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DESCRIPCION
Heterociclos con 6 anillos de nitrégeno fenilsustituidos como inhibidores de la polimerizaciéon de microtibulos
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a compuestos para su uso en métodos de supresion del crecimiento de canceres y
otras enfermedades proliferativas mediante la administracion de dichos compuestos que actian mediante la unién a
tubulina y a compuestos heterociclicos novedosos adecuados para dicha administracion.

Antecedente de la invencion

Existen muchas enfermedades humanas y veterinarias que surgen de procesos celulares descontrolados o anémalos.
La mas importante entre estas enfermedades es el cancer, el nombre genérico proporcionado a un amplio conjunto de
neoplasias celulares caracterizadas por un crecimiento sin regular y una ausencia de diferenciacion. La psoriasis es
otra enfermedad que esta caracterizada por una proliferacion celular descontrolada o anémala. La psoriasis es una
enfermedad cutanea comun crénica caracterizada por la presencia de costras y placas psoriaticas. La enfermedad es
el resultado de la hiperproliferacion de la epidermis y de la diferenciacion incompleta de queratinocitos. La psoriasis
implica a menudo el cuero cabelludo, codos, rodillas, espalda, nalgas, ufas, cejas, y regiones genitales, y pueden
variar en gravedad desde leve a extremadamente debilitante, dando como resultado la artritis psoriatica, psoriasis
pustular, y dermatitis psoriatica exfoliativa. En la actualidad no existe cura terapéutica general para la psoriasis.
Aunque los casos mas leves se tratan a menudo con corticoesteroides topicos, la mayor parte de los casos graves se
pueden tratar con agentes antiproliferativos, tales como el antimetabolito metotrexato, el inhibidor de la sintesis del
ADN hidroxiurea, y el disruptor de los microtubulos colchicina.

Otras enfermedades asociadas con un nivel andmalamente elevado de proliferacion celular incluyen la restenosis, en
la que estan implicada las células vasculares del musculo liso; patologias inflamatorias, en las que estan implicadas
células endoteliales, células inflamatorias y células glomerulares; infarto de miocardio, en el que estan implicados las
células vasculares del musculo cardiaco; nefritis glomerular, en el que estan implicadas células renales; rechazo de
trasplante, en el que estan implicadas células endoteliales; y enfermedades infecciosas tales como infeccién por VIH y
malaria, en las que estan implicadas determinadas células inmunes y/u otras células infectadas.

La inhibicion de la proliferacion celular lograr mediante varios mecanismos, incluyendo; agentes alquilantes;
inhibidores de la topoisomerasa; analogos de nucleédtidos; antibiéticos; antagonistas de hormonas; y agentes que
ocasionan dafos en el &cido nucleico; entre otros. Un mecanismo farmacol6gicamente importante para inhibir la
proliferacién celular es mediante la unién a la tubulina. La tubulina es un dimero asimétrico compuesto de subunidades
alfa y beta, que polimeriza para formar los componentes estructurales del citoesqueleto denominados microttbulos.
Los microtUbulos deben ser muy dinamicos a fin de llevar a cabo muchas funciones. En determinados estadios del
ciclo celular, o en tipos u organulos celulares concretos, se requieren microtibulos estables, tal como para el
transporte en el interior de los axones o para movimientos ciliares y flagelares. Los microtibulos se ensamblan durante
la fase G2 del ciclo celular, y participan en la formacion del huso mitético que facilita la segregacion de cromatidas
hermanas durante el proceso de division celular. El papel esencial de los microtibulos en la division celular y la
capacidad de los farmacos que interactian con la tubulina para interferir el ciclo celular han hecho de la tubulina una
diana satisfactoria para las aplicaciones que incluyen farmacos anticancerosos, fungicidas, y herbicidas. Los ligandos
usuales de la tubulina tales como colchicina, paclitaxel, el alcaloide de la Vinca como vinblastina, los epotilones, las
halicondrinas, benomil y mebendazol inhiben directamente la division celular uniéndose a la tubulina, lo que conduce a
la detencion del ciclo celular en el limite G2/M de la mitosis. Este mecanismo es la base del valor terapéutico de los
compuestos de este tipo, tal como el tratamiento de la gota con colchicina, restenosis con paclitaxel, cancer con
paclitaxel, vinblastina, epotilones y halicondrinas, las infecciones fungicas con benomilo y la malaria y helmintos con
mebendazol.

La actuacion sobre la dindmica o la estabilidad de los microtibulos pueden inhibir la divisién celular de diversas
maneras. Tanto la estabilizacién de los microtibulos como la inhibicién de su polimerizacion evitara la reestructuracion
del citoesqueleto que se requiere en diversos momentos del ciclo celular y conduce a una detencién de la progresion
de la célula desde un estadio en el ciclo celular al siguiente. Se han identificado tres tipos principales de farmacos de
unién a tubulina, concretamente analogos de colchicina, alcaloides de la Vinca, y los taxanos, cada uno de los cuales
tiene un sitio de unién especifico en la molécula B-tubulina. Paclitaxel (Taxol™) y los taxanos relacionados representan
un tipo de farmacos que estabilizan microtubulos, un proceso que conduce de forma ultima a la "congelacion" de las
estructuras de tal manera que no se pueden reestructurar (Jordan M A. y Wilson L.,1998). La posterior detencion en la
mitosis induce el mecanismo apoptético que produce la muerte celular. Numerosos analogos de colchicina, asi como
algunos otros compuestos que se unen al mismo sitio de la -tubulina que la colchicina perturban la polimerizacién de
la tubulina y perturban la formacion de microtibulos. Vinblastina y algunos otros farmacos relacionados con la vinca se
unen en un sitio que es distinto del sitio de la colchicina. Los compuestos que se unen en el sitio de la Vinca evitan la
formacion de microtlbulos y desestabilizan los microtibulos (Jordan et al, 1986; Rai y Wolff (1996). La presente
invencion se dirige por tanto a compuestos que potencialmente modulan la dinamica mediante su unién a la tubulina.
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Se conocen compuestos similares a los descritos en el presente documento en la técnica anterior:
Los siguientes documentos se refieren a:

Vishwakarma, J.N.; Apparao, S.; lla, H.; Junjappa, H.; IJSBDB; Indian Journal of Chemistry, Seccién B: Organic
Chemistry Including Medicinal Chemistry; English; 24; 1985; 466-471;

Wendelin, Winfried; Schermanz, Karl; JHTCAD; Journal of Heterocyclic Chemistry; English; 21; 1; 1984; 65 - 69;
Sedova, V. F.; Mustafina, T. Yu; Mamaev, V. P.; CHCCL; Chemistry of Heterocyclic Compounds (Nueva York, NY,
Estados Unidos); English; 17; 11; 1981; 1105-1112;

Krasnovskaya et al.; JGCHA4; J. Gen. Chem. USSR (Engl. Transl.); 42; 1972; 2276,2279;

Ding, Sheng; Gray, Nathanael S.; Wu, Xu; Ding, Qiang; Schultz, Peter G.; JACSAT; Journal of the American
Chemical Society; English; 124; 8; 2002; 1594-1596.

El documento WO 2004/052868 (fecha de publicacion internacional 24 de junio de 2004) describe una serie de
compuestos que son Utiles para tratar patologias o trastornos relacionados con la hiperproliferacion. El documento WO
03/099796 (publicado el 4 de diciembre de 2003) describe una serie de compuestos y su uso en el tratamiento de
patologias asociadas a las proteinas quinasas. El documento WO 03/031406 describe métodos para la sintesis de
diversos heteroarilos sustituidos. El documento WO 03/026661 describe derivados de pirimidina considerados muy
eficaces para promover la secrecion de insulina, aumentar el contenido de insulina, y evitar la disminuciéon de los
niveles de azlcar en sangre. El documento WO 02/060492 describe métodos para inhibir JAK usando un grupo de
compuestos basados tanto en una estructura principal de 2-amino-6-carbapirazina disustituida o una estructura
principal de 2-amino-6-carbapiridina disustituida.

Por consiguiente, la presente invencion reivindica proporcionar compuestos que son directa o indirectamente téxicos
que dividen activamente las células y que son Uutiles en el tratamiento del cancer, infecciones viricas y bacterianas,
restenosis vascular, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes, o psoriasis. La presente invencion se
dirige también a composiciones terapéuticas para tratar dichas dolencias. Los compuestos y composiciones son
también U(tiles en métodos para destruir activamente células proliferativas, tales como células cancerosas,
bacterianas, o epiteliales, y tratar todos los tipos de canceres, infecciones, y dolencias generalmente inflamatorias y
proliferativas. Los compuestos y composiciones son también Gtiles en los métodos para tratar otras dolencias médicas
caracterizadas por la presencia de células que proliferan rapidamente, tales como la psoriasis y otros trastornos de la
piel.

En una realizacién, los compuestos 0 composiciones se usan en el tratamiento de sarcomas, carcinomas y/o
leucemias. Los trastornos ilustrativos para los cuales los compuestos 0 composiciones sujeto se pueden usar solos o
como parte de un régimen de tratamiento incluyen: fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma,
sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma,
sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer de
pancreas, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de prostata, carcinoma espinocelular, carcinoma ce células
basales, adenocarcinoma, carcinoma de las glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebaceas, carcinoma
papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de
células renales, hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor
de Wilm, cancer de cuello de Gtero, tumores testiculares, carcinoma de pulmdn, carcinoma de pulmén microcitico,
carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma,
pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, y
retinoblastoma.

