halogenado
y de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de un alcohol. En algunas
modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 40 % a alrededor de
60 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 40 % a alrededor de 60 % en
peso de un alcohol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de
alrededor de 45 % a alrededor de 55 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor
de 45 % a alrededor de 55 % en peso de un alcohol. En algunas modalidades, el alcano
halogenado es un alcano clorado. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende diclorometano y metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de diclorometano y de
alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de metanol. En algunas modalidades, el
componente disolvente comprende de alrededor de 40 % a alrededor de 50 % en peso de
diclorometano y de alrededor de 40 % a alrededor de 50 % en peso de metanol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 45 % a
alrededor de 55 % en peso de diclorometano y de alrededor de 45 % a alrededor de 55 %
en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
diclorometano y metanol 1:1.

En algunas modalidades, después de dicha reaccién del compuesto de Férmula
() con el &cido clorhidrico, el proceso comprende ademas eliminar el componente
disolvente y luego suspender el producto de dicha reaccion en acetona.

En algunas modalidades, el proceso para preparar una sal de monoclorhidrato del
compuesto de Férmula (I) comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula (I) con
alrededor de 1 a alrededor de 1,5 equivalentes de acido clorhidrico en un componente

disolvente que comprende diclorometano y metanol, y luego evaporar el componente
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disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende diclorometano
y metanol 1:1. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (I) se disuelve en el
componente disolvente antes de la adicion del &cido clorhidrico. En algunas modalidades,
el acido clorhidrico es acido clorhidrico acuoso 6 M. En algunas modalidades, el
componente disolvente se evapora de la solucién a temperatura ambiente. En algunas
modalidades, la solucion se evapora hasta sequedad. En algunas modalidades, la
evaporacion del componente disolvente da como resultado un sélido.

En la presente solicitud se proporciona un proceso para preparar una sal de
diclorhidrato de un compuesto de Férmula (I), que comprende hacer reaccionar el
compuesto de Formula (I) con acido clorhidrico. En algunas modalidades, se utilizan
alrededor de 2 equivalente a alrededor de 3 equivalentes de acido clorhidrico en relacién
con 1 equivalente del compuesto de Férmula (I). En algunas modalidades, se utilizan
alrededor de 2 equivalentes a alrededor de 2,5 equivalentes de acido clorhidrico en
relaciébn con 1 equivalente del compuesto de Férmula (I). En algunas modalidades, se
utilizan alrededor de 2 equivalentes a alrededor de 2,2 equivalentes de acido clorhidrico
en relacién con 1 equivalente del compuesto de Formula (1). En algunas modalidades, la
reacciéon del compuesto de Foérmula (I) con el acido clorhidrico se realiza en un
componente disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
un alcohol y un alcano halogenado. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de un alcano halogenado
y de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de un alcohol. En algunas
modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 40 % a alrededor de
60 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor de 40 % a alrededor de 60 % en
peso de un alcohol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende de
alrededor de 45 % a alrededor de 55 % en peso de un alcano halogenado y de alrededor
de 45 % a alrededor de 55 % en peso de un alcohol. En algunas modalidades, el alcano
halogenado es un alcano clorado. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende diclorometano y metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente
comprende de alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de diclorometano y de
alrededor de 30 % a alrededor de 70 % en peso de metanol. En algunas modalidades, el
componente disolvente comprende de alrededor de 40 % a alrededor de 50 % en peso de
diclorometano y de alrededor de 40 % a alrededor de 50 % en peso de metanol. En
algunas modalidades, el componente disolvente comprende de alrededor de 45 % a
alrededor de 55 % en peso de diclorometano y de alrededor de 45 % a alrededor de 55 %
en peso de metanol. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende

diclorometano y metanol 1:1.
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En algunas modalidades, después de dicha reaccién del compuesto de Férmula
() con el &cido clorhidrico, el proceso comprende ademas eliminar el componente
disolvente y luego suspender el producto de dicha reaccion en acetona.

En algunas modalidades, el proceso para preparar una sal de diclorhidrato del
compuesto de Férmula (I) comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula (I) con
alrededor de equivalentes a alrededor de 2,5 equivalentes de &cido clorhidrico en un
componente disolvente que comprende diclorometano y metanol, y luego evaporar el
componente disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente comprende
diclorometano y metanol 1:1. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (I) se
disuelve en el componente disolvente antes de la adiciobn del acido clorhidrico. En
algunas modalidades, el acido clorhidrico es &acido clorhidrico acuoso 6 M. En algunas
modalidades, el componente disolvente se evapora de la solucibn a temperatura
ambiente. En algunas modalidades, la solucién se evapora hasta sequedad.

En algunas modalidades, se agrega acetona al sdlido resultante, seguido de
filtracion.

La presente solicitud también proporciona procesos para preparar un compuesto
de Férmula (I), o una forma sdélida o una sal de este. Por consiguiente, la presente
solicitud proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula (l) o una de sus
sales farmacéuticamente aceptables; una forma sélida del compuesto de Férmula (1), que
es la Forma |, la Forma Il o la Forma lll; o cualquiera de las sales del compuesto de

Férmula (1) como se describe en el presente documento, que comprende:

G

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1c¢):

s UN=\ X'
°N (1c),

con un compuesto de Férmula (1b):
_SO,M
N~oo2Ne

(3)(R

HoN
(1b),
0 una de sus sales, a través de una reaccion de acoplamiento de Buchwald, para formar

un compuesto de Férmula (1a):
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( 0./
O\( J /S\\O

N N

] O 9

N

%N @){

»~—NH
NN (1a),

en donde X! es halo.

En algunas modalidades, X* es Br.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1b), o la sal de este, es la sal
de HCI. En algunas modalidades, la reaccién de acoplamiento de Buchwald comprende
hacer reaccionar el compuesto de Férmula (1c) con el compuesto de Férmula (1b), o la
sal de este, en presencia de un catalizador o precatalizador de Buchwald y una base.

En algunas modalidades, el catalizador o precatalizador de Buchwald es un
catalizador de paladio. En algunas modalidades, el catalizador o precatalizador de
paladio es [(2-di-terc-butilfosfino-3,6-dimetoxi-2',4",6"-triisopropil-1,1"-bifenil)-2-(2'-amino-
1,1'-bifenil)]paladio(ll) metanosulfonato (t-BuBrett Phos Pd G3), [tBuBrettPhos Pd(alil)|OTf
(Pd-175), cloro(2-diciclohexilfosfino-2',4',6'-triisopropil-1,1'-bifenil)[2-(2"-amino-1,1'"-
bifenil)]paladio(ll) (XPhos-Pd-G2), [(4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilxanteno)-2-(2'-amino-
1,1"-bifenil)]paladio(ll) metanosulfonato (XantPhos Pd G3), tBuBrettPhos Pd G3, SPhos
Pd G3, cataCXium® A Pd G3, BrettPhos Pd G3, tBuXPhos Pd G3, [(1,3,5,7-tetrametil-6-
fenil-2,4,6-trioxa-6-fosfaadamantano)-2-(2'-amino-1,1'"-bifenil)]paladio(ll) metanosulfonato,
JackiePhos Pd G3, CPhos Pd G3, RuPhos Pd G3, APhos Pd G3, RockPhos Pd G3,
AdBrettPhos Pd G3, Neopentil(t-Bu)2P Pd G3, TrixiePhos Pd G3, N-XantPhos Pd G3,
DTBPF-Pd-G3, DPPF Pd G3, DavePhos-Pd-G3, (t-Bu).PhP Pd G3, rac-BINAP-Pd-G3,
CyJohnPhos Pd G3, MorDalphos Pd G3, Josiphos SL-J009-1 Pd G3, P(Cys) Pd G3,
Me3(OMe)tBuXPhos-Pd-G3, 4MetBuXPhos Pd G3, (t-Bu)PhCPhos Pd G3, CyJohnPhos
Pd G3, mesil[(tri-t-butilfosfina)-2-(2-aminobifenil)]paladio(ll), DTBPF-Pd-G3, P(o-tol); Pd
G3, VPhos Pd G3, QPhos Pd G3, RuPhos Pd G4, SPhos Pd G4, BrettPhos Pd G4,
XPhos Pd G4, APhos Pd G4, rac-BINAP Pd G4, P(t-Bu); Pd G4, (t-Bu)PhCPhos Pd G4,
cataCXium Pd G4, CPhos Pd G4, CyJohnPhos Pd G4, DavePhos Pd G4, DPPF Pd G4,
EPhos Pd G4, MorDalPhos Pd G4, neopentil(tBu)2P Pd G4, PCy; Pd G4, (tBu).PMe Pd
G4, (tBu).PPh Pd G4, 1,3,5,7-tetrametil-6-fenil-2,4,6-trioxa-6-fosfaadamantano Pd G4,
(R)-ToIBINAP Pd G4, VPhos Pd G4, XantPhos Pd G4, N-XantPhos Pd G4, t-BuDavePhos
Pd G4, XPhos Pd G2, RuPhos Pd G2, SPhos Pd G2, dicloruro de
bis(trifenilfosfina)paladio(ll), tBuXPhos Pd G1, aducto de RuPhos Pd G1 metil t-butil éter,
complejo de aducto de SPhos Pd G1 metil t-butil éter, complejo de 2'-(dimetilamino)-2-

bifenililo y dinorbornilfosfina de cloruro de paladio(ll), cloro(n2-P,C-tris(2,4-di-terc-
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butilfenil)fosfito)(triciclohexilfosfine)paladio(ll), dimero de di-u-clorobis[5-cloro-2-[(4-
clorofenil)(hidroxiimino-kN)metil]fenil-kC]paladio, DavePhos Pd G2,
(Ad-BippyPhos),PdCl;, APhos Pd G2, sSPhos Pd G2, P(t-Bu); Pd G3, aducto de
BrettPhos Pd G1 metil t-butil éter, dicloro[2-(4,5-dihidro-2-oxazolil)quinolina]paladio(ll),
salicilaldehido tiosemicarbazona paladio(ll) cloruro, XPhos Pd G1, cloruro de
bis[(diciclohexil)(4-dimetilaminofenil)fosfina] paladio(ll), bis(di-terc-butil(4-
dimetilaminofenil)fosfina)dicloropaladio(ll),  dimero  de  di-p-clorobis[5-hidroxi-2-[1-
(hidroxiimino-kN)etillfenil-kC]paladio(ll), acetato de 2-(2'-di-terc-
butilfosfina)bifenilpaladio(ll) o complejo de cloruro de 2-(dimetilaminometil)ferrocen-1-il-
paladio(ll) y dinorbornilfosfina.

En algunas modalidades, el catalizador o precatalizador de paladio es XPhos Pd
G3.

En algunas modalidades, la base es un alcdxido de metal alcalino. En algunas
modalidades, la base es t-butdxido de sodio.

En algunas modalidades, se utlizan alrededor de 1 a alrededor de 1,5
equivalentes del compuesto de Formula (1b), o la sal de este, en relacién con 1
equivalente del compuesto de Formula (1c). En algunas modalidades, se utilizan
alrededor de 1,2 equivalentes del compuesto de Férmula (1b), o la sal de este, en
relacién con 1 equivalente del compuesto de Formula (1c).

En algunas modalidades, se utlizan de alrededor de 4 a alrededor de 6
equivalentes de la base en relacién con 1 equivalente del compuesto de Férmula (1c).

En algunas modalidades, se utilizan de alrededor de 0,0001 a alrededor de 0,1
equivalentes del catalizador o precatalizador de Buchwald en relaciéon con 1 equivalente
del compuesto de Férmula (1c). En algunas modalidades, se utilizan de alrededor de 0,01
a alrededor de 0,05 equivalentes del catalizador o precatalizador de Buchwald en relacién
con 1 equivalente del compuesto de Férmula (1c).

En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Férmula (1c) con el
compuesto de Férmula (1b), o la sal de este, se lleva a cabo a una temperatura de
alrededor de 80°C a alrededor de 100°C. En algunas modalidades, la reaccién del
compuesto de Férmula (1c) con el compuesto de Formula (1b), o la sal de este, se lleva a
cabo a una temperatura de alrededor de 90°C.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1c) con el
compuesto de Formula (1b), o la sal de este, se lleva a cabo en un componente
disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente para la reaccién del
compuesto de Formula (1c) con el compuesto de Férmula (1b), o la sal de este,

comprende un éter ciclico. En algunas modalidades, el componente disolvente para la
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reaccién del compuesto de Férmula (1c) con el compuesto de Formula (1b), o la sal de
este, comprende dioxano.

En algunas modalidades, el proceso comprende ademas hacer reaccionar el
compuesto de Férmula (1a) con un acido organico para formar una sal del compuesto de
Formula (1a).

En algunas modalidades, el acido organico es acido succinico.

En algunas modalidades, la sal del compuesto de Férmula (1) es una sal de acido
hemisuccinico del compuesto de Férmula (1a).

En algunas modalidades, el proceso comprende ademas hacer reaccionar el
compuesto de Foérmula (1a) con un acido succinico para formar una sal de acido
hemisuccinico del compuesto de Férmula (1a).

En algunas modalidades, se utilizan de alrededor de 2 equivalentes a alrededor
de 2,5 equivalentes de &cido succinico en relacion con 1 equivalente del compuesto de
Férmula (1a).

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1a) con el acido
succinico se realiza en un componente disolvente. En algunas modalidades, el
componente disolvente para la reacciéon del compuesto de Férmula (1a) con acido
succinico comprende acetonitrilo.

En algunas modalidades, la reacciéon del compuesto de Férmula (1a) con acido
succinico se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 50°C a alrededor de 60°C.

En algunas modalidades, el proceso comprende ademas desproteger el
compuesto de Férmula (1a), o una de sus sales, para formar el compuesto de Férmula
.

En algunas modalidades, el proceso comprende ademas desproteger el
compuesto de Formula (1a) para formar el compuesto de Férmula (1).

En algunas modalidades, la desproteccion se logra haciendo reaccionar el
compuesto de Férmula (1a) con un acido fuerte. En algunas modalidades, el acido fuerte
es acido clorhidrico.

En algunas modalidades, se utlizan de alrededor de 2 a alrededor de 3
equivalentes del acido fuerte en relacién con 1 equivalente del compuesto de Férmula
(1a).

En algunas modalidades, la desproteccion del compuesto de Férmula (1a) se lleva
a cabo a una temperatura de alrededor de 50°C a alrededor de 70°C. En algunas
modalidades, la desproteccion del compuesto de Férmula (1a) se lleva a cabo a una
temperatura de alrededor de 60°C.

En algunas modalidades, la desproteccion del compuesto de Férmula (1a) se lleva



10

15

20

25

30

30
a cabo en un componente disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente
para la desprotecciéon del compuesto de Férmula (1a) comprende un éter ciclico. En
algunas modalidades, el componente disolvente para la desproteccion del compuesto de
Férmula (1a) comprende tetrahidrofurano (THF).
En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1c) se prepara mediante un
proceso que comprende:

o

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1d):

\ (6]
N P
N )—NH;
°N (ad),

0 una de sus sales, con un agente halogenante para formar el compuesto de Formula
(1c).

En algunas modalidades, el agente halogenante es un agente de bromacion.

En algunas modalidades, el agente halogenante es Cu(X)..

En algunas modalidades, el agente halogenante es CuBr-.

En algunas modalidades, se utilizan de alrededor de 1 a alrededor de 1,5
egquivalentes de un agente halogenante en relacion con 1 equivalente del compuesto de
Férmula (1d), o la sal de este. En algunas modalidades, se utilizan de alrededor de 1 a
alrededor de 1,1 equivalentes de un agente halogenante en relacion con 1 equivalente
del compuesto de Formula (1d), o la sal de este.

En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Férmula (1d), o la sal de
este, con el agente halogenante, se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 0°C
a alrededor de 10°C. En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula
(1d), o la sal de este, con el agente halogenante se lleva a cabo a una temperatura de
alrededor de 5°C, seguida de calentamiento a temperatura ambiente.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1d), o la sal de
este, con el agente halogenante, se lleva a cabo en un componente disolvente. En
algunas modalidades, el componente disolvente para la reaccién del compuesto de
Foérmula (1d), o la sal de este, con el agente halogenante comprende acetonitrilo.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1d), o la sal de este, se
prepara mediante un proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1e):
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N S (6] (1e)

con HCI de hidroxilamina y un componente base para formar el compuesto de Férmula
(1d), o la sal de este.

En algunas modalidades, el componente base es una amina terciaria. En algunas
modalidades, la amina terciaria es etildiisopropilamina.

En algunas modalidades, se utilizan alrededor de 1 equivalente a alrededor de 2
equivalentes de HCI de hidroxilamina en relacion con alrededor de 1 equivalente del
compuesto de Férmula (1e).

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1e), o la sal de
este, con HCI de hidroxilamina y un componente base, se lleva a cabo a una temperatura
de alrededor de 40°C a alrededor de 60°C. En algunas modalidades, la reaccion del
compuesto de Formula (1e), o la sal de este, con HCI de hidroxilamina y un componente
base, se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 50°C.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1e), o la sal de
este, con HCI de hidroxilamina y un componente base, se lleva a cabo en un componente
disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente para la reaccién del
compuesto de Férmula (1e), o la sal de este, con HCI de hidroxilamina y un componente
base, comprende un alcohol. En algunas modalidades, el componente disolvente para la
reaccion del compuesto de Férmula (1e), o la sal de este, con HCI de hidroxilamina y un
componente base, comprende un alcohol. En algunas modalidades, el componente
disolvente para la reaccion del compuesto de Férmula (1e), o la sal de este, con HCI de
hidroxilamina y un componente base, comprende un alcohol.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1e) se prepara mediante un
proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1f):

\(N ] J
N = NH;

con CH3CH,OC(0O)-N=C=S para formar el compuesto de Férmula (1e).

En algunas modalidades, se usan de alrededor de 1 a alrededor de 1,5

equivalentes deCH3;CH,OC(O)-N=C=S en relacion con el compuestode Formula (1f).
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En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Formula (1f) con
CH3CH,0OC(0O)-N=C=S se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 0°C a
alrededor de 20°C, seguido de calentamiento hasta temperatura ambiente. En algunas
modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1f) con CH3CH,OC(O)-N=C=S se
lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 10°C, seguido de calentamiento hasta
temperatura ambiente.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1f) con
CHsCH>OC(O)-N=C=S se lleva a cabo en un componente disolvente. En algunas
modalidades, el componente disolvente para la reaccion del compuesto de Formula (1f)
con CHsCH,OC(O)-N=C=S comprende un éter ciclico. En algunas modalidades, el
componente disolvente para la reaccibn del compuesto de Férmula (1f) con
CH3CH>0OC(0)-N=C=S comprende dioxano.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1f) se prepara mediante un
proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1h):

/\o

Br = | NH2
SN (1,

0 una de sus sales, con un compuesto de Férmula (19):

i
N':l o

.
a%
(19),

a través de una reaccion de acoplamiento de Buchwald para formar el compuesto de
Formula (1f).

En algunas modalidades, la reaccién de acoplamiento de Buchwald comprende
hacer reaccionar el compuesto de Férmula (1h), o la sal de este, con el compuesto de
Foérmula (1g), en presencia de un catalizador o precatalizador de Buchwald y una base.

En algunas modalidades, el catalizador o precatalizador de Buchwald es un
catalizador de paladio. En algunas modalidades, el catalizador o precatalizador de
paladio es [(2-di-terc-butilfosfino-3,6-dimetoxi-2',4',6"-triisopropil-1,1"-bifenil)-2-(2'-amino-
1,1"-bifenil)]paladio(ll) metanosulfonato (t-BuBrett Phos Pd G3), [tBuBrettPhos Pd(alil)|JOTf
(Pd-175), cloro(2-diciclohexilfosfino-2',4",6'-triisopropil-1,1'-bifenil)[2-(2"-amino-1,1"-
bifenil)]paladio(ll) (XPhos-Pd-G2), [(4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilxanteno)-2-(2'-amino-
1,1"-bifenil)]paladio(ll) metanosulfonato (XantPhos Pd G3), tBuBrettPhos Pd G3, SPhos
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Pd G3, cataCXium® A Pd G3, BrettPhos Pd G3, tBuXPhos Pd G3, [(1,3,5,7-tetrametil-6-
fenil-2,4,6-trioxa-6-fosfaadamantano)-2-(2'-amino-1,1"-bifenil)]paladio(ll) metanosulfonato,
JackiePhos Pd G3, CPhos Pd G3, RuPhos Pd G3, APhos Pd G3, RockPhos Pd G3,
AdBrettPhos Pd G3, Neopentil(t-Bu)2P Pd G3, TrixiePhos Pd G3, N-XantPhos Pd G3,
DTBPF-Pd-G3, DPPF Pd G3, DavePhos-Pd-G3, (t-Bu).PhP Pd G3, rac-BINAP-Pd-G3,
CyJohnPhos Pd G3, MorDalphos Pd G3, Josiphos SL-J009-1 Pd G3, P(Cys) Pd G3,
Me3(OMe)tBuXPhos-Pd-G3, 4MetBuXPhos Pd G3, (t-Bu)PhCPhos Pd G3, CyJohnPhos
Pd G3, mesil[(tri-t-butilfosfina)-2-(2-aminobifenil)]paladio(ll), DTBPF-Pd-G3, P(o-tol);s Pd
G3, VPhos Pd G3, QPhos Pd G3, RuPhos Pd G4, SPhos Pd G4, BrettPhos Pd G4,
XPhos Pd G4, APhos Pd G4, rac-BINAP Pd G4, P(t-Bu); Pd G4, (t-Bu)PhCPhos Pd G4,
cataCXium Pd G4, CPhos Pd G4, CyJohnPhos Pd G4, DavePhos Pd G4, DPPF Pd G4,
EPhos Pd G4, MorDalPhos Pd G4, neopentil(tBu)2P Pd G4, PCy; Pd G4, (tBu).PMe Pd
G4, (tBu).PPh Pd G4, 1,3,57-tetrametil-6-fenil-2,4,6-trioxa-6-fosfaadamantano Pd G4,
(R)-ToIBINAP Pd G4, VPhos Pd G4, XantPhos Pd G4, N-XantPhos Pd G4, t-BuDavePhos
Pd G4, XPhos Pd G2, RuPhos Pd G2, SPhos Pd G2, dicloruro de
bis(trifenilfosfina)paladio(ll), tBuXPhos Pd G1, aducto de RuPhos Pd G1 metil t-butil éter,
complejo de aducto de SPhos Pd G1 metil t-butil éter, complejo de 2'-(dimetilamino)-2-
bifenililo y dinorbornilfosfina de cloruro de paladio(ll), cloro(n2-P,C-tris(2,4-di-terc-
butilfenil)fosfito)(triciclohexilfosfine)paladio(ll), dimero de di-u-clorobis[5-cloro-2-[(4-
clorofenil)(hidroxiimino-kN)metillfenil-k C]paladio, DavePhos Pd G2,
(Ad-BippyPhos).PdCl,, APhos Pd G2, sSPhos Pd G2, P(t-Bu); Pd G3, aducto de
BrettPhos Pd G1 metil t-butil éter, dicloro[2-(4,5-dihidro-2-oxazolil)quinolina]paladio(ll),
salicilaldehido tiosemicarbazona paladio(ll) cloruro, XPhos Pd G1, cloruro de
bis[(diciclohexil)(4-dimetilaminofenil)fosfina] paladio(ll), bis(di-terc-butil(4-
dimetilaminofenil)fosfina)dicloropaladio(ll), dimero  de  di-p-clorobis[5-hidroxi-2-[1-
(hidroxiimino-kN)etillfenil-kC]paladio(ll), acetato de 2-(2'-di-terc-
butilfosfina)bifenilpaladio(ll) o complejo de cloruro de 2-(dimetilaminometil)ferrocen-1-il-
paladio(ll) y dinorbornilfosfina.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1h), o la sal de este, es la sal
de HBr.

En algunas modalidades, el catalizador o precatalizador de Buchwald, presente
para la reaccion del compuesto de Férmula (1h), o la sal de este, y el compuesto de
Formula (1g), es un catalizador de paladio. En algunas modalidades, el catalizador o
precatalizador de Buchwald, presente para la reaccion del compuesto de Formula (1h), o
la sal de este, y el compuesto de Formula (1g), es metanosulfonato de (2-
diciclohexilfosfino-2',4',6'-triisopropil-1,1"-bifenil)[2-(2'-amino-1, 1"-bifenil)]paladio(ll) (XPhos
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Pd G3).

En algunas modalidades, la base, presente para la reaccién del compuesto de
Férmula (1h), o la sal de este, y el compuesto de Formula (1g), es un fosfato de metal
alcalino. En algunas modalidades, la base, presente para la reaccion del compuesto de
Formula (1h), o la sal de este, y el compuesto de Féormula (1g), es fosfato de sodio
tribasico.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1h), o la sal de
este, con el compuesto de Formula (1g), se lleva a cabo a una temperatura de alrededor
de 75°C a alrededor de 95°C. En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de
Foérmula (1h), o la sal de este, con el compuesto de Férmula (1g), se lleva a cabo a una
temperatura de alrededor de 85°C.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1h), o la sal de
este, con el compuesto de Formula (1g), se lleva a cabo en un componente disolvente.
En algunas modalidades, el componente disolvente para la reaccion del compuesto de
Férmula (1h), o la sal de este, con el compuesto de Férmula (1g) comprende agua y un
éter ciclico. En algunas modalidades, el componente disolvente para la reaccion del
compuesto de Férmula (1h), o la sal de este, con el compuesto de Formula (1g)
comprende agua y dioxano.

En algunas modalidades, se utilizan alrededor de 1 a alrededor de 1,5
equivalentes del compuesto de Férmula (1g) en relacién con 1 equivalente del compuesto
de Formula (1h).

En algunas modalidades, se utilizan de alrededor de 2 a alrededor de 4
equivalentes de la base en relacion con 1 equivalente del compuesto de Férmula (1h).

En algunas modalidades, se utilizan de alrededor de 0,0001 a alrededor de 0,1
equivalentes del catalizador o precatalizador de Buchwald en relaciéon con 1 equivalente
del compuesto de Formula (1h). En algunas modalidades, se utilizan de alrededor de
0,001 a alrededor de 0,005 equivalentes del catalizador o precatalizador de Buchwald en
relacion con 1 equivalente del compuesto de Férmula (1h).

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1h), o la sal de este, se
prepara mediante un proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1i):

OH

Bro A\ NH,

N

(1),
0 una sal de este, con un haluro de etilo en presencia de una base para formar el

compuesto de Férmula (1h), o la sal de este.



10

15

20

25

30

35

En algunas modalidades, el haluro de etilo es yoduro de etilo.

En algunas modalidades, se utilizan alrededor de 1 equivalente a alrededor de 2
equivalentes del haluro de etilo en relacién con el compuesto de Férmula (1i), o la sal de
este.

En algunas modalidades, se utilizan alrededor de 2 equivalente a alrededor de 3
equivalentes de la base en relacion con el compuesto de Férmula (1i), o la sal de este.

En algunas modalidades, la base presente para la reaccion del compuesto de
Formula (1i), o la sal de este, con el haluro de etilo es una base de carbonato. En algunas
modalidades, la base de carbonato es carbonato de cesio. En algunas modalidades, el
compuesto de Foérmula (1i), o la sal de este, es una sal de HBr.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (1i), o la sal de
este, con el haluro de etilo, se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 55°C a
alrededor de 80°C. En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Formula (1i),
o la sal de este, con el haluro de etilo, se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de
65°C a alrededor de 70°C.

En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Férmula (1i), o la sal de
este, con el haluro de etilo, se lleva a cabo en un componente disolvente. En algunas
modalidades, el componente disolvente para la reaccion del compuesto de Férmula (1i), o
la sal de este, con el haluro de etilo comprende acetonitrilo.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1¢) se prepara mediante un
proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (2a):

J

O
_N
s
°N (2a),

con un compuesto de Férmula (2b):

L1
N OT (ab),

para formar el compuesto de Férmula (1c), en presencia de un catalizador de Suzuki y

Br —

™

una base, en donde X! es halo.
En algunas modalidades, X* es Br.
En algunas modalidades, se utilizan alrededor de 1 a alrededor de 1,5

equivalentes del compuesto de Férmula (2b) en relacién con 1 equivalente del compuesto
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de Formula (2a).

En algunas modalidades, el catalizador de Suzuki es un catalizador de paladio. En
algunas modalidades, el catalizador de Suzuki se forma a partir de una mezcla de un
ligando de fosfina y un compuesto de paladio (II). En algunas modalidades, el catalizador
de Suzuki se forma a partir de una mezcla de CataCXium Ay acetato de paladio.

En algunas modalidades, la base, presente para la reaccion del compuesto de
Formula (2a) y el compuesto de Férmula (2b), es un fosfato de metal alcalino. En algunas
modalidades, la base, presente para la reaccion del compuesto de Férmula (2a) y el
compuesto de Formula (2b), es fosfato de sodio tribasico.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Formula (2a) con el
compuesto de Formula (2b) se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 40°C a
alrededor de 60°C. En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (2a)
con el compuesto de Férmula (2b) se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de
50°C.

En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Formula (2a) con el
compuesto de Formula (2b), se lleva a cabo en un componente disolvente. En algunas
modalidades, el componente disolvente para la reaccién del compuesto de Férmula (2a)
con el compuesto de Férmula (2b) comprende un éter ciclico. En algunas modalidades, el
componente disolvente para la reaccion del compuesto de Férmula (2a) con el
compuesto de Férmula (2b) comprende dioxano.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1b), o la sal de este, se
prepara mediante un proceso que comprende:

reducir un compuesto de Formula (3a):

/SOZMe
. N
: (s)
R,
H (3a),

para formar el compuesto de Férmula (1b), o la sal de este.

En algunas modalidades, la reduccién se logra haciendo reaccionar el compuesto
de Férmula (3a) con hidrogeno gaseoso en presencia de un catalizador de paladio. En
algunas modalidades, la reduccion se logra haciendo reaccionar el compuesto de
Formula (3a) con hidrogeno gaseoso en presencia de un Pd(OH)a.

En algunas modalidades, la reduccion del compuesto de Formula (3a) se lleva a
cabo a temperatura ambiente.

En algunas modalidades, la reduccion del compuesto de Formula (3a) se lleva a
cabo en un componente disolvente. En algunas modalidades, el componente disolvente

para la reduccion del compuesto de Formula (3a) comprende un alcohol. En algunas
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modalidades, el componente disolvente para la reduccién del compuesto de Férmula (3a)
comprende metanol.
En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (3a) se prepara mediante un
proceso que comprende:
hacer reaccionar un compuesto de Férmula (3c):
N/SOZMe

(@)
(30),

con un compuesto de Férmula (3b):

©/(STNH2 (3b),

seguido de cristalizacion para obtener el compuesto de Férmula (3a).

En algunas modalidades, se utilizan alrededor de 1 a alrededor de 2 equivalentes
del compuesto de Férmula (3b) en relaciéon con 1 equivalente del compuesto de Formula
(3c).

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (3c) con el
compuesto de Férmula (3b) se lleva a cabo en presencia de un agente de acoplamiento y
una base. En algunas modalidades, el agente de acoplamiento, presente para hacer
reaccionar el compuesto de Férmula (3c) con el compuesto de Foérmula (3b), es un
borohidruro. En algunas modalidades, el agente de acoplamiento, presente para hacer
reaccionar el compuesto de Férmula (3c) con el compuesto de Formula (3b), es
NaBH(OAc).. En algunas modalidades, la base, presente para la reaccion del compuesto
de Férmula (3c) con el compuesto de Férmula (3b), es una amina terciaria. En algunas
modalidades, la base, presente para la reaccion del compuesto de Férmula (3c) con el
compuesto de Formula (3b), es diisopropiletilamina.

En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Férmula (3c) con el
compuesto de Férmula (3b) se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 10°C a
alrededor de 35°C. En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Férmula (3c)
con el compuesto de Férmula (3b) se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de
20°C a alrededor de 25°C.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (3c) con el
compuesto de Férmula (3b), se lleva a cabo en un componente disolvente. En algunas
modalidades, el componente disolvente para la reaccion del compuesto de Férmula (3c)
con el compuesto de Férmula (3b) comprende un éter ciclico. En algunas modalidades, el

componente disolvente para la reaccion del compuesto de Férmula (3c) con el compuesto
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de Formula (3b) comprende tetrahidrofurano.

En algunas modalidades, la cristalizacién se lleva a cabo disolviendo el producto
de la reaccién del compuesto de Formula (3c¢) con el compuesto de Formula (3b) en un
componente disolvente y luego enfriando la solucion para formar el compuesto de
Formula (3c). En algunas modalidades, el componente disolvente para la disolucién es
acetato de etilo (EtOAC).

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (3c) se prepara mediante un
proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (3d):

-H
N

0
(3d),

0 una de sus sales, con cloruro de metanosulfonilo para formar un compuesto de Férmula
(3c).

En algunas modalidades, la reacciéon del compuesto de Formula (3d) con el
cloruro de metanosulfonilo se lleva a cabo en presencia de una base. En algunas
modalidades, la base, presente para la reaccién del compuesto de Férmula (3d) con el
cloruro de metanosulfonilo, es una amina terciaria. En algunas modalidades, la base,
presente para la reaccion del compuesto de Foérmula (3d) con el cloruro de
metanosulfonilo, es trietilamina.

En algunas modalidades, se utlizan de alrededor de 1 a alrededor de 1,5
equivalentes del cloruro de metanosulfonilo en relacion con 1 equivalente del compuesto
de Férmula (3d), o la sal de este.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (3d) con el
cloruro de metanosulfonilo se lleva a cabo a temperatura ambiente.

En algunas modalidades, la reaccién del compuesto de Formula (3d) con el
cloruro de metansulfonilo se lleva a cabo en un componente disolvente. En algunas
modalidades, el componente disolvente para la reaccion del compuesto de Férmula (3d)
con el cloruro de metanosulfonilo comprende diclorometano.

En algunas modalidades, la presente solicitud también proporciona un compuesto

seleccionado de:

J

(0]
Br N
2
Br
N N\N/>_
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o una sal de este.
En algunas modalidades, la presente solicitud proporciona una sal de

hemisuccinato de un compuesto de Férmula (1a):

(1a).

Se aprecia ademas que determinadas caracteristicas de la invencion que se
describen, por motivos de claridad, en el contexto de modalidades independientes,
también se pueden proporcionar en combinacion en una sola modalidad. Por el contrario,
diversas caracteristicas de la invencion que, por razones de brevedad, se describen en el
contexto de una sola modalidad, también se pueden proporcionar por separado 0 en
cualquier subcombinacién adecuada.

