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DESCRIPCION
Derivados de pirimidina como inhibidores de proteina cinasa

La presente invencion se refiere a derivados de pirimidina sustituidos y para su uso en terapia. Mas especificamente,
pero no exclusivamente, la invencion se refiere a compuestos que pueden inhibir una o mas proteina cinasas,
particularmente cinasas de tipo polo.

Antecedentes de la invencion

La familia de cinasas de tipo polo consiste en enzimas reguladoras clave del ciclo celular con papeles integrales en
el control de la entrada en y la progresion a través de la mitosis. Muchas células tumorales expresan altos niveles de
PLK1 y son sensibles a oligonucleétidos antisentido que seleccionan como diana esta proteina.

La iniciacion de la mitosis requiere la activacion del factor promotor de la fase M (MPF), es decir, el complejo entre
CDK1 y ciclinas de tipo B [Nurse, P. (1990) Nature, 344, 503-508]. Estas Ultimas se acumulan durante las fases S y
G2 del ciclo celular y promueven la fosforilacion inhibidora del complejo MPF por cinasas WEE1, MIK1 y MYT1. Al
final de la fase G2, la desfosforilacién correspondiente por la fosfatasa de especificidad doble CDC25C desencadena
la activacion de MPF [Nigg, E.A. (2001) Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2, 21-32]. En la interfase, la ciclina B se localiza en
el citoplasma y se fosforila durante la profase, seguido por translocacion nuclear. Se cree que la acumulacion
nuclear de MPF activo durante la profase es importante para iniciar los acontecimientos de la fase M [Takizawa,
C.G. y Morgan, D.O. (2000) Curr. Opin. Cell Biol., 12, 658-665]. Sin embargo, el MPF nuclear se mantiene inactivo
por WEE1 a menos que se contrarreste por CDC25C. La propia fosfatasa CDC25C, localizada en el citoplasma
durante la interfase, se acumula en el nucleo en la profase. La entrada al nicleo de tanto ciclina B como CDC25C se
promueve a través de fosforilacion por PLK1 [Roshak, A.K., Capper, E.A., Imburgia, C., Fornwald, J., Scott, G. y
Marshall, L.A. (2000) Cell. Signalling, 12, 405-411]. Por tanto, esta cinasa es un regulador importante de la iniciacion
de la fase M.

En seres humanos, existen tres cinasas de tipo polo (PLK) estrechamente relacionadas [Glover, D.M., Hagan, |.M. y
Tavares, A.A. (1998) Genres Dev., 12, 3777-3787]. Contienen un dominio cinasa catalitico N-terminal altamente
homologo y sus extremos C-terminales contienen dos o tres regiones conservadas, las cajas polo. La funcion de las
cajas polo sigue sin comprenderse completamente, pero se requiere la actividad de PLK1 dependiente de las cajas
polo para la citocinesis y transicién metafase/anafase apropiadas [Seong, Y.-S., Kamijo, K., Lee, J.-S., Fernandez,
E., Kuriyama, R., Miki, T. y Lee, K.S. (2002) J. Biol. Chem., 277, 32282-32293]. De las tres PLK, PLK1 es la mejor
caracterizada; regula varios efectos del ciclo de division celular, incluyendo el inicio de la mitosis, la activacion de los
puntos de control de dafio al ADN, la regulacion del complejo promotor de la anafase, la fosforilacion del proteosoma
y la duplicacién y maduracién de los centrosomas. Originalmente se mostré que PLK2 (también conocida como
SNK) y PLK3 (también conocida como PRK y FNK) de mamifero eran productos génicos tempranos inmediatos. La
actividad de la cinasa PLK3 parece alcanzar un maximo durante la fase G2 y S tardia. También se activa durante la
activacion del punto de control de dafio al ADN y estrés oxidativo grave. PLK3 también desempefia un papel
importante en la regulacion de la dinamica de microtubulos y la funcién de los centrosomas en la célula y la
expresion de PLK3 desregulada da como resultado detencion del ciclo celular y apoptosis [Wang, Q., Xie, S., Chen,
J., Fukusawa, K., Naik, U., Traganos, F., Darzynkiewicz, Z., Jhanwar-Uniyal, M. y Dai, W. (2002) Mol. Cell. Biol., 22,
3450-3459]. PLK2 es el homologo peor entendido de las tres PLK. Tanto PLK2 como PLK3 pueden tener funciones
posmitéticas importantes adicionales [Kauselmann, G., Weiler, M., Wulff, P., Jessberger, S., Konietzko, U., Scafidi,
J., Staubli, U., Bereiter-Hahn, J., Strebhardt, K. y Kuhl, D. (1999) EMBO J., 18, 5528-5539].