En determinadas realizaciones, los compuestos 0 composiciones se van a usar para tratar trastornos tales como
carcinomas que se forman a partir del tejido de la mama, prostata, rifdn, vejiga o colon.

Los compuestos 0 composiciones son también Utiles para tratar trastornos hiperplasicos o neoplésicos que surgen en
el tejido adiposo, tales como tumores en células adiposas, por ejemplo, lipomas, fibrolipomas, lipoblastomas,
lipomatosis, hibemomas, hemangiomas y/o liposarcomas.

Los agentes infecciosos y parasiticos (por ejemplo, bacterias, tripanosomas, hongos, etc.) también pueden controlarse
usando las composiciones y los compuestos sujeto.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han encontrado que un grupo de compuestos basados en una estructura principal
heterociclica sustituida inhiben el crecimiento y la proliferacién de canceres celulares. Los presentes inventores han
mostrado ademas que estos compuestos pueden unirse a la tubulina. Dichos compuestos serian también Utiles en el
tratamiento de otros trastornos relacionados con la hiperproliferacion.

La presente invencion proporciona un compuesto seleccionado entre los compuestos de la Tabla 1 0 una de sus sales,
hidratos, solvatos, formas cristalinas o diastereémeros farmacéuticamente aceptables.
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La presente invencidn proporciona también una composicion que comprende un portador y al menos un compuesto
como se ha definido anteriormente.

La presente invencién proporciona también los anteriores compuestos y composiciones para su uso en un método
para tratar un trastorno relacionado con la hiperproliferacién en un sujeto, comprendiendo el método administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto o composicion como se ha definido anteriormente.

Los compuestos de la presente invencién incluyen todos los isémeros conformacionales (por ejemplo, isémeros cis y
trans). Los compuestos de la presente invencion tienen centros asimétricos y existen por tanto en diferentes formas
enantioméricas y diastereoméricas. La presente invencion se refiere a compuestos para su uso, donde el uso incluye
todos los isébmeros y estereoisomeros de los compuestos de la presente invencion, y sus mezclas, y todas las
composiciones farmacéuticas e incluye el uso en los métodos de tratamiento. Los compuestos pueden existir también
como tautomeros. La presente invencion se refiere al uso de los mencionados tautomeros y sus mezclas.

Los compuestos de la invencién que tienen grupos amino, amido, hidroxi o carboxilicos libres se pueden convertir en
profarmacos. Los profarmacos incluyen compuestos donde un resto aminodacido, o una cadena polipeptidica de dos o
mas (por ejemplo, dos, tres o cuatro) restos de aminoacidos que se unen covalentemente mediante enlaces peptidicos
a grupos amino, hidroxi y de acido carboxilico libres de los compuestos de la invencion. Los restos aminoacidos
incluyen los 20 aminoacidos que se producen naturalmente comunmente designados por tres simbolos tipograficos y
también incluyen, 4-hidroxiprolina, hidroxilisina, demosina, isodemosina, 3-metil histidina, norvalina, beta-alanina,
acido gamma-aminobutirico, citrulina, homocisteina, homoserina, ornitina y metionina sulfona. Los profarmacos
incluyen también compuestos en los que carbonatos, carbamatos, amidas y alquil ésteres se unen covalentemente a
los anteriores sustituyentes a través de la cadena secundaria del profarmaco del carbono carbonilo. Los profarmacos
incluyen también derivados de fosfato de los compuestos de la invencion (tales como &cidos, sales de acidos, o
ésteres) unidos a través de un enlace fésforo-oxigeno unido a un hidroxilo libre de los compuestos de la invencion. Los
profarmacos incluyen también compuestos donde los restos aciloxialquilo o fosfonoxialquilo se unen covalentemente a
los compuestos de la invencion que poseen un grupo hidroxilo libre. Los restos aciloxialquilo o fosfonoxialquilo pueden
unirse covalentemente a los compuestos de la invencidén que poseen un anillo de piridilo mediante la formacion de una
sal de N-(aciloxialquil)-piridinio o N-(fosfonoxialquil)-piridinio.

El compuesto se puede usar como un isémero purificado o como una mezcla de cualquier relacion de isémeros. Se
prefiere sin embargo que la mezcla comprenda al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 0 99 % del isémero preferido.

La presente invencion proporciona un compuesto seleccionado entre los compuestos de la Tabla 1; las composiciones
que comprenden un portador y uno o0 mas compuestos de la Tabla 1; y, dichos compuestos o composiciones para su
uso en un método de tratamiento de un trastorno relacionado con la hiperproliferaciéon en un sujeto, comprendiendo el
método administrar al menos uno de los compuestos de la Tabla 1.

Mas preferentemente, el trastorno relacionado con la hiperproliferacion se puede tratar mediante la modulacion de la
polimerizaciéon de microtubulos.

Los compuestos de la Tabla 1 se pueden usar en un método de modular la polimerizacién de microtibulos en un
sujeto, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto seleccionado
entre los compuestos de la Tabla 1.

La presente invencion proporciona que los compuestos de la invencion se puedan administrar para el tratamiento de
trastornos relacionados con la hiperproliferaciéon. Preferentemente, el trastorno relacionado con la hiperproliferacién se
puede tratar mediante la modulacién de la polimerizacion de microtibulos. En una realizacion preferida, el trastorno o
patologia relacionado con la hiperproliferacion se selecciona entre el grupo que consiste en cancer, tales como
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma,
endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de préstata, carcinoma espinocelular, carcinoma ce células basales, adenocarcinoma, carcinoma de las
glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,
cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm, cancer de cuello de
utero, tumores testiculares, carcinoma de pulmoén, carcinoma de pulmoén microcitico, carcinoma de vejiga, carcinoma
epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma,
neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, y retinoblastoma, y carcinomas que
se forman a partir de tejido de la mama, préstata, rifidn, vejiga o colon, y trastornos neoplésicos que surgen en el tejido
adiposo, tales como tumores en células adiposas, por ejemplo, lipomas, fibrolipomas, lipoblastomas, lipomatosis,
hibemomas, hemangiomas y/o liposarcomas; enfermedades infecciosas tales como infecciones viricas, infecciones de
malaria y bacterianas; restenosis vascular; enfermedades inflamatorias, tales como enfermedades autoinmunes,
infarto de miocardio debido a nefritis glomerular y psoriasis.
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Los compuestos de la invencion se pueden usar también en el tratamiento de un trastorno o patologia relacionado con
la hiperproliferacién o una patologia y/o un trastorno relacionado con la proteina quinasa o una patologia seleccionada
entre el grupo que consiste en atopia, tal como asma alérgica, dermatitis atépica (eczema), y rinitis alérgica;
hipersensibilidad mediada por células, tal como dermatitis de contacto alérgica, y neumonitis por hipersensibilidad;
enfermedades reumaticas, tales como lupus sistémico eritematoso (LSE), artritis reumatoide, artritis juvenil, sindrome
de Sjogren, escleroderma, polimiositis, espondilitis anquilosante, artritis psoriatica; otras enfermedades autoinmunes
tales como diabetes de tipo |, trastornos tiroideos autoinmunes, y enfermedad de Alzheimer; enfermedades viricas,
tales como el virus de Epstein Barr (VEB), hepatitis B, hepatitis C, VIH, HTLV 1, virus de la varicela-zoster (VVZ), virus
del papiloma humano (VPH).

En el tratamiento o la prevencién de los trastornos relacionados con la hiperproliferacion y/o los trastornos
relacionados con las proteinas quinasas, un nivel de dosificacién adecuado sera generalmente de aproximadamente
0,01 a 500 mg por kg de peso corporal del paciente por dia que se puede administrar en dosis simples o mltiples.

Preferentemente, el nivel de dosificacion sera aproximadamente de 0,1 a aproximadamente 250 mg/kg por dia; de
forma mas preferente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100 mg por dia. Un nivel de dosificacién adecuado
sera de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 250 mg/kg por dia, aproximadamente 0,05 a 100 mg/kg por dia, o
aproximadamente 0,1 a 50 mg/kg por dia. En este intervalo la dosificacion puede ser de 0,05 a0,5,0,5a5 05 a 50
mg/kg por dia. Para administracion oral, las composiciones se proporcionan preferentemente en la forma de
comprimidos que contienen 1,0 a 1000 miligramos del principio activo, particularmente 1,0, 5,0, 10,0, 15,0. 20,0, 25,0,
50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0, 250,0, 300,0, 400,0, 500,0, 600,0, 750,0, 800,0, 900,0, y 1000,0 miligramos del
principio activo para el ajuste sintomatico de la dosificacion al paciente que se va a tratar. Los compuestos se pueden
administrar con una pauta de 1 a 4 veces al dia, preferentemente una o dos veces al dia.

Debera entenderse, sin embargo, que puede variarse el nivel de dosis especifico y la frecuencia de la dosificacion de
cualquier paciente individual concreto y dependera de varios factores que incluyen la actividad del compuesto
especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la duraciéon de la accion del compuesto, la edad, peso corporal,
estado de salud general, sexo, dieta, modo y hora de administracién, tasa de excrecién, combinacién de farmacos, la
gravedad de la dolencia concreta, y el tratamiento al que se esta sometiendo el hospedador.

Ademas de los primates, tales como seres humanos, se puede tratar otros varios mamiferos de acuerdo con el método
descrito en el presente documento. Por ejemplo, se pueden tratar especies de mamiferos que incluyen pero sin
limitacion, vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, cobayas, ratas u otros bovinos, ovinos, equinos, canidos,
felinos, roedores o murinos. Sin embargo, el método se puede practicar también en otras especies, tales como
especies de aves (por ejemplo, pollos).