Como se usa en el presente documento, «halo» se refiere a F, Cl, Br o I. En
algunas modalidades, halo es F, Cl o Br. En algunas modalidades, halo es F o Cl. En
algunas modalidades, halo es F. En algunas modalidades, halo es CI.

En algunas modalidades, los compuestos que se proveen en la presente
memoria, 0 sus sales, estan sustancialmente aislados. Por «sustancialmente aislado» se
entiende que el compuesto estd al menos parcial o sustancialmente separado del entorno
donde se formé o detectd. La separacion parcial puede incluir, por ejemplo, una
composicion enriquecida en los compuestos que se proporcionan en la presente
memoria. La separacion sustancial puede incluir composiciones que contienen al menos
alrededor de 50 %, al menos alrededor de 60 %, al menos alrededor de 70 %, al menos
alrededor de 80 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos
alrededor de 97 % o al menos alrededor de 99 % en peso de los compuestos que se

proporcionan en la presente memoria, 0 una sal de estos. Los métodos para aislar
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compuestos y sus sales son habituales en la técnica.

La expresion «aceptable desde un punto de vista farmacéutico» se emplea en la
presente memoria para hacer referencia a aquellos compuestos, materiales,
composiciones y/o formas farmacéuticas que, segun el criterio médico, son adecuados
para su uso en contacto con tejidos humanos y animales sin provocar una toxicidad
excesiva, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacién, con una relacién
beneficio/riesgo correspondiente razonable.

Los procesos descritos en el presente documento también se pueden usar para
preparar sales farmacéuticamente aceptables del compuesto de Férmula (I). Como se
usa en el presente documento, la expresion «sal farmacéuticamente aceptable» se refiere
a una sal formada por la adicién de un &cido o base farmacéuticamente aceptable a un
compuesto descrito en el presente documento. Como se usa en el presente documento,
la expresion «farmacéuticamente aceptable» se refiere a una sustancia que es aceptable
para su uso en aplicaciones farmacéuticas desde una perspectiva toxicolégica y que no
interactla negativamente con el ingrediente activo. Las sales farmacéuticamente
aceptables, incluidas las monosales y bisales, incluyen, entre otras, las derivadas de
acidos organicos e inorganicos como, entre otros, acidos acético, lactico, citrico,
cinamico, tartarico, succinico, fumarico, maleico, malénico, mandélico, malico, oxalico,
propiénico, clorhidrico, bromhidrico, fosférico, nitrico, sulfarico, glicélico, piravico,
metanosulfénico, etanosulfénico, toluenosulfénico, salicilico, benzoico y 4&cidos
aceptables similares conocidos. Las listas de sales adecuadas se encuentran en
Remington's Pharmaceutical Sciences, 17.2 ed., Mack Publishing Company, Easton,
Pensilvania, 1985, pag. 1418 y Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977), cada
uno de los cuales se incorpora a la presente memoria mediante esta referencia en sus
totalidades.

Las reacciones para preparar los compuestos descritos en la presente pueden
llevarse a cabo en disolventes adecuados que pueden ser facilmente seleccionados por
un experto en la técnica de la sintesis organica. Los disolventes adecuados pueden ser
sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los productos
intermedios o los productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones,
por ejemplo, temperaturas que pueden variar desde la temperatura de congelacion del
disolvente hasta la temperatura de ebullicion del disolvente. Una reaccion dada puede
llevarse a cabo en un solvente o en una mezcla de mas de un solvente. Dependiendo del
paso de reaccion particular, el experto en la materia puede seleccionar los disolventes
adecuados para un paso de reaccion particular.

Las expresiones «temperatura ambiente», «temperatura ambiental» o «ta», tal
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como se usan en la presente memoria, se entienden en la técnica y se refieren
generalmente a una temperatura, por ejemplo, una temperatura de reaccion, que es
aproximadamente la temperatura de la habitaciébn donde se lleva a cabo la reaccion, por
ejemplo, a una temperatura de alrededor de 20 °C a alrededor de 30 °C.

La preparacion de compuestos de la invencion puede implicar la proteccion y
desproteccion de varios grupos quimicos. La necesidad de proteccién y desproteccion, y
la seleccion de grupos protectores apropiados, puede ser facilmente determinada por un
experto en la técnica. La quimica de los grupos protectores se describe, por ejemplo, en
Kocienski, Protecting Groups, (Thieme, 2007); Robertson, Protecting Group Chemistry,
(Oxford University Press, 2000); Smith et al., March’s Advanced Organic Chemistry:
Reactions, Mechanisms, and Structure, 6.2 Ed. (Wiley, 2007); Peturssion et al.,
«Protecting Groups in Carbohydrate Chemistry», J. Chem. Educ., 1997, 74(11), 1297; y
Wouts et al., Protective Groups in Organic Synthesis, 4.2 ed., (Wiley, 2006).

Las reacciones pueden controlarse segun cualquier método adecuado conocido
en la técnica. Por ejemplo, la formacion de productos se puede controlar por medios
espectroscopicos, como espectroscopia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo,
'H o 13C), espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (por ejemplo, UV-visible),
espectrometria de masas o0 mediante métodos cromatograficos como alta cromatografia
liquida de rendimiento (HPLC), cromatografia liquida con espectrometria de masas
(LCMS) o cromatografia en capa fina (TLC). Los expertos en la técnica pueden purificar
los compuestos mediante una variedad de métodos, incluida la cromatografia liquida de

alta resolucién (HPLC) y la cromatografia en silice de fase normal.

Métodos de uso

La forma sélida y las sales de la presente divulgacion pueden inhibir CDK2 y, por
lo tanto, son Utiles para tratar enfermedades en las que la patologia subyacente esta
mediada, total o parcialmente, por CDK2. Dichas enfermedades incluyen cancer y otras
enfermedades con trastorno de proliferacion. En algunas modalidades, la presente
divulgacion proporciona el tratamiento de un individuo o un paciente in vivo usando la
forma solida y las sales de la presente divulgacion de manera que se inhiba el
crecimiento de tumores cancerosos. La forma soélida y las sales descritas en este
documento pueden usarse para inhibir el crecimiento de tumores cancerosos con
aberraciones que activan la actividad de la quinasa CDK2. Estos incluyen, de modo no
taxativo, enfermedades (por ejemplo, cdnceres) que se caracterizan por la amplificacion o
sobreexpresion de CCNE1, como el cancer de ovario, el carcinosarcoma uterino y el

cancer de mama, y la inactivacion de p27, como el caAncer de mamay los melanomas. En
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consecuencia, en algunas modalidades de los métodos, se ha determinado previamente
que el paciente tiene una amplificaciéon del gen de la ciclina E1 (CCNE1) y/o un nivel de
expresion de CCNEL en una muestra biologica obtenida del sujeto humano que es mayor
que un nivel de expresion de control de CCNE1L. Alternativamente, la forma soélida y las
sales descritas en el presente documento se pueden usar junto con otros agentes o
tratamientos estandar contra el céncer, como se describe a continuacion. En una
modalidad, la presente divulgacién proporciona un método para inhibir el crecimiento de
células tumorales in vitro. EI método incluye poner en contacto las células tumorales in
vitro con la forma solida y las sales. En otra modalidad, la presente divulgacion
proporciona un método para inhibir el crecimiento de células tumorales con amplificacion
y sobreexpresion de CCNEL en un individuo o un paciente. EI método incluye administrar
al individuo o paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de la forma
sélida y las sales descritas en el presente documento.

En algunas modalidades, en el presente documento se proporciona un método
para inhibir CDK2, que comprende poner en contacto la CDK2 con la forma sélida y las
sales descritas en el presente documento. En algunas modalidades, en el presente
documento se proporciona un método para inhibir CDK2 en un paciente, que comprende
administrar al paciente la forma sdélida y las sales descritas en el presente documento.

En algunas modalidades, en el presente documento se proporciona un método
para tratar el cancer. El método incluye administrar a un paciente (que lo necesite) una
cantidad terapéuticamente eficaz de la forma soélida y las sales descritas en el presente
documento. En otra modalidad, el cancer se caracteriza por la amplificaciébn o
sobreexpresion de CCNEL. En algunas modalidades, el cancer es cancer de ovario o
cancer de mama, caracterizado por amplificacién o sobreexpresién de CCNEL.

En algunas modalidades, en el presente documento se proporciona un método
para tratar una enfermedad o trastorno asociado con CDK2 en un paciente, que
comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de la forma
sélida y las sales descritas en el presente documento. En algunas modalidades, la
enfermedad o el trastorno asociados con CDK2 estan asociados con una amplificacion
del gen de la ciclina E1 (CCNE1) y/o sobreexpresion de CCNEL.

En algunas modalidades, la enfermedad o el trastorno asociados con CDK2 son
células de neuroblastoma amplificadas con N-myc (ver Molenaar, et al., Proc Natl Acad
Sci USA 106(31): 12968-12973) K-Ras mutant lung cancers (see Hu, S., et al.,, Mol
Cancer Ther, 2015. 14(11): 2576-85, y canceres con mutacion FBW7 y sobreexpresion
de CCNEL1 (ver Takada, et al., Cancer Res, 2017. 77(18): 4881- 4893).

En algunas modalidades, la enfermedad o el trastorno asociados con CDK2 son
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carcinoma de células escamosas de pulmén, adenocarcinoma de pulmoén,
adenocarcinoma pancreatico, carcinoma invasivo de mama, carcinosarcoma uterino,
cistoadenocarcinoma seroso de ovario, adenocarcinoma de estémago, carcinoma
esofagico, carcinoma urotelial de vejiga, mesotelioma o sarcoma.

En algunas modalidades, la enfermedad o el trastorno asociados con CDK2 es
adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma invasivo de mama, carcinosarcoma uterino,
cistoadenocarcinoma seroso de ovario o adenocarcinoma de estomago.

En algunas modalidades, la enfermedad o el trastorno asociado con CDK2 es un
adenocarcinoma, carcinoma o cistoadenocarcinoma.

En algunas modalidades, la enfermedad o trastorno asociado con CDK2 es
cancer de Utero, cancer de ovario, cancer de estbmago, cancer de esofago, cancer de
pulmén, cancer de vejiga, cancer de pancreas o cancer de mama.

En algunas modalidades, la enfermedad o el trastorno asociado con CDK2 es un
cancer.

En algunas modalidades, el cancer se caracteriza por la amplificacion o
sobreexpresion de CCNE1. En algunas modalidades, el cancer es cancer de ovario o
cancer de mama, caracterizado por amplificacion o sobreexpresiéon de CCNEL.

En algunas modalidades, el cancer de mama es cancer de mama resistente a
quimioterapia o radioterapia, cancer de mama resistente a endocrino, cancer de mama
resistente a trastuzumab o cancer de mama que demuestra resistencia primaria o adquirida
a la inhibicién de CDK4/6. En algunas modalidades, el cancer de mama es cancer de mama
avanzado o metastasico.

Los ejemplos de canceres que se pueden tratar usando los compuestos de la
presente descripcion incluyen, entre otros, cancer de hueso, cancer de pancreas, cancer de
piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma maligno cutaneo o intraocular, cancer de utero,
cancer de ovario, cancer de recto, cancer de la region anal, cancer de estbmago, cancer
testicular, cancer de utero, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma de endometrio,
cancer de endometrio, carcinoma de cuello uterino, carcinoma de vagina, carcinoma de
vulva, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, cancer de es6fago, cancer de intestino
delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de glandula tiroides, cancer de glandula
paratiroides, cancer de glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de uretra,
cancer del pene, leucemias crénicas o agudas incluyendo leucemia mieloide aguda,
leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, tumores
sblidos de la infancia, linfoma linfocitico, cancer de vejiga, cancer de rifibn o uretra,
carcinoma de pelvis renal, neoplasia del sistema nervioso central (CNS), linfoma primario del

CNS, angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal, glioma de tronco encefélico, adenoma
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hipofisario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer de células escamosas, linfoma
de linfocitos T, canceres inducidos por el medio ambiente, incluidos los inducidos por
amianto, y combinaciones de dichos canceres. Los compuestos de la presente divulgacion
también son Utiles para el tratamiento de canceres metastasicos.

En algunas modalidades, los canceres tratables con compuestos de la presente
divulgacion incluyen melanoma (por ejemplo, melanoma maligno metastasico, melanoma
resistente a la inhibicion de BRAF y HSP90), cancer renal (p. €j., carcinoma de células
claras), cancer de prostata (por ejemplo, adenocarcinoma de prostata refractario a
hormonas), cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de
pulmén no microcitico y cancer de pulmoén microcitico), cAncer de cabeza y cuello de células
escamosas, cancer urotelial (por ejemplo, vejiga) y canceres con alta inestabilidad de
microsatélites (MSI2"). Ademas, la divulgacion incluye neoplasias malignas refractarias o
recurrentes cuyo crecimiento puede inhibirse usando los compuestos de la divulgacion.

En algunas modalidades, los canceres que se pueden tratar usando los compuestos
de la presente divulgacién incluyen, entre otros, tumores sélidos (por ejemplo, cancer de
préstata, cancer de colon, cancer de eséfago, cancer de endometrio, cancer de ovario,
cancer de Utero, cancer renal, cancer hepatico, cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer
de mama, cancer de pulmén, cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides, glioblastoma,
sarcoma, cancer de vejiga, etc.), canceres hematolégicos (por ejemplo, linfoma, leucemia
como la leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia miel6gena aguda (AML), leucemia
linfocitica cronica (CLL), leucemia mielégena crénica (CML), DLBCL, linfoma de células del
manto, linfoma no Hodgkin (incluido el linfoma folicular, incluido el NHL en recaida o
refractario y el folicular recurrente), linfoma de Hodgkin o mieloma multiple) y combinaciones
de dichos cénceres.

En algunas modalidades, los canceres que se pueden tratar usando los compuestos
de la presente divulgacion incluyen, entre otros, colangiocarcinoma, cancer de las vias
biliares, cancer de mama triple negativo, rabdomiosarcoma, cancer de pulmén microcitico,
leiomiosarcoma, carcinoma hepatocelular, sarcoma de Ewing, cancer de cerebro, tumor
cerebral, astrocitoma, neuroblastoma, neurofibroma, carcinoma de células basales,
condrosarcoma, sarcoma epitelioide, cancer de ojo, cancer de las trompas de Falopio,
cancer gastrointestinal, tumores del estroma gastrointestinal, leucemia de células pilosas,
cancer intestinal, cancer de células de los islotes, cancer oral, cancer de boca, cancer de
garganta, cancer de laringe, cancer de labio, mesotelioma, cancer de cuello, cancer de
cavidad nasal, cancer ocular, melanoma ocular, cancer pélvico, cancer rectal, carcinoma de
células renales, cancer de glandulas salivales, cancer de senos paranasales, cancer de

columna, cancer de lengua, carcinoma tubular, cancer de uretra y cancer de uréter.
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En algunas modalidades, los compuestos de la presente divulgacion se pueden usar

para tratar la enfermedad de células falciformes y la anemia de células falciformes.

En algunas modalidades, las enfermedades e indicaciones que son tratables
usando los compuestos de la presente descripcion incluyen, de modo no taxativo,
canceres hematologicos, sarcomas, canceres de pulmén, canceres gastrointestinales,
canceres del tracto genitourinario, canceres de higado, canceres de huesos, canceres
del sistema nervioso, canceres ginecoldgicos y canceres de piel.

Los ejemplos de canceres hematologicos incluyen linfomas y leucemias tales
como leucemia linfobléastica aguda (ALL), leucemia mieldgena aguda (AML), leucemia
promielocitica aguda (APL), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mielégena
cronica (CML), linfoma difuso de linfocitos B grandes (DLBCL), linfoma de células del
manto, linfoma no Hodgkin (incluido el LNH en recaida o refractario y folicular recurrente),
linfoma de Hodgkin, enfermedades mieloproliferativas (por ejemplo, mielofibrosis primaria
(PMF), policitemia vera (PV) y trombocitosis esencial (ET), sindrome de mielodisplasia
(MDS), linfoma linfoblastico agudo de linfocitos T (T-ALL) y mieloma mdltiple (MM).

Los ejemplos de sarcomas incluyen condrosarcoma, sarcoma de Ewing,
osteosarcoma, rabdomiosarcoma, angiosarcoma, fibrosarcoma, liposarcoma, mixoma,
rabdomioma, rabdosarcoma, fibroma, lipoma, harmatoma y teratoma.

Los ejemplos de canceres de pulmén incluyen cancer de pulmdn no microcitico
(NSCLC), céancer de pulmédn microcitico (SCLC), carcinoma broncogénico, célula
escamosa, célula pequefia indiferenciada, célula grande no diferenciada,
adenocarcinoma, carcinoma alveolar (bronquiolar), adenoma bronquial, hamartoma
condromatoso y mesotelioma.

Los ejemplos de canceres gastrointestinales incluyen canceres de esoéfago
(carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, leiomiosarcoma, linfoma), estbmago
(carcinoma, linfoma, leiomiosarcoma), pancreas (adenocarcinoma ductal, insulinoma,
glucagonoma, gastrinoma, tumores carcinoides, vipoma), intestino delgado
(adenocarcinoma, linfoma, tumores carcinoides, sarcoma de Kaposi, leiomioma,
hemangioma, lipoma, neurofiboroma, fibroma), intestino grueso (adenocarcinoma,
adenoma tubular, adenoma velloso, hamartoma, leiomioma) y cancer colorrectal.

Los ejemplos de canceres del tracto genitourinario incluyen canceres de rifién
(adenocarcinoma, tumor de Wilm [nefroblastoma], vejiga y uretra (carcinoma de células
escamosas, carcinoma de células de transicion, adenocarcinoma), préstata
(adenocarcinoma, sarcoma) y testiculo (seminoma, teratoma carcinoma embrionario,
teratocarcinoma, coriocarcinoma, sarcoma, carcinoma de células intersticiales, fibroma,

fibroadenoma, tumores adenomatoides, lipoma).
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Los ejemplos de canceres de higado incluyen hepatoma (carcinoma
hepatocelular), colangiocarcinoma, hepatoblastoma, angiosarcoma, adenoma
hepatocelular y hemangioma.

Los ejemplos de canceres 0seos incluyen, por ejemplo, sarcoma osteogénico
(osteosarcoma), fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, condrosarcoma, sarcoma de
Ewing, linfoma maligno (sarcoma de células reticulares), mieloma multiple, cordoma de
tumor maligno de células gigantes, osteocondroma (exostosis osteocartilaginosa),
condroma benigno, condroblastoma, condromixofibroma, osteoma osteoide y tumores de
células gigantes.

Los ejemplos de cénceres del sistema nervioso incluyen cénceres de craneo
(osteoma, hemangioma, granuloma, xantoma, osteitis deformante), meninges
(meningioma, meningiosarcoma, gliomatosis), cerebro (astrocitoma, meduoblastoma,
glioma, ependimoma, germinoma (pinealoma), glioblastoma, glioblastoma multiforme,
oligodendroglioma, schwannoma, retinoblastoma, tumores congénitos) y de médula
espinal (neurofiboroma, meningioma, glioma, sarcoma), asi como también neuroblastoma
y enfermedad de Lhermitte-Duclos.

Los canceres ginecolbgicos de ejemplo incluyen canceres del Gtero (carcinoma de
endometrio, cuello uterino (carcinoma cervical, displasia cervical pre-tumoral), ovarios
(carcinoma de ovario (cistadenocarcinoma seroso, cistadenocarcinoma mucinoso,
carcinoma no clasificado), tumores de células de la granulosa-tecal, tumores de células
de Sertoli-Leydig, disgerminoma, teratoma maligno), vulva (carcinoma de células
escamosas, carcinoma intraepitelial, adenocarcinoma, fibrosarcoma, melanoma), vagina
(carcinoma de células claras, carcinoma de células escamosas, sarcoma botrioide
(rabdomiosarcoma embrionario) y trompas de Falopio (carcinoma).

Los ejemplos de canceres de piel incluyen melanoma, carcinoma de células
basales, carcinoma de células de Merkel, carcinoma de células escamosas, sarcoma de
Kaposi, lunares nevus displasicos, lipoma, angioma, dermatofioroma y queloides. En
algunas modalidades, las enfermedades e indicaciones que son tratables usando los
compuestos de la presente divulgacion incluyen, de modo no taxativo, enfermedad de
células falciformes (por ejemplo, anemia de células falciformes), cancer de mama triple
negativo (TNBC), sindromes mielodisplasicos, cancer testicular, cancer de las vias
biliares, cancer de eséfago y carcinoma urotelial.

Se cree que la forma sélida y las sales descritas en el presente documento
pueden poseer un perfil farmacologico satisfactorio y propiedades biofarmacéuticas
prometedoras, tales como perfil toxicolégico, propiedades metabdlicas vy

farmacocinéticas, solubilidad y permeabilidad. Se entenderd que la determinacion de las
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propiedades biofarmacéuticas apropiadas esta dentro del conocimiento de un experto en
la técnica, por ejemplo, la determinacion de la citotoxicidad en células o la inhibicién de
ciertos objetivos o canales para determinar la toxicidad potencial.

Los términos «individuo», «paciente» y «sujeto» se usan indistintamente y se
refieren a cualquier animal, incluidos mamiferos, preferiblemente ratones, ratas, otros
roedores, conejos, perros, gatos, cerdos, vacas, ovejas, caballos o primates, y mas
preferiblemente humanos.

La expresion «cantidad eficaz desde un punto de vista terapéutico» hace
referencia a la cantidad de compuesto activo o agente farmacéutico que provoca la
respuesta biolégica o medicinal en un tejido, sistema, animal, individuo o ser humano que
busca un investigador, veterinario, médico u otro clinico.

Tal como se usa en el presente documento, el término «tratar» o «tratamiento»
hace referencia a uno o mas de (1) inhibir la enfermedad; por ejemplo, inhibir una
enfermedad, afeccién o trastorno en un individuo que esta experimentando o mostrando
la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccién o trastorno (es decir, detener el
desarrollo adicional de la patologia y/o sintomatologia); y (2) mejorar la enfermedad, por
ejemplo, mejorar una enfermedad, afeccibn o trastorno en un individuo que esta
experimentando o mostrando la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccién o
trastorno (es decir, revertir la patologia y/o sintomatologia) tal como disminuir la gravedad
de la enfermedad.

En algunas modalidades, los compuestos de la invencion son Utiles para prevenir
o reducir el riesgo de desarrollar cualquiera de las enfermedades a las que se hace
referencia en el presente documento, por ejemplo, prevenir o reducir el riesgo de
desarrollar una enfermedad, afecciébn o trastorno en un individuo que puede estar
predispuesto a la enfermedad, afeccion o trastorno pero que todavia no experimenta ni

muestra la patologia o sintomatologia de la enfermedad .

Terapias de combinacién

|. Terapias contra el cancer

El crecimiento y la supervivencia de las células cancerosas pueden verse
afectados por la disfuncion en multiples vias de transduccién de sefiales. Por lo tanto, es
atii combinar diferentes inhibidores de enzimas/proteinas/receptores, que muestren
diferentes preferencias en los objetivos cuyas actividades modulan, para tratar dichas
afecciones. Dirigirse a mas de una via de transduccion de sefales (0 mas de una
molécula bioldgica involucrada en una via de transduccion de sefiales determinada)

puede reducir la probabilidad de que surja resistencia a los farmacos en una poblacion
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celular y/o reducir la toxicidad del tratamiento.

Uno o méas agentes farmacéuticos adicionales como, por ejemplo,
guimioterapéuticos, agentes antiinflamatorios, esteroides, inmunosupresores, agentes
inmuno-oncolégicos, inhibidores de enzimas metabdlicas, inhibidores de receptores de
quimioquinas e inhibidores de fosfatasa, asi como terapias dirigidas como inhibidores de
quinasa Bcr-Abl , FIt-3, EGFR, HER2, JAK, c-MET, VEGFR, PDGFR, c-Kit, IGF-1R, RAF,
FAK y CDK4/6 como, por ejemplo, los descritos en WO 2006/056399 se puede usar en
combinacién con los compuestos de la presente descripcion para el tratamiento de
enfermedades, trastornos o afecciones asociados con CDK2. Se pueden usar otros
agentes tales como anticuerpos terapéuticos en combinacion con los compuestos de la
presente divulgacion para el tratamiento de enfermedades, trastornos o afecciones
asociados con CDK2. El uno o mas agentes farmacéuticos adicionales se pueden
administrar a un paciente de forma simultanea o secuencial.

En algunas modalidades, la forma soélida y las sales descritas en el presente
documento se administran 0 usan en combinacion con un inhibidor de BCL2 o un
inhibidor de CDK4/6.

Los compuestos descritos en la presente memoria se pueden usar en
combinacibn con una o0 mas de otras terapias con inhibidores de
enzimas/proteinas/receptores para el tratamiento de enfermedades, como el cancer y
otras enfermedades o trastornos descritos en la presente memoria. Los ejemplos de
enfermedades e indicaciones tratables con terapias combinadas incluyen las que se
describen en este documento. Los ejemplos de canceres incluyen tumores sélidos y
tumores no sdlidos, tales como tumores liquidos y canceres de la sangre. Los ejemplos
de infecciones incluyen infecciones virales, infecciones bacterianas, infecciones por
hongos o infecciones por parasitos. Por ejemplo, los compuestos de la presente
descripcion se pueden combinar con uno o mas inhibidores de las siguientes quinasas
para el tratamiento del cancer: Aktl, Akt2, Akt3, BCL2, CDK4/6, TGF-BR, PKA, PKG,
PKC, CaM-quinasa, fosforilasa quinasa, MEKK, ERK, MAPK, mTOR, EGFR, HERZ2,
HER3, HER4, INS-R, IDH2, IGF-1R, IR-R, PDGFaR, PDGFBR, PI3K (alpha, beta,
gamma, delta, y mdltiple y selectivo), CSF1R, KIT, FLK-ll, KDR/FLK-1, FLK-4, flt-1,
FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, c-Met, PARP, Ron, Sea, TRKA, TRKB, TRKC, TAM
guinasas (Axl, Mer, Tyro3), FLT3, VEGFR/FIt2, Fit4, EphAl, EphA2, EphA3, EphB2,
EphB4, Tie2, Src, Fin, Lck, Fgr, Btk, Fak, SYK, FRK, JAK, ABL, ALK y B-Raf. En algunas
modalidades, los compuestos de la presente divulgacion se pueden combinar con uno o
méas de los siguientes inhibidores para el tratamiento de céncer o infecciones. Los

ejemplos no taxativos de inhibidores que se pueden combinar con los compuestos de la
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presente descripcion para el tratamiento del cancer e infecciones incluyen un inhibidor de
FGFR (FGFR1, FGFR2, FGFR3 o FGFR4, por ejemplo, pemigatinib (INCB54828),
INCB62079), un Inhibidor de EGFR (también conocido como ErB-1 o HER-1; por ejemplo,
erlotinib, gefitinib, vandetanib, orsimertinib, cetuximab, necitumumab o panitumumab), un
inhibidor de VEGFR o bloqueador de vias (por ejemplo, bevacizumab, pazopanib,
sunitinib, sorafenib, axitinib, regorafenib, ponatinib, cabozantinib, vandetanib,
ramucirumab, lenvatinib, ziv-aflibercept), un inhibidor de PARP (por ejemplo, olaparib,
rucaparib, veliparib o niraparib), un inhibidor de JAK (JAK1 y/o JAK2, por ejemplo,
ruxolitinib o baricitinib; JAK1, por ejemplo, itacitinib (INCB39110), INCB052793 o
INCB054707), un inhibidor de IDO, por ejemplo, epacadostat, NLG919 o BMS-986205,
MK7162), un inhibidor de LSD1 (por ejemplo, GSK2979552, INCB59872 e INCB60003),
un inhibidor de TDO, un inhibidor de PI3K-delta (por ejemplo, parsaclisib (INCB50465) o
INCB50797), un inhibidor de PI3K-gamma como el inhibidor selectivo de PI3K-gamma, un
inhibidor de Pim (por ejemplo, INCB53914), un inhibidor de CSF1R, un receptor de
tirosina quinasas TAM (Tyro-3, Axl y Mer, por ejemplo, INCB081776), un antagonista del
receptor de adenosina (por ejemplo, antagonista del receptor A2a/A2b), un inhibidor de
HPKZ1, un inhibidor del receptor de quimiocinas (por ejemplo, inhibidor de CCR2 o0 CCR5),
un inhibidor de la fosfatasa SHP1/2, un inhibidor de la histona desacetilasa (HDAC),
como un inhibidor de HDACS, un inhibidor de la angiogénesis, un inhibidor del receptor
de interleucina, bromo e inhibidores de eslabones de la familia extraterminal(por ejemplo,
inhibidores de bromodominio o inhibidores de BET como INCB54329 e INCB57643),
inhibidores de c-MET (por ejemplo, capmatinib), un anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo,
tafasitamab), un inhibidor de ALK2 (por ejemplo, INCB00928); o combinaciones de estos.

En algunas modalidades, la forma sdlida y las sales descritas en el presente
documento se administran con un inhibidor de PI3K&. En algunas modalidades, el
compuesto o sal descritos en el presente documento se administran con un inhibidor de
JAK. En algunas modalidades, la forma sélida y las sales descritas en la presente
memoria se administran con un inhibidor de JAK1 o JAK2 (por ejemplo, baricitinib o
ruxolitinib). En algunas modalidades, la forma sdlida y las sales descritas en el presente
documento se administran con un inhibidor de JAK1. En algunas modalidades, la forma
sélida y las sales descritas en el presente documento se administran con un inhibidor de
JAK1, que es selectivo sobre JAK2.

Los ejemplos de anticuerpos para su uso en terapia de combinacion incluyen, de
modo no taxativo, trastuzumab (por ejemplo, anti-HER?2), ranibizumab (por ejemplo, anti-
VEGF-A), bevacizumab (AVASTIN™, por ejemplo, anti-VEGF), panitumumab (por

ejemplo, anti-EGFR), cetuximab (por ejemplo, anti-EGFR), rituxan (por ejemplo, anti-
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CD20) y anticuerpos dirigidos contra c-MET.

Uno o mas de los siguientes agentes pueden usarse en combinacion con la forma
sélida y las sales descritas en el presente documentos y se presentan como una lista no
taxativa: un agente citostatico, cisplatino, doxorrubicina, taxotere, taxol, etopédsido,
irinotecan, camptosar, topotecan, paclitaxel, docetaxel, epotilonas, tamoxifeno, 5-
fluorouracilo, metotrexato, temozolomida, ciclofosfamida, SCH 66336, R115777,
L778,123, BMS 214662, IRESSA™(gefitinib), TARCEVA™ (erlotinib), anticuerpos contra
EGFR, intrén, ara-C, adriamicina, citoxano, gemcitabina, mostaza de uracilo, clormetina,
ifosfamida, melfalan, clorambucilo, pipobroman, trietilenmelamina, trietilentiofosforamina,
busulfan, carmustina, lomustina, estreptozocina, dacarbazina, floxuridina, citarabina, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, fosfato de fludarabina, oxaliplatino, leucovirina,
ELOXATIN™ (oxaliplatino), pentostatina, vinblastina, vincristina, vindesina, bleomicina,
dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, mitramicina,
desoxicoformicina, mitomicina-C, L-asparaginasa, teniposido 17.alfa.-etinilestradiol,
dietilestilbestrol, testosterona, prednisona, fluoximesterona, propionato de
dromostanolona, testolactona, acetato de megestrol, metilprednisolona, metiltestosterona,
prednisolona, triamcinolona, clorotrianiseno, hidroxiprogesterona, aminoglutetimida
estramustina, medroxiprogesteronaacetato, leuprolida, flutamida, toremifeno, goserelina,
carboplatino, hidroxiurea, amsacrina, procarbazina, mitotano, mitoxantrona, levamisol,
navelbene, anastrozol, letrazol, capecitabina, reloxafina, droloxafina, hexametilmelamina,
avastina, HERCEPTIN™ (trastuzumab), BEXXAR™ (tositumomab), VELCADE™
(bortezomib), ZEVALIN™ (ibritumomab tiuxetan), TRISENOX™ (triéxido de arsénico),
XELODA™ (capecitabina), vinorelbina, porfimer, ERBITUX™ (cetuximab), tiotepa,
altretamina, melfalan, trastuzumab, lerozol, fulvestrant, exemestano, ifosfomida,
rituximab, C225 (cetuximab), Campath (alemtuzumab), clofarabina, cladribina, afidicolon,
rituxan, sunitinib, dasatinib, tezacitabina, Smll, fludarabina, pentostatina, triapina, didox,
trimidox, amidox, 3-AP y MDL-101,731.

La forma sélida y las sales descritas en el presente documento se pueden usar
ademas en combinacién con otros métodos para tratar canceres, por ejemplo, mediante
quimioterapia, terapia de radiacién, terapia dirigida al tumor, terapia adyuvante,
inmunoterapia o cirugia. Los ejemplos de inmunoterapia incluyen tratamiento con
citocinas (por ejemplo, interferones, GM-CSF, G-CSF, IL-2), inmunoterapia CRS-207,
vacuna contra el cancer, anticuerpo monoclonal, anticuerpo biespecifico o
multiespecifico, conjugado de anticuerpo y farmaco, transferencia de linfocitos T
adoptivos, agonistas del receptor Toll, agonistas de RIG-I, viroterapia oncolitica y

moléculas pequefias inmunomoduladoras, que incluyen talidomida o inhibidor de JAK1/2,
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inhibidor de PI3K& y similares. Los compuestos se pueden administrar en combinacién
con uno o mas farmacos anticancerosos, como un agente quimioterapéutico. Los
ejemplos de quimioterapéuticos incluyen cualquiera de: abarelix, aldesleukina,
alemtuzumab, alitretinoin, alopurinol, altretamina, anastrozol, trioxido arsénico,
asparaginasa, azacitidina, bevacizumab, bexaroteno, baricitinib, bleomicina, bortezomib,
busulfan intravenoso, busulfan oral, calusterona, capecitabina, carboplatino, carmustina,
cetuximab, clorambucilo, cisplatina, cladribina, clofarabina, ciclofosfamida, citarabina,
dacarbazina, dactinomicina, dalteparina sddica, dasatinib, daunorrubicina, decitabina,
denileukina, denileukina diftitox, dexrazoxano, docetaxel, doxorrubicina, propionato de
dromostanolona, eculizumab, epirrubicina, erlotinib, estramustina, fosfato de etopdsido,
etopdsido, exemestano, citrato de fentanilo, filgrastim, floxuridina, fludarabina,
fluorouracilo, fulvestrant, gefitinib, gemcitabina, gemtuzumab ozogamicina, acetato de
goserelina, acetato de histrelina, ibritumomab tiuxetan, idarrubicina, ifosfamida, mesilato
de imatinib, interferén alfa 2a, irinotecan, ditosilato de lapatinib, lenalidomida, letrozol,
leucovorina, acetato de leuprolida, levamisol, lomustina, mecloretamina, acetato de
megestrol, melfalan, mercaptopurina, metotrexato, metoxsalen, mitomicina C, mitotano,
mitoxantrona, fenpropionato de nandrolona, nelarabina, nofetumomab, oxaliplatino,
paclitaxel, pamidronato, panitumumab, pegaspargasa, pedfilgrastim, pemetrexed
disddico, pentostatina, pipobroman, plicamicina, procarbazina, quinacrina, rasburicasa,
rituximab, ruxolitinib, sorafenib, estreptozocina, sunitinib, maleato de sunitinib,
tamoxifeno, temozolomida, tenipdsido, testolactona, talidomida, tioguanina, tiotepa,
topotec;an, toremifeno, tositumomab, trastuzumab, tretinoina, mostaza de uracilo,
valrrubicina, vinblastina, vincristina, vinorelbina, vorinostat y zoledronato.

Los ejemplos adicionales de quimioterapéuticos incluyen inhibidores del
proteosoma (por ejemplo, bortezomib), talidomida, revlimid y agentes que dafian el ADN
tales como melfalan, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, etopésido, carmustina y
similares.

Los esteroides de ejemplo incluyen corticosteroides tales como dexametasona o
prednisona.

Los ejemplos de inhibidores de Bcr-Abl incluyen mesilato de imatinib
(GLEEVAC™), nilotinib, dasatinib, bosutinib y ponatinib, y sales aceptables desde un
punto de vista farmacéutico. Otros ejemplos de inhibidores de Bcr-Abl adecuados
incluyen los compuestos, y sus sales aceptables desde un punto de vista farmacéutico,
de los géneros y especies descritos en las patentes de EE.UU. n.° 5521 184, WO
04/005281 y n.° de serie de EE. UU. 60/578 491.

Los ejemplos de inhibidores de FIt-3 adecuados incluyen midostaurina,
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lestaurtinib, linifanib, sunitinib, sunitinib, maleato, sorafenib, quizartinib, crenolanib,
pacritinib, tandutinib, PLX3397 y ASP2215, y sus sales aceptables desde un punto de
vista farmacéutico. Otros ejemplos de inhibidores de Flt-3 adecuados incluyen
compuestos y sus sales aceptables desde un punto de vista farmacéutico, como se
describe en las patentes WO 03/037347, WO 03/099771 y WO 04/046120.

Los ejemplos de inhibidores de RAF adecuados incluyen dabrafenib, sorafenib y
vemurafenib, y sus sales aceptables desde un punto de vista farmacéutico. Otros
ejemplos de inhibidores de RAF adecuados incluyen compuestos y sus sales aceptables
desde un punto de vista farmacéutico, como se describe en las patentes WO 00/09495 y
WO 05/028444.

Los ejemplos de inhibidores de FAK adecuados incluyen VS-4718, VS-5095, VS-
6062, VS-6063, BI853520 y GSK2256098, y sus sales aceptables desde un punto de
vista farmacéutico. Otros ejemplos de inhibidores de FAK adecuados incluyen
compuestos y sus sales aceptables desde un punto de vista farmacéutico, como se
describe en las patentes WO 04/080980, WO 04/056786, WO 03/024967, WO
01/064655, WO 00/053595 y WO 01/014402.

Los ejemplos de inhibidores de CDK4/6 adecuados incluyen palbociclib, ribociclib,
trilaciclib, lerociclib y abemaciclib, y sus sales aceptables desde un punto de vista
farmacéutico. Otros ejemplos de inhibidores de CDK4/6 adecuados incluyen compuestos
y sus sales aceptables desde un punto de vista farmacéutico, como se describe en las
patentes WO 09/085185, WO 12/129344, WO 11/101409, WO 03/062236, WO
10/075074 y WO 12/061156.

En algunas modalidades, la forma sdlida y las sales descritas en el presente
documento se pueden usar en combinaciébn con uno o mas inhibidores de cinasas,
incluido imatinib, particularmente para tratar pacientes resistentes a imatinib u otros
inhibidores de cinasas.

En algunas modalidades, la forma sdlida y las sales descritas en el presente
documento pueden usarse en combinacién con un quimioterapéutico en el tratamiento del
cancer y pueden mejorar la respuesta al tratamiento en comparacién con la respuesta al
agente quimioterapéutico solo, sin exacerbacion de sus efectos téxicos. En algunas
modalidades, la forma sélida y las sales descritas en este documento se pueden usar en
combinacién con un agente quimioterapéutico proporcionado en este documento. Por
ejemplo, los agentes farmacéuticos adicionales usados en el tratamiento del mieloma
multiple pueden incluir, de modo no taxativo, melfalan, melfalan mas prednisona [MP],
doxorrubicina, dexametasona y Velcade (bortezomib). Otros agentes adicionales

utilizados en el tratamiento del mieloma mudltiple incluyen inhibidores de cinasa Bcr-Abl,
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Flt-3, RAF y FAK. En algunas modalidades, el agente es un agente alquilante, un
inhibidor del proteasoma, un corticosteroide o un agente inmunomodulador. Los ejemplos
de un agente alquilante incluyen ciclofosfamida (CY), melfalan (MEL) y bendamustina. En
algunas modalidades, el inhibidor del proteasoma es carfilzomib. En algunas
modalidades, el corticosteroide es dexametasona (DEX). En algunas modalidades, el
agente inmunomodulador es lenalidomida (LEN) o pomalidomida (POM). Los efectos
aditivos o sinérgicos son resultados deseables de combinar un inhibidor de CDK2 de la
presente descripcién con un agente adicional.

Los agentes pueden combinarse con la forma sélida y sales descritas en el
presente documento en una forma de dosificaciéon Unica o continua, o los agentes pueden
administrarse simultanea o secuencialmente como formas de dosificacion separadas.

La forma soélida y las sales descritas en el presente documento se pueden usar en
combinacién con uno o mas inhibidores o0 una o mas terapias para el tratamiento de
infecciones. Los ejemplos de infecciones incluyen infecciones virales, infecciones
bacterianas, infecciones por hongos o infecciones por parasitos.

En algunas modalidades, se administra un corticosteroide tal como dexametasona
a un paciente en combinacién con la forma sélida y las sales descritas en el presente
documento en los que la dexametasona se administra de forma intermitente en lugar de
forma continua.

La forma solida y las sales descritas en el presente documento pueden
combinarse con otro agente inmunogénico, como células cancerosas, antigenos
tumorales purificados (que incluyen proteinas recombinantes, péptidos y moléculas de
carbohidratos), células y células transfectadas con genes que codifican citocinas
inmunoestimulantes. Los ejemplos no taxativos de vacunas tumorales que pueden usarse
incluyen péptidos de antigenos de melanoma, tales como péptidos de gp100, antigenos
MAGE, Trp-2, MARTI y/o tirosinasa, o células tumorales transfectadas para expresar la
citoquina GM-CSF.

La forma sélida y las sales descritas en el presente documento pueden usarse en
combinacién con un protocolo de vacunacion para el tratamiento del cancer. En algunas
modalidades, las células tumorales se transducen para expresar GM-CSF. En algunas
modalidades, las vacunas contra tumores incluyen las proteinas de virus implicados en
canceres humanos tales como virus del papiloma humano (VPH), virus de la hepatitis
(VHB y VHC) y virus del sarcoma del herpes de Kaposi (KHSV). En algunas modalidades,
los compuestos de la presente divulgacion pueden usarse en combinacion con antigenos
especificos de tumores tales como proteinas de choque térmico aisladas del propio tejido

tumoral. En algunas modalidades, la forma sdlida y las sales descritas en el presente
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documento se pueden combinar con la inmunizacién de células dendriticas para activar
potentes respuestas antitumorales.

La forma sélida y las sales descritas en el presente documento se pueden usar en
combinacién con péptidos macrociclicos biespecificos que se dirigen a células efectoras
que expresan el receptor Fe alfa o Fe gamma para células tumorales. La forma soélida y
las sales descritas en el presente documento también se pueden combinar con péptidos
macrociclicos que activan la capacidad de respuesta inmunitaria del huésped.

En algunas modalidades adicionales, las combinaciones de la forma soélida y las
sales descritas en el presente documento con otros agentes terapéuticos se pueden
administrar a un paciente antes, durante y/o después de un trasplante de médula 6sea o
de células madre. La forma soélida y las sales descritas en el presente documento se
pueden usar en combinacion con el trasplante de médula 6sea para el tratamiento de una
variedad de tumores de origen hematopoyético.

La forma sélida y las sales descritas en el presente documento se pueden usar en
combinacién con vacunas para estimular la respuesta inmunitaria frente a patégenos,
toxinas y autoantigenos. Los ejemplos de patdgenos para los que este enfoque
terapéutico puede ser particularmente (til incluyen patégenos para los que actualmente
no existe una vacuna eficaz, o patdégenos para los que las vacunas convencionales no
son completamente eficaces. Estos incluyen, entre otros, VIH, Hepatitis (A, B y C),
Influenza, Herpes, Giardia, Malaria, Leishmania, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
Aeruginosa.

Los virus que causan infecciones que se pueden tratar mediante los métodos de
la presente diulgacion incluyen, entre otros, virus del papiloma humano, influenza, virus
de la hepatitis A, B, C o D, adenovirus, poxvirus, virus del herpes simple, citomegalovirus
humano, virus del sindrome respiratorio agudo severo, virus del Ebola, virus del
sarampion, virus del herpes (por ejemplo, VZV, HSV-1, HAV-6, HSV-Il y CMV, virus de
Epstein Barr), flavivirus, echovirus, rhinovirus, virus coxsackie, cornovirus, virus
respiratorio sincitial, virus de las paperas, rotavirus, virus del sarampién, virus de la
rubéola, parvovirus, virus vaccinia, virus HTLV, virus del dengue, virus del papiloma, virus
del molusco, poliovirus, virus de la rabia, virus JC y virus de la encefalitis arboviral.

Las bacterias patégenas que causan infecciones tratables mediante los métodos
de la descripcion incluyen, entre otras, clamidia, bacterias rickettsiales, micobacterias,
estafilococos, estreptococos, neumococos, meningococos Yy conococos, klebsiella,
proteus, serratia, pseudomonas, legionella, difteria, salmonella, bacilos, célera, tétanos,
botulismo, antrax, peste, leptospirosis y bacterias de la enfermedad de Lyme.

Los hongos patdgenos que provocan infecciones tratables mediante los métodos
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de la divulgacion incluyen, entre otros, Candida (albicans, krusei, glabrata, tropicalis,
etc.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger, etc.), Género Mucorales
(mucor, absidia, rhizophus), Sporothrix schenkii, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum.

Los parasitos patdgenos que causan infecciones tratables mediante los métodos
de la divulgacion incluyen, entre otros, Entamoeba histolytica, Balantidium coli,
Naegleriafowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia, Cryptosporidium sp., Pneumocystis
carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi,
Leishmania donovani, Toxoplasma gondi y Nippostrongylus brasiliensis.

Cuando se administra mas de un agente farmacéutico a un paciente, estos se
pueden administrar simultdneamente, independientemente, secuencialmente o en
combinacién (por ejemplo, para mas de dos agentes).

Los métodos para la administracion segura y eficaz de la mayoria de estos
agentes quimioterapéuticos son conocidos por los expertos en la técnica. Ademas, su
administracién esta descrita en la bibliografia estandar. Por ejemplo, la administraciéon de
muchos de los agentes quimioterapéuticos se describe en «Phisicians' Desk Reference»
(PDR, por ejemplo, edicion de 1996, Medical Economics Company, Montvale, NJ), cuya
descripcién se incorpora a la presente memoria mediante esta referencia como se

estableci6 en su totalidad.

Il. Terapias de puntos de control inmunitarios

La forma sélida y las sales descritas en el presente documento se pueden usar en
combinacién con uno o mas inhibidores del punto de control para el tratamiento de
enfermedades, tales como cancer o infecciones. Los inhibidores del punto de control
inmunitario de ejemplo incluyen inhibidores contra las moléculas de puntos de control
inmunitarios como CBL-B, CD20, CD28, CD40, CD70, CD122, CD96, CD73, CDA47,
CDK2, GITR, CSF1R, JAK, PI3K delta, PI3K gamma, TAM, arginasa, HPK1, CD137
(también conocido como 4-1BB), ICOS, A2AR, B7-H3, B7-H4, BTLA, CTLA-4, LAGS3,
TIM3, TLR (TLR7/8), TIGIT, CD112R, VISTA, PD-1, PD-L1 y PD-L2. En algunas
modalidades, la molécula de puntos de control inmunitarios es una molécula de punto de
control estimuladora seleccionada de CD27, CD28, CD40, ICOS, OX40, GITR y CD137.
En algunas modalidades, la molécula de puntos de control inmunitarios es una molécula
de puntos de control inmunitarios inhibidora seleccionada de A2AR, B7-H3, B7-H4, BTLA,
CTLA-4, IDO, KIR, LAG3, PD-1, TIM3, TIGIT y VISTA. En algunas modalidades, la forma
sélida y las sales descritas en el presente documento se pueden usar en combinacion

con uno o0 mas agentes seleccionados de inhibidores de KIR, inhibidores de TIGIT,
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inhibidores de LAIR1, inhibidores de CD160, inhibidores de 2B4 e inhibidores de TGFR
beta.

En algunas modalidades, la forma soélida y las sales descritas en el presente
documento se pueden usar en combinacion con uno o0 mas agonistas de moléculas de
puntos de control inmunitarios, por ejemplo, OX40, CD27, GITR y CD137 (también
conocido como 4-1BB).

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un anticuerpo anti-PD1, un anticuerpo anti-PD-L1 o un anticuerpo anti-
CTLA-4.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de PD-1 o PD-L1, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal
anti-PD-1 o anti-PD-L1. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 o anti-PD-L1 es
nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab, durvalumab, avelumab, cemiplimab,
atezolizumab, avelumab, tislelizumab, spartalizumab (PDRO001), cetrelimab (INJ-
63723283), toripalimab (JS001), camrelizumab (SHR-1210), sintilimab (IBI308), AB122
(GLS-010), AMP-224, AMP-514/MEDI-0680, BMS936559, JTX-4014, BGB-108, SHR-
1210, MEDI4736, FAZ053, BCD-100, KN035, CS1001, BAT1306, LZMO009, AK105,
HLX10, SHR-1316, CBT-502 (TQB2450), A167 (KL-A167), STI-A101 (ZKAB001), CK-
301, BGB-A333, MSB-2311, HLX20, TSR-042 o0 LY3300054. En algunas modalidades, el
inhibidor de PD-1 o PD-L1 es uno descrito en las patentes de EE. UU. n.° 7,488,802,
7,943,743, 8,008,449, 8,168,757, 8,217, 149, WO 03042402, WO 2008156712, WO
2010089411, WO 2010036959, WO 2011066342, WO 2011159877, WO 2011082400 o
WO 2011161699, cada una de las cuales se incorporan en su totalidad al presente
documento mediante esta referencia.

En algunas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo,
un anticuerpo monoclonal anti-PD-1. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es
nivolumab, pembrolizumab, cemiplimab, spartalizumab, camrelizumab, cetrelimab,
toripalimab, sintilimab, AB122, AMP-224, JTX-4014, BGB-108, BCD-100, BAT1306,
LZMO009, AK105, HLX10 o TSR-042. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es
nivolumab, pembrolizumab, cemiplimab, spartalizumab, camrelizumab, cetrelimab,
toripalimab o sintilimab. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es
pembrolizumab. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es nivolumab. En
algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es cemiplimab. En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-PD-1 es spartalizumab. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1
es camrelizumab. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es cetrelimab. En

algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es toripalimab. En algunas modalidades, el
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anticuerpo anti-PD-1 es sintilimab. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es
AB122. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es AMP-224. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es JTX-4014. En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-PD-1 es BGB-108. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es
BCD-100. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es BAT1306. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es LZM0O09. En algunas modalidades, el anticuerpo
anti-PD-1 es AK105. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es HLX10. En
algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-1 es TSR-042. En algunas modalidades, el
anticuerpo monoclonal anti-PD-1 es nivolumab o pembrolizumab. En algunas
modalidades, el anticuerpo monoclonal anti-PD-1 es MGAO12. En algunas modalidades,
el anticuerpo anti-PD1 es SHR-1210. Otro/s agente/s anticancerigeno/s incluyen terapias
de anticuerpos como 4-1BB (por ejemplo, urelumab, utomilumab). En algunas
modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control inmunitarios es un
inhibidor de PD-L1, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-PD-L1. En algunas
modalidades, el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 es atezolizumab, avelumab,
durvalumab, tislelizumab, BMS-935559, MEDI4736, atezolizumab (MPDL3280A; también
conocido como RG7446), avelumab (MSB0010718C), FAZ053, KN035, CS1001, SHR-
1316, CBT-502, A167, STI-A101, CK-301, BGB-A333, MSB-2311, HLX20 o LY3300054.
En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es atezolizumab, avelumab,
durvalumab o tislelizumab. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es
atezolizumab. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es avelumab. En
algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es durvalumab. En algunas modalidades,
el anticuerpo anti-PD-L1 es tislelizumab. En algunas modalidades, un anticuerpo PD-L1
es BMS-935559. En algunas modalidades, un anticuerpo PD-L1 es MEDI4736. En
algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es FAZ053. En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-PD-L1 es KNO35. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es
CS1001. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es SHR-1316. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es CBT-502. En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-PD-L1 es A167. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es
STI-A101. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es CK-301. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es BGB-A333. En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-PD-L1 es MSB-2311. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1
es HLX20. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PD-L1 es LY3300054.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es una molécula pequefia que se une a PD-L1, o una sal aceptable desde un

punto de vista farmacéutico de esta. En algunas modalidades, el inhibidor de una
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molécula de puntos de control inmunitarios es una molécula pequefia que se une e
internaliza PD-L1 o una sal aceptables desde un punto de vista farmacéutico de esta. En
algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control inmunitarios es
un compuesto seleccionado entre los de US 2018/0179201, US 2018/0179197, US
2018/0179179, US 2018/0179202, US 2018/0177784, US 2018/0177870, n.o de serie de
EE. UU. 16/369,654 (presentada el 29 de marzo de 2019), y n.o de serie de EE. UU
62/688,164, 0 una sal aceptable desde un punto de vista farmacéutico de este, cada uno
de los cuales se incorpora en la presente memoria mediante esta referencia en su
totalidad.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de KIR, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta.

En algunas modalidades, el inhibidor es MCLA-145.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de CTLA-4, por ejemplo, un anticuerpo anti-CTLA-4. En
algunas modalidades, el anticuerpo anti-CTLA-4 es ipilimumab, tremelimumab,
AGEN1884 o CP-675,206.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de LAG3, por ejemplo, un anticuerpo anti-LAG3. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-LAG3 es BMS-986016, LAG525, INCAGN2385 o
eftilagimod alfa (IMP321).

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de CD73. En algunas modalidades, el inhibidor de CD73 es
oleclumab.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de TIGIT. En algunas modalidades, el inhibidor de TIGIT es
OMP-31M32.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de VISTA. En algunas modalidades, el inhibidor de VISTA es
JNJ-61610588 o0 CA-170.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de B7-H3. En algunas modalidades, el inhibidor de B7-H3 es
enoblituzumab, MGDO009 u 8H9.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de KIR. En algunas modalidades, el inhibidor de KIR es
lirlumab o IPH4102.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
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inmunitarios es un inhibidor de A2aR. En algunas modalidades, el inhibidor de A2aR es
CPI-444.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de TGF-beta. En algunas modalidades, el inhibidor de TGF-
beta es trabedersen, galusertinib o M7824.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de PI3K-gamma. En algunas modalidades, el inhibidor de
PI3K-gamma es IPI-549.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de CD47. En algunas modalidades, el inhibidor de CD47 es
Hu5F9-G4 o TTI-621.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de CD73. En algunas modalidades, el inhibidor de CD73 es
MEDI9447.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de CD70. En algunas modalidades, el inhibidor de CD70 es
cusatuzumab o BMS-936561.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de TIM3, por ejemplo, un anticuerpo anti-TIM3. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-TIM3 es INCAGN2390, MBG453 o0 TSR-022.

En algunas modalidades, el inhibidor de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de CD20, por ejemplo, un anticuerpo anti-CD20. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-CD20 es obinutuzumab o rituximab.

En algunas modalidades, el agonista de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un agonista de OX40, CD27, CD28, GITR, ICOS, CD40, TLR7/8 y CD137
(también conocido como 4-1BB).

En algunas modalidades, el agonista de CD137 es urelumab. En algunas
modalidades, el agonista de CD137 es utomilumab.

En algunas modalidades, el agonista de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de GITR. En algunas modalidades, el agonista de GITR es
TRX518, MK-4166, INCAGN1876, MK-1248, AMG228, BMS-986156, GWN323,
MEDI1873 o MEDI6469. En algunas modalidades, el agonista de una molécula de puntos
de control inmunitarios es un agonista de OX40, por ejemplo, anticuerpo agonista OX40 o
proteina de fusibn OX40L. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-OX40 es
INCAGNO01949, MEDI0562 (tavolimab), MOXR-0916, PF-04518600, GSK3174998, BMS-
986178 0 9B12. En algunas modalidades, la proteina de fusion OX40L es MEDI6383.
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En algunas modalidades, el agonista de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un agonista de CD40. En algunas modalidades, el agonista de CD40 es
CP-870893, ADC-1013, CDX-1140, SEA-CD40, RO7009789, JNJ-64457107, APX-005M
o Chi Lob 7/4.

En algunas modalidades, el agonista de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un agonista de ICOS. En algunas modalidades, el agonista de ICOS es
GSK-3359609, JTX-2011 o MEDI-570.

En algunas modalidades, el agonista de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un agonista de CD28. En algunas modalidades, el agonista de CD28 es
theralizumab.

En algunas modalidades, el agonista de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un agonista de CD27. En algunas modalidades, el agonista de CD27 es
varlilumab.

En algunas modalidades, el agonista de una molécula de puntos de control
inmunitarios es un agonista de TLR7/8. En algunas modalidades, el agonista de TLR7/8
es MEDI9197.

La forma sélida y las sales descritas en este documento se pueden usar en
combinacién con anticuerpos biespecificos. En algunas modalidades, uno de los
dominios del anticuerpo biespecifico se dirige al receptor PD-1, PD-L1, CTLA-4, GITR,
0X40, TIM3, LAG3, CD137, ICOS, CD3 o TGFB. En algunas modalidades, el anticuerpo
biespecifico se une a PD-1 y PD-L1. En algunas modalidades, el anticuerpo biespecifico
se une a PD-1 y PD-L1 es MCLA-136. En algunas modalidades, el anticuerpo
biespecifico se une a PD-L1 y CTLA-4. En algunas modalidades, el anticuerpo
biespecifico se une a PD-L1 y CTLA-4 es AK104.

En algunas modalidades, la forma sélida y las sales descritas en este documento
se pueden usar en combinacidn con uno o mas inhibidores de la enzima metabdlica. En
algunas modalidades, el inhibidor de enzimas metabdlicas es un inhibidor de IDO1, TDO
o arginasa. Los ejemplos de inhibidores de IDO1 incluyen epacadostat, NLG919, BMS-
986205, PF-06840003, IOM2983, RG-70099 y LY338196.

Tal como se proporciona en todo el documento, los compuestos, inhibidores,
agentes, etc. adicionales pueden combinarse con el presente compuesto en una forma
farmacéutica Unica o continua, o pueden administrarse simultdnea o secuencialmente

como formas farmacéuticas separadas.

Formulaciones farmacéuticas y formas farmacéuticas

Cuando se emplean como productos farmacéuticos, la forma sélida y las sales
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descritas en el presente documento se pueden administrar en forma de composiciones
farmacéuticas. Estas composiciones se pueden preparar de una manera bien conocida
en la técnica farmacéutica y se pueden administrar mediante una variedad de vias,
dependiendo de si esta indicado un tratamiento local o sistémico y del area a tratar. La
administracion puede ser topica (lo que incluye transdérmica, epidérmica, oftalmica y
para membranas de la mucosa que incluyen la administracion intranasal, vaginal and
rectal), pulmonar (por ejemplo, por inhalacion o insuflacion de polvos o aerosoles, incluso
por medio de nebulizador; intratraqueal or intranasal), oral o parenteral. La administracion
parenteral incluye la administracion intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal,
intramuscular o inyecciébn o infusion; o intracraneal, por ejemplo, intratecal o
intraventricular. La administracion parenteral puede ser en forma de una sola dosis en
bolo o puede ser, por ejemplo, mediante una bomba de perfusion continua. Las
composiciones y formulaciones farmacéuticas para administracion tépica pueden incluir
parches transdérmicos, unguentos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios,
aerosoles, liquidos y polvos. Los vehiculos farmacéuticos convencionales, bases
acuosas, en polvo u oleosas, espesantes y similares pueden ser necesarios o deseables.

Esta descripcion también incluye composiciones farmacéuticas que contienen,
como ingrediente activo, la forma sélida y sales descritas en el presente documento en
combinacién con uno o mas portadores (excipientes) aceptables desde un punto de vista
farmacéutico. En algunas modalidades, la composicion es adecuada para la
administracion tépica. Al preparar las composiciones de la divulgacion, el ingrediente
activo se mezcla tipicamente con un excipiente, se diluye con un excipiente o se encierra
dentro de dicho portador en forma de, por ejemplo, una capsula, bolsita, papel u otro
recipiente. Cuando el excipiente sirve como diluyente, puede ser un material soélido,
semisolido o liquido, que actia como vehiculo, portador o medio para el ingrediente
activo. Por tanto, las composiciones pueden estar en forma de comprimidos, pildoras,
polvos, pastillas, sobres, sellos, elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes,
aerosoles (como un medio soélido o liquido), pomadas que contienen, por ejemplo, hasta
10 % en peso del compuesto activo, capsulas de gelatina blanda y dura, supositorios,
soluciones inyectables estériles y polvos envasados estériles.

Al preparar una formulacién, el compuesto activo se puede moler para
proporcionar el tamafio de particula apropiado antes de combinarlo con los otros
ingredientes. Si el compuesto activo es sustancialmente insoluble, se puede moler hasta
un tamafio de particula de menos de 200 mesh. Si el compuesto activo es
sustancialmente soluble en agua, el tamafio de particula se puede ajustar mediante

molienda para proporcionar una distribucion sustancialmente uniforme en la formulacién,
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por ejemplo, alrededor de 40 mesh.

La forma sélida y las sales descritas en el presente documento se pueden moler
usando procedimientos de trituracidon conocidos tales como trituracion en himedo para
obtener un tamafo de particula apropiado para la formacion de comprimidos y para otros
tipos de formulacion. Las preparaciones finamente divididas (nanoparticuladas) de los
compuestos de la divulgacién pueden prepararse mediante procesos conocidos en la
técnica, por ejemplo, ver la solicitud internacional n.© WO 2002/000196.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen, lactosa, dextrosa,
sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma acacia, fosfato de calcio, alginatos,
tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona,
celulosa, agua, jarabe, metilcelulosa. Las formulaciones pueden incluir, adicionalmente:
agentes lubricantes tales como, estearato de magnesio y aceite mineral; agentes
humectantes; agentes de suspension y emulsionantes, agentes conservantes tales como
metil y propilhidroxibenzoatos, y agentes endulzantes o agentes saborizantes. Las
composiciones de la divulgacion pueden formularse para proporcionar una liberacion
rapida, sostenida o retardada del ingrediente activo después de la administracion al
paciente mediante el empleo de procedimientos conocidos en la técnica.

Las composiciones se pueden formular en una forma de dosificacién unitaria,
conteniendo cada dosificacion, de alrededor de 5 mg a alrededor de 1000 mg (1 g) o
mas, tal como alrededor de 100 mg a alrededor de 500 mg del ingrediente activo. La
expresion «formas de dosificacion unitaria» hace referencia a unidades fisicamente
distintas adecuadas como dosis unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos, cada
unidad contiene una cantidad predeterminada del material activo calculada para producir
el efecto terapéutico deseado, en asociacion con un excipiente farmacéutico adecuado.

En algunas modalidades, las composiciones de la divulgacién contienen de
alrededor de 5 a alrededor de 50 mg del ingrediente activo. Un experto en la técnica
apreciara que esto incluye composiciones que contienen de alrededor de 5 a alrededor
de 10, de alrededor de 10 a alrededor de 15, de alrededor de 15 a alrededor de 20, de
alrededor de 20 a alrededor de 25, de alrededor de 25 a alrededor de 30, de alrededor de
30 a alrededor de 35, de alrededor de 35 a alrededor de 40, de alrededor de 40 a
alrededor de 45 o de alrededor de 45 a alrededor de 50 mg del ingrediente activo.

En algunas modalidades, las composiciones de la divulgacién contienen de
alrededor de 50 a alrededor de 500 mg del ingrediente activo. Un experto en la técnica
apreciara que esto incluye composiciones que contienen de alrededor de 50 a alrededor
de 100, de alrededor de 100 a alrededor de 150, de alrededor de 150 a alrededor de 200,
de alrededor de 200 a alrededor de 250, de alrededor de 250 a alrededor de 300, de
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alrededor de 350 a alrededor de 400 o alrededor de 450 a alrededor de 500 mg del
ingrediente activo.

En algunas modalidades, las composiciones de la divulgacién contienen de
alrededor de 500 a alrededor de 1000 mg del ingrediente activo. Un experto en la técnica
apreciara que esto incluye composiciones que contienen de alrededor de 500 a alrededor
de 550, de alrededor de 550 a alrededor de 600, de alrededor de 600 a alrededor de 650,
de alrededor de 650 a alrededor de 700, de alrededor de 700 a alrededor de 750, de
alrededor de 750 a alrededor de 800, de alrededor de 800 a alrededor de 850, de
alrededor de 850 a alrededor de 900, de alrededor de 900 a alrededor de 950 o de
alrededor de 950 a alrededor de 1000 mg del ingrediente activo.

Se pueden usar dosis similares de los compuestos descritos en el presente
documento en los métodos y usos de la divulgacion.

El compuesto activo puede ser eficaz en un amplio intervalo de dosis vy
generalmente se administra en una cantidad eficaz desde un punto de vista terapéutico.
Se entenderd, sin embargo, que la cantidad del compuesto realmente administrado la
determinard normalmente un médico, de acuerdo con las circunstancias relevantes,
incluida la afeccion a tratar, la via de administracién elegida, el compuesto real
administrado, la edad, peso y respuesta del paciente individual, la gravedad de los
sintomas del paciente y similares.

Para preparar composiciones sélidas tales como comprimidos, el ingrediente
activo principal se mezcla con un excipiente farmacéutico para formar una composicion
de preformulacion soélida que contiene una mezcla homogénea de la forma sélida y sales
descritas en el presente documento. Cuando se hace referencia a estas composiciones
de preformulacibn como homogéneas, el ingrediente activo se dispersa tipicamente
uniformemente por toda la composicion de modo que la composicion se puede subdividir
faciimente en formas de dosificacion unitaria igualmente eficaces tales como
comprimidos, pildoras y cépsulas. Esta preformulacién sélida se subdivide luego en
formas de dosificacion unitarias del tipo descrito anteriormente que contienen, por
ejemplo, de alrededor de 0,1 a alrededor de 1000 mg del ingrediente activo de la
presente divulgacion.

Los comprimidos o pildoras de la presente invencién pueden recubrirse o
componerse de otro modo para proporcionar una forma farmacéutica que proporcione la
ventaja de una accion prolongada. Por ejemplo, el comprimido o pildora puede
comprender un componente de dosificacion interior y un componente de dosificacion
exterior, estando este ultimo en forma de sobre el primero. Los dos componentes pueden

estar separados por una capa entérica que sirve para resistir la desintegracion en el
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estdbmago y permite que el componente interno pase intacto al duodeno o se retrase en
su liberacion. Puede usarse una variedad de materiales para tales capas o revestimientos
entéricos, tales materiales incluyen varios acidos poliméricos y mezclas de &cidos
poliméricos con materiales tales como goma laca, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Las formas liquidas en las que se pueden incorporar los compuestos vy
composiciones de la presente divulgacion para la administracion oral o por inyeccion
incluyen soluciones acuosas, jarabes aromatizados adecuadamente, suspensiones
acuosas o oleosas y emulsiones aromatizadas con aceites comestibles tales como aceite
de semilla de algoddn, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite de cacahuete, asi como
elixires y vehiculos farmacéuticos similares.

Las composiciones para inhalacion o insuflacion incluyen soluciones 'y
suspensiones en disolventes acuosos u organicos aceptables desde un punto de vista
farmacéutico, o mezclas de estos, y polvos. Las composiciones liquidas o sélidas pueden
contener excipientes aceptables desde un punto de vista farmacéutico adecuados como
se describié anteriormente. En algunas modalidades, las composiciones se administran
por via respiratoria oral o nasal para un efecto local o sistémico. Las composiciones
pueden nebulizarse mediante el uso de gases inertes. Las soluciones nebulizadas se
pueden respirar directamente desde el dispositivo nebulizador o el dispositivo nebulizador
se puede conectar a una mascara facial, tienda o maquina de respiracién de presion
positiva intermitente. Las composiciones en solucién, suspension o polvo se pueden
administrar por via oral o nasal desde dispositivos que administran la formulacién de
manera apropiada.

Las formulaciones topicas pueden contener uno o0 mas portadores
convencionales. En algunas modalidades, los unguientos pueden contener agua y uno o
mas portadores hidrofébicos seleccionados de, por ejemplo, parafina liquida, éter alquil
de polioxietileno, propilenglicol, vaselina blanca y similares. Las composiciones
portadoras de cremas pueden basarse en agua en combinacion con glicerol y uno o mas
componentes, por ejemplo, monoestearato de glicerina, monoestearato de glicerina PEG
y alcohol cetilestearilico. Los geles se pueden formular usando alcohol isopropilico y
agua, adecuadamente en combinacion con otros componentes tales como, por ejemplo,
glicerol, hidroxietilcelulosa y similares. En algunas modalidades, las formulaciones tépicas
contienen al menos alrededor de 0,1, al menos alrededor de 0,25, al menos alrededor de
0,5, al menos alrededor de 1, al menos alrededor de 2 o al menos alrededor de 5 % en
peso del compuesto de la divulgacion. Las formulaciones topicas se pueden envasar
adecuadamente en tubos de, por ejemplo, 100 g que estadn opcionalmente asociados con

instrucciones para el tratamiento de la indicacion seleccionada, por ejemplo, psoriasis u
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otra afeccion de la piel.