Las enfermedades y dolencias asociadas con la inflamacioén y la infeccion se pueden tratar usando los compuestos y
composiciones de la presente invencidon. En una realizacion preferida, la enfermedad o dolencia es una en la que las
acciones de los eosindfilos y/o los linfocitos deben inhibirse o estimularse para modular la respuesta inflamatoria.

Los sujetos tratados en los anteriores métodos, en los que se desea la inhibicion del crecimiento celular, son
mamiferos, incluyendo, pero sin limitacién, vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, cobayas, ratas u otros
bovinos, ovinos, equinos, canidos, felinos, roedores o murinos, y preferentemente un ser humano, masculino o
femenino.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad de la composicién del sujeto que estimulara la
respuesta biolégica o medica de un tejido, sistema, animal o ser humano que es deseada por un investigador,
veterinario, doctor en medicina u otro especialista clinico.

Debe entenderse que los términos "administracion de" y/o "administrar un" compuesto significan proporcionar un
compuesto de la invencion al individuo que necesita el tratamiento.

La presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden al menos uno de los compuestos
de la invenciéon que pueden tratar un trastorno relacionado con la hiperproliferaciéon en una cantidad eficaz, y un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones de la presente invenciéon pueden contener
también otros agentes terapéuticos que se describen a continuacion, y se pueden formular, por ejemplo, empleando
vehiculos o diluyentes soélidos o liquidos convencionales, asi como aditivos farmacéuticos de un tipo adecuado al
modo de administracién deseado (por ejemplo, excipientes, aglutinantes, conservantes, estabilizantes, aromatizantes,
etc.) de acuerdo con técnicas tales como as bien conocidas en el campo de la formulacién farmacéutica.

Los compuestos de la invencion se pueden administrar por cualquiera de los medios adecuados, por ejemplo, por via
oral, tal como en forma de comprimidos, capsulas, granulos o polvos; por via sublingual; bucal; parenteral, tal como
mediante inyeccion subcutanea, intravenosa, intramuscular, o intracisternal o técnicas de infusion (por ejemplo, como
soluciones o suspensiones acuosas 0 no acuosas inyectables estériles); nasalmente tal como mediante pulverizacién
por inhalacién; por via tépica, tal como en forma de una crema o pomada; o por via rectal tal como en forma de
supositorios; en formulaciones farmacéuticas unitarias que contienen, vehiculos o diluyentes no toxicos
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farmacéuticamente aceptables. Los compuestos pueden, por ejemplo, administrarse en una forma adecuada para la
liberacion inmediata o la liberacion extendida. La liberacion inmediata o la liberacion extendida se pueden conseguir
mediante el uso de composiciones farmacéuticas adecuadas que comprenden los presentes compuestos, o,
particularmente en el caso de la liberacion extendida, mediante el uso de dispositivos tales como implantes
subcutaneos o bombas osméticas.

Se pretende que el término "composicion" abarque un producto que comprenda los ingredientes especificados en las
cantidades especificadas, asi como cualquier producto que sea el resultado, directa o indirectamente, de la
combinacion de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas. La expresion "farmacéuticamente
aceptable” significa que el vehiculo, diluyente o excipiente debe ser compatible con los otros ingredientes de la
formulacion y no perjudicial para su destinatario.

Las composiciones farmacéuticas para administracion de los compuestos de la presente invencion pueden
presentarse convenientemente en una forma farmacéutica unitaria y se pueden preparar mediante cualquiera de los
métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Todos los métodos incluyen la etapa de asociar el principio activo
con el vehiculo que constituye uno o0 mas ingredientes auxiliares. En general, las formulaciones se preparan asociando
de forma uniforme e intima los principios activos con un portador liquido o un portador sélido finamente dividido o
ambos, y después, si es necesario, conformando el producto en la formulacion deseada. En la composicion
farmacéutica, el compuesto objeto activo se incluye en una cantidad suficiente para producir el efecto deseado sobre el
proceso o dolencia, de enfermedades. Como se usa en el presente documento, se pretende que el término
"composicién" abarque un producto que comprende los ingredientes especificados en las cantidades especificadas,
asi como cualquier producto que sea el resultado, directa o indirectamente, de la combinacién de los ingredientes
especificados en las cantidades especificadas.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el principio activo pueden estar en forma adecuada para su uso oral,
por ejemplo, como comprimidos, trociscos, pastillas para chupar, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos
dispersables, emulsiones, capsulas duras o blandas, o jarabes o elixires. Se pueden preparar composiciones previstas
para uso oral de acuerdo con cualquier método conocido en la materia para la fabricacion de composiciones
farmacéuticas y dichas composiciones pueden contener uno 0 mas agentes seleccionados entre el grupo que consiste
en agentes endulzantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes a fin de proporcionar
preparaciones sabrosas y farmacéuticamente elegantes. Los comprimidos contienen el principio activo en una
premezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no tdéxicos que son adecuados para la fabricacién de
comprimidos. estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato
de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio; agentes de granulacion y desintegrantes, por ejemplo, almidon
de maiz, o acido alginico; agentes aglutinantes, por ejemplo, almidén, gelatina o acacia, y agentes lubricantes, por
ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos pueden estar sin revestir o pueden estar
revestidos mediante técnicas conocidas para retrasar la desintegracion y la adsorcion en el tracto gastrointestinal y
proporcionar por tanto una accién sostenida durante un periodo mas largo. Por ejemplo, se puede emplear un material
con retraso temporal tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo. Puede también revestirse para
formar comprimidos terapéuticos osméticos para la liberacién del control.

Se pueden presentar también formulaciones para uso oral como capsulas de gelatina dura donde el principio activo se
mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato célcico, fosfato de calcio o caolin, o como capsulas de
gelatina blanda donde el principio activo se mezcla con agua 0 un medio oleoso, por ejemplo, aceite de cacahuete,
parafina liquida, o aceite de oliva.

Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos en premezcla con los excipientes adecuados para la
fabricacién de suspensiones acuosas. Dichos excipientes son agentes suspensores, por ejemplo, carboximetilcelulosa
de sodio, metilcelulosa, hidoxipropilmetilcelulosa, alginato sédico, polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma acacia;
los agentes dispersantes o humectantes pueden ser una fosfatida que se produce naturalmente, por ejemplo, lecitina,
o los productos de condensacién de un éxido de alquileno con &cidos grasos, por ejemplo, estearato de polioxietileno,
o productos de condensacién de Oxido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol, o los productos de condensacion de éxido de etileno con un éster parcial derivado de
acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietilen sorbitol, o los productos de condensacion de éxido de
etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidrido de hexitol, por ejemplo, monooleato de polietilen
sorbitén. Las suspensiones acuosas pueden contener también uno o mas conservantes por ejemplo, etilo, o n-propilo,
p-hidroxibenzoato, uno o mas agentes colorantes, uno 0 mas agentes aromatizantes, y uno o mas agentes
endulzantes, tales como sacarosa o sacarina.

Se pueden formular suspensiones oleosas suspendiendo el principio activo en un aceite vegetal, por ejemplo, aceite
de araquis, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en aceite mineral tal como parafina liquida. Las
suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo, cera de abeja, parafina dura o alcohol
cetilico. Agentes endulzantes tales como los que se muestran anteriormente, y agentes aromatizantes para
proporcionar una preparacion oral sabrosa. Se pueden preservar estas composiciones mediante la adicién de un
antioxidante tal como &cido ascorbico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2528302 T3

Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacion de una suspensién acuosa mediante la adicion de
agua proporcionan el principio activo en premezcla con un agente dispersante o humectante, un agente de suspensién
y uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes adecuados y los agentes suspensores se
ejemplifican mediante los ya mencionados anteriormente. Pueden estar presentes también excipientes adicionales,
por ejemplo, agentes edulcorantes, agentes aromatizantes y colorantes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden estar también en la forma de emulsiones de aceite en agua.
La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de oliva o aceite de araquis, o un aceite mineral, por
ejemplo, parafina liquida o las mezclas de esta. Los agentes emulsionantes adecuados pueden ser gomas que se
producen naturalmente, por ejemplo goma acacia o goma tragacanto, fosfatidas que se producen naturalmente, por
ejemplo, semillas de soja, lecitina, y ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por
ejemplo, monooleato de sorbitan, y productos de condensacién de dichos ésteres parciales con 6xido de etileno, por
ejemplo, monooleato de polioxietilen sorbitan. Las emulsiones también pueden contener agentes edulcorantes y
aromatizantes.

Se pueden formular jarabes y elixires con agentes endulzantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol, sorbitol o sacarosa.
Dichas formulaciones pueden contener también un emoliente, un conservante y aromatizante y agentes colorantes.

La composicién farmacéutica puede estar en la forma de soluciones acuosas inyectables estériles o suspensiones
oleaginosas. Esta suspensién se puede formular de acuerdo con la técnica conocida utilizando los agentes de
dispersion y humectacién y los agentes de suspension adecuados que se han citado anteriormente. La preparacion
estéril inyectable puede ser también una solucién o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente no téxico
parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucién en 1,3-butano diol. Entre los vehiculos y disolventes
aceptables que se pueden emplear se encuentran agua, solucion de Ringer y solucién isoténica de cloruro sédico.
Ademas, se usan convencionalmente aceites fijos estériles, en forma de un disolvente o un medio de suspension. Para
este fin se puede emplear cualquier aceite fijo suave incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, aceites
grasos tales como acido oleico en la preparacién de sustancias inyectables.