La cantidad de ingrediente activo o composicibn administrada a un paciente
variard dependiendo de lo que se esté administrando, el propésito de la administracion,
tal como profilaxis o terapia, el estado del paciente, la forma de administracion y
similares. En determinadas aplicaciones terapéuticas, las formulaciones farmacéuticas se
administran a un paciente que ya padece una enfermedad o afeccién, en una cantidad
suficiente para curar o al menos detener parcialmente al menos uno de los sintomas de la
enfermedad o afeccion. Las dosis efectivas dependeran del estado de la enfermedad que
se esté tratando asi como del juicio del médico que lo atiende, dependiendo de factores
tales como la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el estado general del
paciente y similares.

Las composiciones administradas a un paciente pueden estar en forma de
composiciones farmacéuticas descritas anteriormente. Estas composiciones se pueden
esterilizar mediante técnicas de esterilizacion convencionales, o se pueden esterilizar por
filtracion. Las soluciones acuosas pueden envasarse para su uso en el estado en que se
encuentran, o liofilizarse, combinandose la preparacién liofilizada con un vehiculo acuoso
estéril antes de la administracion. ElI pH de las preparaciones de compuestos estara
tipicamente entre 3y 11, mas preferiblemente entre 5y 9 y mas preferiblemente entre 7 y
8. Se entendera que el uso de determinados excipientes, portadores o estabilizadores
anteriores dara como resultado la formacion de sales farmacéuticas.

La dosis terapéutica de la forma sélida y las sales descritas en el presente
documento puede variar segun, por ejemplo, el uso particular para el que se realiza el
tratamiento, la forma de administracién del compuesto, la salud y el estado del paciente y
el criterio del médico que prescribe. La proporcion o concentraciéon de un compuesto de la
divulgacién en una composicion farmacéutica puede variar dependiendo de varios
factores que incluyen la dosis, las caracteristicas quimicas (por ejemplo, hidrofobicidad) y
la via de administracién. Por ejemplo, la forma soélida y las sales descritas en el presente
documento se pueden proporcionar en una soluciéon tampon fisiolégica acuosa que
contiene de alrededor de 0,1 a alrededor de 10 % p/v del compuesto para administraciéon
parenteral. Algunos intervalos de dosis tipicos son de aproximadamente 1 pg/kg a
aproximadamente 1 g/kg del peso corporal por dia. En algunas modalidades, el intervalo
de dosis es de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg por dia. Es
probable que la dosificacion dependa de variables tales como el tipo y grado de
progresion de la enfermedad o trastorno, el estado de salud general del paciente en
particular, la eficacia biologica relativa del compuesto seleccionado, la formulacion del

excipiente y su via de administracion. Las dosis efectivas se pueden extrapolar a partir de
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curvas de respuesta a la dosis derivadas de sistemas de prueba en modelos animales o
in vitro.
Las composiciones de la divulgacion pueden incluir ademas uno o mas agentes
farmacéuticos adicionales tales como un compuesto quimioterapéutico, esteroide,
antiinflamatorio o inmunosupresor, cuyos ejemplos se enumeran en el presente

documento.

Kits

La presente divulgacion también incluye kits farmacéuticos utiles, por ejemplo, en
el tratamiento o prevencion de enfermedades o trastornos asociados con CDK2 (tales
como, por ejemplo, cancer, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad cardiovascular
o una enfermedad neurodegenerativa), los que incluyen uno o mas envases que
contienen una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de la forma soélida y las sales descritas en el presente documento. Dichos kits
pueden incluir ademas uno o mas de varios componentes de kits farmacéuticos
convencionales, tales como, por ejemplo, recipientes con uno o mas portadores
aceptables desde un punto de vista farmacéutico, recipientes adicionales, etc., como sera
facilmente evidente para los expertos en la técnica. También se pueden incluir en el kit
instrucciones, ya sea en forma de prospectos o etiquetas, que indiquen las cantidades de
los componentes a administrar, las pautas de administracion y/o las pautas para mezclar

los componentes.

Biomarcadores y marcadores farmacodinamicos

La divulgacion proporciona ademas marcadores predictivos (por ejemplo,
biomarcadores y marcadores farmacodinamicos, por ejemplo, nUmero de copias de
genes, secuencia de genes, niveles de expresion o niveles de fosforilacion) para
identificar a los sujetos humanos que tienen, se sospecha que tienen o estan en riesgo de
desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con CDK2 para quienes la
administracién de un inhibidor de CDK2 («un inhibidor de CDK2» como se usa en el
presente documento se refiere a la forma soélida y las sales descritas en el presente
documento) es probable que sea eficaz. La divulgacion también proporciona marcadores
farmacodindmicos (por ejemplo, niveles de fosforilacion) para identificar a los sujetos
humanos que tienen, se sospecha que tienen o estdn en riesgo de desarrollar una
enfermedad o trastorno asociado con CDK2 que responden a un inhibidor de CDK2. El
uso de CCNEL1, p16 y Rb S780 se describe adicionalmente en la publicacion de patente

de EE.UU. n.° 2020/0316064, cuyas figuras y divulgacion se incorporan en su totalidad al
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presente documento mediante esta referencia.

Los métodos se basan, al menos en parte, en el descubrimiento de que el estado
funcional del inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina 2A («CDKN2A»; también
denominado «pl6») es un biomarcador para predecir la sensibilidad a las terapias
dirigidas a CDK2 en células amplificadas con ciclina-E1 especificas de G1/S («<CCNE1»)
adecuadas para su uso en la estratificacion de pacientes. Ademas, la presente
divulgacion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que, en lineas celulares
amplificadas con CCNE1, el nivel de fosforilacion de la proteina asociada al
retinoblastoma humano («Rb») en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido
780 de la SEQ ID NO:3 es un marcador farmacodinamico para la actividad de CDK2 y es
adecuado para medir la actividad enzimatica de CDK2 en ensayos celulares o
aplicaciones preclinicas y clinicas, como, por ejemplo, monitorear el progreso o la

respuesta al tratamiento con un inhibidor de CDK2.

CCNE1ly pl6

CCNEL y pl16 se han identificado en los Ejemplos como genes, en combinacion,
Utiles para predecir la capacidad de respuesta (por ejemplo, mejora en la enfermedad
segun lo evidencia la remision/resolucion de la enfermedad) de un sujeto que tiene una
enfermedad o un trastorno asociados con CDK2 a un inhibidor de CDK2.

pl6 (también conocido como inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 2A,
inhibidor de cinasa 4 dependiente de ciclina A, supresor de tumores mdltiples 1 y pl16-
INK4a) actia como un regulador negativo de la proliferacion de células normales al
interactuar con CDK4 y CDK®6. p16 esta codificado por el gen del inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina 2A («CDKN2A») (nimero de acceso de GenBank NM_000077).
La ubicacién citogénica del gen CDKN2A es 9p21.3, que es el brazo corto (p) del
cromosoma 9 en la posicién 21.3. La ubicacion molecular del gen CDKN2A es el par de
bases 21 967 752 a 21 995 043 en el cromosoma 9 (Homo sapiens Annotation Release
109, GRCh38.p12). Se cree que las anomalias genéticas y epigenéticas en el gen que
codifica p16 conducen a escapar de la senescencia y la formacion de cancer (Okamoto et
al., 1994, PNAS 91(23):11045-9). Los ejemplos no taxativos de anomalias genéticas en el
gen que codifica pl6 se describen en la Tabla A, a continuacion. La secuencia de
amino4cidos de la pl6 humana se proporciona a continuacion (n.° de acceso de
GenBank NP_000068/n.° de acceso de UniProtKB P42771):

1 MEPAAGSSME PSADWLATAA ARGRVEEVRA LLEAGALPNA PNSYGRRPIQ
VMMMGSARVA
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61 ELLLLHGAEP NCADPATLTR PVHDAAREGF LDTLVVLHRA GARLDVRDAW
GRLPVDLAEE
121 LGHRDVARYL RAAAGGTRGS NHARIDAAEG PSDIPD (SEQ ID NO:1).

CCNEL1 es un factor del ciclo celular esencial para el control del ciclo celular en la
transicion G1/S (Ohtsubo et al., 1995, Mol. Cell. Biol. 15:2612-2624). CCNE1 actia como
una subunidad reguladora de CDK2, interactuando con CDK2 para formar un complejo de
holoenzima serina/treonina cinasa. La subunidad CCNE1l de este complejo de
holoenzimas proporciona la especificidad de sustrato del complejo (Honda et al., 2005,
EMBO 24:452-463). CCNEL1 esta codificado por el gen de la ciclina E1 («CCNE1»)
(numero de acceso de GenBank NM_001238). La secuencia de aminoacidos de CCNE1
humano se proporciona a continuacion (n.° de acceso de GenBank NP_001229/n.° de
acceso de UniProtKB P24864):

1 mprerrerda kerdtmkedg gaefsarsrk rkanvtvflg dpdeemakid rtardgcgsq

61 pwdnnavcad pcsliptpdk edddrvypns tckpriiaps rgsplpvisw anreevwkim
121 Inkektylrd ghfleghpll gpkmrailld wimevcevyk lhretfylaq dffdrymatq

181 envvktllgl igisslfiaa kleeiyppkl hgfayvtdga csgdeiltme Imimkalkwr

241 Ispltivswl nvymaqvayin dlhevllpgy pqgifigiae lidicvidvd clefpygila

301 asalyhfsss elmgkvsgyq wediencvkw mvpfamvire tgssklikhfr gvadedahni

361 gthrdsldll dkarakkaml segnrasplp sglltppgsg kkgssgpema (SEQ ID NO:2).

Los Ejemplos demuestran que la eliminacion de CDK2 inhibe la proliferacién de
lineas celulares amplificadas con CCNEL, pero no de lineas celulares no amplificadas
con CCNEL. Por el contrario, los Ejemplos muestran que la inhibicién de CDK4/6 inhibe la
proliferacion de lineas celulares no amplificadas con CCNEL, pero no de lineas celulares
amplificadas con CCNE1l. Los Ejemplos demuestran ademas que se requiere la
presencia de un gen pl6 normal (por ejemplo, no mutado o no eliminado) para la
inhibicion observada de la proliferaciéon celular en células amplificadas con CCNE1
tratadas con un inhibidor de CDK2. En consecuencia, CCNE1 y p16 son, en conjunto, un
biomarcador combinado: las células que responden al tratamiento con un inhibidor de
CDK2 muestran una amplificacion del gen CCNE1 y/o un nivel de expresion de CCNE1
que es mas alto que un nivel de expresion de control de CCNEL1, y tienen una secuencia
de nucledtidos (por ejemplo, un gen o un ARNm) que codifica la proteina pl6 (por
ejemplo, una proteina p16 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID

NO: 1) y/o presenta la proteina pl6, mientras que las células de control que no



10

15

20

25

30

35

69
responden al tratamiento con un inhibidor de CDK2 no tienen una amplificacion del gen
CCNEL1 y/o un nivel de expresion de CCNEL superior al nivel de expresién de control de
CCNEL1, y tienden a tener un gen mutado o eliminado que codifica la proteina p16 y/o
carece de la expresion de la proteina p16.

Por lo tanto, la divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto humano
que tiene, se sospecha que tiene o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o un
trastorno asociado con CDK2, que comprende administrar al sujeto humano un inhibidor
de CDK2, en donde se ha determinado previamente que el sujeto humano: (i) (a) tiene
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina p16 que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 1, (b) tiene un gen CDKN2A que carece de una 0 mas
sustituciones y/o deleciones de &cidos nucleicos inactivantes, y/o (c) expresa una
proteina pl6, y (i) (a) tiene una amplificacion del gen CCNE1 y/o (b) tiene un nivel de
expresion de CCNE1l en una muestra biol6gica obtenida del sujeto humano que es
superior a un nivel de expresion de CCNE1 de control. En determinadas modalidades, los
métodos predictivos descritos en el presente predicen que el sujeto respondera al
tratamiento con el inhibidor de CDK2 con al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos
un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % %, al menos un 98 % o
un 100 % de precisién. Por ejemplo, en algunas modalidades, si los métodos predictivos
descritos en el presente documento se aplican a 10 sujetos que tienen, se sospecha que
tienen o estan en riesgo de desarrollar una enfermedad o un trastorno asociado con
CDK2, y se predice gue 8 de esos 10 sujetos responderan al tratamiento con un inhibidor
de CDK2 basado en un método predictivo descrito en este documento, y 7 de esos 8
sujetos efectivamente responden al tratamiento con un inhibidor de CDK2, entonces el
método predictivo tiene una precision del 87,5 % (7 dividido por 8). Se considera que un
sujeto responde al inhibidor de CDK?2 si el sujeto muestra alguna mejora en el estado de
la enfermedad evidenciada por, por ejemplo, reduccién o alivio de los sintomas,
remisién/resolucién de la enfermedad, etc.

En algunas modalidades, el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno asociado
con CDK2. En algunas modalidades, se ha determinado previamente que el sujeto
humano: (i) (a) tiene una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina pl6 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 y/o (b) un gen CDKN2A que
carece de una o mas sustituciones y/o deleciones de acidos nucleicos inactivantes, y (ii)
tiene una amplificacién del gen CCNE1 en una muestra biolégica obtenida del sujeto
humano. En algunas modalidades, el gen CDKN2A codifica una proteina que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:1. En modalidades especificas, el gen

CDKNZ2A codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
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ID NO:1.

En modalidades especificas, la una o mas sustituciones y/o deleciones de acidos

nucleicos inactivantes en el gen CDKN2A es como se describe en la Tabla A. En

modalidades especificas, la una 0 mas sustituciones y/o deleciones de acidos nucleicos

inactivantes en el gen CDKN2A es como se describe en Yarbrough et al., Journal of the
National Cancer Institute, 91(18):1569-1574, 1999; Liggett y Sidransky, Biology of
Neoplasia, Journal of Oncology, 16(3):1197-1206, 1998, y Cairns et al., Nature Genetics,

11:210-212, 1995, cada uno de los cuales se incorpora aqui en su totalidad mediante

esta referencia.

Tabla A. Sustituciones, deleciones y modificaciones del gen CDKN2A

Descripcién

Referencias

Transicion de C a T que convierte el codon 232
del gen CDKN2A de un codoén de arginina a un

codon de terminacion

N.c de RefSNP
rs121913388; Kamb et al., Science
264: 436-440, 1994

acceso de

Delecién de la linea germinal de 19 pares de
bases en el nucledtido 225 que causa un cambio
en el marco de lectura que se predice que

truncara gravemente la proteina p16

N.c de RefSNP
rsb87776716; Gruis et al., Nature
Genet. 10: 351-353, 1995

acceso de

Delecion de 6 pares de bases en los nucleétidos
363-368 del gen CDKN2A

N.e de Clinvar
RCV000010017.2; Liu et al,
Oncogen 11: 405-412, 1995

acceso de

Mutacion en el cromosoma 9:21971058 prevista
que sustituya la glicina correspondiente a la
posicién del aminoacido 101 de la SEQ ID NO:1

con un triptéfano

N.° de RefSNP
rs104894094; Ciotti et al., Am. J.
Hum. Genet. 67: 311-319, 2000

acceso de

Mutacion de linea germinal que constituye una
duplicacion de 3 pares de bases en marco en el
nucleotido 332 en el exdn 2 del gen CDKN2A

N.° de
RCV000010020.3;
Cancer Res. 56: 2497-2500, 1996

Clinvar

Borg et al.,

acceso de

Mutacion prevista que sustituya la metionina
correspondiente a la posicion de aminoacido 53

de la SEQ ID NO: 1 con una isoleucina

N. de RefSNP
rs104894095; Harland et al., Hum.
Molec. Genet. 6: 2061-2067, 1997

acceso de

Mutacidon prevista que sustituya la arginina
correspondiente a la posicion de aminoacido 24

de la SEQ ID NO: 1 con una prolina

N. de RefSNP
rs104894097; Monzon et al., New
Eng. J.Med. 338: 879-887, 1998

acceso de
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Descripcidn

Referencias

Repeticion de 24 pares de bases insertada en el
cromosoma 9 entre 21 974 795 y 21 974 796
(hebra directa)

N. de de RefSNP
rs587780668; Pollock et al., Hum.
Mutat. 11: 424-431, 1998)

acceso

Transversion de G a T en el nucledtido -34 del | N° de acceso de ClinVar
gen CDKN2A RCV000010024.5; Liu et al.,
Nature Genet. 21: 128-132, 1999
Deleciébn del exdon 1-beta especifico de pl4d | N° de acceso de Clinvar
(ARF) de CDKN2A RCV000010026.2; Randerson-

Moor et al., Hum. Molec. Genet.
10: 55-62, 2001

Mutaciébn prevista que sustituya la valina
correspondiente a la posicion de aminoacido 126

de la SEQ ID NO: 1 con una isoleucina

N.c de de RefSNP
rs104894098; Goldstein et al., Brit.
J. Cancer 85: 527-530, 2001

acceso

Transicion (IVS2-105 A-G) en el intrén 2 del gen
CDKN2A que crea un sitio donante de empalme
GT falso de 5 cebadores de 105 bases del exon
3 que da como resultado un empalme aberrante
del ARNm

Mutacidon prevista que da como resultado la
sustitucion de glicina correspondiente a la
posicién de aminoacido 122 de la SEQ ID NO: 1

con una arginina

Mutacién prevista que da como resultado la
sustitucion de valina correspondiente a la
posicién de aminoacido 59 de la SEQ ID NO: 1

con una arginina

N.° de acceso de ClinVar
RCV000010028.3; Harland et al.,
Hum. Molec. Genet. 10: 2679-
2686, 2001

N.° de acceso de RefSNP
rs113798404; Hewitt et al., Hum.
Molec. Genet. 11: 1273-1279,
2002

N.° de acceso de RefSNP

rs113798404; Yakobson et al.,
Melanoma Res. 11: 569-570, 2001

Transversion en tandem de la linea germinal | N.° de acceso de RefSNP
339G-C y una transicion 340C-T en el gen |rs113798404 'y rs104894104;
CDKNZ2A que da como resultado la sustitucién de | Kannengiesser et al.,, Genes
prolina correspondiente a la posicion de | Chromosomes Cancer 46: 751-
aminoéacido 114 de la SEQ ID NO: 1 con una | 760, 2007

serina

Mutacion prevista que da como resultado la | N.° de acceso de RefSNP

sustitucion de serina correspondiente a la

rs104894109; Kannengiesser et




72

Descripcidn

Referencias

posicion de aminoacido 56 de la SEQ ID NO: 1

con una isoleucina

al., Genes Chromosomes Cancer
46: 751-760, 2007

Mutacion prevista que da como resultado la
sustitucion de glicina correspondiente a la
posicion de aminoacido 89 de la SEQ ID NO: 1

con un &cido aspartico

N.° de de RefSNP
rs137854599; Goldstein et al., J.
Med. Genet. 45: 284-289, 2008

acceso

Transicion heterocigética de A a G en el exén 1B
del gen CDKN2A, que afecta el corte y empalme
de la isoforma p14(ARF)

N.c de
RCV000022943.3;
Clin. Genet. 77: 581-586, 2010

de Clinvar

Binni et

acceso

al.,

Duplicacién heterocigota de 5 pb (19_23dup) en
el gen CDKN2A, lo que da como resultado un

cambio de marco y una terminacion prematura

N.° de de ClinVar
RCV000030680.6; Harinck, F.,
Kluijt et al., J. Med. Genet. 49: 362-
365, 2012

acceso

Mutacion prevista que da como resultado la
sustitucién de acido aspartico correspondiente a
la posicion de aminoéacido 84 de la SEQ ID NO: 1

con una valina

Yarbrough et al., Journal of the
National Cancer

91(18):1569-1574

Institute,

Mutacion prevista que da como resultado la
sustitucién de acido aspartico correspondiente a
la posicion de aminoacido 84 de la SEQ ID NO: 1

con una glicina

Yarbrough et al., Journal of the
National Cancer

91(18):1569-1574

Institute,

Mutacién prevista que da como resultado la
sustitucion de arginina correspondiente a la
posicién de aminoacido 87 de la SEQ ID NO: 1

con una prolina

Yarbrough et al., Journal of the

National Cancer Institute,

91(18):1569-1574

Mutacion prevista que da como resultado la
sustitucion de prolina correspondiente a la
posicion de aminoacido 48 de la SEQ ID NO: 1

con una leucina

Yarbrough et al., Journal of the

National Cancer Institute,

91(18):1569-1574

Mutacidon prevista que da como resultado la
sustitucién de acido aspartico correspondiente a
la posicion de aminoéacido 74 de la SEQ ID NO: 1

con una asparagina

Yarbrough et al., Journal of the

National Cancer Institute,

91(18):1569-1574

Mutacion prevista que da como resultado la

Yarbrough et al., Journal of the
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Descripcidn Referencias

sustituciébn de arginina correspondiente a la | National Cancer Institute,
posicion de aminoacido 87 de la SEQ ID NO: 1 | 91(18):1569-1574

con una leucina

Mutacion prevista que da como resultado la | Yarbrough et al., Journal of the
sustitucién de asparagina correspondiente a la | National Cancer Institute,
posicion de aminoacido 71 de la SEQ ID NO: 1 | 91(18):1569-1574

con una serina

Mutacién prevista que da como resultado la | Yarbrough et al., Journal of the
sustitucion de arginina correspondiente a la | National Cancer Institute,
posicién de aminoacido 80 de la SEQ ID NO: 1 | 91(18):1569-1574

con una leucina

Mutacién prevista que da como resultado la | Yarbrough et al., Journal of the
sustitucion de histidina correspondiente a la | National Cancer Institute,
posicion de aminoacido 83 de la SEQ ID NO: 1 | 91(18):1569-1574

con una tirosina

La divulgacion también presenta un método para tratar a un sujeto humano que
tiene, se sospecha que tiene o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o un
trastorno asociado con CDK2, que comprende: (i) identificar, en una muestra biolégica
obtenida del sujeto humano: (a) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
pl6é que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, (b) un gen
CDKNZ2A gue carece de una 0 mas sustituciones de acido nucleico inactivantes, y/o (c) la
presencia de una proteina pl6; (ii) identificar, en una muestra biol6gica obtenida del
sujeto humano: (a) una amplificacion del gen CCNEL1 y/o (b) un nivel de expresion de
CCNEL1 que es mayor que un nivel de expresion de CCNE1 de control; y (iii) administrar
un inhibidor de CDK2 al sujeto humano. En algunas modalidades, el sujeto tiene una
enfermedad o un trastorno asociado con CDK2. En algunas modalidades, se sospecha
que el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 o esta en riesgo
de desarrollarlos. En algunas modalidades, el método comprende: (i) identificar, en una
muestra biolégica obtenida del sujeto humano: (a) una secuencia de nucle6tidos que
codifica una proteina p16 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
1, (b) un gen CDKN2A que carece de una o mas sustituciones y/o deleciones de acidos
nucleicos inactivantes, y/o (c) la presencia de una proteina p16; (i) identificar, en una
muestra biologica obtenida del sujeto humano: (a) una amplificacion del gen CCNEL; y

(iify administrar un inhibidor de CDK2 al sujeto humano.
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La divulgacién también presenta un método para predecir la respuesta de un
sujeto humano que tiene, se sospecha que tiene o esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 ante un inhibidor de CDK2, que
comprende: (i) determinar, a partir de una muestra biolégica obtenida de el sujeto
humano: (a) la secuencia de nucle6tidos de un gen CDKN2A, (b) la presencia de un gen
CDKN2A que carece de una o mas sustituciones y/o deleciones de &cidos nucleicos
inactivantes, y/o (c) la presencia de una proteina p16; y (ii) determinar, a partir de una
muestra biol6gica obtenida del sujeto humano: (a) el nimero de copias del gen CCNE1
y/o (b) el nivel de expresion de CCNEL, en donde (1) (a) la presencia de un gen CDKN2A
que codifica una proteina p16 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 1, (b) la presencia de un gen CDKN2A que carece de una o mas sustituciones y/o
deleciones de acidos nucleicos inactivantes, y/o (c) la presencia de un p16 y (2) (a) una
amplificacion del gen CCNE1 y/o (b) un nivel de expresion de CCNEL que es més alto
gue un nivel de expresion de CCNEL de control, es predictivo de que el sujeto humano
respondera al inhibidor de CDK2. En algunas modalidades, el sujeto tiene una
enfermedad o un trastorno asociado con CDK2. En algunas modalidades, se sospecha
gue el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 o esta en riesgo
de desarrollarlos. En algunas modalidades, el método comprende: (i) determinar, a partir
de una muestra hioldgica obtenida del sujeto humano: (a) la secuencia de nucleétidos de
un gen CDKN2A y/o (b) la presencia de un gen CDKN2A que carece de una o mas
sustituciones y/o deleciones de acidos nucleicos inactivantes; y (ii) determinar, a partir de
una muestra biolégica obtenida del sujeto humano: (a) el nimero de copias del gen
CCNE1, en donde (1) (a) la presencia de un gen CDKN2A que codifica una proteina p16
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 y/o (b) la presencia de
un gen CDKN2A que carece de una o mas sustituciones y/o deleciones de acidos
nucleicos inactivantes, y (2) (a) una amplificacion del gen CCNE1, es predictivo de que el
sujeto humano respondera al inhibidor de CDK2.

En modalidades especificas, (i) la determinacion de (a) la secuencia de
nucleotidos de un gen CDKN2A, (b) la presencia de un gen CDKN2A que carece de una
0 mas sustituciones y/o deleciones de acidos nucleicos inactivantes, y/o (c) la presencia
de una proteina p16 se lleva a cabo antes (por ejemplo, al menos 1 dia, al menos 2 dias,
al menos 3 dias, al menos 4 dias, al menos 5 dias, al menos 6 dias, al menos 7 dias, al
menos 2 semanas , al menos 3 semanas, 0 al menos 4 semanas, o0 de 6 horas a 16
horas, de 6 horas a 20 horas, o de 6 horas a 24 horas, de 2 dias a 3 dias, de 2 dias a 4
dias, de 2 dias a 5 dias, de 2 dias a 6 dias, de 2 dias a 7 dias, de 1 semana a 2

semanas, de 1 semana a 3 semanas, o de 1 semana a 4 semanas antes) de administrar
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al sujeto humano el inhibidor de CDK2. En modalidades especificas, (ii) la determinacién
de (a) el numero de copias del gen CCNEL1 y/o (b) el nivel de expresion de CCNEL en la
muestra bioldgica obtenida del sujeto humano se lleva a cabo antes (por ejemplo, al
menos 1 dia, al menos 2 dias, al menos 3 dias, al menos 4 dias, al menos 5 dias, al
menos 6 dias, al menos 7 dias, al menos 2 semanas, al menos 3 semanas, o al menos 4
semanas, o de 6 horas a 16 horas, de 6 horas a 20 horas, o de 6 horas a 24 horas, de 2
dias a 3 dias, de 2 dias a 4 dias, de 2 dias a 5 dias, de 2 dias a 6 dias, de 2 dias a 7
dias, de 1 semana a 2 semanas, de 1 semana a 3 semanas, o de 1 semana a 4 semanas
antes) de administrar al sujeto humano el inhibidor de CDK2.

Una amplificacién del gen CCNE1 y/o un nivel de expresion de CCNEL superior al
nivel de expresion de CCNEL1 de control, combinado con la presencia de un gen CDKN2A
que codifica una proteina p16 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:1, la presencia de un gen CDKN2A que carece de una o mas sustituciones y/o
deleciones de acidos nucleicos inactivantes, y/o la presencia de una proteina pl6 (por
ejemplo, una proteina pl6 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 1), es indicativa/predictiva que un sujeto humano que tiene, se sospecha que tiene o
esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o un trastorno asociado con CDK2
responderd a un inhibidor de CDK2.

En algunas modalidades, el gen CCNE1 se amplifica a un nimero de copias del
gen de 3 a 25. En modalidades especificas, el gen CCNE1 se amplifica a un namero de
copias del gen de al menos 3. En modalidades especificas, el gen CCNE1 se amplifica a
un nimero de copias del gen de al menos 5. En modalidades especificas, el gen CCNE1
se amplifica a un gen nimero de copias de al menos 7. En modalidades especificas, el
gen CCNEL1 se amplifica a un nimero de copias del gen de al menos 10. En modalidades
especificas, el gen CCNE1 se amplifica a un numero de copias del gen de al menos 12.
En modalidades especificas, el gen CCNE1 se amplifica a un nimero de copias del gen
de al menos 14. En modalidades especificas, el gen CCNE1 se amplifica a un nimero de
copias del gen de al menos 21.

En modalidades especificas, el nivel de expresién de CCNEL1 es el nivel de ARNm
de CCNEL. En modalidades especificas, el nivel de expresion de CCNEL es el nivel de
proteina CCNEL1.

En algunas modalidades de los métodos anteriores, el nivel de expresion de
CCNEZ1 de control es un valor de corte preestablecido. En algunas modalidades de los
métodos anteriores, el nivel de expresiéon de CCNE1 de control es el nivel de expresion
de CCNE1l en una muestra o muestras obtenidas de uno o mas sujetos que no han

respondido al tratamiento con el inhibidor de CDK2.
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En algunas modalidades de los métodos anteriores, el nivel de expresion de
CCNEL1 es el nivel de expresion del ARNm de CCNEL. En algunas modalidades de los
métodos anteriores, el nivel de expresién de CCNEL es el nivel de expresion de proteina
CCNEL. En algunas modalidades en las que el nivel de expresion de CCNEL es el nivel
de expresion del ARNm de CCNEZ1, el nivel de expresion de CCNE1 se mide mediante
secuenciacion de ARN, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa,
hibridacion in situ, matriz de &cidos nucleicos o secuenciacion de ARN. En algunas
modalidades en las que el nivel de expresion de CCNEL es el nivel de expresion de la
proteina CCNE1, el nivel de expresion de CCNE1l se mide mediante transferencia

Western, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas o tincion inmunohistoquimica.

Rb S780

La divulgacion también presenta un método para evaluar el gen CDKN2A y el gen
CCNE1, que comprende determinar, a partir de una muestra biolégica o muestras
biolégicas obtenidas de un sujeto humano que tiene una enfermedad o un trastorno
asociado con CDK2, (i) (a) la secuencia de nucleétidos de un gen CDKN2A o (b) la
presencia de un gen CDKN2A que carece de una 0 mas sustituciones y/o deleciones de
acidos nucleicos inactivantes, y (ii) el numero de copias del gen CCNEL1.

La divulgacién también presenta un método para evaluar la respuesta de un
sujeto humano que tiene, se sospecha que tiene o esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 a un inhibidor de CDK2, que comprende:
(a) administrar un inhibidor de CDK2 al sujeto humano, en el que se ha determinado
previamente que el sujeto humano tiene una amplificacién del gen CCNE1 y/o un nivel de
expresion de CCNEL que es mayor que un nivel de expresion de CCNEL de control; (b)
medir, en una muestra biol6gica obtenida del sujeto después de la administracion de la
etapa (a), el nivel de fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (Rb) en la serina
correspondiente a la posicion del aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3, en donde un nivel
reducido de fosforilacién de Rb en la serina correspondiente a la posicién de aminoacido
780 de la SEQ ID NO: 3, en comparacion con un nivel de control de fosforilacién de Rb
en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3, es
indicativo de que el sujeto humano responde al inhibidor de CDK2. En algunas
modalidades, el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno asociado con CDK2. En
algunas modalidades, se sospecha que el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno
asociado con CDK2 o estd en riesgo de desarrollarlos. En algunas modalidades, la
muestra biolégica comprende una muestra de sangre o una muestra de biopsia de tumor.

La fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido
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780 de la SEQ ID NO: 3 (denominada en este documento como «Ser780» 0 «S780») se
ha identificado en los Ejemplos como un marcador farmacodinamico (til para evaluar la
capacidad de respuesta (por ejemplo, inhibiciébn por CDK2) de un sujeto humano que
tiene una enfermedad o trastorno que tiene amplificacion de CCNEL a un inhibidor de
CDK2.

Rb es un regulador del ciclo celular y actia como un supresor de tumores. Rb se
activa tras la fosforilacién por la ciclina D-CDK4/6 en Ser780 y Ser795 y por la ciclina
E/CDK2 en Ser807 y Ser811. Rb estd codificado por el gen del correpresor
transcripcional 1 («RB1») de RB (n.° de acceso de GenBank NM_000321). La secuencia
de aminoéacidos del Rb humano se proporciona a continuacion (n.° de acceso de
GenBank NP_000312/n.° de acceso de UniProtKkB P06400) (S780 est4 en negrita y
subrayado):

1 MPPKTPRKTA ATAAAAAAEP PAPPPPPPPE EDPEQDSGPE DLPLVRLEFE
ETEEPDFTAL
61 CQOKLKIPDHV RERAWLTWEK VSSVDGVLGG YIQOKKKELWG ICIFIAAVDL
DEMSFTFTEL
121 QKNIEISVHK FFNLLKEIDT STKVDNAMSR LLKKYDVLFA LFSKLERTCE
LIYLTQPSSS
181 ISTEINSALV LKVSWITFLL AKGEVLOMED DLVISFQLML CVLDYFIKLS
PPMLLKEPYK
241 TAVIPINGSP RTPRRGONRS ARIAKQLEND TRITEVLCKE HECNIDEVKN
VYFKNFIPEFM
301 NSLGLVTSNG LPEVENLSKR YEEIYLKNKD LDARLFLDHD KTLQTDSIDS
FETORTPRKS
361 NLDEEVNVIP PHTPVRTVMN TIQOLMMILN SASDQPSENL ISYEFNNCTVN
PKESILKRVK
421 DIGYIFKEKF AKAVGQGCVE IGSQRYKLGV RLYYRVMESM LKSEEERLST
ONE'SKLLNDN
481 IFHMSLLACA LEVVMATYSR STSONLDSGT DLSFPWILNV LNLKAFDFYK
VIESFIKAEG
541 NLTREMIKHL ERCEHRIMES LAWLSDSPLF DLIKQSKDRE GPTDHLESAC
PLNLPLONNH
601 TAADMYLSPV RSPKKKGSTT RVNSTANAET OATSAFQTOK PLKSTSLSLF
YKKVYRLAYL
661 RLNTLCERLL SEHPELEHII WILFQHTLON EYELMRDRHL DQIMMCSMYG
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ICKVKNIDLK
721 FKIIVTAYKD LPHAVQETFEK RVLIKEEEYD SIIVEFYNSVE MORLKTNILQ
YASTRPPTLS
781 PIPHIPRSPY KFPSSPLRIP GGNIYISPLK SPYKISEGLP TPTKMTPRSR
ILVSIGESFG
841 TSEKFQKINQ MVCNSDRVLK RSAEGSNPPK PLKKLREFDIE GSDEADGSKH
LPGESKEFQQK

901 LAEMTSTRTR MQKQKMNDSM DTSNKEEK (SEQ ID NO:3).

Tal como se establece anteriormente, los Ejemplos demuestran que la eliminacion
de CDK2 inhibe la proliferacion en lineas celulares amplificadas con CCNE1, pero no en
lineas celulares no amplificadas con CCNE1. Los Ejemplos demuestran ademas que la
eliminacion o inhibicibn de CDK2 bloquea la fosforilacion de Rb en S780 en lineas
celulares amplificadas con CCNE1, pero no en lineas celulares no amplificadas con
CCNEL. En consecuencia, la fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la
posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3 es un marcador farmacodindmico para
evaluar la respuesta a la inhibicion de CDK2 en células cancerosas amplificadas con
CCNEL1 o pacientes con enfermedades o trastornos que tienen amplificacion de CCNEL.
Por lo tanto, en el presente documento se proporcionan métodos relacionados con el uso
del nivel de fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicién de aminoacido
780 de la SEQ ID NO: 3 en un sujeto humano que tiene, se sospecha que tiene o esta en
riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con CDK2 como marcador
para indicar la respuesta del sujeto humano a un inhibidor de CDK2, en donde el sujeto
humano tiene un nivel de expresién incrementado de CCNEL.