Se pueden administrar también los compuestos de la presente invencion en la forma de supositorios para la
administracion rectal del farmaco. Estas composiciones se pueden preparar mezclando el farmaco con un excipiente
no irritante adecuado que sea solido a temperaturas ordinarias pero que sea liquido a temperatura rectal y por tanto se
funda en el recto para liberar el farmaco. Dichos materiales son manteca de cacao y polietilenglicoles.

Para uso tépico, se emplean cremas, pomadas, gelatinas, soluciones o suspensiones, etc., que incluyen los
compuestos de la presente invencion. (Para los fines de esta solicitud, la aplicacion topica debera incluir enjuagues y
colutorios).

Los compuestos de la presente invencion también se pueden administrar en forma de liposomas. Como se conoce en
la técnica, los liposomas por lo general se derivan de fosfolipidos y otras sustancias lipidas. Los liposomas se forman
con cristales liquidos hidratados monolamelares o multilamelares que se dispersan en un medio acuoso. Se puede
usar cualquier lipido no téxico, fisioldgicamente aceptable y metabolizable capaz de formar liposomas. Las presentes
composiciones en forma de liposoma pueden contener, ademas de un compuesto de la presente invencion,
estabilizantes, conservantes, excipientes y similares. Los lipidos preferidos son los fosfolipidos y las fosfatidil colinas,
naturales y sintéticos. Se conocen en la materia métodos para formar liposomas.

La composicion y métodos farmacéuticos descritos en el presente documento pueden comprender ademas otros
compuestos terapéuticamente activos como se sefialan en el presente documento que se aplican usualmente en el
tratamiento de las dolencias patoldgicas anteriormente mencionadas. Una persona normalmente experta en la técnica
puede llevar a cabo la seleccion de los agentes adecuados para su uso en el tratamiento combinado, de acuerdo con
principios farmacéuticos convencionales. La combinacién de agentes terapéuticos puede actuar sinérgicamente para
efectuar el tratamiento o la prevencion de los diversos trastornos descritos anteriormente. Usando esta solucion, se
puede conseguir la eficacia terapéutica con dosificaciones inferiores de cada agente, reduciendo esta manera el
potencial para los efectos secundarios adversos.

Los ejemplos de otros agentes terapéuticos incluyen los siguientes:

inhibidores de la tirosina quinasa, tales como imatinib (Glivec™), y gefitinib (Iressa™) inter alia; ciclosporinas (por
ejemplo, ciclosporina A), CTLA4-Ig, anticuerpos tales como ICAM-3, receptor de IgG dirigido contra IL-2 (Anti-Tac),
anti-CD45RB, anti-CD2, anti-CD3 (OKT-3), anti-CD4, anti-CD80, anti-CD86, agentes que bloquean la interaccion
entre CD40 y gp39, tales como anticuerpos especificos para CD40 y/o gp39 (es decir, CD154), proteinas de fusién
construidas entre CD40 y gp39 (CD401g y CD8gp39), inhibidores, tales como inhibidores de la translocacion
nuclear, de funcién NP-kappa B, tales como desoxipergualina (DSG), inhibidores de la biosintesis del colesterol
tales como HMG CoA reductasa (lovastatina y simvastatina), farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID)
tales como ibuprofeno, aspirina, inhibidores del acetaminofeno y de la cicloxigenasa tales como rofecoxib,
esteroides tales como prednisolna o dexametasona, compuestos de oro, agentes antiproliferantes tales como
metotrexato, FK506 (tacrolimus, Prograf), micofenoleto mofetilo, agentes antineoplasicos tales como azatioprina,
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VP-16, etopédsido, fludarabina, cisplatino, doxorrubicina, adriamicina, amsacrina, camptotecina, citarabina,
gemcitabina, fluorodesoxiuridina, melfalan y ciclofosfamida, inhibidores de TNF-a tales tenidap, anticuerpos
dirigidos contra TNF o receptor de TNF soluble, y rapamicina (sirolimus o rapamune) o sus derivados.

Cuando se emplean otros agentes terapéuticos junto con los compuestos de la presente invencion se pueden usar, por
ejemplo en las cantidades que se sefalan en la Physician Desk Reference (PDR) o como se ha determinado de otra
forma por una persona normalmente experta en la técnica.

La composicion y los métodos farmacéuticos descritos en el presente documento pueden comprender ademas otros
compuestos terapéuticamente activos como se sefialan en el presente documento que son inhibidores o sustratos de
sistemas de salida de farmacos o de detoxificacién de farmacos y sistemas excretores. Dichos sistemas incluyen
P-glicoproteina, proteinas asociadas con la resistencia a multifarmacos, proteina de resistencia pulmonar y glutation
S-transferasa isoenzimas alfa, mu, pi, sigma, teta, zeta y kappa. La administracion simultanea de farmacos conocidos
por inhibir o reducir la actividad de estos sistemas puede aumentar la eficacia de los compuestos descritos en la
presente invencién aumentando a su vez la cantidad de agente terapéutico en la célula. Usando esta solucion, se
puede conseguir la eficacia terapéutica con dosificaciones inferiores, reduciendo esta manera el potencial para los
efectos secundarios adversos. Los ejemplos de inhibidores o sustratos de estos sistemas incluyen; verapamilo,
probenecid, dipiridamol, &cido etacrinico, indometacina, sulfasalazina, butionina sulfoximina, ciclosporina A y
tamoxifeno.

En la totalidad de esta memoria descriptiva, la palabra "comprenden”, o sus variaciones tales como "comprende" o
"que comprende", se entendera que implican la inclusion de un elemento indicado, nimero entero o etapa, o grupo de
elementos, nimeros enteros o etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo
de elementos, nUmeros enteros o etapas.

Para que la naturaleza de la presente invencion se pueda entender con mas claridad, sus formas preferidas se
describiran ahora con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos

MATERIALES Y METODOS:

Sintesis de compuestos

Los compuestos se preparan generalmente en un proceso en 2 etapas partiendo de un dihaloheterociclo.
La primera etapa es una sustitucién aromatica nucleoéfila para generar un intermedio monoamino-monohalo.

La sustitucién aromatico nucledfila se lleva a cabo normalmente mediante la adicién de una amina primaria o
secundaria al heterociclo dihalogenado en un disolvente tal como etanol, isopropanol, terc-butanol, dioxano, THF,
DMF, etoxietanol, tolueno o xileno. La reaccion se lleva a cabo normalmente a temperatura elevada en presencia de
una amina o base nucleofilica en exceso tal como trietilamina o diisopropiletilamina, o una base inorganica tal como
carbonato de potasio o carbonato de sodio.

Como alternativa, el sustituyente amino se puede introducir a través de una reacciéon de aminacion catalizada por un
metal de transicion. Los catalizadores usuales de dichas trasformaciones incluyen Pd(OAc)2/P(t-Bu)s,
Pdo(dba)s/BINAP y Pd(OAc)./BINAP. Estas reacciones se llevan a cabo normalmente en disolventes tales como
tolueno o dioxano, en presencia de bases tales como carbonato de cesio o terc-butéxido de sodio o potasio a
temperaturas que varian desde temperatura ambiente a temperatura de reflujo.

Las aminas empleadas en la primera etapa de la sintesis de estos compuesto se obtienen comercialmente o se
preparan usando métodos bien conocidos de los expertos en la materia. De particular interés son las
a-alquilbencilaminas que se pueden preparar mediante la reduccion de oximas. Los reductores usuales incluyen el
hidruro de aluminio y litio, hidrégeno gaseoso en presencia de paladio sobre un catalizador de carbdn activo, Zn en
presencia de acido clorhidrico, borohidruro de sodio en presencia de un acido de Lewis tal como TiCls, ZrCls, NiCly y
MoOs, o borohidruro de sodio junto con la resina de intercambio i6nico Amberlyst H15 y LiCl.

Las a-alquilbencilaminas se pueden preparar también mediante aminacién reductora de las correspondientes cetonas.
Un método clasico para dicha transformacion es la reaccién de Leuckart-Wallach, mediante condiciones cataliticas
(HCO2NH4 [(CH3)5CsRhClz]2) o procedimientos alternativos (por ejemplo NH4OAc, Na(CN)BHj3).

Las a-alquilbencilaminas se pueden preparar también a partir de los alcoholes a-alquilbencilicos correspondientes.
Dichos métodos incluyen la derivatizacion del hidroxilo como un mesilato o tosilato y desplazamiento con un nucleéfilo
de nitrégeno, tal como ftalimida o azida, que se convierte a la amina primaria usando métodos sintéticos
convencionales; o, el desplazamiento del hidroxilo con un nucledfilo de nitrégeno adecuado en condiciones del tipo
Mitsunobu. Se pueden preparar alcoholes a-alqulbencilicos mediante reduccién de las cetonas correspondientes con
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un agente reductor tal como borohidruro de sodio en un disolvente tal como metanol. Como alternativa, se pueden
obtener alcoholes a-alquilbencilicos mediante la adicién de una especie de metal alcalino (tal como un reactivo de
Grignard) a un derivado de benzaldehido, que se lleva a cabo normalmente a temperatura ambiente o inferior en
disolventes tales como tetrahidrofurano.

se pueden preparar a-alquil bencilaminas de alta pureza éptica a partir de alcoholes a-alquil bencilicos quirales usando
los métodos resefiados anteriormente. Los alcoholes a-alquil bencilicos quirales se pueden obtener a través de la
reduccion quiral de las correspondientes cetonas. Los métodos de reduccion quirales son ahora bien conocidos en la
quimica organica e incluyen procesos enzimaticos, procedimientos de hidrogenacion asimétrica y oxazaborolidinas
quirales.