Por lo tanto, la divulgacién presenta un método para medir la cantidad de una
proteina en una muestra, que comprende: (a) proporcionar una muestra biolégica
obtenida de un sujeto humano que tiene una enfermedad o un trastorno asociado con
CDK2; y (b) medir el nivel de fosforilacién de proteina Rb en la serina correspondiente a
la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO:3 en la muestra bioldgica. En algunas
modalidades, la muestra biol6gica comprende una muestra de sangre o0 una muestra de
biopsia de tumor. En una modalidad especifica, en el presente documento se provee un
método para evaluar la respuesta de un sujeto humano que tiene, se sospecha que tiene
0 esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 a un
inhibidor de CDK2, que comprende: (a) administrar un inhibidor de CDK2 al sujeto
humano, en el que se ha determinado previamente que el sujeto humano tiene una

amplificacion del gen CCNEL y/o un nivel de expresion de CCNE1 que es mayor que un
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nivel de expresion de CCNE1 de control; y (b) medir, en una muestra biolégica obtenida
del sujeto humano después de la administracion de la etapa (a), el nivel de fosforilacion
de Rb en la serina correspondiente a la posicidon del aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3,
en donde un nivel reducido de fosforilacibn de Rb en la serina correspondiente a la
posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3, en comparacion con un nivel de control
de fosforilacién de Rb en la serina correspondiente a la posicion de amino&cido 780 de la
SEQ ID NO: 3, es indicativo de que el sujeto humano responde al inhibidor de CDK2. En
modalidades especificas, el sujeto humano tiene una enfermedad o un trastorno asociado
con CDK2.

Un nivel reducido de fosforilacién de Rb en la serina correspondiente a la posicién
de aminoacido 780 de la SEQ ID NO:3, en comparacién con un nivel de control de
fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la
SEQ ID NO:3, combinado con un la amplificacion del gen CCNE1 y/o un nivel de
expresion de CCNE1 que es superior al nivel de expresionde CCNEL1 de control, es
indicativo de que un sujeto humano que tiene, se sospecha que tiene o esta en riesgo de
desarrollar una enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 responde a un inhibidor
de CDK2. Por ejemplo, en un sujeto que tiene una amplificacién del gen CCNE1 y/o un
nivel de expresion de CCNE1 que es mas alto que un nivel de expresién de control de
CCNE1, una muestra biologica, obtenida del sujeto después del tratamiento con un
inhibidor de CDK2, que tiene niveles bajos (por ejemplo, niveles reducidos en
comparacion con un control) o indetectables de fosforilacion de Rb en la serina
correspondiente a la posicién de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3 es indicativo de que
el sujeto responde al inhibidor de CDK2.

Una muestra biolégica, obtenida de un sujeto después de la administracion de un
inhibidor de CDK2 al sujeto, que tiene un nivel reducido de fosforilacion de Rb en la
serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3, en
comparacion con un nivel de control de fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a
la posicién de aminoé&cido 780 de la SEQ ID NO: 3, combinado con: (i) una amplificacion
del gen CCNE1 y/o un nivel de expresion de CCNE1 que es mayor que un nivel de
expresion de CCNEL de control, y (ii) presencia de un gen CDKN2A que codifica una
proteina p16 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, presencia
de un gen CDKN2A que carece de una 0 mas sustituciones y/o deleciones de &cidos
nucleicos inactivantes y/o presencia de una proteina p16 (por ejemplo, una proteina p16
que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 1), es indicativa de que
un sujeto humano que tiene, se sospecha que tiene o esta en riesgo de desarrollar una

enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 responde a un inhibidor de CDK2. Por
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ejemplo, en un sujeto humano que tiene (i) una amplificacién del gen CCNEL y/o un nivel
de expresion de CCNE1 superior al nivel de expresion de CCNEL de control, y (i) la
presencia de un gen CDKN2A que codifica una proteina p16 que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, la presencia de un gen CDKN2A que carece de una
0 mas sustituciones y/o eliminaciones de &cidos nucleicos inactivantes, y/o la presencia
de una proteina p16 (por ejemplo, una proteina pl16 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1), una muestra biolégica, obtenida del sujeto humano
después de la administracién de un inhibidor de CDK2 al sujeto, que tiene niveles bajos
(por ejemplo, reducidos en comparacion con un control) o indetectables de fosforilacion
de Rb en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO:3
es indicativo de que el sujeto humano responde al inhibidor de CDK2.

En algunas modalidades, el gen CCNE1 se amplifica a un nimero de copias del
gen de 3 a 25. En modalidades especificas, el gen CCNE1 se amplifica a un nimero de
copias del gen de al menos 3. En modalidades especificas, el gen CCNE1 se amplifica a
un nimero de copias del gen de al menos 5. En modalidades especificas, el gen CCNE1
se amplifica a un gen nimero de copias de al menos 7. En modalidades especificas, el
gen CCNEL1 se amplifica a un nimero de copias del gen de al menos 10. En modalidades
especificas, el gen CCNE1 se amplifica a un nimero de copias del gen de al menos 12.
En modalidades especificas, el gen CCNE1 se amplifica a un nimero de copias del gen
de al menos 14. En modalidades especificas, el gen CCNE1 se amplifica a un nimero de
copias del gen de al menos 21. En modalidades especificas, el nivel de expresion de
CCNEL1 es el nivel de ARNm de CCNE1l. En modalidades especificas, el nivel de
expresion de CCNEL es el nivel de proteina CCNE1.

Controles

Tal como se describi6 anteriormente, los métodos relacionados con
biomarcadores y marcadores farmacodinamicos pueden implicar la medicién de uno o
mas marcadores (por ejemplo, un biomarcador o un marcador farmacodinamico, por
ejemplo, la amplificacion del gen CCNEL1, el nivel de expresiéon de CCNEL, la presencia
de un gen CDKN2A que codifica una proteina pl6 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, la presencia de un gen CDKN2A que carece de una o
mas sustituciones y/o deleciones de &acidos nucleicos inactivantes, la presencia de una
proteina p16 (por ejemplo, una proteina p16 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 1), y fosforilacién de Rb en la serina correspondiente a la posicion de
amino&cido 780 de la SEQ ID NO: 3) en una muestra biologica de un sujeto humano que

tiene, se sospecha que tiene o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o un
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trastorno asociado con CDK2. En modalidades especificas, el sujeto humano tiene una
enfermedad o un trastorno asociado con CDK2. En modalidades especificas, se
sospecha que el sujeto humano tiene una enfermedad o un trastorno asociado con CDK2
0 esté en riesgo de desarrollarlos. En ciertos aspectos, el nivel (por ejemplo, amplificacion
(por ejemplo, para el gen CCNEL1), nivel de expresion (por ejemplo, para CCNE1l o
proteina pl6) o nivel de fosforilacion (por ejemplo, para Rb)) de uno o mas
biomarcadores, en comparacion con un el nivel de control de uno o mas biomarcadores,
predice/indica la respuesta de un sujeto humano al tratamiento que comprende un
inhibidor de CDK2. En ciertas modalidades, cuando (i) el gen CCNE1 se amplifica y/o un
nivel de expresion de CCNE1 es mayor que un nivel de expresion de CCNEL1 de control,
y (ii) un gen CDKN2A que codifica una proteina pl6 que comprende la secuencia de
amino&cidos de la SEQ ID NO: 1 esta presente, un gen CDKN2A que carece de una o
mas sustituciones y/o eliminaciones de acidos nucleicos inactivantes esta presente, y/o
una proteina pl6 (por ejemplo, una proteina pl6 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1) esta presente, se identifica que es probable que el
sujeto humano responda a un inhibidor de CDK2. En otras modalidades, cuando (i) el gen
CCNEL1 se amplifica y/o un nivel de expresion de CCNE1 es mas alto que un nivel de
expresion de CCNE1 de control, y (ii) en una muestra biolégica del sujeto humano
después de que se haya administrado al sujeto humano un inhibidor de CDK2, el nivel de
fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la
SEQ ID NO: 3 es menor que el nivel de control de fosforilacion de Rb en la serina
correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3, se identifica que el
sujeto humano responde a un inhibidor de CDK2. En aun otra modalidad, cuando (i) el
gen CCNE1 se amplifica y/o un nivel de expresion de CCNE1 es mayor que un nivel de
expresion de CCNE1 de control, (i) un gen CDKN2A que codifica una proteina p16 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 esta presente, un gen
CDKN2A que carece de una o mas sustituciones y/o eliminaciones de acidos nucleicos
inactivantes esta presente, y/o una proteina pl6 (por ejemplo, una proteina pl6 que
comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 1) esté presente, y (iii) en una
muestra biolégica del sujeto humano después de que se haya administrado al sujeto
humano un inhibidor de CDK2, el nivel de fosforilacién de Rb en la serina correspondiente
a la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3 es menor que el nivel de control de
fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la
SEQ ID NO: 3, se identifica que el sujeto humano responde a un inhibidor de CDK2. En
este contexto, el término «control» incluye una muestra (del mismo tipo de tejido)

obtenida de un sujeto humano que se sabe que no responde a un inhibidor de CDK2. El
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término «control» también incluye una muestra (del mismo tipo de tejido) obtenida en el
pasado de un sujeto humano que se sabe que no responde a un inhibidor de CDK2 y que
se usa como referencia para comparaciones futuras para analizar muestras tomadas de
sujetos humanos para los cuales se predecira la respuesta terapéutica. El nivel de
«control» (por ejemplo, numero de copias del gen, nivel de expresion o nivel de
fosforilacion) para un biomarcador en particular (por ejemplo, CCNEL1, p16 o fosforilacion
de Rb) en un tipo de célula o tejido en particular puede preestablecerse mediante un
andlisis de nivel de biomarcador (por ejemplo, nivel de expresion o nivel de fosforilacion)
en uno o mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35 0 40 0 mas )
sujetos humanos que no han respondido al tratamiento con un inhibidor de CDK2. Este
valor de referencia preestablecido (que puede ser un nivel promedio 0 una mediana del
nivel (por ejemplo, nimero de copias del gen, nivel de expresion o nivel de fosforilacion)
tomado de multiples sujetos humanos que no han respondido a la terapia) puede luego
usarse para el nivel de «control» del biomarcador (por ejemplo, CCNE1, pl6 o
fosforilacion de Rb) en la comparacién con la muestra de prueba. En tal comparacion, se
predice que el sujeto humano responderd a un inhibidor de CDK2 si el gen CCNE1 esta
amplificado y/o el nivel de expresion de CCNE es mas alto que la referencia
preestablecida, y un gen CDKN2A que codifica una proteina pl6 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 esta presente, un gen CDKN2A que
carece de una o mas sustituciones y/o deleciones de acido nucleico inactivante, y/o una
proteina p16 (por ejemplo, una proteina p16 que comprende la secuencia de aminoéacidos
de la SEQ ID NO: 1) esta presente. En otra comparacion de este tipo, se predice que el
sujeto humano respondera a un inhibidor de CDK?2 si (i) se amplifica el gen CCNEL1 y/o el
nivel de expresion de CCNE es mas alto que la referencia preestablecida, y (ii) después
de administrar al sujeto humano un inhibidor de CDK2, el nivel de fosforilacién de Rb en
la serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3 es inferior
a la referencia preestablecida. En aun otra comparacion de este tipo, se indica que el
sujeto humano responde a un inhibidor de CDK2 si (i) se amplifica el gen CCNEL1 y/o el
nivel de expresion de CCNE es mas alto que la referencia preestablecida, (i) un gen
CDKN2A que codifica una proteina p16 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 esta presente, un gen CDKN2A que carece de una o mas sustituciones y/o
eliminaciones de &acidos nucleicos inactivantes esta presente, y/o una proteina p16 (por
ejemplo, una proteina p16 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 1) estd presente, y (iii) después de administrar al sujeto humano un inhibidor de
CDK2, el nivel de fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicion de

aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3 es menor que la referencia preestablecida.
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El nivel de «control» para un biomarcador particular en un tipo de célula o tejido
particular puede preestablecerse alternativamente mediante un analisis del nivel de
biomarcador en uno 0 mas sujetos humanos gque han respondido al tratamiento con un
inhibidor de CDK2. Este valor de referencia preestablecido (que puede ser un nivel
promedio o una mediana del nivel (por ejemplo, nivel de expresion o nivel de
fosforilacion) tomado de multiples sujetos humanos que han respondido a la terapia)
puede luego usarse como el nivel de «control» (por ejemplo, nivel de expresion o nivel de
fosforilacion) en la comparacion con la muestra de prueba. En tal comparacion, se indica
que el sujeto humano responde a un inhibidor de CDK2 si el nivel (por ejemplo, nimero
de copias del gen CCNE1, nivel de expresion de CCNEL, nivel de expresion de pl6 o
nivel de fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicion del aminoacido 780
de la SEQ ID NO:3) del biomarcador que se esta analizando es igual o comparable a (por
ejemplo, al menos el 85 % pero menos del 115 % de) la referencia preestablecida.

En ciertas modalidades, el «control» es un valor de corte preestablecido. Un valor
de corte es tipicamente un nivel (por ejemplo, un nimero de copias, un nivel de expresion
o un nivel de fosforilacion) de un biomarcador por encima o por debajo del cual se
considera predictivo de la capacidad de respuesta de un sujeto humano a una terapia de
interés. Por lo tanto, de acuerdo con los métodos y composiciones descritos en el
presente documento, un nivel de referencia (por ejemplo, del nimero de copias del gen
CCNEL1, expresién de CCNE1, expresién de pl6 o fosforilacibn de Rb en la serina
correspondiente a la posiciébn de aminoacido 780 de la SEQ ID NO:3) es identificado
como un valor de corte, por encima o por debajo del cual es predictivo de la capacidad de
respuesta a un inhibidor de CDK2. Los valores de corte determinados para su uso en los
métodos descritos en el presente documento pueden compararse, por ejemplo, con
rangos de concentraciones publicados, pero pueden individualizarse segun la
metodologia utilizada y la poblacién de pacientes.

En algunas modalidades, el nivel de expresion de CCNE1l aumenta en
comparacion con el nivel de expresion de CCNE1 en un control. Por ejemplo, el nivel de
expresion de CCNE1 analizado puede ser al menos 1,5, al menos 2, al menos 3, al
menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al
menos 20, al menos 25, al menos 50, al menos 75 o al menos 100 veces mayor, o al
menos 10 %, al menos 20 %, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos
60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 100 %, al menos 200 %,
al menos 300 %, al menos 400 %, al menos 500 %, al menos 600 %, al menos 700 %, al
menos 800 %, al menos 900 %, al menos 1000 %, al menos 1500 %, al menos 2000 %,

al menos 2500 %, al menos 3000 %, al menos 3500 %, al menos 4000 %, al menos
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4500 % o al menos 5000 % mayor que el nivel de expresién de CCNEL en un control.

Una proteina pl6 esta presente si la proteina es detectable mediante cualquier
ensayo conocido en la técnica o descrito en el presente documento, tal como, por
ejemplo, transferencia western, inmunohistoquimica, clasificacion de células activadas
por fluorescencia e inmunoensayo ligado a enzimas. En algunas modalidades, una
proteina p16 esta presente en un nivel de expresion que esta dentro de al menos el 5 %,
al menos el 10 %, al menos el 20 % o al menos el 30 % del nivel de expresion de pl6 en
un control sano.

En algunas modalidades, el nivel de fosforilacion de Rb en la serina
correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3 analizado se
reduce en comparacion con el nivel de fosforilacién de Rb en la serina correspondiente a
la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3 en un control. Por ejemplo, el nivel de
fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la
SEQ ID NO: 3 que se analiza puede ser al menos 1,5, al menos 2, al menos 3, al menos
4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos
20, al menos 25, al menos 50, al menos 75, o al menos 100 veces menor, o al menos
10 %, al menos 20 % , al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al
menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 % o 100 % menos que el nivel de fosforilacién
de Rb en la serina correspondiente a la posicién de aminoacido 780 de la SEQ ID NO:3

en un control.

Muestras bioldgicas

Las muestras biolégicas adecuadas para los métodos descritos en el presente
documento incluyen cualquier muestra que contenga sangre o células tumorales
obtenidas o derivadas del sujeto humano que necesita tratamiento. Por ejemplo, una
muestra biolégica puede contener células tumorales de una biopsia de un paciente que
padece un tumor soélido. Se puede obtener una biopsia de tumor mediante una variedad
de medios conocidos en la técnica. Alternativamente, se puede obtener una muestra de
sangre de pacientes que padecen un cancer hematolégico.

Se puede obtener una muestra biolégica de un sujeto humano que tiene, se
sospeche que tiene o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o un trastorno
asociado con CDK2. En algunas modalidades, la enfermedad o el trastorno asociado con
CDK2 es un cancer (como los descritos anteriormente).

Los métodos para obtener y/o almacenar muestras que conservan la actividad o la
integridad de las moléculas (por ejemplo, &cidos nucleicos o proteinas) en la muestra son

bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, una muestra biolégica puede
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ponerse en contacto adicionalmente con uno o mas agentes adicionales tales como
tampones y/o inhibidores, incluidos uno o mas inhibidores de nucleasa, proteasa y

fosfatasa, que preservan o minimizan los cambios en las moléculas de la muestra.

Evaluacion de biomarcadores y marcadores farmacodinamicos

Los niveles de expresion de CCNEL o p16 pueden detectarse como, por ejemplo,
la expresion de ARN de un gen diana (es decir, los genes que codifican CCNEL1 o p16).
Es decir, el nivel de expresion (cantidad) de CCNE1 o pl6 puede determinarse
detectando y/o midiendo el nivel de expresion de ARNm del gen que codifica CCNEL.
Alternativamete, los niveles de expresion de CCNE1 o p16 pueden detectarse como, por
ejemplo, la expresion de proteina del gen diana (es decir, los genes que codifican CCNE1
0 pl6). Es decir, el nivel de expresion (cantidad) de CCNE1 o p16 puede determinarse
detectando y/o midiendo el nivel de expresion de la proteina de los genes que codifican
CCNE1 o p16.

En algunas modalidades, el nivel de expresion de CCNEL1 o pl6 se determina
midiendo los niveles de ARN. Puede emplearse una variedad de métodos adecuados
para detectar y/o medir el nivel de expresibn de ARNm de un gen. Por ejemplo, la
expresion de ARNm puede determinarse mediante andlisis de transferencia Northern blot
o dot blot, PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR; por ejemplo, RT-PCR cuantitativa),
hibridacion in situ (por ejemplo, hibridacion in situ cuantitativa), matriz de acidos nucleicos
(por ejemplo, , matrices de oligonucleétidos o chips de genes) y analisis de secuenciacion
de ARN. Los detalles de dichos métodos se describen a continuacién y, por ejemplo, en
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, tomos 1, 2 y
3. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, Nueva York, EE. UU.,
noviembre de 1989; Gibson et al. (1999) Genoma Res., 6(10):995-1001; y Zhang et al.
(2005) Environ. Sci. Technol., 39(8):2777-2785; publicacion estadounidense n.°
2004086915; patenes europea n.° 0543942; y patente estadounidense n.° 7,101,663;
Kukurba et al. (2015) Cold Spring Harbor Protocols., 2015 (11): 951-69; las descripciones
de cada uno de los cuales se incorporan aqui en su totalidad mediante esta referencia.

En un ejemplo, la presencia o cantidad de una o més poblaciones discretas de
ARNmM en una muestra biolégica puede determinarse aislando el ARNm total de la
muestra biologica (ver, por ejemplo, Sambrook et al. (supra) y la patente de EE. UU. n.°
6,812,341) y sometiendo el ARNm aislado a electroforesis en gel de agarosa para
separar el ARNm por tamafio. Los ARNm separados por tamafio se transfieren luego (por
ejemplo, por difusion) a un soporte sélido, tal como una membrana de nitrocelulosa. La

presencia o cantidad de una o més poblaciones de ARNm en la muestra biologica puede
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determinarse luego usando una o mas sondas de polinucle6tido marcadas de manera
detectable, complementarias a la secuencia de ARNm de interés, que se unen 'y, por lo
tanto, hacen detectables sus poblaciones de ARNm correspondientes. Los marcadores
detectables incluyen, por ejemplo, marcadores fluorescentes (por ejemplo, umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina, fluoresceina,
cloruro de dansilo, aloficocianina o ficoeritrina), luminiscentes (por ejemplo, europio,
terbio, nanoparticulas Qdot™ suministradas por Quantum Dot Corporation, Palo Alto,
CA), radiolégicos (por ejemplo, 12°1, 131, 35, 32p  33p g 3H) y enzimaticos (peroxidasa de
rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa).

En algunas modalidades, el nivel de expresion de CCNE1 o pl6 se determina
midiendo los niveles de proteina. Puede emplearse una variedad de métodos adecuados
para detectar y/o medir el nivel de expresion de la proteina de los genes diana. Por
ejemplo, la expresion de la proteina CCNE1 o pl6 se puede determinar mediante
transferencia Western, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas («ELISA»),
clasificacion de células activadas por fluorescencia o andlisis inmunohistoquimico (por
ejemplo, utilizando un anticuerpo especifico de CCNE1 o pl6, respectivamente) . Los
detalles de tales métodos se describen a continuacién y, por ejemplo, en Sambrook et al.,
supra.

En un ejemplo, la presencia o cantidad de una o mas poblaciones discretas de
proteinas (por ejemplo, CCNE1 o p16) en una muestra biolégica puede determinarse
mediante analisis de transferencia Western, por ejemplo, aislando la proteina total de la
muestra bioldgica (ver, por ejemplo, Sambrook et al. (supra)) y sometiendo la proteina
aislada a electroforesis en gel de agarosa para separar la proteina por tamafio. Las
proteinas separadas por tamafo se transfieren luego (por ejemplo, por difusién) a un
soporte sdlido, tal como una membrana de nitrocelulosa. La presencia o cantidad de una
0 mas poblaciones de proteinas en la muestra bioldégica puede determinarse luego
usando una o mas sondas de anticuerpos, por ejemplo, un primer anticuerpo especifico
para la proteina de interés (por ejemplo, CCNE1 o p16) y un segundo anticuerpo,
marcado de forma detectable, especifico para el primer anticuerpo, que se une a la
poblacién proteica correspondiente y, por lo tanto, la vuelve detectable. Los marcadores
detectables adecuados para uso en analisis de transferencia Western son conocidos en
la técnica.

Los métodos para detectar o medir la expresion génica (por ejemplo, ARNm o
expresion de proteinas) se pueden llevar a cabo opcionalmente en formatos que permitan
la preparacion, el procesamiento y el analisis rapido de mdultiples muestras. Esto puede

ser, por ejemplo, en placas de ensayo de multiples pocillos (por ejemplo, 96 pocillos o
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386 pocillos) o matrices (por ejemplo, chips de acido nucleico o chips de proteina). Las
soluciones madre para varios reactivos se pueden proporcionar de forma manual o
robética, y la posterior preparacion de muestras (por ejemplo, RT-PCR, etiquetado o
fijacion de células), pipeteo, dilucidon, mezcla, distribucién, lavado, incubacién (por
ejemplo, hibridacion), lectura de muestras, la recopilacion de datos (datos 6pticos) y/o el
andlisis (analisis de imagenes asistido por computadora) se puede realizar de forma
robotica utilizando software de andlisis disponible comercialmente, robdtica e
instrumentacion de deteccidén capaz de detectar la sefial generada a partir del ensayo.
Los ejemplos de tales detectores incluyen, de modo no taxativo, espectrofotometros,
luminémetros, fluorimetros y dispositivos que miden la descomposicion de radioisétopos.
Los ejemplos de ensayos basados en células de alto rendimiento (por ejemplo, deteccién
de la presencia o el nivel de una proteina diana en una célula) pueden utilizar la
tecnologia ArrayScan® VTl HCS Reader o KineticScan® HCS Reader (Cellomics Inc.,
Pittsburg, PA).

En algunas modalidades, la presencia de un gen CDKN2A que codifica una
proteina pl6 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 y/o la
presencia de un gen CDKN2A que carece de una 0 mas sustituciones y/o deleciones de
acidos nucleicos inactivantes se determina mediante la evaluacion de la secuencia de
ADN del gen CDKNZ2A (por ejemplo, ADN genémico o ADNc) o mediante la evaluacion de
la secuencia de ARN del gen CDKN2A (por ejemplo, ARN, por ejemplo, ARNm). Los
métodos para realizar analisis de secuenciacién de 4cidos nucleicos son conocidos en la
técnica y se describen anteriormente. En la Tabla A anterior se describen ejemplos no
taxativos de sustituciones y/o deleciones de &cidos nucleicos inactivantes que impiden
gue el gen CDKN2A codifique una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:1. En modalidades especificas, la una o mas sustituciones y/o
deleciones de acidos nucleicos inactivantes en el gen CDKN2A es como se describe en
Yarbrough et al., Journal of the National Cancer Institute, 91(18):1569-1574, 1999; Liggett
y Sidransky, Biology of Neoplasia, Journal of Oncology, 16(3):1197-1206, 1998, y Cairns
et al., Nature Genetics, 11:210-212, 1995, cada uno de los cuales se incorpora aqui en su
totalidad mediante esta referencia.

En algunas modalidades, el nivel de expresién de un gen o la presencia de un gen
que carece de una 0 mas sustituciones o deleciones de acidos nucleicos inactivantes se
determina evaluando la variacién del numero de copias (CNV) del gen. La CNV de los
genes (por ejemplo, el gen CCNEL1 y/o el gen CDKN2A) puede determinarse/identificarse
mediante una variedad de métodos adecuados. Por ejemplo, la CNV se puede determinar

mediante hibridacién in situ fluorescente (FISH), amplificacion de sonda dependiente de



10

15

20

25

30

88
ligadura multiplex (MLPA), hibridacion gendmica comparativa de matriz (aCGH), matriz
de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y tecnologias de secuenciacion de proxima
generacion (NGS).

En un ejemplo, la variacion del nimero de copias de uno o mas genes discretos
en una muestra bioldgica puede determinarse mediante MLPA, por ejemplo, extrayendo
muestras de ADN de la muestra bioldgica (ver, por ejemplo, Sambrook et al. (supra) y la
patente de EE. UU. n.° 6,812,341), y amplificando la secuencia de ADN de interés (por
ejemplo, CCNE1 o CDKN2A) con una mezcla de sondas MLPA. Cada sonda MLPA
consta de dos oligonucleétidos que se hibridan con la secuencia de ADN diana
inmediatamente adyacente (por ejemplo, CCNE1 o CDKN2A) para ligarse en una sola
sonda. Las sondas ligadas se amplifican mediante PCR con un cebador de PCR marcado
con fluorescencia, lo que permite visualizar los productos de amplificacion durante la
separacion de fragmentos mediante electroforesis capilar. La presencia, ausencia o
amplificacién de uno 0 mas genes de interés en la muestra bioldgica se calcula midiendo
la fluorescencia derivada de PCR, cuantificando la cantidad de producto de PCR después
de la normalizacién y comparandolo con muestras de ADN de control.

El nivel de fosforilacibn de Rb en la serina correspondiente a la posicion de
aminoacido 780 de la SEQ ID NO:3 puede detectarse mediante una variedad de métodos
adecuados. Por ejemplo, el estado de fosforilacibn se puede determinar mediante
transferencia western, ELISA, clasificacion de células activadas por fluorescencia o
analisis inmunohistoquimico. Los detalles de tales métodos se describen a continuaciéon
y, por ejemplo, en Sambrook et al., supra.

Al igual que con los métodos para detectar o medir la expresion génica
(anteriores), los métodos para detectar o medir el nivel de fosforilacién de Rb en la serina
correspondiente a la posicién de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3 se pueden llevar a
cabo opcionalmente en formatos que permitan una preparacion rapida, el procesamiento

y el andlisis de multiples muestras.

Modalidades
1. Una forma sélida de un compuesto de Férmula (1):
Oxs //O
J /S\
HN o) N
N | \
N~
)—NH
SN (1),

que es la Forma I.
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2. La forma sélida de la modalidad 1, que no esta solvatada.
3. La forma sdélida de la modalidad 1, que es cristalina.
4, La forma sélida de la modalidad 1, en donde la forma tiene al menos un pico de

XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5,
15,2, 16,4, 20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

5. La forma sélida de la modalidad 1, en donde la forma tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5,
15,2, 16,4, 20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

6. La forma sélida de la modalidad 1, en donde la forma tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5,
15,2, 16,4, 20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

7. La forma sélida de la modalidad 1, en donde la forma tiene al menos cuatro picos
de XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8,
14,5, 15,2, 16,4, 20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

8. La forma sélida de la modalidad 1, en donde la forma tiene al menos cinco picos
de XRPD, en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8,
14,5, 15,2, 16,4, 20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

9. La forma soélida de la modalidad 1, en donde la forma tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 7,3, 10,5, 12,8, 14,5,
15,2, 16,4, 20,3, 21,3, 21,6 y 27,0.

10. La forma sélida de cualquiera de las modalidades 1-9, en donde la forma tiene un
patrén de XRPD como se muestra sustancialmente en la FIG. 1.

11. La forma sélida de cualquiera de las modalidades 1-9, que tiene un pico
endotérmico con una temperatura de inicio (+ 3°C) a 191,7°C y un maximo a 193,6°C.

12. La forma sélida de cualquiera de las modalidades 1-9, en donde la forma tiene un
termograma de DSC como se muestra sustancialmente en la FIG. 2.

13. La forma solida de cualquiera de las modalidades 1-12, en donde la forma tiene
un termograma de TGA como se muestra sustancialmente en la FIG. 3.

14. Una sal de un compuesto de Férmula (1):

Oxs /9
J /S\
HN o) N
‘N X
a
)—NH
NAN-N (),

que se selecciona de:

una sal de monomaleato del compuesto de Férmula (1);
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una sal de dibesilato del compuesto de Formula (1);

una sal de monomesilato del compuesto de Férmula (1);

una sal de ditosilato del compuesto de Férmula (1);

una sal de monoclorhidrato del compuesto de Férmula (1); y

una sal de diclorhidrato del compuesto de Formula (1).
15. La sal de la modalidad 14, que es una sal de monomaleato del compuesto de
Formula (1).
16. La sal de la modalidad 15, que es cristalina.
17. La sal de la modalidad 15 o 16, en donde la sal tiene al menos un pico de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1, 15,1,
17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2y 25,9.
18. La sal de la modalidad 15 o 16, en donde la sal tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1, 17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2y 25,9.
19. La sal de la modalidad 15 o 16, en donde la sal tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1, 17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2y 25,9.
20. La sal de la modalidad 15 o 16, en donde la sal tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1, 17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2y 25,9.
21. La sal de la modalidad 15 o 16, en donde la sal tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1,17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2 y 25,9.
22. La sal de la modalidad 15 o 16, en donde la sal tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 10,4, 11,6, 12,0, 14,1,
15,1,17,2, 18,1, 19,1, 21,3, 21,9, 22,9, 24,2 y 25,9.
23. La sal de la modalidad 15 o 16, en donde la sal tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 4.
24. La sal de cualquiera de las modalidades 15-23, que tiene un pico endotérmico con
una temperatura de inicio (+ 3°C) a 180,4°C y una temperatura maxima (x 3°C) a
181,8°C.
25. La sal de cualquiera de las modalidades 15-23, en donde la sal tiene un
termograma de DSC como se muestra sustancialmente en la FIG. 5.
26. La sal de cualquiera de las modalidades 15-25, en donde la sal tiene un
termograma de TGA como se muestra sustancialmente en la FIG. 6.

27. La sal de la modalidad 14, que es una sal de dibesilato del compuesto de Férmula
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.
28. La sal de la modalidad 27, que es cristalina.
29. La sal de la modalidad 27 o 28, en donde la sal tiene al menos un pico de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6, 15,9, 17,4,
18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.
30. La sal de la modalidad 27 o 28, en donde la sal tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6,
15,9, 17,4, 18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.
31. La sal de la modalidad 27 o 28, en donde la sal tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6,
15,9, 17,4, 18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.
32. La sal de la modalidad 27 o 28, en donde la sal tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6,
15,9, 17,4, 18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.
33. La sal de la modalidad 27 o 28, en donde la sal tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6,
15,9, 17,4, 18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.
34. La sal de la modalidad 27 o 28, en donde la sal tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (x 0,2 grados), seleccionados entre 6,3, 9,9, 12,1, 12,6,
15,9, 17,4, 18,7, 19,0, 19,6 y 25,1.
35. La sal de la modalidad 27 o 28, en donde la sal tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 7.
36. La sal de cualquiera de las modalidades 27-35 que tiene un pico endotérmico con
una temperatura de inicio (+ 3°C) a 160,4°C y una temperatura maxima (x 3°C) a
163,4°C.
37. La sal de cualquiera de las modalidades 27-35, en donde la sal tiene un
termograma de DSC como se muestra sustancialmente en la FIG. 8.
38. La sal de cualquiera de las modalidades 27-37, en donde la sal tiene un
termograma de TGA como se muestra sustancialmente en la FIG. 9.
39. La sal de la modalidad 14, que es una sal de monomesilato del compuesto de
Formula (1).
40. La sal de la modalidad 39, que es cristalina.
41. La sal de la modalidad 39 o 40, en donde la sal tiene al menos un pico de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1, 14,9, 17,7,
18,9, 20,2, 22,1y 26,1.