La segunda etapa de la sintesis implica normalmente el acoplamiento cruzado mediado por paladio del intermedio de
monoamino-monocloro con un ligando adecuadamente funcionalizado. Los ligandos usuales son los acidos o ésteres
borénicos (acoplamiento de Suzuki: véase, por ejemplo, Miyaura, N. y Suzuki, Chem Rev. 1995, 95 2457), estannanos
(acoplamiento de Stille: véase por ejemplo Stille, J.K., Angew. Chem, Int. Ed. Engl., 1986, 25, de 508), reactivos de
Grignard (acoplamiento de Kumada: Kumada, M.; Tamao, K.; Sumitani, K. Org. Synth. 1988, Coll. Vol.6, 407.) o
especies de organocinc (Acoplamiento de Negishi: Negishi, E.; J. Orgahomet. Chem. 2002, 653, 34).

El acoplamiento de Suzuki es el método de acoplamiento preferido y se lleva a cabo normalmente en un disolvente tal
como DME, THF, DMF, etanol, propanol, tolueno, o 1,4-dioxano en presencia de una base tal como carbonato de
potasio, hidréxido de litio, carbonato de cesio, hidréxido de sodio, fluoruro de potasio o fosfato de potasio. La reaccién
se puede llevar a cabo a temperaturas elevadas y el catalizador de paladio empleado se puede seleccionar a partir de
Pd(PPhs)4, Pd(OAc), [PdCl2(dppf)], Pdz(dba)s/P(t-Bu)s.

Los productos formados a partir de esta secuencia de reaccion de pueden derivatizar adicionalmente usando técnicas
bien conocidas por los expertos en la materia. Como alternativa, la derivatizacién de los intermedios de mono-amino
mono-halo se puede experimentar antes del desplazamiento del sustituyente halo. Esta derivatizacion implica
normalmente la funcionalidad originalmente presente en la especie amina y emplea métodos bien conocidos por los
expertos en la materia. Alternativamente, la secuencia de preparacion se puede invertir comenzando con la reaccién
de acoplamiento cruzado mediada por paladio para proporcionar una especie mono-haloheterociclica. Se puede
experimentar a continuacién el desplazamiento de la amina del sustituyente halo utilizando los procedimientos
resefiados anteriormente.

Para que la naturaleza de la presente invencion pueda entenderse mas claramente, se describiran a continuacién sus
formas preferidas con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo de referencia 1

1-[4-(Trifluorometil)fenillbutan-1-ol

OH

GFs oF:

Una solucién de cloruro de propilmagnesio 2 M en éter (4 ml, 8 mmol) se afadié a una solucién del aldehido (1,14 g,
6,6 mmol) en THF seco (10 ml) enfriado a 0 °C bajo atmosfera de No. La mezcla se agitdé durante 16 h a temperatura
ambiente, después de lo cual se afiadi6é una solucién saturada de cloruro de amonio. El producto se extrajo en acetato
de etilo, y la capa de acetato de etilo se sec6 y concentrd para proporcionar el producto puro (1,4 g, 98 %).

RMN "H (CDCls) 5 0,94 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CHa), 1,41 (m, 2H, CHz), 1,75 (m, CHz, 2H), 4,77 (s a,1H, CH), 7,44-7,62 (m,
4H, ArH)
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Ejemplo de referencia 2

1-(1-Azidobutil)-4-(trifluorometil)benceno

H N,
DPPA, DBU

—————re——
CF; [G

CF;

Una solucién de 1-[4-(trifluorometil)fenillbutan-1-ol (1,4 g, 6,4 mmol) y difenilfosforil azida (2,8 ml, 12,8 mmol) en THF
(6 ml) enfriado a-10 °C en Nz se traté con DBU (1,9 ml, 12,8 mmol). La solucion resultante se agité a temperatura
ambiente durante 20 horas y a continuacién se diluy6é con una mezcla de éter y H>O. La fase organica se seco y se
concentrd y el residuo se purificé mediante cromatografia en columna usando hexano:acetato de etilo (10:1) como
eluyente para proporcionar la azida pura (0,85 g, 54 %).

RMN "H. (CDCls) 5 0,94 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CHs),1,37 (m, 2H, CHy), 1,75 (m, 2H, CHy), 4,50 (1, 1H, CH), 7,42 (d, J= 7,8
Hz, 2H, ArH), 7,64 (d, 2H, J = 7,8 Hz, ArH)

Ejemplo de referencia 3

1-[4-(Trifluorometil)fenillbutan-1-amina

Ng NH,
(i) PPh,
e e

(1) M+
CF; CF;

Una mezcla de 1-(1-azidobutil)-4-(trifluorometil)benceno (0,84 g, 3,5 mmol) y trifenilfosfina (1,8 g, 6,9 mmol) en acetato
de etilo (6 ml) y 10 % de HCI (6ml) se agité a temperatura ambiente durante 64 h. La fase acuosa se recogié y la fase
organica se extrajo con HCl al 10 % (3 x 5ml). Las capas acuosas se combinaron y basificaron con NaOH 5 M, y a
continuacion se extrajo con acetato de etilo (5 x 15 ml). La fase organica se secé y se concentrd para dar la amina pura
(0,4 g, 54 %).

RMN "H. (CDCls) 5 0,91 (t, J = 7,4 Hz, 3H CHs), 1,31 (m, 2H, CH,), 1,62 (m, 2H, CHy), 3,97 (m, 1H, CH), 7,43 (AA'XX,,
2H, ArH), 7,58 (AA'XX', 2H, ArH)

Ejemplo de referencia 4

3-Fluoro-N-metoxi-N-metilbenzamida

OMe

—Z

F

A una suspension de acido 3'-fluorobenzoico (140 mg, 1 mmol) y clorhidrato de N,0-dimetilhidroxilamina (107 mg,1,1
mmol) en diclorometano (2,5 ml) se afadio clorhidrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (EDC) (211 mg,
1,1 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 75 h. Los disolventes se eliminaron a vacio y el residuo
se cromatografié usando acetato de hexilo-hexano (4:6) para separar el producto bruto (130 mg, 71 %).

RMN "H. (CDCls): & 3,36 (s, 3H, N-Me), 3,55 (s, 3H, N-OMe), 7,1-7,2 (m, 1H, ArH), 7,3-7,5 (m, 3H, Ar)
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Ejemplo de referencia 5

1-(3-Fluorofenil)butan-1-ona

N,OMa

F

A una solucién de 3-fluoro-N-metoxi-N-metilbenzamida (130 mg, 0,71 mmol) en THF seco (2 ml) enfriado a -10 °C se
anadid cloruro de propil magnesio (532 pl, una solucién 2 M en éter, 1,1 mmol) bajo atmésfera de nitrégeno. La
solucion se agité a -10 °C durante 1h y a temperatura ambiente durante 75 min. La soluciéon se vertié sobre una
solucién acuosa saturada de cloruro de amonio y el producto se extrajo en acetato de etilo (3 x 25 ml). La combinacién
de capas organicas se lavo con salmuera, se secd (MgSOy) y se concentro para dar un aceite de color amarillo palido,
que se purificd mediante cromatografia usando acetato de etilo-hexano (1:9) para separar el producto puro (78 mg,
66 %).

RMN "H. (CDCls) & 1,01 (t, 3H, J = 7,4 Hz, Me), 1,77 (m, 2H, CH2CHs), 2,93 (t, J = 7,2 Hz, 2H, COCHy), 7,15-7,30 (m,
1H, Ar), 7,35-7,50 (m, 1H, Ar), 7,60-7,70 (m, 1H, Ar), 7,70-7,80 (m, 1H, Ar).

Ejemplo de referencia 6

1-(5-Metilpiridin-3-il)butan-1-amina

R
o
N

A una solucion de 1-(5-metilpiridin-3-il)butan-1-ona (800 mg, 4,9 mmol) y formiato de amonio (1,55 g, 24,5 mmol) en
metanol (5 ml) en atmésfera de nitrégeno se anadié un dimero de dicloro(pentametilciclopentadienil)rodio (IIl) (45 mg,
0,074 mmol). La solucién se calenté a reflujo durante 8 h, momento en el que la solucién se enfrié a temperatura
ambiente y se acidificd hasta temperatura ambiente y se acidific6 a pH ~2 con HCI 2 M. La mezcla se lavé con
diclorometano (3 x 15 ml) y la fase acuosa se basifico a continuacion hasta pH ~12 mediante la adicién de KOH. La
fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 15 ml) y la combinacién de capas organicas se lavd con salmuera, se
sec6 (NaxS0s) y se concentrd para obtener un producto puro (620 mg, 77 %).

RMN 'H. (CDCls) 5 0,91 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHa CH, CH3), 1,14-1,82 (m, 6H, 2 x CH2, NH), 2,33 (s, 3H, CH3), 3,91 (t, 1H,
J =6,8 Hz, CHNHy), 7,47 (s, 1H, ArH), 8,32 (s a, 2H7Ar).

Ejemplo de referencia 7

(1R)-1-(4-Fluorofenil)butan-1-ol

.?H
F F

Complejo de dietilanilina-borano (2,4 ml, 13,4 mmol) se afadid6 gota a gota durante 5 min a una solucién de
(1S,2R)-1-aminoindan-2-ol (201 mg, 1,4 mmol) en THF seco (20 ml) enfriado a 0 °C con nitrogeno. Después de 40
min., se anadié una solucion de la cetona en THF (40 ml) gota a gota durante 90 min. A continuacion se eliminé el bafio
de enfriamiento y la solucion se agité a TA durante 5 h. Se afadié acetona (6 ml) y se agit6 la solucion resultante a TA
durante 60 min antes de eliminar los disolventes a presidn reducida. El residuo se disolvié en tolueno (100 ml) y se lavd
sucesivamente con HxSO4 1 M (4 x 50 ml), H20 (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml) y a continuacion se sec6 (NaxSOs).