42. La sal de la modalidad 39 o 40, en donde la sal tiene al menos dos picos de
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XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.
43, La sal de la modalidad 39 o 40, en donde la sal tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.
44, La sal de la modalidad 39 o 40, en donde la sal tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.
45, La sal de la modalidad 39 o 40, en donde la sal tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.
46. La sal de la modalidad 39 o 40, en donde la sal tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 4,8, 7,0, 11,9, 14,1,
14,9, 17,7, 18,9, 20,2, 22,1y 26,1.
47, La sal de la modalidad 39 o 40, en donde la sal tiene un patréon de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 10.
48. La sal de cualquiera de las modalidades 39-47 que tiene un primer pico
endotérmico con una temperatura maxima (x 3°C) a 61,1°C y un segundo pico
endotérmico con una temperatura de inicio (x 3°C) a 134,4°C y una temperatura maxima
(x 3°C) a 150,1°C.
49, La sal de cualquiera de las modalidades 39-47, en donde la sal tiene un
termograma de DSC como se muestra sustancialmente en la FIG. 11.
50. La sal de cualquiera de las modalidades 39-49, en donde la sal tiene un
termograma de TGA como se muestra sustancialmente en la FIG. 12.
51. La sal de la modalidad 14, que es una sal de ditosilato del compuesto de Férmula
.
52. La sal de la modalidad 51, que es cristalina.
53. La sal de la modalidad 51 o 52, en donde la sal tiene al menos un pico de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7, 13,9,
16,2, 18,8 y 20,6.
54. La sal de la modalidad 51 o 52, en donde la sal tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7,
13,9, 16,2, 18,8 y 20,6.
55. La sal de la modalidad 51 o 52, en donde la sal tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 65,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7,
13,9, 16,2, 18,8 y 20,6.
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56. La sal de la modalidad 51 o 52, en donde la sal tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7,
13,9, 16,2, 18,8 y 20,6.
57. La sal de la modalidad 51 o 52, en donde la sal tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7,
13,9, 16,2, 18,8 y 20,6.
58. La sal de la modalidad 51 o 52, en donde la sal tiene al menos ocho picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 7,8, 8,1, 9,3, 13,7,
13,9, 16,2, 18,8 y 20,6.
59. La sal de la modalidad 51 o 52, en donde la sal tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 13.
60. La sal de cualquiera de las modalidades 51-59 que tiene un pico exotérmico con
una temperatura de inicio (£ 3 °C) a 99,6 °C y una temperatura maxima (+ 3 °C) a 110,5
°C, y un pico endotérmico con una temperatura de inicio (z 3 °C) a 216,1 °C y una
temperatura maxima (x 3°C) de 218,7°C.
61. La sal de cualquiera de las modalidades 51-59, en donde la sal tiene un
termograma de DSC como se muestra sustancialmente en la FIG. 14.
62. La sal de cualquiera de las modalidades 51-61, en donde la sal tiene un
termograma de TGA como se muestra sustancialmente en la FIG. 15.
63. La sal de la modalidad 14, que es una sal de monoclorhidrato del compuesto de
Férmula (1).
64. La sal de la modalidad 63, que es cristalina.
65. La sal de la modalidad 63 o 64, en donde la sal tiene al menos un pico de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1, 15,0, 18,4,
19,3, 20,5, 21,8, 22,8y 25,7.
66. La sal de la modalidad 63 o 64, en donde la sal tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8y 25,7.
67. La sal de la modalidad 63 o 64, en donde la sal tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8y 25,7.
68. La sal de la modalidad 63 o 64, en donde la sal tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.
69. La sal de la modalidad 63 o 64, en donde la sal tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
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15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.
70. La sal de la modalidad 63 o 64, en donde la sal tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 5,7, 8,5, 11,3, 14,1,
15,0, 18,4, 19,3, 20,5, 21,8, 22,8 y 25,7.
71. La sal de la modalidad 63 o 64, en donde la sal tiene un patron de XRPD como se
muestra sustancialmente en la FIG. 16.
72. La sal de cualquiera de las modalidades 63-71 que tiene un pico endotérmico con
una temperatura de inicio (x 3°C) a 196,0°C y una temperatura maxima (x 3°C) a
212,2°C.
73. La sal de cualquiera de las modalidades 63-71, en donde la sal tiene un
termograma de DSC como se muestra sustancialmente en la FIG. 17.
74. La sal de cualquiera de las modalidades 63-73, en donde la sal tiene un
termograma de TGA como se muestra sustancialmente en la FIG. 18.
75. La sal de la modalidad 14, que es una sal de diclorhidrato del compuesto de
Férmula (1).
76. La sal de la modalidad 75, que es cristalina.
77. La sal de la modalidad 75 o 76, en donde la sal tiene al menos un pico de XRPD,
en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionado entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0, 14,0, 15,2,
19,9, 21,8, 22,3y 24,8.
78. La sal de la modalidad 75 o 76, en donde la sal tiene al menos dos picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3 y 24,8.
79. La sal de la modalidad 75 o 76, en donde la sal tiene al menos tres picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3y 24,8.
80. La sal de la modalidad 75 o 76, en donde la sal tiene al menos cuatro picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3y 24,8.
81. La sal de la modalidad 75 o 76, en donde la sal tiene al menos cinco picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3 y 24,8.
82. La sal de la modalidad 75 o 76, en donde la sal tiene al menos diez picos de
XRPD, en términos de 2-theta (+ 0,2 grados), seleccionados entre 9,9, 10,7, 12,3, 13,0,
14,0, 15,2, 19,9, 21,8, 22,3 y 24,8.
83. La sal de la modalidad 75 o 76, en donde la sal tiene un patron de XRPD como se

muestra sustancialmente en la FIG. 19.
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84. La sal de cualquiera de las modalidades 75-83, que tiene un pico endotérmico con
una temperatura de inicio (x 3°C) a 182,1°C y una temperatura maxima (x 3°C) a
206,4°C.
85. La sal de cualquiera de las modalidades 75-83, en donde la sal tiene un
termograma de DSC como se muestra sustancialmente en la FIG. 20.
86. La sal de cualquiera de las modalidades 75-85, en donde la sal tiene un
termograma de TGA como se muestra sustancialmente en la FIG. 21.
87. Una composicién farmacéutica que comprende la forma soélida de cualquiera de
las modalidades 1-13 o la sal de cualquiera de las modalidades 14-86 y un portador
farmacéuticamente aceptable.
88. Un método para inhibir CDK2, que comprende poner en contacto la CDK2 con la
forma solida de cualquiera de las modalidades 1-13 o la sal de cualquiera de las
modalidades 14-86.
89. Un método para inhibir CDK2 en un paciente, que comprende administrar al
paciente la forma sélida de cualquiera de las modalidades 1-13 o la sal de cualquiera de
las modalidades 14-86.
90. Un método para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con CDK2 en un
paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de
la forma solida de cualquiera de las modalidades 1-13 o la sal de cualquiera de las
modalidades 14-86.
91. El método de la modalidad 90, en donde la enfermedad o el trastorno esta
asociado con una amplificacién del gen de la ciclina E1 (CCNE1) y/o la sobreexpresion
de CCNEL.
92. Un método para tratar a un sujeto humano que tiene una enfermedad o un
trastorno asociado con la cinasa 2 dependiente de ciclina (CDK2), que comprende
administrar al sujeto humano la forma soélida de cualquiera de las modalidades 1-13 o la
sal de cualquiera de las modalidades 14- 86, en donde se ha determinado previamente
que el sujeto humano:

0]

(@) tiene una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina pl6 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1; y/o

(b) tiene un gen del inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A) que
carece de una 0 mas sustituciones y/o deleciones de acidos nucleicos inactivantes;

(ii)

(a) tiene una amplificacion del gen de la ciclina E1 (CCNE1); y/o

(b) tiene un nivel de expresion de CCNE1 en una muestra biol6gica obtenida del
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sujeto humano gue sea mas alto que un nivel de expresion de control de CCNEL.
93. Un método para tratar a un sujeto humano que tiene una enfermedad o un
trastorno asociado con la quinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2), que comprende:

(i) identificar, en una muestra bioldgica obtenida del sujeto humano:

(@) una secuencia de nuclettidos que codifica una proteina pl6 que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1; y/o

(b) un gen del inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A)
gue carece de una o mas sustituciones de acidos nucleicos inactivantes;

(i) identificar, en una muestra bioldgica obtenida del sujeto humano:

(a) una amplificacion del gen de la ciclina E1 (CCNEL); y/o
(b) un nivel de expresion de CCNE1l que es mayor que un nivel de

expresion de control de CCNEL; y

(iiiy administrar la forma sélida de cualquiera de las modalidades 1-13 o la sal de
cualquiera de las modalidades 14-86 al sujeto humano.

94. El método de la modalidad 93, que comprende:

(i) identificar, en una muestra bioldgica obtenida del sujeto humano:

(a) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina pl6é que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1; y/o

(b) un gen CDKN2A que carece de una 0 mas sustituciones y/o deleciones
de acidos nucleicos inactivantes;

(ii) identificar, en una muestra biolégica obtenida del sujeto humano:

(a) una amplificacién del gen CCNE1; y

(iif) administrar el compuesto o la sal al sujeto humano.

95. Un método para evaluar la respuesta de un sujeto humano que tiene una
enfermedad o un trastorno asociado con la cinasa 2 dependiente de ciclina (CDK2) a la
forma solida de cualquiera de las modalidades 1-13 o la sal de cualquiera de las
modalidades 14-86, que comprende :

(a) administrar el compuesto o la sal al sujeto humano, en donde se ha
determinado previamente que el sujeto humano tiene una amplificacion del gen de la
ciclina E1 (CCNE1) y/o un nivel de expresion de CCNE1 que es mayor que un nivel de
expresion de control de CCNEL;

(b) medir, en una muestra biolégica obtenida del sujeto después de la
administracion de la etapa (a), el nivel de fosforilacion de la proteina del retinoblastoma
(Rb) en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO:3,

en donde un nivel reducido de fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a

la posicion de aminoacido 780 de la SEQ ID NO: 3, en comparacion con un nivel de
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control de fosforilacion de Rb en la serina correspondiente a la posicion de aminoacido
780 de la SEQ ID NO: 3, es indicativo de que el sujeto humano responde al compuesto o
alasal.
96. El método de la modalidad 95, en donde la enfermedad o trastorno es cancer.
97. Un proceso para preparar una forma sélida de cualquiera de las modalidades 1-
13, que comprende enfriar una solucioén del compuesto de Férmula (I) en un componente
disolvente que comprende etanol y agua.
98. El proceso de la modalidad 97, en donde el componente disolvente comprende
6 % de agua y 94 % de etanol.
99. El proceso de la modalidad 97 o 98, en donde la solucién se enfria a una
temperatura de 0°C + 3°C.
100. El proceso de cualquiera de las modalidades 97-99, en donde la solucién se
prepara calentando una suspension del compuesto de Férmula (I) en el componente
disolvente antes de dicho enfriamiento.
101. Un proceso de preparacion de un compuesto de Férmula (l), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables; una forma soélida de cualquiera de las modalidades 1-13;

o la sal de cualquiera de las modalidades 14-86, que comprende:

G

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1c¢):

L

(0]

=

/

N |

2

=N
s
SN (10),

con un compuesto de Férmula (1b):

N SO2Me
()
H,N
(1b),

0 una de sus sales, a través de una reaccion de acoplamiento de Buchwald, para formar

un compuesto de Férmula (1a):

en donde X! es halo.
102. El proceso de la modalidad 101, en donde X! es Br.

103. El proceso de la modalidad 101 o 102, en donde el compuesto de férmula (1b), o
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la sal de este, es la sal de HCI.
104. El proceso de cualquiera de las modalidades 101-103, en donde la reaccion de
acoplamiento de Buchwald comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula (1c)
con el compuesto de Férmula (1b), o la sal de este, en presencia de un catalizador o
precatalizador de Buchwald y una base.
105. El proceso de la modalidad 104, en donde el catalizador o precatalizador de
Buchwald es un catalizador de paladio.
106. El proceso de la modalidad 104, en donde el catalizador de paladio es
metanosulfonato de [(2-di-terc-butilfosfino-3,6-dimetoxi-2',4',6'-triisopropil-1,1'-bifenil)-2-
(2'-amino-1,1"-bifenil)]paladio(ll) (t-BuBrett Phos Pd G3) o [tBuBrettPhos Pd(alil)]JOTf (Pd-
175).
107. El proceso de cualquiera de las modalidades 104-106, en donde la base es un
alcoxido de metal alcalino.
108. EIl proceso de cualquiera de las modalidades 104-106, en donde la base es t-
butéxido de sodio.
109. El proceso de cualquiera de las modalidades 101-108, que comprende ademas
desproteger el compuesto de Férmula (1a) para formar el compuesto de Férmula (1).
110. El proceso de la modalidad 109, en donde la desprotecciéon se logra haciendo
reaccionar el compuesto de Férmula (1a) con un acido fuerte.
111. El proceso de la modalidad 110, en donde el &cido fuerte es acido clorhidrico.
112. El proceso de cualquiera de las modalidades 101-111, en donde el compuesto de

Férmula (1c) se prepara mediante un proceso que comprende:

6

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1d):

x

J

, o
N N
= —
J\CNr >—NH,
"N (1d),

0 una de sus sales, con un agente halogenante para formar el compuesto de Foérmula
(1c).

113. EIl proceso de la modalidad 112, en donde el agente de halogenacién es un

pd

v

agente de bromacion.

114. El proceso de la modalidad 112, en donde el agente halogenante es Cu(X)..

115. El proceso de la modalidad 112, en donde el agente halogenante es CuBrs».

116. El proceso de cualquiera de las modalidades 112-115, en donde el compuesto de

Formula (1d), o la sal de este, se prepara mediante un proceso que comprende:
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hacer reaccionar un compuesto de Férmula 1(e):
o L

NN\ \ /O H H o~
T
N S O (1e)

con HCI de hidroxilamina y un componente base para formar el compuesto de Férmula
(1d), o la sal de este.
117. El proceso de la modalidad 116, en donde el componente base es una amina
terciaria.
118. El proceso de la modalidad 117, en donde la amina terciaria es
etildiisopropilamina.
119. El proceso de cualquiera de las modalidades 116-118, en donde el compuesto de
Formula (1e) se prepara mediante un proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1f):

~ N (1f)
con CH3CH,OC(0O)-N=C=S para formar el compuesto de Férmula (1e).
120. El proceso de la modalidad 119, en donde el compuesto de Férmula (1f) se
prepara mediante un proceso que comprende:
hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1h):

/\o

Bra_~ I NH,
>N (1,

0 una de sus sales, con un compuesto de Férmula (1g):

brs
N':l o

.
a%
(19),

a través de una reaccion de acoplamiento de Buchwald para formar el compuesto de
Formula (1f).
121. El proceso de la modalidad 120, en donde el compuesto de Férmula (1h), o la sal

de este, es la sal de HBr.
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122. El proceso de la modalidad 120 o 121, en donde la reaccion de acoplamiento de
Buchwald comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula (1h), o la sal de este,
con el compuesto de Formula (1g), en presencia de un catalizador o precatalizador de
Buchwald y una base.
123. El proceso de la modalidad 122, en donde el catalizador o precatalizador de
Buchwald, presente para la reaccién del compuesto de Férmula (1h), o la sal de este, y el
compuesto de Formula (1g), es un catalizador de paladio.
124. El proceso de la modalidad 122, en donde el catalizador de Buchwald, presente
para la reaccion del compuesto de Férmula (1h), o la sal de este, y el compuesto de
Formula (1g), es metanosulfonato de (2-diciclohexilfosfino-2',4',6'-triisopropil-1,1'-
bifenil)[2-(2-amino-1,1"-bifenil)]paladio(ll) (XPhos Pd G3).
125. El proceso de cualquiera de las modalidades 122-124, en donde la base, presente
para la reaccion del compuesto de Férmula (1h), o la sal de este, y el compuesto de
Férmula (1g), es un fosfato de metal alcalino.
126. El proceso de cualquiera de las modalidades 122-124, en donde la base, presente
para la reacciéon del compuesto de Formula (1h), o la sal de este, y el compuesto de
Férmula (1g), es un fosfato de sodio tribasico.
127. El proceso de cualquiera de las modalidades 120-126, en donde el compuesto de
Férmula (1h), o la sal de este, se prepara mediante un proceso que comprende:
hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1i):
OH

Bro A\ NH,

N

(1i),

0 una sal de este, con un haluro de etilo en presencia de una base para formar el
compuesto de Férmula (1h), o la sal de este.

128. El proceso de la modalidad 127, en donde el haluro de etilo es yoduro de etilo.
129. El proceso de la modalidad 127 o 128, en donde la base presente para la reaccion
del compuesto de Formula (1i), o la sal de este, con el haluro de etilo es una base de
carbonato.

130. El proceso de la modalidad 129, en donde la base de carbonato es carbonato de
cesio.

131. El proceso de cualquiera de las modalidades 127-130, en donde el compuesto de
Foérmula (1i), o la sal de este, es una sal de HBr.

132. El proceso de cualquiera de las modalidades 101-111, en donde el compuesto de
Férmula (1c) se prepara mediante un proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (2a):
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J

o)

Br —

_N
N =X
°N (2a),

con un compuesto de Férmula (2b):

Ll
(@] NN BO/)\\i
N OT (ab),

para formar el compuesto de Férmula (1c), en presencia de un catalizador de Suzuki y
una base, en donde X! es halo.

133. El proceso de la modalidad 132, en donde X* es Br.

134. El proceso de la modalidad 132 o 133, en donde el catalizador de Suzuki es un
catalizador de paladio.

135. El proceso de la modalidad 132 o 133, en donde el catalizador de Suzuki se forma
a partir de una mezcla de un ligando de fosfina y un compuesto de paladio (Il).

136. El proceso de la modalidad 132 o 133, en donde el catalizador de Suzuki se forma
a partir de una mezcla de CataCXium Ay acetato de paladio.

137. El proceso de cualquiera de las modalidades 132-136, en donde la base, presente
para la reaccién del compuesto de Férmula (2a) y el compuesto de Férmula (2b), es un
fosfato de metal alcalino.

138. El proceso de cualquiera de las modalidades 132-136, en donde la base, presente
para la reaccion del compuesto de Formula (2a) y el compuesto de Formula (2b), es
fosfato de sodio tribasico.

139. El proceso de cualquiera de las modalidades 132-138, en donde el compuesto de
Foérmula (1b), o la sal de este, se prepara mediante un proceso que comprende:

reducir un compuesto de Formula (3a):

/SOZMe
. N
: (S)
R,
Ph" (S N’@J
H (3a),

para formar el compuesto de Férmula (1b), o la sal de este.

140. EIl proceso de la modalidad 139, en donde la reduccion se logra haciendo
reaccionar el compuesto de Férmula (3a) con hidrogeno gaseoso en presencia de un
catalizador de paladio.

141. El proceso de cualquiera de las modalidades 139-140, en donde el compuesto de
Férmula (3a) se prepara mediante un proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (3c):
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_SO,Me

P4

(0}
(30),

con un compuesto de Férmula (3b):

©/(s7NH2 .

seguido de cristalizacién para obtener el compuesto de Formula (3a).
142. El proceso de la modalidad 141, en donde el compuesto de Férmula (3c) se
prepara mediante un proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (3d):

_H
N
0
(3d),
0 una de sus sales, con cloruro de metanosulfonilo para formar un compuesto de Férmula
(3c).

143. Un compuesto seleccionado de:

o una sal de este.

La invencion se describird con mayor detalle mediante ejemplos especificos. Los
siguientes ejemplos se ofrecen con fines ilustrativos y no pretenden limitar la invencion de
ninguna manera. Los expertos en la técnica reconoceran facilmente una variedad de

parametros no criticos que pueden cambiarse o modificarse para producir esencialmente
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los mismos resultados.

EJEMPLOS

A continuacién, se proveen los procedimientos experimentales para los
compuestos, formas soélidas y sales de la divulgacion. Las purificaciones por LC-MS
preparatorias de algunos de los compuestos preparados se realizaron en sistemas de
fraccionamiento dirigido por masas de Waters. La configuracion béasica del equipo, los
protocolos y el software de control para la operacion de estos sistemas se han descrito en
detalle en la bibliografia. Véase, por ejemplo, «Two-Pump At Column Dilution
Configuration for Preparative LC-MS», K. Blom, J. Combi. Chem., 4, 295 (2002);
«Optimizing Preparative LC-MS Configurations and Metods for Parallel Sinthesis
Purification», K. Blom, R. Sparks, J. Doughty, G. Everlof, T. Haque, A. Combs, J. Combi.
Chem., 5, 670 (2003); y «Preparative LC-MS Purification: Improved Compound Specific
Metod Optimization», K. Blom, B. Glass, R. Sparks, A. Combs, J. Combi. Chem., 6, 874-
883 (2004). Los compuestos separados se sometieron tipicamente a espectrometria de
masas por cromatografia liquida analitica (LCMS) para comprobar la pureza en las
siguientes condiciones: Instrumento; Serie Agilent 1100, LC/MSD, Columna: Waters
Sunfire™ Cis tamafio de particula 5 pm, 2,1 x 5,0 mm, Tampones: fase moévil A: TFA al
0,025 % en agua y fase mavil B: acetonitrilo; gradiente del 2 % al 80 % de B en 3 minutos
con un caudal de 2,0 ml/minuto.

Algunos de los compuestos preparados también se separaron a escala
preparativa mediante cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa (RP-HPLC)
con detector MS o cromatografia ultrarrapida (gel de silice) como se indica en los
Ejemplos. Las condiciones tipicas de la columna de cromatografia liquida de alto
rendimiento de fase inversa preparativa (RP-HPLC) son las siguientes:

pH = 2 purificaciones: columna Waters Sunfire™ C,g tamafio de particula 5 um, 19
x 100 mm, que eluye con fase movil A: TFA al 0,1 % (acido trifluoroacético) en agua y
fase movil B: acetonitrilo; el caudal fue de 30 ml/minuto, el gradiente de separacién se
optimizé para cada compuesto mediante el protocolo de optimizacion de métodos
especificos de compuestos tal como se describe en la bibliografia (véase «Preparative
LCMS Purification: Improved Compound Specific Metod Optimization», K. Blom, B. Glass,
R. Sparks, A. Combs, J. Comb. Chem., 6, 874-883 (2004)). Normalmente, el caudal
utilizado con la columna de 30 x 100 mm fue de 60 ml/minuto.

pH = 10 purificaciones: columna Waters XBridge Cis tamafio de particula 5 um, 19
x 100 mm, que eluye con fase movil A: NH4sOH al 0,15 % en agua y fase movil B:

acetonitrilo; el caudal fue de 30 ml/minuto, el gradiente de separacion se optimiz6 para
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cada compuesto mediante el protocolo de optimizacion de métodos especificos de
compuestos tal como se describe en la bibliografia (véase «Preparative LCMS
Purification: Improved Compound Specific Method Optimization», K. Blom, B. Glass, R.
Sparks, A. Combs, J. Comb. Chem., 6, 874-883 (2004)). Normalmente, el caudal utilizado
5 con la columna de 30 x 100 mm fue de 60 ml/minuto.

Ejemplo 1

Sintesis de 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-
i1)-[1,2,4] triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1))

“ (L

S
| : o’ NS
« N HBr - | EIO,CN-C=S N 0

4 XPhas PAG2 " dioxano
kPO, dioxano - H.O

b S L ";M

NH,OH-HCI N-N o9 N.N T 2 HCI
Base de Hunig % 2 =M Culrs, -BuONO % =N 3

— T —NH, o - #—Br : -
ErQH, S0¢C My - CH;CN RN r-BuBretiPhos Pd G3

10 T MNaO'Bu, dioxano . 90°C

N 0 ;
N, | . 5 1IN HC
o e THF-H,0, 7
S=MH . N- xP—‘\l]]
i, N‘N

10
Intermedio (8). 3-etoxi-4-(1-(1-etoxietil)-1H-pirazol-4-il)piridin-2-amina

7 J
N o)

N\

& NH,

N

8

Se cargaron 4-bromo-3-etoxipiridin-2-amina (4) (preparada segun el Ejemplo 4)

(1,998 kg, 9,205 mol, 1 eq) y 1-(1-etoxietil)-4-(4,4,5,5 -tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-
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1H-pirazol (2,94 kg, 11,0 mol, 1,2 eq) en un reactor de 50 L que contenia una solucién de
fosfato de potasio tribasico (5,9 kg, 27,6 mmol, 3 eq) en agua (10 L, 5 v). La suspension
se diluyé con dioxano (20 L, 10 v) y se desgasificO mediante burbujeo de nitrégeno
durante 50 min. Se cargé el catalizador XPhos Pd G2 (21,7 g, 27,6 mmol, 0,003 equiv.) y
se continud con la desgasificacion durante 15 min, seguido del calentamiento a 85 °C
durante 2,5 h hasta completar el andlisis por HPLC. La mezcla de reaccion se enfrid a ta
y la capa organica se separd y se lavo con salmuera (6 L, 3 v). Las capas acuosas se
combinaron y se extrajeron con acetato de etilo (10 L, 5 v). Las capas orgénicas se
combinaron, se filtraron a través de un tapén de Celite y se concentraron hasta ~6 L (3 v).
La mezcla concentrada se diluyé con MTBE (18 L, 9 v) y se calent6 a 50 °C para formar
una solucion transparente. Se cargé heptano (18 L, 9 v) lentamente durante ~10 min y la
solucién se enfrié a 1 °C durante 2 h. La suspension se filtrg, se lavé con heptano (4 L, 2
V) y se secO en el filtro para proporcionar 8 (2,033 kg, 80 % de rendimiento, >99 % de
pureza) como un sélido amarillo. RMN de *H(400 MHz, DMSO-ds) & 8,38 (s, 1H), 8,00 (s,
1H), 7,65 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 8,0 Hz, 1H) , 5,77 (s, 2H), 5,62 (dd, J = 8,0, 4,0
Hz, 1H), 3,72 (q, J = 8,0 Hz, 2H), 3,46 (m, 1H), 3,23 (m, 1H), 1,63 ( d, J = 8,0 Hz, 3H),
1,33 (t, J = 8,0 Hz, 3H), 1,05 (t, J = 8,0 Hz, 3H); C14H20N4O2, (MW 276,34 ), LCMS (EI)
me277,13(M*+ H).

Intermedio (9)
¢
04N §

\
N N. _N_ _O
i| YU

o

Una suspension de 8 (1,0 kg, 3,62 mol, 1 eq) en dioxano (5 L, 5 v) se enfrié a
10 °C y se carg6 en una porcién carbonisotiocianato de O-etilo (512 mL, 4,34 mol, 1,2
eq). La adicién provoc6 una exotermia suave de 9,1 °C a 21,7 °C y la reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 16 horas, momento en el que se consider6 completa
mediante HPLC. La reaccién se inactivd mediante la adicién de salmuera (2,5L, 25Vv)y
agua (1L, 1v)y las capas se separaron. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo
(2,5L, 2,5v) y las capas organicas se combinaron y se concentraron hasta sequedad. El
producto crudo 9 (supuesto de 1,475 kg, cant.) se usé directamente en la siguiente
reacciéon como un aceite naranja espeso. RMN de *H(400 MHz, DMSO) & 11,56 (s, 1H),
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11,43 (s, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,17 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 8,13 (s, 1H), 7,63 (d, J = 5,1 Hz, 1H),
5,65 (q, J = 5,9 Hz, 1H), 4,24 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,89 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 3,48 (dqg, J =
9,6, 7,0 Hz, 1H), 3,25 (dg, J = 9,6, 7,0 Hz, 1H), 1,64 (d, J = 6,0 Hz, 3H), 1,29 (m, 6H),
1,06 (t, J = 7,0 Hz, 3H). C1sH25Ns04S, (calc. M + H: 408,1700), LCMS (EI) m/e 408,3 (M*
+ H).

Intermedio (10). 8-etoxi-7-(1-(1-etoxietil)-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-

2-amina

S

0]
N |
= /N>—NH
% 2
o N-N
10

Se carg6 base de Hinig (790 mL, 4,53 mol, 1,25 eq) en una suspension de
clorhidrato de hidroxiamina (377 g, 5,43 mol, 1,5 eq) en etanol (3 L, 2 v). Se instal6 un
depurador de lejia para capturar la emisién de gases de sulfuro de hidrégeno. Se cargé 9
(1,475 kg, 3,62 mol, 1 eq) en etanol (4 L, 2,7 v) lentamente durante 1 hora y las lineas se
enjuagaron con etanol (400 mL, 0,3 v). La liberacion de gases comenzo6 inmediatamente
con la adicién, con una exotermia suave (temperatura final 28 °C). La mezcla de reaccion
se calent6 a 50 °C y se obtuvo una solucién homogénea. Después de 3 horas a 50 °C, la
reaccion se consideré completa mediante HPLC y precipité un producto sélido espeso.
Se carg6 agua (2,2 L, 1,5 v) para disolver el producto y precipitar cualquier subproducto
que contuviera azufre. La mezcla de reaccion se filtr6 y los sélidos se lavaron con
etanol/agua (2:1, 700 mL, 0,5 v). El filtrado se concentré para eliminar el etanol (~7 L),
dejando una suspension de 10 en agua. Los so6lidos se disolvieron en diclorometano (7,3
L, 5v) y se carg0 hidroxido de amonio al 30 % (2,9 L, 2v). Las capas se separaron y la
capa acuosa se extrajo con diclorometano (700 mL, 0,5 v). Los extractos organicos se
lavaron dos veces con hidroxido de amonio al 15 % (1,5 L, 1 v), extrayendo de nuevo la
fase acuosa con diclorometano (700 mL, 0,5 v). Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera (3 L, 2 v) y la capa acuosa se extrajo con diclorometano (700 mL,
0,5 v). Los extractos organicos combinados se concentraron a ~4-5 v (eliminando ~7 L) y
se cargo acetato de isopropilo (6,3 L, 4,3 v). El diclorometano restante (~3 L) se eliminé al
vacio y la suspension se transfirio a un matraz de fondo redondo de 22 L con acetato de

isopropilo (1 L, 0,7 v). La suspension se diluyé con heptano (3,7 I, 2,5 v) y se agitdé a
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80 °C durante 1 hora, seguido de enfriamiento lento hasta ta durante la noche. La
suspension se filtrd, se lavé con acetato de isopropilo/heptano (2:1, 700 mL, 0,5 v) y se
secO en un horno de vacio a 40 °C para proporcionar 10 (920 g, 80 % de rendimiento)
como un sélido blanco. RMN de *H(400 MHz, DMSO) & 8,47 (s, 1H), 8,27 (d, J = 7,0 Hz,
1H), 8,12 (s, 1H), 7,17 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 5,99 ( s, 2H), 5,62 (q, J = 5,9 Hz, 1H), 4,56 (q,
J=7,1Hz, 2H), 3,47 (dq, J = 9,6, 7,0 Hz, 1H), 3,26 (dg, J =9,6, 7,1 Hz, 1H), 1,64 (d, J =
5,9 Hz, 3H), 1,35 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,06 (t, J = 7,0 Hz, 3H). C15H20NeO3, (calc. M + H:
317,1721), LCMS (El) m/e 317,1 (M* + H).

Intermedio (11). 2-bromo-8-etoxi-7-(1-(1-etoxietil)-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-
alpiridina

-

O
N | N
=
/>—Br
~oN-y
11

Se cargd bromuro de cobre (ll) (449 g, 2,0 mol, 1,05 eq) en una suspension
ambiental de 10 (605 g, 1,9 mol, 1 eq) en acetonitrilo (9 L, 15 v), lo que dio como
resultado una solucion oscura. La mezcla de reaccion se enfrié a 5 °C y se afiadid nitrito
de terc-butilo (607 mL, 4,6 mol, 2,4 eq) en una porcion. La mezcla de reaccién se dejo
calentar lentamente hasta ta durante la noche (permitiendo que el bafio de hielo se
derritiera para un calentamiento mas lento). Después de 16 h, la reaccion se completod
por HPLC y se inactivd mediante la adicion de hidréxido de amonio al 15 % (5 L, 8 v). El
acetonitrilo (~6-8 L) se eliminé al vacio y la mezcla se diluyé con diclorometano (3 L, 5 v).
Las capas se separaron y la porcidn acuosa se extrajo con diclorometano (0,5 L, 1 v). Los
extractos organicos se lavaron con hidréxido de amonio al 15 % (1,8 L, 3 v) y la capa
acuosa se extrajo con diclorometano (0,5 L, 1 v). La capa organica turbia se lavo dos
veces con salmuera (1,2 L, 2 v), extrayendo cada capa acuosa con diclorometano (0,5 L,
1 v). La capa orgéanica se suspendi6é durante 1 h a ta con SiliaMetS Thiol (150 g, 0,25 x
peso), luego se filtr6 a través de un pequefio lecho de Celite y se lav6 con diclorometano
(3x0,5L, 1v). El filtrado se concentr6 a 1,2-1,5 L (~2-2,5 v) al vacio, y la suspension
resultante se calenté a reflujo y se diluy6 con heptano (3 L, 5 v). La suspension se calent6
a 40°C durante 1 h, luego se enfri6 a ta y se dej6 madurar durante 30 min. La

suspension se filtré, se lavd con heptano/DCM (2:1, 1,4 L, 2 v). Los sélidos se secaron a
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40 °C en un horno de vacio para propocionar 11 (536 g, 74 %) como un sélido blanco.
RMN de H(400 MHz, DMSO) & 8,68 (d, J = 7,1 Hz, 1H), 8,58 (s, 1H), 8,21 (s, 1H), 7,58
(d, 3 =7,1Hz, 1H), 5,65 (g, J = 5,9 Hz, 1H), 4,65 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 3,48 (dq, J = 9,6,
7,0 Hz, 1H), 3,27 (dq, J = 9,6, 7,0 Hz, 1H), 1,65 (d, J = 6,0 Hz, 3H), 1,40 (t, J = 7,0 Hz,
3H), 1,07 (t, J = 7,0 Hz, 3H). C1sH1sBrNsO>, (calc. M + H: 380,0717), LCMS (EI) m/e
380,0717 (M* + H).