RMN 'H. (CDCls) & 0,93 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CH, CHp CHa), 1,17-1,51 (m, 2H, CHCH»CHs), 1,58-1,82 (m, 2H,
CH2CH2CHs), 4,66 (t, J = 6,6 Hz, CHNH>), 6,98-7,07 (m, 2H, ArH), 7,26-7,34 (m, 2H, ArH).
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Ejemplo de referencia 8

(1R)-1-Piridin-3-ilbutan-1-ol

=
-
N

A una solucién de S-(-)- a, a -difenil-2 pirrolidinmetanol (500 mg, 2 mmol) y trimetilborato (0,27ml, 2,4 mmol) en THF
(20 ml) se anadié complejo de dimetilsulfuro de borano (20 ml, 2 M en THF, 40 mmol). La mezcla se enfri6 a0 °C y se
afnadid 1-piridin-3-ilbutan-1-ona gota a gota durante 4 h. La solucion se agité a TA durante la noche y a continuacién se
traté con HCI 2 M (175 ml) y la agitacion continué durante 4 h. Se eliminaron los compuestos volatiles a presion
reducida y la solucion turbia resultante se basificd hasta pH 11 con solucién acuosa de amoniaco. El producto se
extrajo en acetato de etilo (3 x 100 ml) y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (100 ml) y se
secaron (Na2S04). La eliminacion del disolvente a presién reducida dio como resultado ~3 g de producto.

RMN 'H. (CDCl3) & 0,94 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CH> CHz> CHs), 1,20-1,54 (m, 2H, CH>CH>CHs), 1,60-1,91 (m, 2H,
CH>CH>CHs), 2,64 (s a,1H, OH), 4,73 (t, 1H, J =6,6 Hz, CHOH), 7,24-7,30 (m, 1H, Ar), 7,68-7,74 (m, 1H, Ar), 8,47-8,52
(m, 2H, Ar).

Ejemplo de referencia 9

3-Amino-3-fenilpropon-1-ol

NH, ' NH,

OH  — CH

A una suspensién de acido 3-amino-3-fenilpropanoico (2,0 g, 12,1 mmol) en THF seco (45 ml) enfriado a 0 °C con Nz
se afiadié LiAlH4 solido por partes durante 20 minutos (920 mg, 24,2 mmol). Se continu6 la agitacion a temperatura
ambiente durante 24 h. tras lo cual se afadid Na>S0O4.10H20 sélido hasta que solo estuvo presente un precipitado de
color blanco con agitacion. La capa organica se diluyé con éter y se filtr6 a través de Celite® y se sometié el
concentrado a vacio. El residuo se disolvié en acetato de etilo (50 ml) y se extrajo con HCI 1N (3 x 40 ml). Las capas
acuosas se combinaron y basificaron hasta pH~12 con NaOH 5 M. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x
50 ml) y las fases organicas combinadas se secaron (Na2SO.) y se concentraron a vacio para separar el producto, que
se uso sin purificacién adicional (0,9 g, 49 %).

RMN 'H. (CDCls) & 1,84-1,94 (m, 2H, CH2CH.OH), 2,68 (s a, 1H, NHz), 3,79 (t, 2H, J = 5,8 Hz, CH;CH20H), 4,08-4,15
(m, 1H, CHNH>), 4,77 (c, 1H, CH), 7,21-7,38 (m, 5H, ArH)

Ejemplo de referencia 10

6-Cloro-N-[1-(4metilfenil)butil]pirazin-2-amina

NH, _
- R g
CFz CF3 - \(:/j/

A una solucién de 1-[4-(trifluorometil)fenil]butan-1-amina (0,40 g,1,9 mmol) y 2,6-dicloropirazina (0,55 g, 3,7 mmol) en
1,4-dioxano (6 ml) se anadié carbonato de potasio anhidro (0,39 g, 2,8 mmol). La mezcla resultante se calent6 a
temperatura de reflujo durante 18 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con acetato
de etilo y H20. La fase organica se recogid, se secO y se concentro. El residuo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida usando acetato de etilo-hexano (1:1) para separar el producto puro (0,03 g, 5 %).

cl
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RMN 'H. (CDCls) 8 0,95 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHs), 1,39 (m, 2H, CHz), 1,81 (m, 2H, CHz), 4,77 (g,1H, CH), 5,09 (br d,1H,
NH), 7,42-7,62 (m, 5H, ArH), 7,80 (s, 1H, piraz.-H)

Ejemplo de referencia 11

N-(3-{1-[(6-Cloropirizin-2-il)amino]butillfenil)acetamida

Reone o N v
| R
\[N/j/ \[Nj

A una solucién agitada de N-[1-(3-aminofenil)butil]-6-cloropirazin-2-amina (0,10 g, 0,36 mmol) y trietilamina (100 ml,
0,72 mmol) en diclorometano (3 ml) enfriada a 0 °C se afnadié cloruro de acetilo (31 pl, 0,43 mmol). La mezcla
resultante se agitd a temperatura ambiente durante 18 h. y a continuacién se diluyé con diclorometano (10 ml) y se lavo
con H2O (10 ml) y salmuera (10 ml). La fase organica se recogio, se seco y se concentrd y se purificod el residuo
mediante cromatografia ultrarrdpida eluyendo con acetato de etilo-hexano (1:1) para dar el producto puro (94 mg,
82 %).

HN

RMN 'H. (CDCl3) 6 0,93 (t, 3H, J = 7,4 Hz, Me),1,28-1,43 (m, 2H, CH>), 1,76-1,85 (m, 2H, CHy), 2,16 (s, 3H, COCHjs),
4,48-4,59 (m, 1H, CHCH2CH>CHs), 5,15 (br d, J = 6,8 Hz, 1H, NH), 7,06 (d, 1H, J = 7,4 Hz, Ar), 7,23-7,33 (m, 3H, Ar),
7,54 (s, 1H, CONH), 7,60 (s, 1H, piraz-H), 7,77 (s, 1H, piraz-H).

Ejemplo 12

N-[2Metoxi-4-(6-{[(1S)-1-piridin-3-ilbutillamino}pirazin-2-il)fenil]-N-etilurea

S A Iy LM

En una atmosfera de nitrégeno, una mezcla de 6-cloro-N-[(1S)-1-piridin-3-ilbutil]pirazin-2-amina (53 g, 0,2 mmol),
pinacol diéster del &cido 4-{[(etilamino)carbonillamino}-3-metoxifenilborénico (69 mg, 0,23 mmol),
tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0) (23 mg, 0,02 mmol) en tolueno-n propanol (2,6 ml, 3:1) se traté con una solucion
acuosa de carbonato de sodio 2 M (0,15 ml, 0,3 mmol). La mezcla resultante se agitd vigorosamente a la vez que se
calentaba a 100 °C durante 22 horas. Se afiadié de una vez acetato de etilo frio (10 ml) y la mezcla se lavo con H2O (6
x 10 ml) y salmuera (10 ml) y a continuacién se secd (NaxSOs). La eliminacion del disolvente a vacio dio como
resultado a continuacion el producto bruto, que se purific6 mediante cromatografia en columna utilizando una solucién
acuosa de diclorometano-metanol (93:7:1) como eluyente para proporcionar el producto (60 mg).

RMN 'H (CDCls) 60,98 (t, 3H, J =7,4 Hz, CH3), 1,14 (t, 3H, J=7,2 Hz, CH3), 1,36-1,52 (m, 2H, CH), 1,78-1,98 (m, 2H,
CHy),' 2,27 (s, 3H, CHs), 3,23-3,37 (m, 2H, CHy), 4,84-4,94 (m, 2H, CH, NHCONH), 5,19 (d, 1H, J = 6,2 Hz, CHNH),
6,31 (s, 1 H, ArNH), 7,24-7,30 (m, 1H, ArH), 7,55-7,73 (m, 4H, ArH), 7,75 (s, 1H, piraz.-H), 8,21 (s, 1H, piraz.-H),
8,49-8,52 (m, 1H, ArH), 8,69 (d, 1H, J =2,0 Hz, ArH).
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Ejemplo de referencia 13

Pinacol diéster del acido 4-{[(etilamino)carbonillamino}-3-metilfenilbordnico

NH, | Tn\/

Ou - o

Br ' -;B
w)

La anilina (500 mg, 2,7 mmol) se disolvié en piridina (5 ml) y a esta se afiadio isocianato de etilo (424 pl, 5,4 mmol). La
solucidn resultante se agité durante la noche, en cuyo momento se formé un precipitado espeso que se filtré y secé a
vacio para dar la etil urea (595 mg, 86 %), RMN H. (DMSO-dg) 6 1,05 (t, 3H, J =7,4 Hz, CH3), 2,15 (s, 3H, CH3), 3,09
(dq, 2H, J=7,4,5,4 Hz, CH2), 6,55 (brt, 1H, J=5,4 Hz, NH), 7,24 (dd, 1H, J= 8,8, 2,2 Hz, Ar-H), 7,30 (d, 1H, J =2,2 Hz,
Ar-H), 7,66 (s, 1H, NH), 7,82 (d, 1H, J = 8,8 Hz, ArH).

A una suspensién desgasificada del bromuro de etil urea (514 mg, 2 mmol), acetato de potasio (784 mg, 8 mmol) y
bis(pinacolato)diboro (508 mg, 2 mmol) en una mezcla de etanol (10 ml) y dioxano (2 ml) se afadié un aducto de
dicloro[1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno]paladio(ll) diclorometano (44 mg, 0,06 mmol). La solucion se calentd a
temperatura de reflujo durante 2 h y a continuacion se dejé enfriar a TA. El disolvente se elimin6 a presién reducida y el
residuo se disolvié en diclorometano (60 ml). Este se lavé con H20 (2 x 30 ml) y salmuera (30 ml), se secd (NaxSOs) y
se concentré a vacio. El residuo se cromatografié usando acetato de etilo-hexano (1:1) como eluyente para separar el
producto puro como un sélido (351 mg, 58 %).

RMN "H. (CDCls) & 1,12 (t, 3H, J = 6,8 Hz, CHg), 1,3

, (s, 12H, CHa), 2,26 (s, 3H, CHa), 3,09 (dg, 2H, J = 6,8, 5,2 Hz,
CHa), 4,69 (br t, TH, NH), 6,06 (s, 1H, NH), 7,49 (d, 1

4
H, J =7,8 Hz, Ar-H), 7,67 (m, 2H, ArH).
Ejemplo de referencia 14

5- Bromo-N-( 1 -fenilbutil)piridin-3-amina

or . M Br

A una solucion desgasificada de 3,5-dibromopiridina (0,4 g, 1,7 mmol), terc-butoéxido de sodio (227 mg, 3,6 mmol),
tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (145 mg, 0,09 mmol) y rac-BINAP (105 mg, 0,2 mmol). en tolueno seco (10 ml) se
anadio 1-fenilbutan-1-amina (0,2 ml). La mezcla se calent6 a temperatura de reflujo durante 24 h y tras enfriamiento a
temperatura ambiente se diluy6 con éter y se lavd con salmuera (3 x 30 ml). La solucion se secd (NaxSQOs) y se
concentré y el residuo se cromatografi6 usando acetato de etilo-hexano (40:60) como eluyente. A partir de las
fracciones iniciales se obtuvieron 97 mg del producto puro.

RMN "H. (CDCls) 5 0,94 (t, 3H, J= 7,2 Hz, CHs), 1,21-1,53 (m, 2H, CH,), 1,68-1,87 (m, 2H, CHy), 4,19-4,32 (m, 2H, CH
y NH), 6,86 (t, 1H, J = 2,0 Hz, ArH), 7,20-7,38 (m, 5H, ArH), 7,88 (d, 1H, J = 2,0 Hz, ArH), 7,92 (d, 1H, J = 2,0 Hz, ArH).

Ejemplo de referencia 15

5-[4-(Benciloxi)-3-metoxifenil]-3-cloro-6-metil-1,2,4-triazina

O/
Q

cl N\ c
. |
\»EN/I s

NP
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Una solucién desgasificada de 3,5-dicloro-6-metil-1,2,4-triazina (151 mg, 0,9 mmol), 4-(benciloxi)-3-metoxibenceno
borénico (236 g, 0,9 mmol), tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0) (55 mg, 0,05 mmol) y fosfato de potasio (249 mg, 1,2
mmol) en dimetoxietano (5 ml) se calenté a temperatura de reflujo durante 24 h. Tras enfriar a temperatura ambiente la
solucion se diluyé con CHCIs y se filtr6 a través de Celite®. El filtrado se concentré a vacio y el producto se purificd
mediante cromatografia en columna usando acetato de etilo:hexano (25:75) como eluyente para proporcionar (75 mg,
22 %).

RMN 'H. (CDCl3): 50,88 (s, 3H, Ar-CHs), 3,98 (s, 3H, OCHj3), 5,26 (s, 2H, CHy), 6,99 (d, 1H, J =8,5 Hz, ArH), 7,25-7,44
(m,7H,ArH).

Ejemplo de referencia 16

5-[4-(Benciloxi)-3-metoxifenil]-6-metil-N-(1-fenilpropil)-1,2,4-triazin-3-amina

o~ o~
o : a._-Fh

Una solucion del triazeno (50 mg, 0,14 mmol) en etoxietanol (2,5 ml) se traté con diisopropilamina (50 pl, 0,28 mmol) y
1-fenilbutan-1-amina (46 pl, 0,28 mmol) y la solucion resultante se calentd a 110 °C durante 3 dias. A continuacion se
elimin6 el disolvente a vacio para dar un residuo de color naranja que se cromatografié usando acetato de
etilo-diclorometano (20:80) como eluyente para separar el producto como un sélido de color amarillo palidos (60 mg,
90 %).

RMN "H. (CDCls) & 0,94 (t, 3H, CHa), 1,21-1,53 (m, 2H, CHj), 1,78-1,97 (m, 2H, CHy), D.62 (s, 3H, Ar-CHs), 3,89 (s, 3H,
CHs), 5,10 (br g, 1H, CHz), 5,22 (s, 2H, CH,), 5,65 (s a, 1H, NH), 6,87 (d, 1H, J =9,2 Hz, ArH), 7,12-7,44 (m, 12H, Ar-H).

Ejemplo de referencia 17

2-Cloro-5-metil-N-[( 1 S)-1-piridin-3-ilbutillpirimidin-4-amina

Ny @ Ni! No o~ e
J — Yy

A una solucién de (1 S)-1-piridin-3-ilbutan-1-amina (600 mg, 4,0 mmol) en etanol (20 ml) se afadié 2,4-dicloro-
5-metilpirimidina (717 mg, 4,4 mmol) y diisopropiletilamina (1,4 ml, 8 mmol). La solucién se calent6 a temperatura de
reflujo durante 24h en cuyo momento se elimind el disolvente a presién reducida. El residuo se disolvié en acetato de
etilo (30 ml) y se lavé con H2O (2 x 15 ml), salmuera (15 ml) y se sec6 (Na:SO.). El residuo restante tras la
concentracién a vacio se cromatografié usando acetato de etilo-hexanos (9:1) como eluyente para separar el producto
deseado (370 mg).

RMN "H. (CDCls) 8 0,96 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CHs), 1,23-1,52 (m, 2H, CHy), 1,85-1,99 (m, 2H, CH>), 2,03 (d, 3H, J = 0,8

Hz, Ar-Me), 5,03 (br d, 1H, J = 7,2 Hz, NH), 5,22-5,33 (m, 1H, CH), 7,24-7,30 (m, 1H, ArH), 7,65-7,71 (m, 1H, ArH), 7,81
(d, 1H, J = 0,8 Hz, ArH), 8,51 (dd, J = 5,6,1,4 Hz, 1H, ArH), 8,64 (d, 1H, J = 1,8 Hz, ArH).

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2528302 T3

Ejemplo de referencia 18

N-Etil-N-[2-metoxi-4-(5-metil-4-{[(1S)-1-piridin-3-ilbutillaminojpirimidin-2-il) fenilJurea

& N
N l N Ng O Ni I Ho N \(f)l’ ~
LN LN

En una atmésfera de nitrégeno, una mezcla de 2-cloro-5-metil-N-[(1S)-1-piridin-3-ilbutil]pirimidin-4-amina (277 mg, 1,0
mmol), pinacol diéster del &cido 4-{[(etilamino)carbonillamino}-3-metoxifenilborénico (416 mg, 1,3 mmol),
tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0) (116 mg, 0,1 mmol) en tolueno-n propanol (12 ml, 3:1) se traté con una solucion
acuosa de carbonato de sodio 2 M (750 pl, 1,5 mmol). La mezcla resultante se agité vigorosamente a la vez que se
calentaba a 100 °C durante 17 horas. Se afiadié de una vez acetato de etilo frio (25 ml) y la mezcla se lavo con H2O (6
x 15 ml), salmuera (20 ml) y se sec6 (Na2SO.). La eliminacion del disolvente a vacio dio como resultado a continuacion
el producto bruto, que se purifico6 mediante cromatografia en columna utilizando una solucién acuosa de
diclorometano-metanol-amoniaco (93:7:1) como eluyente para proporcionar el producto (110 mg, 57 %).

RMN "H. (CDCls) 50,99 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHs), 1,18 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CHs), 1,33-1,60 (m, 2H, CHy), 1,82-2,02 (m, 2H,
CHy), 2,11 (s, 3H, Ar-Me), 3,25-3,39 (m, 2H, CH,), 3,87 (s, 3H, OMe), 4,80-4,96 (m, 2H, 2 xNH), 5,26-5,36 (m, 1H, CH),
6,98 (s a, 1H, Ar-NHCONH), 7,22-7,28 (m, 1H, ArH), 7,67-7,72 (m, 2H, ArH), 7,83-7,88 (m, 1H, ArH), 8,05 (d, 1H, J =
0,8 Hz, ArH), 8,10 (d, 1H, J = 8,2 Hz, ArH), 8,47 (dd, 1H, J = 6,6, 1,8 Hz, ArH), 8,69 (d, 1H, J = 2,0 Hz, ArH).

Ejemplo de referencia 19

6-Cloro-N-( 1-piridin-3-ilbutil)pirimidin-4-amina

A una soluciéon de 1-piridin-3-ilbutan-1-amina (100 mg, 0,67 mmol) en etanol (4 ml) se afadio 4,6-dicloro-pirimidina
(109 mg, 0,73 mmol) y diisopropiletilamina (232 pl, 1,33 mmol). La solucién se agitdé durante 3 dias en cuyo momento
el disolvente se elimind a presion reducida. El residuo se disolvié en acetato de etilo (25 ml) y se lavé con H20 (3 x 15
ml), salmuera (15 ml) y se secé (NaxSQy). El residuo restante tras la concentracion a vacio se cromatografié usando
acetato de etilo-hexanos (4:6 - 9:1) como eluyente para separar el producto deseado (28 mg).