Intermedio (22). 8-etoxi-7-(1-(1-etoxietil)-1H-pirazol-4-il)-N-((3R,4S)-3-metil-1-
(metilsulfonil)piperidin-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina

( O/

S

oA
N\

iNfI:I)—NH

N Chr)

12

Una solucién de 11 (1,5 kg, 3,9 mol, 1 eq), 3 (1,08 kg, 4,7 mol, 1,2 eq) (preparada
segun el Ejemplo 3), terc-butéxido de sodio (1,9 kg, 19,7 mol, 5 eq) y t -BuBrettPhos Pd
G3 (101 g, 118 mmol, 0,03 eq) en dioxano se desgasific6 con burbujeo de nitr6geno
durante 1 hora. La suspensién se calent6 a 90 °C, formando una solucion homogénea, y
se agitd a esa temperatura durante 2 h hasta que se complet6 mediante analisis de
HPLC. La mezcla de reaccion se enfrié a ta y se inactivd mediante la adicion de agua (7,5
L, 5 v). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo dos veces con acetato de
etilo (15 Ly 75L, 10 vy 5 v). Las capas organicas combinadas se trataron con una
solucion de N-acetilcisteina (690 g) y fosfato de potasio tribasico (990 g) en agua (7,5L) a
60 °C durante 3 horas. El lavado para eliminar el paladio se enfrié a ta y se permitié que
las capas se separaran. La capa acuosa se extrajo dos veces con acetato de etilo (7,5 L,
5 v) y los extractos organicos se concentraron a ~20 L (13 v) al vacio y se suspendieron a
temperatura ambiente con Carbon C-941 (300 g, 0,20 en peso) y SiliMetS Thiol (300 g,
0,20 en peso) durante no mas de 8 horas. La suspension se filtré a través de una
almohadilla de Celite, enjuagandose con acetato de etilo (7,5 L, 5 v). El filtrado se
concentré para proporcionar un aceite crudo de 12 (cant. supuesta), que se usoé
directamente en la siguiente etapa. RMN de 'H(600 MHz, DMSO-d¢) & 8,48 (s, 1H), 8,33
(d, J = 6,0 Hz, 1H), 8,13 (s, 1H), 7,18 (d, J = 12,0 Hz, 1H) , 6,76 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 5,62
(g, J = 6,0 Hz, 1H), 4,55 (g, J = 6,0 Hz, 2H), 3,88 (m, 1H), 3,47 (m, 1H) , 3,26 (m, 2H),
3,12 (m, 3H), 2,87 (s, 3H), 2,18 (m, 1H), 1,85 (m, 1H), 1,76 (m, 1H), 1,64 (d, J = 6,0 Hz,
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3H), 1,36 (t, J = 6,0 Hz, 3H), 1,06 (t, J = 6,0 Hz, 3H), 0,93 (d, J = 6,0 Hz, 3H);
C22HasN704S, (MW 491,61), LCMS (EI) m/e 492,2 (M*+ H).

Compuesto de Formula (). 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-
7-(1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina

0./
"S-
| N O
I I\J-T' []f <'I...p, \
N, | N
\:"_a-""’lh‘-u\. i __:_:\I
- 7 —wNm M
*-Q‘;L_, :\ *:q’

Formula (I)

A una solucion de 12 (1,9 kg, 3,9 mol, 1 eq) (o 12 hemisuccinato) en THF (14 L,
7 v) se afiadi6 acido clorhidrico 1 N (9 L, 9,0 mol, 2,3 eq) y la solucion se calent6é a 60 °C
durante 2 horas hasta que se completé por HPLC. La mezcla de reaccién se enfri6 atay
se neutralizdé con hidroxido de sodio al 16 % (2 L, 9,3 mol). La mezcla de reaccion se
extrajo dos veces con acetato de etilo (14 Ly 8 L, 7 vy 4 v) y las capas organicas
combinadas se agitaron con carbon activado C-941 (600 g, 0,32 en peso) y SiliaMetS tiol
(600 g, 0,32 en peso) durante 16 h. La suspensién se filtr6 sobre una almohadilla de
Celite y se lavé con acetato de etilo (7,5 L, 5 v). El filtrado se concentré a~7,5L (5Vv) y la
suspension se diluydé con heptano (4,5 L, 3 v), se agitd6 durante 30 min a temperatura
ambiente y luego se enfri6 a 0 °C. Los sdlidos se filtraron y se lavaron con acetato de
etilo/heptano (5:3, 1,5 L, 1 v). Los sélidos se secaron en el filtro para proporcionar el
compuesto bruto de Férmula (1) (1,312 kg, 80 % de rendimiento).

El compuesto bruto de Férmula (1) (1,4 kg, 3,3 mol) se suspendidé en agua/etanol
al 6% (7 L, 5 v) y la suspension se calenté a reflujo para obtener una solucién
transparente. La mezcla se enfrié lentamente a 0 °C y se filtrd, enjuagandose con etanol
(500 mL, 0,35 v). Los solidos se secaron a 45°C al vacio durante 3 dias para
proporcionar el compuesto de Férmula (I) (1,163 kg, 83 % de rendimiento) como un
s6lido blanco. RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) & 13,10 (s, 1H), 8,33 (s, 1H), 8,31 (d, J =
10,0 Hz, 1H), 8,12 (s, 1H), 7,17 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 6,73 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 4,54 (dd, J
= 15,0, 10,0 Hz, 2H), 3,88 (m, 1H), 3,26 (m, 1H), 3,12 (m, 3H), 2,87 (s, 3H), 2,19 (m, 1H),
1,85 (m, 1H), 1,76 (m, 1H), 1,36 (t, J = 10,0 Hz, 3H), 0,93 (d, J = 5,0 Hz, 3H);
C18H25N703S, (calc M+H: 420,1812), LCMS (El) m/e 420,1818 (M+ + H).

Ejemplo 2
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Sintesis de 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-
i-[1,2,4] triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (Formula (1))
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Formula (I) (bruto) Formula (I)

Intermedio (11). 2-bromo-8-etoxi-7-(1-(1-etoxietil)-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-
a]piridina (sintesis alternativa)

“~ N\ />—Br

11
En dioxano desgasificado (0,84 |) se cargé Pd(OAc). (7,35 g, 0,5 % molar) y

CataCXium A (25,8 g, 1,1 % molar) en nitrégeno y la mezcla se evacud y se rellené con
nitrégeno tres veces. La mezcla se agité a ta bajo nitrdgeno durante no mas de 20 min.
En un reactor separado se cargd 7 (preparado segun el Ejemplo 4) (2,10 kg), carbonato
de cesio (4,26 kg, 2 eq), 1-(1-etoxietil)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-
pirazol (2,05 kg, 1,2 eq), dioxano (9,7 L, 5 vol en total, incluido el dioxano utilizado para la
formacion del catalizador in situ) y agua (5,3 L, 2,5 vol.). A continuacion, la mezcla se
purgd con nitrégeno durante no mas de 30 min. Después de ese periodo, se afadi6 a la
mezcla el catalizador preparado anteriormente. La mezcla combinada se purgd con
nitrdgeno durante 5 min. Luego, la mezcla se calent6 a 50°C durante no mas de 10 horas.
La reaccion se control6 por HPLC hasta que se completd. A continuacién se carg6 agua

(15,8 L, 7,5 v) lentamente a través de un embudo de adicion. La suspension resultante se
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enfrié lentamente a ta y luego a 0°C y se agité durante no mas de 30 min. La suspensién
se filtrd y el sélido se lavd con agua (3,2 L). El solido se sec6 a no mas de 50 °C para
proporcionar 2,49 kg de 11.

El producto bruto 11 (4,61 kg) se mezclé con THF (18,4 L, 4 v basado en el peso
del sélido aislado) y se agité a 50°C para dar una solucién clara. Luego se carg6 heptano
(36,8 L, 8 v) a 50°C. La suspension resultante se enfrié lentamente hasta 15-30°C y luego
se enfrio adicionalmente hasta 0°C. La suspension se filtr6 y el sélido se lavé con
heptano (4,6 L) y se sec6 a no mas de 50°C para obtener 4,91 kg (84 %) de 11 con una
pureza >99A %. RMN de 'H(400 MHz, DMSO-ds) & 8,67 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 8,58 (s, 1H),
8,21 (s, 1H), 7,58 (d, J = 8,0 Hz, 1H) , 5,65 (dd, J = 12,0, 8,0 Hz, 1H), 4,65 (dd, J = 12,0,
8,0 Hz, 2H), 3,48 (m, 1H), 3,27 (m, 1H), 1,65 (d, J = 8,0 Hz, 3H), 1,40 (t, J = 8,0 Hz, 3H),
1,07 (t, J = 8,0 Hz, 3H); C15H1sBrNsO2, (MW 380,25), LCMS (EI) m/e 380,0,382,0 (M*+ H).

Intermedio (12). 8-etoxi-7-(1-(1-etoxietil)-1H-pirazol-4-il)-N-((3R,4S)-3-metil-1-
(metilsulfonil)piperidin-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina

N 0
N | S)(R)
=N
NH
\ N\N/>_
12

Se combinaron 11 (4,1 kg, 1,0 eq), 3 (2,71 kg, 1,1 eq) (preparado segun el
ejemplo 3) y NaOtBu (3,63 kg, 3,5 eq) en 2-MeTHF (10 v). La solucién se desgasifico y se
carg6 Pd-175 (8,41 g, 0,001 eq). La solucion se desgasificod adicionalmente y se calentd a
70 °C hasta que se completé por HPLC. A continuacion, la reaccion se enfrio a ta y se
inactivd mediante la adicion de salmuera (4v). Luego, los extractos organicos se lavaron
con salmuera (3 v). El producto bruto 12 en 2-MeTHF se concentré a ~10 v y se us6

directamente en la siguiente reaccion (supuestamente cuantitativa).

Sintesis alternativa del intermedio 12 como hemisuccinato

Como alternativa, se combinaron 11 (10 g, 1,0 eq), 3 (6,62 g, 1,1 eq) y NaOtBu
(8,85 g, 3,5 eq) en 2-MeTHF (10 v). La solucién se desgasificé y se cargé Pd-175 (21 mg,
0,001 eq). La solucién se desgasifico adicionalmente y se calenté a 70 °C hasta que se

completé por HPLC. A continuacion, la reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se
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inactivd mediante la adicién de cloruro de amonio (ac., 20 % en peso, 6v). Luego, los
extractos organicos se lavaron con salmuera (6 v). El producto bruto 12 en 2-MeTHF se
concentré a ~5 v y se sec6 azeotrépicamente mediante destilaciébn constante con 2-
MeTHF hasta KF <1,5 %. Se carg6 acetonitrilo (5 v) seguido de acido succinico (2,3 g,
0,75 eq) en porciones a 55°C. La suspension resultante se dejé madurar durante 1 hora a
55 °C y se enfrid a ta durante la noche. La filtracién seguida de lavado con acetonitrilo/2-
MeTHF (1:1, 2v) proporciond 12 hemisuccinato como un solido blanco (13,8 g, 95 % de
rendimiento). RMN 1H (400 MHz, DMSO) & 12,18 (s, 1H), 8,48 (s, 1H), 8,33 (d, J = 7,0
Hz, 1H), 8,13 (s, 1H), 7,18 (d, J = 7,0 Hz) , 1H), 6,75 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 5,62 (q, J = 5,9
Hz, 1H), 4,55 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,88 (dp, J = 10,8, 3,8 Hz , 1H), 3,47 (dg, J = 9,6, 7,0
Hz, 1H), 3,25 (dt, J = 9,8, 6,9 Hz, 2H), 3,13 (m, 3H), 2,86 (s, 3H), 2,42 (s, 2H), 2,18 (it, J =
7,7, 4,3 Hz, 1H), 1,90 — 1,71 (m, 1H), 1,64 (d, J = 6,0 Hz, 3H), 1,36 (t, J = 7,1 Hz, 3H),
1,06 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 0,93 (d, J = 6,9 Hz, 3H). C22H33N704S, (calc. M+H: 492,2387),
LCMS (EI) m/e 492,2389 (M*+ H).

Compuesto de Formula (). 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-il)-
7-(1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina (bruto)
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Formula (I)

En un reactor limpio e inertizado se cargd 12 (o 12 hemisuccinato) en 2-MeTHF,
seguido de HCI acuoso 1N (32,3 L, 3 eq). La mezcla se calent6 a 70 + 5 °C mientras se
concentraba la mezcla de reaccion para eliminar el acetaldehido hasta que se completé
la reaccion como indica HPLC. Una vez completada, la reaccion se enfri6 a 15-30 °C y se
elimind la capa acuosa que contenia el producto. La capa organica se extrajo dos veces
con HCI 1N (2 x 5,3 L, 2 v en total) y las capas acuosas combinadas se diluyeron con 2-
MeTHF (45 L). La mezcla de reaccion se neutralizd6 mediante la adicion de hidroxido de
sodio 5 N (8,4 I) hasta un pH de ~8-9. La capa organica que contenia el producto se
separ6 y la capa acuosa se extrajo con 2-MeTHF (10,6 L, 2 v). Las capas organicas
combinadas se trataron a 40 °C con carbono C-941 (530 g, 20 % p/p) e imidazol
SiliaMetS (530 g, 20 % p/p) durante no mas de 12 horas. La mezcla se enfrié a 15-30 °C
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y se filtr6 a través de Celite. Los sdélidos recogidos se lavaron con 2-MeTHF (21,2 1). El
filtrado que contenia el producto se lavé dos veces con agua (7,95 L). La capa organica
se concentré mientras se cargaba 2-Me THF en NMT a no mas de 50 °C para eliminar el
agua residual. Luego, la mezcla de reaccion se diluyé con heptano (10 v), manteniendo
una temperatura >45 °C. Después de dejarse madurar a 50 °C durante ~30 min, la
mezcla de reaccion se enfrié a 15-30 °C y se filtr6. El producto se lavé con heptano (10,6
L, 2 v) y se secO a no mas de 50°C para obtener el compuesto bruto de Formula (1).

Forma soélida del compuesto de Férmula (l). 8-etoxi-N-((3R,4S)-3-metil-1-
(metilsulfonil)piperidin-4-il)-7-(1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a] piridin-2-amina
(Férmula (1))
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Formula (I)

Se preparé una soluciéon acuosa de etanol al 10 % (42 L) en un reactor limpio e
inertizado. A continuacién, se cargé el compuesto bruto de Formula (1) (4,2 kg) de la
etapa anterior y se calent6 el contenido del reactor a 50-80 °C hasta que se observé una
solucidn. La solucién se enfrié a 47-57 °C y se afiadieron carbén activado C-941 (420 g) e
imidazol SiliaMetS (420 g). La mezcla se agité durante no mas de 12 horas. La mezcla se
enfrié a 35-50 °C y se filtré a través de Celite. Luego, el filtrado se filtrd con filtro de pulido
en un reactor inerte limpio. Se cargé etanol filtrado pulido y se destilé6 para eliminar el
agua de la solucion hasta que el andlisis de Karl Fisher cumpli6 con el criterio
especificado en el registro del lote. La mezcla se enfri6 a -5-5 °C. Los solidos se lavaron

con etanol frio (4,2 L) y se secaron en un horno de vacio a no méas de 50 °C.

Ejemplo 3
Sintesis de clorhidrato de (3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-amina (3)



10

15

20

114

[|ﬂq" TS NH,
e H P,,-*n,w_.f-i{}.,_},‘h: -
~ N MsCl [ ) NaBH(OAC),
IS e ,.
D'.".-' R CHJC].: O ._[
HC1
1
SO-Me
- -SC]:I"\{E‘ N
: . 1. Crist. ( W
._,...a:*-:_ . n;d|'_':.'JfJ - H:BJ }-A\‘
P].]. (5] PI:[ : Pd[-OH‘]: ()
HCl NH-, HCI
: 3

Intermedio (1). 3-Metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-ona

N-SO:Me

1

A un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 3 litros con agitador mecanico y
termopar bajo nitrégeno se afiadié clorhidrato de 3-metilpiperidin-4-ona (106,2 g, 710
mmol), DCM (708 mL) y cloruro de metanosulfonilo (60,4 mL, 781 mmol ). La mezcla de
reaccion se agité y se convirti6 en una solucién en unos pocos minutos. Se afiadid
lentamente trietilamina (218 mL, 1562 mmol) a través de un embudo de adicion durante
30 min. Se continud agitando a temperatura ambiente durante la noche (12 horas). Los
sélidos en suspension se filtraron como desechos y el sélido se enjuagdé con DCM (300
mL) en tres porciones. Luego, el filtrado se lavé con HCI 0,5 N acuoso para eliminar el
residuo de TEA. La capa de DCM se lavo adicionalmente con solucion de salmuera (60
mL). Luego, la capa de DCM se concentr6 hasta sequedad como un sélido amarillo palido
(132 g, 97 % de rendimiento) en un evaporador rotatorio a presion reducida. El producto
bruto resultante, 3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-ona (1, 132,1 g, 691 mmol, 97 % de
rendimiento), se usé en la siguiente reaccion sin purificacién adicional. RMN de 'H (400
MHz, DMSO) 6 3,85 — 3,74 (m, 2H), 3,21 (td, J = 11,9, 3,8 Hz, 1H), 2,98 (s, 3H), 2,88 (t, J
= 11,5 Hz, 1H)), 2,78 — 2,67 (m, 1H), 2,70 — 2,59 (m, 1H), 2,34 (dt, J = 14,7, 3,6 Hz, 1H),
0,95 (d, J = 6,6 Hz, 3H). C;H13sNO3S, (calc. M+H: 192,0689), LCMS (EI) m/e 192,1 (M* +
H).
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Intermedio (2). (3R,4S)-3-Metil-1-(metilsulfonil)-N-((S)-1-feniletil)piperidin-4-amina

: N
Ph (SN
H

2

A una solucion de 1 (132,4 g, 1 eq) en THF (1324 mL, 10 v) se carg6 (S)-1-
feniletan-1-amina (134 mL, 15 eq) y DIPEA (145 mL, 1,2 eq). Se afadi6
triacetoxiborohidruro de sodio (STAB; 220 g, 1,5 equiv.) en porciones mientras se
mantenia a 20-25°C (se puede observar una exotermia retardada). La mezcla de reaccion
se agitd durante 1 hora hasta que se completé por HPLC y luego se inactivd mediante la
adicion lenta de metanol (132 mL, 1 v). La mezcla se concentré al volumen minimo y se
diluy6 con diclorometano (1324 ml, 10 v). Los extractos organicos se lavaron dos veces
con bicarbonato de sodio saturado (6 v y 4 v), luego con salmuera (2 v) y luego se
concentraron hasta casi sequedad. El producto bruto se diluyé con EtOAc (4 v) y se
concentré a un volumen minimo para eliminar el DCM residual. A continuacién, los
sélidos brutos se suspendieron en EtOAc (4 v) y se calentaron a 70 °C para formar una
mezcla homogénea. La mezcla de reaccion se enfrié a 60 °C y se sembré con 2, se enfrid
a 50 °C y se dej6 madurar para el crecimiento de cristales durante 6 h, seguido de
enfriamiento lento a 0 °C. Los sélidos se filtraron, se lavaron con EtOAc (1 v) y se
secaron para proporcionar 2 (115 g, 56,3 % de rendimiento, 94:0,5:5:5 dr) como un sélido
blanco.

Una mezcla diastereocisémera de 2 (115 g, 1 eq, 94:0,5:5:5 dr) se calent6 a reflujo
en EtOAc (693 ml, 6 v) para proporcionar una solucién transparente a casi transparente.
La solucion se enfrié a 60 °C y se sembré ya que no se observé autosiembra. La mezcla
se dejo madurar a 50-60 °C durante 5 h para producir una suspension espesa y se
continu6 enfriando lentamente hasta ta. Los sélidos se aislaron mediante filtraciéon, se
lavaron con EtOAc (1 v) y se secaron en un horno de vacio para proporcionar 2 (92,4 g,
80 % de rendimiento, 99,27:0:0,73:0 dr) como un sélido blanco. La cristalizacién se repitié
hasta que se obtuvo el dr deseado (tipicamente dos recristalizaciones). RMN de *H (400
MHz, DMSO) &6 7,39 — 7,32 (m, 2H), 7,35 - 7,26 (m, 2H), 7,25 - 7,16 (m, 1H), 3,77 (9, J =
6,6 Hz, 1H), 3,37 — 3,27 (m, 1H), 3,18 (ddd, J = 11,7, 4,5, 1,8 Hz, 1H), 2,75 (s, 3H), 2,70 —
2,59 (m, 2H), 2,37 (dt, J = 9,1, 4,5 Hz) , 1H), 1,99 (q, J = 4,8, 4,0 Hz, 2H), 1,45 (m, 2H),
1,23 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,94 (d, J = 6,9 Hz, 3H). CisH2N-0,S, (calc. M+H: 297,1631),
LCMS (El) m/e 297,2 (M* + H).
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Intermedio (3). Clorhidrato de (3R,4S)-3-metil-1-(metilsulfonil)piperidin-4-amina
?OzMe
N

(S)
(R)

NH, HCI
3

A una solucion de 2 (10,31 g, 1 eq) en metanol (200 mL, 20 v) se cargé Pd(OH)-
(2,4 g, 20 % en peso) y HCI (3 N en MeOH; 11,6 ml, 1 eq). La mezcla de reaccion se
5 desgasifico y se sometid a H; (60 psi) durante 24 horas. Se cargé Pd(OH); adicional (0,73
g, 20 % en peso) y la mezcla se sometid an durante 6 horas mas, momento en el que se
completdé mediante andlisis HPLC. La mezcla de reaccion se filtro a través de Celite, se
lavé con metanol (3 x 60 mL, 6 v) y se concentré hasta sequedad al vacio. Los solidos
brutos se trituraron en heptano (40 mL, 4 v) a 60 °C durante 6 horas. La suspensién se
10 enfrib a ta, se filtré y se lavé con heptano (20 mL, 2 v) para producir 3 (7,5 g, 94 % de
rendimiento) como la sal de HCI. RMN de *H (400 MHz, DMSO) & 8,38 — 8,33 (s, 3H),
3,49 — 3,39 (m, 1H), 3,33 — 3,24 (m, 2H), 3,02 (dd, J = 12,1, 3,3 Hz, 1H) , 2,98 — 2,89 (m,
1H), 2,87 (s, 3H), 2,24 — 2,14 (m, 1H), 1,83 (m, 2H), 0,97 (d, J = 7,0 Hz, 3H). C7H16N20,S,
(calc. M+H: 193,1005), LCMS (EI) m/e 193,1 (M* + H).
15
Ejemplo 4
Sintesis de 2,7-dibromo-8-etoxi-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina (7)

OH o T~ o
s N " . . _ 1 H H
Br. . NH:  EiCs,CO;MeCN  Bro A NH. EtQCONCSDCM  Br. A N, N _OFt
| ~ r . - | e P Tl e "Tl‘
=N HEr N LN 5§ O
4 5
0 e, ] ) Ox‘x
HONH, HC1 (3 eq 3 DIPEA (2 eq.) Br i CuBry/t-BuONOMeCN Br i i
: - 1- P d;_,I" - T P Hw'\
EtOH MeOH [ T 5 nNH, 0°C- TA I . —Bi
NN ) R NN
] r

20 Intermedio (4). 4-bromo-3-etoxipiridin-2-amina
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En un matraz de fondo redondo de 5 L equipado con agitador mecénico y
condensador de reflujo en un entorno de nitrégeno se combiné bromhidrato de 2-amino-
4-bromopiridin-3-ol (245,0 g, 871 mmol), carbonato de cesio (568 g, 1743 mmol) y
acetonitrilo (2000-2500 mL, 711 mmol). La mezcla se agitd6 durante 15 minutos y se
afiadié yodoetano (105 mL, 1307 mmol). La mezcla de reaccién se calent6 a 65-70°C
durante 18 horas y se observo que estaba completa por andlisis HPLC. La mezcla de
reaccién se enfrio y se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 30 min. La
suspension de reaccién resultante se filtrd sobre Celite para eliminar las sales y la torta
se lavé con diclorometano. El filtrado que contenia el producto se concentré a sequedad y
se afladieron 500 mL de cloruro de metileno. Se precipité carbonato de cesio adicional y
se elimind mediante filtracién. El filtrado se concentré y se sometié a un tapén de silice
usando una columna Biotage de 750 g con un gradiente de acetato de etilo/diclorometano
de 0 a 25 %. Las fracciones limpias se combinaron y concentraron en un evaporador
rotatorio.

El sélido resultante se suspendid en 1,25 a 1,5 volumenes de heptano y se
calenté a 98 °C. Luego, la mezcla se enfrié a 0°C. El sélido se filtrd y se lavo con heptano
helado. El sélido se secé haciendo pasar aire a través de la torta. Se obtuvo 4-bromo-3-
etoxipiridin-2-amina (4) con un rendimiento del 70-75 %. RMN de *H (400 MHz, DMSO) &
7,53 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 6,73 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,13 (s, 2H), 3,91 (q, J = 7,0 Hz, 2H),
1,35 (t, J = 7,0 Hz, 3H). C/HsBrN.O, (calc. M+H: 216,9971), LCMS (EI) m/e 216,9 (M* +
H).

Intermedio (5)

07
B N_ _N_ _OFt
T
AN
| T
N S O
5

A una solucion de 4 (44,7 g, 1 eq) en DCM (400 mL, 9 v) se afiadio isotiocianato
de etoxicarbonilo (26,7 mL, 1,1 eq), mientras se mantenia la temperatura a 20°C. La

mezcla de reaccion se agité durante 16 horas hasta que se completé por HPLC, luego se
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concentré a sequedad para proporcionar 5 (71,7 g, cuant.) y se usé directamente en la
siguiente reaccion. C11H14BrN3zOsS (calc. M+H: 348,0012), LCMS (EI) m/e 348,1 (M* + H).

Intermedio (6). 7-bromo-8-etoxi-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-amina
07

=N
NH
N N\N/>_ 2

6

Br

A una suspensién de clorhidrato de hidroxilamina (42,9 g, 3 eq) en metanol (300
mL, 4 v) se le afiadié base de Hunig (N,N-diisopropiletilamina) (71,9 mL, 2 eq) y la mezcla
se agitdé a temperatura ambiente durante 50 min. Luego, la mezcla de reaccion se afiadié
a un matraz separado que contenia 5 (71,7 g, 1 equiv.) en etanol (300 mL, 4 v) y se
calent6 a reflujo durante 2 horas hasta que se completé por HPLC. La mezcla de reaccion
se enfrid a ta y se concentr6 a ~1,5 v. La suspensién resultante se enfrio a 0 °C y se
inactivd mediante la adicion de hidréxido de amonio (28 %, 57,3 ml, 2 eq) y luego se
diluyé con agua (120 mL, 2 v). La suspension se agité durante 15 min, se filtré y se lavd
con agua (2 x 100 mL) y se secd para proporcionar 6 (48,8 g, 92 % de rendimiento). RMN
de 'H (400 MHz, DMSO) & 8,25 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 6,16 (s, 2H),
4,55 (g, J = 7,0 Hz, 2H), 1,32 (t, J = 7,1 Hz, 3H). CgH10BrN4O, (calc. M+H: 257,0032),
LCMS (EI) m/e 257,0 (M* + H).

Intermedio (7). 2,7-dibromo-8-etoxi-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina
07

2 N=N
. N\N/>_Br

7

Br

A una mezcla de 6 (150 g, 583 mmol) y CuBr; (134 g, 600 mmol) en acetonitrilo
(1500 mL) a 0°C se le afiadio t-BUuONO (144,3 g, 1399 mmol) gota a gota durante 30
minutos. La mezcla resultante se agitd a 0°C durante 2 horas seguidas de 2 horas a
temperatura ambiente (TLC indicO que se habia consumido todo el material de partida).
Se concentré la mezcla de reaccién a presion reducida. Al residuo se afiadié DCM (3 L) y
se agité durante media hora. Luego, la mezcla se paso a través de una almohadilla de gel
de silice (300 g), eluyendo con DCM hasta que no se detecté ningun producto por TLC.

La fraccion recogida se evapor6 para dar el producto deseado (137 g). Al producto (137
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g) en EtOAc (1500 mL) se le afiadié carbdn vegetal (45 g, tamafio de particula de ~100
mesh) y la suspension resultante se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. La
mezcla se filtr6 a través de una almohadilla de Celite y se lavo con EtOAc (1500 mL). El
filtrado se concentré a presion reducida. Al residuo (125 g) se afiadieron hexanos (500
mL) y se agitd. El sélido se recuperd por filtracion y se lavé con hexanos (500 mL). La
torta del filtro se secé al aire para proporcionar 7 como un sdlido beige pélido (111 g).
RMN de !H (400 MHz, DMSO) 6 8,65 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,47 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 4,65 (q,
J =7,0 Hz, 2H), 1,37 (t, J = 7,0 Hz, 3H). CgH7Br.NzO, (calc. M+H: 319,9029), LCMS (EI)
m/e 319,9 (M* + H).

Ejemplo 5
Caracterizaciéon de estado solido de Formula (1)
Difraccion de rayos X en polvo (XRPD)

La difraccién de rayos X en polvo (XRPD) se obtuvo del instrumento Difractémetro
de rayos X en polvo (XRPD) Bruker D8 Advance ECO. Los procedimientos
experimentales generales para XRPD fueron: (1) radiacion de rayos X de cobre a 1,5418
Ay detector LYNXEYE™ ; (2) potencia de rayos X a 40 kV, 25 mA; y (3) el polvo de
muestra se dispersé en un soporte de muestra de fondo cero. Las condiciones generales
de medicién para XRPD fueron: angulo de inicio 3 grados; angulo de parada 30 grados;
muestreo: 0,015 grados; y velocidad de escaneo: 2 grados/min.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El DSC se obtuvo de TA Instruments Differential Scanning Calorimetry, Discovery
DSC2500 con automuestreador. Las condiciones del instrumento DSC fueron las
siguientes: 20-300°C a 10°C/min; plato de muestra y tapa de aluminio Tzero; y flujo de
gas nitrégeno a 50 mL/min.

Andlisis termogravimétrico (TGA)

El TGA se obtuvo del analizador termogravimétrico de TA Instruments, Discovery
TGA5500 con muestreador automatico. Las condiciones generales experimentales para
TGA fueron: incremento de 25°C a 300 °C a 10°C/min; flujo de gas de purga de nitr6geno

a 25 mL/min; portamuestras de platino.

Base libre de Forma | de Férmula (1)

La base libre cristalina del compuesto de Férmula (I) obtenido en los Ejemplos 1y
2 se caracteriz0 y se denomina en el presente documento Forma |. La base libre de la
Forma | se caracterizé por XRPD, DSC y TGA. El patron de XRPD se muestra en la
Figura 1 y la Figura 28 y los datos de XRPD se proporcionan en las Tablas 1a y 1b, lo
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que confirma que la Forma | era un sélido cristalino.

El termograma de DSC se muestra en la Figura 2. El termograma de DSC revel6
un evento endotérmico importante a una temperatura de inicio de 191,7 °C con una
temperatura maxima de 193,6°C, que se cree que es la temperatura de
fusion/descomposicion del compuesto.

Se obtuvo un segundo DSC usando un Q200 V24.11 DSC usando una incremento
de 10°C por minuto hasta 300°C. El DSC se muestra en la Figura 29. El termograma de
DSC revel6 un evento endotérmico importante a una temperatura de inicio de 191,3 °C
con una temperatura maxima de 193,3 °C, que se cree que es la temperatura de
fusion/descomposicion del compuesto.

El termograma de TGA se muestra en la Figura 3. Se observé una pérdida de
peso del 0,96 % por debajo de 200 °C. El compuesto comenzd a descomponerse por
encima de los 200 °C.

Tabla la. Datos de XRPD para la forma | de base libre cristalina

2-theta (°) Altura H %
7,1 3226 7,4
7,3 21873 50,2
7,5 308 0,7
8,0 236 0,5
8,3 112 0,3
9,7 236 0,5
10,1 1125 2,6
10,5 3691 8,5
11,2 349 0,8
11,5 1164 2,7
12,5 3584 8,2
12,8 35 446 81,3
13,0 1610 3,7
13,3 3389 7,8
13,8 218 0,5
14,2 2284 5,2
14,5 4779 11,0
15,0 2427 5,6
15,2 7743 17,8
15,6 3290 7,5
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16,0 11 878 27,2
16,4 17 818 40,9
16,6 1383 3,2
17,0 771 18
17,2 1765 4,0
17,4 2257 5,2
17,6 3220 74
17,9 283 0,7
18,0 513 1.2
18,6 1093 25
19,2 1754 4,0
19,5 586 13
19,8 5167 11,9
20,1 2477 5,7
20,3 43601 100
20,6 12 763 29,3
21,3 36 858 84,5
21,6 15 085 34,6
21,9 1805 4,1
22,2 3908 9,0
22,6 3592 8,2
23,1 9060 20,8
23,9 5713 13,1
243 325 0,7
24,6 408 0,9
25,0 2865 6,6
25,7 4574 10,5
26,0 348 0,8
26,4 4750 10,9
26,8 7514 17,2
27,0 15 041 345
27,8 2548 5,8
27,9 4947 11,3
28,2 213 0,5
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28,6 1558 3,6
28,9 1661 3,8
29,2 1043 2,4
29,4 467 11
29,8 815 1,9

Tabla 1b. Datos de XRPD para laforma | de base libre cristalina

2-theta (°) Altura H %
7,5 235 900 83,2
10,6 30976 10,9
13,0 205 684 72,6
14,7 42 552 15,0
15,3 38 144 13,5
16,2 121 679 42,9
16,6 113 132 39,9
17,6 27 890 9,8

20,5 283 366 100
20,8 85 984 30,3
21,4 265 761 93,8
23,3 71 442 25,2
24,0 53 028 18,7
25,2 29928 10,6
25,9 38 144 13,5
27,1 136 962 48,3
28,0 64 762 22,8
28,9 29 217 10,3
30,5 12 495 4.4

32,8 14 303 5,0

37,5 10 129 3,6

39,4 2725 1,0

40,3 8331 29,4

Sal de maleato de Formula (1)
Preparacion de sal de maleato de Férmula (1)

Se disolvieron 574,0 mg de base libre en 8 mL de diclorometano (DCM)/metanol
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1:1 en un vial de vidrio transparente de 20 mL con agitacion. A la solucién se afiadieron
191,3 mg de &cido maleico (1,2 eq) y se mezcld bien. La solucién se evaporé sin tapa a
temperatura ambiente hasta sequedad durante la noche. Al sdlido resultante se
afiadieron 5 mL de acetona y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. El solido
se recogio por filtracion, se lavé con acetona y se sec6 al vacio a 50°C durante 2 horas.
Se determin6 que la proporcidon de sal entre la base libre y el &cido maleico era 1,0
mediante analisis de RMN.

La sal de maleato se confirmé como un sdlido cristalino segun el andlisis de
XRPD. El patrén de XRPD se muestra en la Figura 4 y los datos de pico se proporcionan
enla Tabla 1.

El termograma de DSC se muestra en la Figura 5. El termograma de DSC revel6
un evento endotérmico importante a una temperatura de inicio de 180,4 °C con una
temperatura maxima de 181,9°C, que se cree que es la temperatura de
fusién/descomposicién del compuesto.

El termograma de TGA se muestra en la Figura 6. Se observé una pérdida de
peso del 19,9 % entre 100 y 260 °C.

Tabla 2. Datos de XRPD para la sal de maleato

2-theta (°) Altura H %
8,5 145 0,8

10,4 11 653 66,2
11,6 4629 26,3
12,0 17 607 100
141 6311 35,8
14,4 1058 6,0

14,9 3931 22,3
151 5917 33,6
16,3 1769 10,0
16,6 297 1,7

17,2 8252 46,9
17,4 736 4,2

18,1 4947 28,1
19,1 11 887 67,5
19,7 4533 25,7
20,0 3436 19,5
20,2 4927 28,0
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20,9 6665 37,9
21,2 4482 255
21,3 8857 50,3
215 5010 28,5
21,9 10 453 59,4
22,3 151 0,9
22,9 8359 475
235 1830 10,4
23,8 376 2,1
24,2 9029 51,3
24,9 1581 9,0
25,2 3574 20,3
25,9 6318 35,9
26,5 369 2,1
26,9 813 4.6
27,0 730 4,1
27,6 1693 9,6
28,1 927 5,3
28,4 1539 8,7
28,9 1018 5,8
29,1 3192 18,1
29,7 429 2,4

Sal de besilato de Formula (1)

Preparacion de sal de besilato de Férmula (1)

Se disolvieron 104,98 mg de la base libre de Formula (I) en 2 mL de
diclorometano (DCM)/metanol 1:1 en un vial de vidrio transparente de 4 mL con agitacion.
A la solucion se afiadieron 47,75 mg de acido bencenosulfénico (1,2 eq) y se mezclo
bien. La solucion se evaporé sin tapa a temperatura ambiente hasta aceite durante la
noche. Al aceite resultante se le afladi6 1 mL de acetonitrilo para obtener una solucion
con agitacion a temperatura ambiente. La solucién se evapord nuevamente sin tapa a
temperatura ambiente hasta aceite durante la noche. Luego se afiadié 1 mL de acetona al
aceite y se suspendié hasta convertirse en solido durante 1-2 horas a temperatura
ambiente. La sal de besilato se recogio por filtracion, se lavd con acetona y se seco al

vacio a 50°C durante 1 hora. Se determind que la proporcidn de sal entre la base libre y
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el acido bencenosulfénico era 2,0 mediante analisis de RMN.

La sal de besilato se confirmdé como un sdélido cristalino segun el andlisis de
XRPD. El patron de XRPD se muestra en la Figura 7 y los datos de pico se proporcionan
en la Tabla 3.

El termograma de DSC se muestra en la Figura 8. El termograma de DSC revel6
un evento endotérmico importante a una temperatura de inicio de 160,4 °C con una
temperatura maxima de 163,4°C, que se cree que es la temperatura de
fusion/descomposicion del compuesto.

El termograma de TGA se muestra en la Figura 9. Se observo una pérdida de
peso del 1,0 % por debajo de 150 °C y se produjo una pérdida de peso significativa por
encima de 150 °C debido a la descomposicion del compuesto.

Tabla 3. Datos de XRPD para la sal de besilato

2-theta (°) Altura H %
6,3 45 298 100
8,4 240 0,5
9,9 2592 5,7
11,6 567 1,3
11,9 2520 5,6
12,1 5502 12,1
12,6 3707 8,2
13,3 1286 2,8
14,2 701 1,5
14,8 161 0,4
15,5 766 1,7
15,9 2920 6,4
16,3 279 0,6
16,5 856 19
17,0 789 1,7
17,4 3847 8,5
18,0 351 0,8
18,4 3569 7,9
18,7 3638 8,0
19,0 8399 18,5
19,6 4324 9,5
19,9 643 1,4
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20,6 533 1,2
20,8 1392 3,1
21,1 782 1,7
21,6 2270 5,0
22,2 3312 7,3
23,1 781 1,7
23,3 2880 6,4
23,7 3021 6,7
24,1 1640 3,6
24,4 577 1,3
25,1 4225 9,3
25,3 1078 2,4
26,0 2419 5,3
26,9 1317 2,9
28,0 991 2,2
28,7 994 2,2
29,2 210 0,5

Sal de mesilato de Férmula (1)

Preparacion de sal de mesilato de Formula (1)

Se disolvieron 108,57 mg de la base libre de Formula (I) en 2 mL de
diclorometano (DCM)/metanol 1:1 en un vial de vidrio transparente de 4 mL con agitacion.
A la solucién se anadieron 20,2 yL de acido metanosulfénico (1,2 eq) y se mezcl6 bien.
La solucién se evapor6 sin tapa a temperatura ambiente hasta aceite durante la noche. Al
aceite resultante, se afiadid 1 mL de acetona y se suspendioé hasta convertirse en sélido
durante 1 hora a temperatura ambiente. La sal de mesilato se recogio por filtracion, se
lavé con acetona y se secd al vacio a 50°C durante 1 hora. Se determiné que la
proporcion de sal entre la base libre y el acido metanosulfénico era 1,2 mediante andlisis
de RMN.

La sal de mesilato se confirmé como un soélido cristalino segun el andlisis de
XRPD. El patron de XRPD se muestra en la Figura 10 y los datos de pico se
proporcionan en la Tabla 4.

El termograma de DSC se muestra en la Figura 11. El termograma de DSC revel6
una primera deshidratacion a una temperatura de inicio de 24,6 °C con una temperatura

maxima de 61,1 °C y un segundo evento endotérmico a una temperatura de inicio de
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134,4 °C con una temperatura maxima de 150,1 °C, que se cree que es la temperatura de
fusién/descomposicién del compuesto.

El termograma de TGA se muestra en la Figura 12. Se observé una pérdida de
peso del 0,65 % por debajo de 125 °C y se produjo una pérdida de peso significativa por
encima de 150 °C debido a la descomposicion del compuesto.

Tabla 4. Datos de XRPD para la sal de mesilato

2-theta (°) Altura H %
4,8 3485 21,3
7,0 8253 50,4
8,6 699 4,3
9,7 106 0,6
10,6 120 0,7
11,9 16 384 100
12,9 261 1,6
141 4036 24,6
14,6 2349 14,3
14,9 4916 30,0
16,1 718 4.4
16,2 477 29
17,0 679 4.1
17,3 307 1,9
17,7 3073 18,8
18,4 1297 7,9
18,9 4903 29,9
19,4 284 1,7
20,2 7937 48,4
20,8 619 3,8
21,3 164 1,0
21,9 3217 19,6
22,1 7682 46,9
23,0 3101 18,9
23,7 2805 17,1
24,3 2003 12,2
25,3 683 4,2
26,1 4839 29,5
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26,3 1070 6,5
26,9 108 0,7
27,3 833 51
28,2 151 0,9
28,5 1374 8,4
28,8 695 4,2
29,1 736 4,5
29,4 443 2,7

Sal de tosilato de Férmula (1)

Preparacion de sal de tosilato de Formula (1)

Se disolvieron 121,81 mg de la base libre de Formula (I) en 2 mL de
diclorometano (DCM)/metanol 1:1 en un vial de vidrio transparente de 4 mL con agitacion.
A la solucién se afiadieron 67,03 mg de monohidrato de acido p-toluenosulfénico (1,2 eq)
y se mezcld bien. La solucién se evaporé sin tapa a temperatura ambiente hasta aceite
durante la noche. Al aceite resultante se le afladié 1 mL de acetonitrilo para obtener una
solucién con agitacién a temperatura ambiente. La solucion se evaporé nuevamente sin
tapa a temperatura ambiente hasta aceite/semisélido durante la noche. Luego, se afadio
1 mL de acetona y se suspendié hasta convertirse en sélido durante 1 hora a temperatura
ambiente. La sal de tosilato se recogié por filtracién, se lavé con acetona y se secé al
vacio a 50°C durante 1 hora. Se determind que la proporcion de sal entre la base libre y
el acido toluenosulfénico era 2,0 mediante analisis de RMN.

La sal de tosilato se confirmé como un sélido cristalino segun el analisis de XRPD.
El patrén de XRPD se muestra en la Figura 13 y los datos de pico se proporcionan en la
Tabla 5.

El termograma de DSC se muestra en la Figura 14. El termograma de DSC revel6
un evento exotérmico a una temperatura de inicio de 99,6 °C con una temperatura
maxima de 110,5 °C y un evento endotérmico a una temperatura de inicio de 216,1 °C
con una temperatura maxima de 218,7 °C, que se cree que es la temperatura de
fusion/descomposicion del compuesto.

El termograma de TGA se muestra en la Figura 15. Se observé una pérdida de
peso del 0,76 % por debajo de 150 °C y se produjo una pérdida de peso significativa por
encima de 200 °C debido a la descomposicion del compuesto.
Tabla 5. Datos de XRPD para la sal de tosilato
2-theta (°) Altura H %
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5,7 3037 42,4
5,9 855 11,9
7.8 7161 100
8,1 1663 23,2
8,4 557 7.8
8,9 645 9,0
9,3 1691 23,6
9,9 329 4,6
10,2 351 4,9
11,3 1108 15,5
11,9 793 11,1
12,5 874 12,2
13,5 733 10,2
13,7 1711 23,9
13,9 2254 315
14,5 1316 18,4
15,7 132 1,8
16,2 1961 27,4
16,5 663 9,3
16,9 1586 22,1
17,1 1466 20,5
17,5 1318 18,4
17,8 409 5,7
18,3 1261 17,6
18,8 1841 25,7
19,5 383 5,3
20,3 1631 22,8
20,6 2753 38,4
21,0 1567 21,9
215 1034 14,4
22,3 874 12,2
23,0 703 9,8
23,3 522 7,3
24,0 633 8,8
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24,5 1652 23,1
24,8 1506 21,0
25,8 289 4,0
26,3 118 1,6
27,0 316 4.4
27,2 421 59
27,7 120 1,7
28,6 493 6,9
28,8 511 7.1

Sal de monoclorhidrato de Formula (1)

Preparacion de la sal de monoclorhidrato de Formula (1)

Se disolvieron 102,7 mg de la base libre de Formula (I) en 2 mL de diclorometano
(DCM)/metanol 1:1 en un vial de vidrio transparente de 4 mL con agitacion. A la solucién,
se afiadieron 49 pL de &cido clorhidrico acuoso 6 M (1,2 eq) y se mezclé bien. La
soluciéon se evapord sin tapa a temperatura ambiente hasta un sélido seco durante la
noche. Al sélido resultante, se afiadié 1 mL de acetona y se suspendié durante 1 hora a
temperatura ambiente. La sal de monoclorhidrato se recogié por filtracién, se lavo con
acetona y se secd al vacio a 50°C durante 1 hora. Se determiné que la proporcion de sal
entre la base libre y el &cido clorhidrico era 1,08 por analisis de cromatografia idnica.

La sal de monoclorhidrato se confirmé como un sdlido cristalino segun el analisis
de XRPD. El patrén de XRPD se muestra en la Figura 16 y los datos de pico se
proporcionan en la Tabla 6.

El termograma de DSC se muestra en la Figura 17. El termograma de DSC revel6
un evento endotérmico importante a una temperatura de inicio de 196,0 °C con una
temperatura maxima de 212,2°C, que se cree que es la temperatura de
fusion/descomposicion del compuesto.

El termograma de TGA se muestra en la Figura 18. Se observé una pérdida de
peso del 9,4 % por debajo de 225 °C. La pérdida de peso continud por encima de 225 °C
debido a la descomposicién del compuesto.

Tabla 6. Datos de XRPD para sal de monoclorhidrato

2-theta (°) Altura H %
5,7 668 41,3
8,5 944 58,4
10,8 149 9,2
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11,3 320 19,8
13,0 507 31,4
13,8 1333 82,5
14,1 1535 95,0
15,0 1483 91,8
15,1 1330 82,3
15,7 639 39,6
17,1 134 8,3

18,4 1268 78,5
19,3 1108 68,6
19,9 261 16,2
20,5 411 25,5
21,8 836 51,8
22,1 784 48,5
22,8 596 36,9
23,7 126 7,8

24,0 332 20,6
24.8 358 22,2
25,7 1616 100
28,8 244 15,1
29,2 146 9,0

Sal de diclorhidrato de Férmula (1)

Preparacion de la sal de diclorhidrato de Férmula (1)

Se disolvieron 100,35 mg de la base libre de Férmula (I) en 2 mL de
diclorometano (DCM)/metanol 1:1 en un vial de vidrio transparente de 4 mL con agitacion.
A la solucién, se afadieron 88 pL de acido clorhidrico acuoso 6 M (2,2 eq) y se mezclo
bien. La solucion se evaporé sin tapa a temperatura ambiente hasta 0,2-0,3 mL con
sélido durante la noche. Luego, se afiadi6 1 mL de acetona y se suspendié durante 1
hora a temperatura ambiente. La sal de diclorhidrato se recogi6 por filtracion, se lavé con
acetona y se seco al vacio a 50°C durante 1 hora. Se determind que la proporcion de sal
entre la base libre y el acido clorhidrico era 1,50 por analisis de cromatografia idnica.

La sal de diclorhidrato se confirmé como un soélido cristalino segun el andlisis de
XRPD. El patron de XRPD se muestra en la Figura 19 y los datos de pico se

proporcionan en la Tabla 7.
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El termograma de DSC se muestra en la Figura 20. El termograma de DSC revel6
un evento endotérmico importante a una temperatura de inicio de 182,1 °C con una
temperatura maxima de 206,4°C, que se cree que es la temperatura de
fusién/descomposicién del compuesto.

El termograma de TGA se muestra en la Figura 21. La pérdida de peso se
observo en multiples etapas: 8,3 % por debajo de 175 °Cy 7,3 % entre 170 °C y 240 °C.
La pérdida de peso continué por encima de 240 °C debido a la descomposicion del
compuesto.

Tabla 7. Datos de XRPD para la sal de diclorhidrato

2-theta (°) Altura H %
7,2 515 4,3
8.4 235 2,0
9,9 792 6,6
10,7 761 6,4
12,3 1046 8,8
12,5 210 1,8
13,0 7663 64,1
13,4 1204 10,1
14,0 6209 52,0
14,5 186 1,6
15,2 3901 32,7
15,7 1789 15,0
16,0 498 4,2
16,5 56 0,5
16,9 723 6,1
17,4 534 4,5
17,6 1838 154
18,2 1535 12,9
18,6 761 6,4
18,8 684 5,7
19,6 2681 22,4
19,9 5945 49,8
20,7 484 41
21,3 254 2,1
21.8 11 946 100
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22,3 2797 23,4
23,2 1109 9,3
23,3 1352 11,3
23,7 1655 13,9
24,0 3459 29,0
24,4 523 4.4
24,8 7162 60,0
25,1 1437 12,0
25,5 914 7,7
25,6 1056 8,8
26,2 1731 14,5
26,5 549 4,6
26,8 906 7,6
27,7 219 1,8
28,3 250 2,1
28,8 2439 20,4
29,0 1680 14,1
29,3 1233 10,3
29,5 712 6,0
Ejemplo 6

Estudios de Férmula (1)
Medida de solubilidad

La solubilidad del compuesto de Forma | de Férmula (l) se midié a 25 °C y 50 °C.

La medida de la solubilidad a 25 °C se llevé a cabo de acuerdo con el siguiente
procedimiento. Se afiadieron 5 mL de disolvente (ver la Tabla 8) a los viales individuales.
El compuesto de Forma | de Formula (l) se afiadio a los viales para obtener una solucion
turbia a 25 °C. Se afadieron otros aproximadamente 20 mg del compuesto de Forma | de
Foérmula (1) a la solucién turbia. La mezcla se agité a 25 + 1 °C durante 48 h, lo que se
control6 con un controlador de temperatura IKA® ETS-D5 y un control basico de
seguridad IKA® RCT. El sobrenadante se filtr6 utilizando un filtro de jeringa (0,22 um). La
solucion saturada se pipeted en viales de HPLC y se diluyé con MeOH o acetona. Las
muestras se analizaron por HPLC y se calcul6 la solubilidad correspondiente como se
indica en la Tabla 8.

La medida de la solubilidad a 50 °C se llevé a cabo de acuerdo con el siguiente
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procedimiento. Se afiadieron 5 mL de disolvente (ver la Tabla 8) a los viales individuales.
El compuesto de Forma | de Formula (1) se afiadio a los viales para obtener una solucién
turbia a 50 °C. Se afiadieron otros 20-25 mg aproximadamente del compuesto de la
Forma | de Férmula (1). La mezcla se agité a 50+ 1 °C durante 24 h, lo que se controld
con un controlador de temperatura IKA® ETS-D5 y un control basico de seguridad IKA®
RCT. El sobrenadante se filtr6 rapidamente utilizando un filtro de jeringa calentado (0,22
pum) a 50 + 1 °C. La solucion saturada se pipeted en viales de HPLC y se diluy6é con
MeOH o acetona. Las muestras se analizaron por HPLC y se calculd la solubilidad
correspondiente como se indica en la Tabla 8.

Tabla 8. Solubilidad (mg/mL) del compuesto de la Forma | de F6rmula (I) en varios

disolventes
Disolvente Solubilidad (25 °C) Solubilidad (50 °C)
MeCN 7,5 30,1
Cloroformo > 50* > 50*
Diclorometano 18,5 37,1
Dimetilformamida > 50* > 50*
1,4-dioxano > 50* > 50*
MeOH 18,7 48,1
2-metoxietanol > 50* > 50*
Metil iso-butil cetona 2,5 45
Tolueno 0,1 0,5
Acetona 30,1 40,2
n-BuOH 3,9 9,7
terc-butil metil éter 0,2 0,3
DMSO > 50* > 50*
EtOH 6,8 15,7
EtOAc 3,8 6,8
Formiato de etilo 11,8 15,2
Heptano 0 0
Acetato de iso-butilo 1,1 1,6
acetato de iso-propilo 1.8 3,0
n-Propanol 4.8 13,1
iso-propanol (IPA) 3,3 9,1
Agua 0,06 0,2
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Disolvente Solubilidad (25 °C) Solubilidad (50 °C)
Metiletilcetona 15,9 25,3
Tetrahidrofurano (THF) > 50* > 50*

2-metil THF 9,6 18,7

2-Me THF/H,O/Heptano (1:1,5 %:1) 0,2 0,6

2-Me THF/H,O/Heptano (1:3 %:1) 0,3 0,4

Agua al 3 % en EtOH 9,8 20,0

Agua al 6 % en EtOH 14,9 36,4

A 25°C, el compuesto de la Forma | de Formula (l) tenia una solubilidad
excelente (> 50 mg/mL) en CHCIs;, dimetilformamida (DMF), 1,4-dioxano, 2-metoxietanol,
DMSO y THF. Tenia una solubilidad relativamente buena (15 mg/ml < solubilidad < 50
mg/ml) en diclorometano, MeOH, acetona, metiletilcetona. Era ligeramente soluble (1
mg/mL < solubilidad < 15 mg/mL) en acetonitrilo, metil iso-butil cetona, EtOH, n-propanol,
iso-propanol, n-butanol, EtOAc, acetato de iso-propilo, acetato de iso-butilo, formiato de
etilo, 2-metil THF, agua al 3 % en EtOH y agua al 6 % en EtOH. Tenia poca solubilidad (<
1 mg/mL) en tolueno, terc-butil metil éter (MTBE), agua, 2-metil THF/H,O/Heptano
(relacion de volumen 1:1,5%:1) y 2-metil THF/H,O/Heptano (relacion de volumen
1:3 %:1). Era completamente insoluble en heptano.

A 50 °C, el compuesto de la Forma | de Férmula (I) tenia una solubilidad
excelente (> 50 mg/mL) en CHCIs, dimetilformamida (DMF), 1,4-dioxano, 2-metoxietanol,
DMSO y THF. Tenia una solubilidad relativamente buena (15 mg/mL < solubilidad < 50
mg/mL) en acetonitrilo, diclorometano, MeOH, EtOH, acetona, metiletilcetona, formato de
etilo, 2-metil THF, 3 % de agua en EtOH y 6 % agua en EtOH. Era ligeramente soluble (1
mg/mL < solubilidad < 15 mg/mL) en metil iso-butil cetona, n-propanol, iso-propanol, n-
butanol, EtOAc, acetato de iso-propilo y acetato de iso-butilo. Tenia poca solubilidad (< 1
mg/mL) en tolueno, terc-butil metil éter (MTBE), agua, 2-metil THF/H.O/Heptano (relacién
de volumen 1:1,5%:1) y 2-metil THF/w20o/Heptano (relacién de volumen 1:3 %:1). Era
completamente insoluble en heptano.

Equilibrio de fase

Se realizaron estudios de equilibrio de fase para identificar una forma de cristal
predominante para la identificacion de fase. Con base en su solubilidad en varios
sistemas de disolventes (Tabla 8), el compuesto de la Forma | de Férmula (I) se equilibré
en grupos representativos de disolventes a 25 + 1 °C y 50 + 1 °C. A los disolventes se

afadié el compuesto de la Forma | de Formula (I) hasta obtener una solucion turbia,
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luego se afiadieron aproximadamente 20 mg del compuesto de la Forma | de Férmula (1)
a la solucion turbia. La mezcla se agitd a 25 + 1 °C 0 50 + 1 °C durante 48 horas o0 24
horas, respectivamente. El sélido se filtrd, se secé al vacio y se analiz6 mediante XRPD.

El material obtenido mostr6 una Forma | cristalina para el equilibrio de fase a
25 °C y 50 °C en todos los solventes probados. Los resultados se muestran en la Tabla 9
(N/A indica que no se ha probado).
Tabla 9. Forma cristalina para el equilibrio de fase

Forma Sélida | Forma Sélida
(25 °C) (50 °C)

MeCN I I

Cloroformo I N/A

DCM I I

MeOH I I
MIBK I I

Tolueno | |

Disolvente

Acetona I I
n-BuOH I I
MTBE I I
EtOH I I
EtOAC | |

Formiato de etilo | |

Heptano | |

Acetato de isobutilo | |
IPAC | |

n-Propanol I I
IPA I I

Agua I I
MEK | |

THF | N/A
2-metil THF I I
Me-THF/H,O/Heptano (1:0,015:1) I I
Me-THF/H>O/Heptano (1:0,03:1) I I
H.0O al 3 % en EtOH I I
H.0O al 6 % en EtOH I I
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Se realizaron estudios de evaporacion para identificar la forma cristalina

predominante durante la precipitacion incontrolada. Se utiliz6 XRPD para estudiar la

morfologia de estado sélido de las formas cristalinas de las muestras de evaporacion a

25+ 1°Cy 50+ 1°C. Los resultados se muestran en la Tabla 10 (N/A indica que la

cantidad de precipitado era demasiado pequefia para ser analizada por XRPD).

Tabla 10. Forma cristalina de la evaporacion

Disolvente Forma Solida (25 °C) Forma Solida
(50 °C)

MeCN 1 I+l
Cloroformo N/A N/A
DCM 1 I+l
DMF N/A N/A
1,4-dioxano 1l N/A
MeOH I I
2-metoxi-etanol N/A N/A
MIBK I I
Tolueno N/A N/A
Acetona I I
n-BuOH | |
MTBE N/A N/A
DMSO N/A N/A
EtOH Il |
EtOAc I I
Formiato de etilo I I
Heptano N/A N/A
Acetato de isobutilo I I
IPAC | |
n-Propanol I+l I
IPA Il |
Agua N/A N/A
MEK I I
THF N/A N/A
2-metil THF I I

Me-THF/H.O/Heptano (1:0,015:1)
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Disolvente

Forma Solida (25 °C)

Forma Solida

(50 °C)

Me-THF/H,O/Heptano (1:0,03:1)

H.O al 3 % en EtOH

H.O al 6 % en EtOH

Los sdlidos del compuesto de Férmula (I) obtenidos después de la evaporacién a
25 °C en diclorometano, acetonitrilo, etanol e IPA tenian un patron de XRPD diferente en
comparacion con el del material de partida (el compuesto de la Forma | de Férmula (1)) y
se denomina Forma Il. Los sélidos obtenidos después de la evaporacion a 25 °C en 1,4-
dioxano tenian un patrén de XRPD diferente en comparacion con los de la Forma |l y la
Forma Il y se denominan Forma lll.
Adicion de antidisolvente

Se prepararon soluciones saturadas y soluciones casi saturadas del compuesto
de la Forma | de Formula (1) en los disolventes enumerados en la Tabla 11 a temperatura
ambiente. Se afiadi6 gota a gota un antidisolvente para inducir la precipitacion. Como se
indica en la Tabla 11, solo se observo la Forma .
Tabla 11. Precipitacion de adicion de antidisolvente

Disolvente (mL) Antisolvente (mL) Forma sélida
DMF (1,0) MTBE (10) |
DMF (1,0) H.O (10) |
1,4-dioxano (1,0) MTBE (10) I
1,4-dioxano (1,0) H.O (10) I
2-metoxi-etanol (1,0) MTBE (10) |
2-metoxi-etanol (1,0) H.O (10) |
THF (1,0) MTBE |
THF (1,0) H.O (10) |

Adicién inversa

Se prepararon soluciones saturadas y soluciones casi saturadas del compuesto
de la Forma | de Férmula () en los disolventes enumerados en la Tabla 12 a 25 °C y se
afiadieron gota a gota a un volumen mayor de un antidisolvente miscible. Como se
muestra en la Tabla 12, en los experimentos de adicion inversa, no se identificaron
nuevas formas polimorficas.

Tabla 12. Precipitacion de adicion inversa
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Disolvente (mL) Antisolvente (mL) Forma sélida
DMF (1,0) MTBE (8) |
DMF (1,0) H.O (8) |
1,4-dioxano (1,0) MTBE (8) I
1,4-dioxano (1,0) H.0 (8) I
2-metoxi-etanol (1,0) MTBE (8) [
2-metoxi-etanol (1,0) H20 (8) [
THF (1,0) MTBE (8) |
THF (1,0) H.O(8) I

Inactivacion por frio de la solucion saturada

Las soluciones saturadas o casi saturadas del compuesto de Formula (1)
preparadas a 25 °C se inactivaron por frio a alrededor de -20 a alrededor de -30 °C para
inducir la precipitacion de formas de mayor energia. Se eligieron disolventes
representativos en base a los datos de solubilidad medidos a 25 °C y 50 °C. Como se
muestra en la Tabla 13, se observaron sélidos de la Forma Il en 1,4-dioxano.

Tabla 13. Formas de cristal del experimento de inactivacion por enfriamiento

Disolvente Forma solida
DMF N/A (pegajoso)
1,4-dioxano "

MeOH I
2-metoxi-etanol N/A (pegajoso)
THF I

Cristalizacion de soluciones saturadas con ciclos de calentamiento y enfriamiento

Este experimento se llevd a cabo para identificar una forma mas estable del
compuesto de Formula (I) que la Forma |. Se prepararon soluciones saturadas del
compuesto de Férmula (I) a 50 °C y se enfriaron en un bafio lentamente usando un bafio
de circulacion programado. A la solucién transparente se afiadieron alrededor de 10 mg
del compuesto de la Forma | de Férmula (I) para proporcionar una suspension. Luego, la
suspension formada se calenté a 50 °C en 2 horas y después se enfrid hasta 5 °C en 2
horas. Este proceso se repitié durante 3 dias y el sélido se filtr6 para su posterior andlisis.
Los disolventes utilizados fueron 1,4-dioxano, metanol o THF. Los experimentos solo
dieron como resultado la Forma .

Relacion de estabilidad
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La estabilidad relativa de las tres formas (Formas I-11l) del compuesto de Férmula
(I) se estudié y se comparé mediante experimentos de mezcla de equilibrio de fase en
tres sistemas de disolventes (3 % de agua [relacién en volumen] en EtOH usando 3
volimenes de disolvente, 3 % de agua en EtOH usando 5 volimenes de disolventes y
6 % de agua en EtOH usando 5 volumenes de solvente). Las tres formas de cristal se
mezclaron y se suspendieron a 50 °C durante mas de 6 horas. Las mezclas de las tres
formas se transformaron en la Forma | en los tres disolventes especificos después de

seis horas de agitacion de la suspensién competitiva.

Ejemplo 7
Caracterizacion de la Formal ll

El compuesto de Forma Il de la Férmula (l) se preparé por evaporacion a 25 °C en
CHCI;, CH3CN, EtOH e IPA (ver Ejemplo 6, Tabla 10). La Forma Il (obtenida en CH,Cl,)
se caracterizé por HPLC, RMN de H, XRPD, DSC y TGA. El patrén de XRPD se muestra
en la Figura 22 y los datos de XRPD se proporcionan en la Tabla 14.

El termograma de DSC se muestra en la Figura 23. Al comparar la DSC de la
Forma | y la Forma Il, se observé que los sélidos de la Forma Il contenian dos picos
(Figura 23), con el ultimo pico de inicio (= 191,0 °C) y la Tmax (193,4 °C) similar al pico de
inicio y Tmaxde la Forma | (Figura 2). La Forma Il cambié a la Forma | durante el proceso
de calentamiento (ver Ejemplo 6).

El termograma de TGA se muestra en la Figura 24.

Tabla 14. Datos de XRPD de la Formal lll

2-theta (°) Altura H %
5,8 29 295 17,9
7,6 42 830 26,1
11,4 29 838 18,2
12,5 163 864 100
14,4 41 540 25,4
16,2 9896 6,0
17,2 21 335 13,0
17,9 47 812 29,2
20,4 12 664 7,7
21,4 13831 8,4
23,3 2113 1,3
25,3 34 434 21,0
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27,1 10 735 6,6
28,0 697 0.4
Ejemplo 8

Caracterizacion de la Forma lll

El compuesto de la Forma Il de la Formula (1) se prepar6 por evaporacion a 25 °C
en 1,4-dioxano (ver Ejemplo 6, Tabla 10) y el experimento de inactivacion por
enfriamiento en 1,4-dioxano (ver Ejemplo 6, Tabla 13). La Forma Ill se caracterizé por
HPLC, RMN de H, XRPD, DSC y TGA. El patrén de XRPD se muestra en la Figura 25 y
los datos de XRPD se proporcionan en la Tabla 15.

La RMN de !H cuantitativa mostré que el 1,4-dioxano residual en los sélidos (% en
peso) era de aproximadamente 4,98 %. El disolvente residual no pudo ser eliminado por
métodos de secado convencionales. Esto sugiri6 que los sélidos obtenidos eran
potencialmente un solvato, respaldado por experimentos de TGA (hasta un 5,00 % de
pérdida de peso hasta 180 °C; Figura 27). La relacion estequiométrica del compuesto de
Férmula (1) y 1,4-dioxano podria ser 4:1. La DSC del sélido (Figura 26) contenia un inicio
de pico, ultimo inicio de pico (r~ 192,6 °C) y Tmax (194,3 °C), que son similares al inicio de
pico (191,3 °C) y Tmax (193,3 °C) de Form | (Figura 2). La Forma Ill cambi6 a la Forma |
durante el proceso de calentamiento (ver Ejemplo 6).

Tabla 15. Datos de XRPD de la Forma lll

2-theta (°) Altura H %
29 13 884 8,7

55 73711 46,1
9,8 88 136 55,1
10,5 41 865 26,2
11,6 20 638 12,9
12,1 35 206 22,0
12,9 20612 12,8
13,9 24 258 15,2
15,6 357 0,2

16,3 160 045 100
19,1 18 150 11,3
19,8 50 056 31,3
22,0 45 892 28,7
23,4 8600 5,4
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24,4 91 482 57,2
25,7 17 399 10,9
27,3 24 388 15,2
28,9 11 277 7,0
30,6 7801 4,9
35,8 1441 0,9
39,5 206 0,1
41,7 8809 5,5

Ejemplo A. Ensayo de actividad enzimatica CDK2/ciclina E1 HTRF

Los ensayos de actividad enzimatica de CDK2/ciclina E1 utilizan CDK2 humana
de longitud completa coexpresada como proteina etiquetada con GST en el extremo N
con FLAG-ciclina E1 en un sistema de expresién de baculovirus (nUmero de producto
Carna 04-165). Los ensayos se llevaron a cabo en placas blancas de poliestireno de 384
pocillos en un volumen de reaccién final de 8 pL. Se incub6 CDK2/ciclina E1 (0,25 nM)
con los compuestos de los ejemplos (40 nL diluidos en serie en DMSQO) en presencia de
ATP (50 uM o0 1 mM) y 50 nM de péptido de proteina de union a elF4E marcada con
ULight™ 1 ( THR37/46) (PerkinElmer) en tampdn de ensayo (que contiene HEPES 50
mM pH 7,5, EGTA 1 mM, MgCl, 10 mM, DTT 2 mM, BSA 0,05 mg/mL y Tween 20 al
0,01 %) durante 60 minutos a temperatura ambiente. Las reacciones se detuvieron
mediante la adicion de EDTA y anticuerpo anti-fosfo-4E-BP1 marcado con europio
(PerkinElmer), para una concentraciéon final de 15 mM y 1,5 nM, respectivamente. Las
sefales HTRF se leyeron después de 1 hora a temperatura ambiente en un lector de
placas PHERAstar FS (BMG Labtech). Los datos se analizaron con el software IDBS
XLFit y GraphPad Prism 5,0 usando una curva de respuesta a la dosis de tres o cuatro
parametros para determinar la ICso para cada compuesto. Los datos de ICso medidos para
el compuesto de Férmula (I) a ATP 1 mM en el ensayo del Ejemplo A se muestran en la
Tabla 16.
Tabla 16

Ejemplo ICs0 (NM)

Compuesto de Formula (1) | +

+ se refiere a <20 nM

Diversas modificaciones de la invencion, ademas de las descritas en la presente
memoria, resultaran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion

anterior. Tales modificaciones también estan destinadas a caer dentro del alcance de las
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reivindicaciones adjuntas. Cada una de las referencias, incluidas todas las patentes,
solicitudes de patentes y publicaciones, que se citan en la presente solicitud se incorpora

en su totalidad a la presente mediante esta referencia.