RMN 'H. (CDCls) & 0,96 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CH3), 1,22-1,51 (m, 2H, CHy), 1,76-1,96 (m, 2H, CHy), 4,76 (s a,1H, CH),
5,63 (s a,1H, NH), 6,23 (s, 1H, ArH), 7,26-7,32 (m, 1H, ArH), 7,59-7,65 (m, 1H, ArH), 8,33 (s, 1H, ArH), 8,53-8,56 (m,
1H, ArH), 8,60 (d, 1H, J = 1,8 Hz, ArH).

Ejemplo de referencia 20

2-Metoxi-4-{6-[(1-piridin-3-ilbutil)amino]pirimidin-4-il}fenol
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Utilizando un procedimiento andlogo al que se describe en el Ejemplo 12, la reaccion de
6-cloro-N-(1-piridin-3-ilbutil)pirimidin-4-amina (24 mg, 0,09 mmol) con
4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenol (27 mg, 0,11 mmol) dio como resultado el producto deseado como
una espuma de color marrén (12 mg).

RMN "H. (CDCls) 8 0,97 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CHa),1.32-1.55 (m, 2H, CHy),1.83-1.95 (m, 2H, CHz), 3,94 (s, 3H, OMe), 4,87
(s a,1H, CH), 5,43 (s a,1H, NH), 6,50 (s, 1H, ArH), 6,93 (d, 1H,J= 8.4 Hz, ArH), 7,25-7,31 (m, 2H, ArH), 7,55 (d, 1H, J =
2,0 Hz, ArH), 7,66-7,71 (m, 1H, ArH), 8,53 (dd, 1H, J = 4,9, 1,6 Hz, ArH), 8,58 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH), 8,66 (d, 1H, J =

2,0 Hz, ArH).
CRIBADO
Dilucion del compuesto

Para los fines de cribado, los compuestos se diluyeron en placas de 96 pocillos a una concentraciéon de 20 uM. Las
placas se calentaron a 37 °C durante 30 minutos antes del ensayo.

Crecimiento y mantenimiento de lineas celulares cancerosas

K562 (Leucemia mieloide crénica), PC3 (Cancer de prostata), y DU145 (cancer de préstata) se obtuvieron de la
American Type Culture Collection (ATCC). K562 se hizo crecer en RPMI, afnadiéndose FBS al 10 % con Glutamx. Se
cultivaron células DU145 en DMED, afadiéndose FBS al 10 % y Glutamx y aminoacidos MEM no esenciales. Se
hicieron crecer células PC3 en medio F12K, afiadiéndose FBS al 10 % y Glutamx y aminoacidos MEM no esenciales.
Todas las células se hicieron crecer a 37 °C en CO; al 5 %.

Establecimiento de lineas celulares TELJAK

La region de codificacion que abarca los nuclettidos 1-487 de TEL se amplific6 mediante la PCR utilizando los
oligonucleétidos 5TEL (5' -GGA GGA TCC TGA TCT CTC TCG CTG TGA GAC-3') y 3TEL (5-AGGC GTC GAC TTC
TTCTTC ATG GTT CTG-3') y ARNm de U937 como plantilla. Un sitio de BamH | estaba presente en el cebador 5TEL,
un sitio de Sal se incorpor6 en el cebador 3TEL. Las regiones que abarcan los dominios de la quinasa de JAK2
(nucleétidos 2994-3914; JAK2F 5-ACGC GTC GAC GGT GCC TTT GAA GAC CGG GAT-3'; JAK2R 5-ATA GTT TAG
CGG CCG CTC AGA ATG AAG GTC ATT T-3") y JAKS (nucleétidos 2520-3469; JAK3F 5'-GAA GTC GAC TAT GCC
TGC CAA GAC CCC ACG ATC TT-3'; JAK3R 5-GGA TCT AGA CTA TGA AAAGGA CAG GGAGTG GTG TTT -3') se
generaron mediante la ADN polimerasa Taq (Gibco/BRL) y ARNm de U937 como plantilla. Se incorpor6 un sitio de Sall
en el cebador directo de JAK2 y JAKS, Se incorporé un sitio de Not | en el cebador inverso de JAK2 y se afadié un sitio
de Xba | al cebador inverso de JAKS.

Se generé una fusion de TEL/Jak2 mediante la digestion del producto de TELPCR con BamH | /Sal |, digestién del
producto de JAK2 PCR con Sal/ Not | seguido por la ligadura y la subclonacién en el vector de expresion en mamiferos
pTRE 2 (Clontech) digerido con BamH I-Not | (pTLJAK2). Para JAK3, Sal I/ Not | escindi6 el producto de la PCR del
dominio de la quinasa ligado con BamH | / Sal | escindi6 el producto de TEL seguido por la ligadura en BaMH/Not
escindio pTRE2 (pTELJAKS).

La linea celular BAF3 mielomonocitica dependiente del factor de crecimiento que soporta el plasmido pTET-off
(Clontech) se transfect6 tanto con pTELJAK2 o pTELJAKS y las células seleccionadas para el crecimiento del factor
independiente. Se cultivaron células BaF 3 naturales en medio DMEM con FCS al 10 %, medio acondicionado WEHI
3B al 10 %. Se cultivaron células BaF3 TELJAK en DMEM con FBS al 10 % homologado por Tet-System (sin medio
acondicionado con WEHI 3B).

Los ensayos celulares se llevaron a cabo como sigue:

Se prepararon suspensiones celulares recogiendo células del cultivo. (Las células usadas en este ensayo deben
encontrarse al final del crecimiento en fase log y de elevada viabilidad). Las células se diluyeron en medio de
crecimiento correcto hasta 1,1 x concentracion final (desde 50000 células/ml a 200.000 células/ml, dependiendo de la
linea celular).

Se afadieron los compuestos a ensayar (10 pl, 10X concentracion final) a una placa de 96 pocillos de fondo plano. Se
anadio la suspension celular (90 yl por pocillo), y se incubé la placa durante 40 h a 37 °C, COz al 5 %. Se anadié MTT
(20 pl por pocillo, 5 mg/ml en PBS) y las placas se devolvieron a la incubadora durante 6 horas. Se afiadié tampén de
lisis (100 pl por pocillo, SDS al 10 %, HCI 0,01 N) se afadi6 y la placa se almacen6 en la incubadora durante la noche.
A continuacion, la placa se ley6 a 590 nm.
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Ensayo de la tubulina

Se llevaron a cabo ensayos turbidimétricos de ensamblaje de microtubulos incubando proteinas de microtibulos en
cubetas a 37 °C en un espectrofotdbmetro controlado termostaticamente midiendo el cambio en la absorbancia a 340
nm en el tiempo. La proteina de los microtibulos se incubd con cada compuesto de ensayo a 0 °C y se inici6 la
polimerizacion mediante la adicion de GTP 1 mM, antes del calentamiento a 37 °C.

Resultados

La actividad de una gama de compuestos se muestra en las Tablas 1 y 2. Los compuestos que presentan una
capacidad de inhibir mas de un 50 % del crecimiento celular a una concentracion de 20 uM se designan como "+"; los
compuestos que no inhiben el 50 % del crecimiento celular a 20 uM se designan como "-"; los compuestos que no se
ensayaron se designan como "NT". Del mismo modo, los compuestos que inhibieron la polimerizacién de la tubulina en
mas de un 50 % a 50 yM se designan como "+"; los compuestos que no inhiben la polimerizacién de la tubulina en un
50 % a 50 uM se designan como "-"; y los compuestos que no se ensayaron se designan como "NT".

Estan indicados los compuestos lejos del alcance de las presentes reivindicaciones™.

Tabla 1
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Tabla 2 - EEEMPLOS DE REFERENCIA

Quimica TeldJak2 | Teldak3 | DU145 | Tubulina
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En la totalidad de esta memoria descriptiva, la palabra "comprenden”, o sus variaciones tales como "comprende" o
"que comprende", se entendera que implican la inclusion de un elemento indicado, nimero entero o etapa, o grupo de
elementos, nimeros enteros o etapas, pero no la exclusiéon de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo
de elementos, nimeros enteros o etapas.
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1. Un compuesto seleccionado entre grupo que consiste en
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o una de sus sales, hidratos, solvatos, formas cristalinas o diasteredmeros farmacéuticamente aceptables.
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2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 de la férmula:

oo

o una de sus sales, hidratos, solvatos, formas cristalinas o diasteredmeros farmacéuticamente aceptables.

3. Una composicion farmacéutica que comprende un portador y al menos un compuesto de acuerdo con las
reivindicaciones 1 0 2.

4. Un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2 0 una composicion farmacéutica de acuerdo con la
reivindicaciéon 3 para su uso en el tratamiento de un trastorno o una patologia relacionados con la hiperproliferacion.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4, donde el trastorno o la patologia relacionados con la
hiperproliferacion se seleccionan entre el grupo que consiste en cancer, enfermedades infecciosas, restenosis
vascular y enfermedades inflamatorias.

6. Un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2 o una composicién de acuerdo con la reivindicacion 3 para
Su uso en el tratamiento de un trastorno o de una patologia relacionados con la proteina quinasa seleccionados entre
el grupo que consiste en atopia, hipersensibilidad mediada por células, enfermedades reumaticas, otras enfermedades
autoinmunes y enfermedades viricas.

7. Un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2 o una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 3 para su uso en el tratamiento de enfermedades y dolencias asociadas con la inflamacion y la infeccién.
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