El hecho de que las PLK humanas regulen algunos aspectos fundamentales de la mitosis se mostré6 mediante
microinyeccion de anticuerpo anti-PLK1 de células tumorales humanas [Lane, H.A. y Nigg, E.A. (1996) J. Cell. Biol.,
135, 1701-1713). Este tratamiento no tuvo ningun efecto sobre la replicacion del ADN, pero alterd la division celular.
Se detuvieron las células en mitosis y mostraban una distribucién anémala de cromatina condensada y microtubulos
monoastrales nucleados a partir de centrosomas duplicados, pero no separados. Por el contrario, células humanas
no inmortalizadas se detuvieron como células mononucleadas, individuales en G2. Ademas, cuando se bloqued la
funcién de PLK1 a través de suministro mediado por adenovirus de un gen dominante negativo, se observo
apoptosis selectiva de tumor en muchas lineas celulares tumorales, mientras que de nuevo células epiteliales
normales, aunque se detuvieron en mitosis, escaparon de la catastrofe mitética observada en células tumorales
[Cogswell, J.P., Brown, C.E., Bisi, J.E. y Neill, S.D. (2000) Cell Growth Differ., 11, 615-623]. Por tanto, la actividad de
PLK1 es necesaria para la maduracién funcional de centrosomas en G2 tardia/profase temprana y el posterior
establecimiento de un huso bipolar. Ademas, estos resultados sugieren la presencia en células normales de un
punto de control de maduracion de centrosomas que es sensible a la alteracion de PLK1. El agotamiento de PLK1
celular a través de la técnica de ARN de interferencia pequefio (ARNip) también confirmé que esta proteina se
requiere para multiples procesos mitoéticos y para completar la citocinesis [Liu, X. y Erikson, R.L. (2003) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 100, 5789-5794]. Un posible fundamento terapéutico para la inhibicién de PLK también se sugiere
mediante el trabajo con oligonucledtidos antisentido especificos de PLK1, que se mostré que inducian inhibicion del
crecimiento en células cancerosas tanto in vitro como in vivo [Spankuch-Schmitt, B., Wolf, G., Solbach, C., Loibl, S.,
Knecht, R., Stegmuller, M., von Minckwitz, G., Kaufmann, M. y Strebhardt, K (2002) Oncogene, 21, 3162-3171]. Se
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mostré que la expresion constitutiva de PLK1 en células de mamifero conducia a transformaciéon maligna [Smith,
M.R., Wilson, M.L., Hamanaka, R., Chase, D., Kung, H., Longo, D.L. y Ferris, D.K. (1997) Biochem. Biophys. Res.
Commun., 234, 397-405]. Ademas, se observa frecuentemente sobreexpresion de PLK1 en tumores humanos y la
expresion de PLK1 es de valor prondstico para pacientes que padecen diversos tipos de tumores [Takahashi, T.,
Sano, B., Nagata, T., Kato, H., Sugiyama, Y., Kunieda, K., Kimura, M., Okano, Y. y Saji, S. (2003) Cancer Science,
94, 148-152; Tokumitsu, Y., Mori, M., Tanaka, S., Akazawa, K., Nakano, S. y Niho, Y. (1999) Int. J. Oncol., 15, 687-
692; Wolf, G., Elez, R., Doermer, A., Holtrich, U., Ackermann, H., Stutte, H.J., Altmannsberger, H.-M., Ribsamen-
Waigmann, H. y Strebhardt, K. (1997) Oncogene, 14, 543-549].

Aunque se ha apreciado el potencial terapéutico de la inhibicién farmacoldgica de PLK [Kraker, A.J. y Booher, R.N.
(1999) en Annual Reports in Medicinal Chemistry (vol. 34) (Doherty, A.M., ed.), pags. 247-256, Academic Press], se
ha notificado muy poco hasta la fecha con respecto a inhibidores de PLK de molécula pequefia que puedan ser
utiles como farmacos. Uno de los pocos inhibidores de PLK1 bioquimicos caracterizado hasta la fecha es la
escitonemina, un producto natural marino inddlico simétrico [Stevenson, C.S., Capper, E.A., Roshak, A.K., Marquez,
B., Eichman, C., Jackson, J.R, Mattern, M., Gerwick, W.H., Jacobs, R.S. y Marshall, L.A. (2002) J. Pharmacol. Exp.
Ther., 303, 858-866; Stevenson, C.S., Capper, E.A., Roshak, A.K., Marquez, B., Grace, K., Gerwick, W.H., Jacobs,
R.S. y Marshall, L.A. (2002) Inflammation Research, 51, 112-114]. La escitonemina inhibe la fosforilacion de
CDC25C por PLK1 recombinante con un valor de Clso de aproximadamente 2 uM (a una concentracion de ATP de
10 uM). La inhibicion aparentemente es reversible y el mecanismo con respecto a ATP de modo competitivo mixto.
Se observé una potencia similar frente a otras proteinas serina/treonina cinasas y cinasas del ciclo celular de
especificidad doble, incluyendo MYT1, CHK1, CDK1/ciclina B y PKC. La escitonemina mostré efectos
antiproliferativos pronunciados sobre diversas lineas celulares humanas in vitro. Se describen inhibidores de PLK de
molécula pequefia adicionales y su uso en el tratamiento de trastornos proliferativos en la solicitud de patente
internacional WO 2004/067000 a nombre de Cyclacel Limited.

La presente invenciéon busca dilucidar nuevos inhibidores de PLK de molécula pequefa. Mas especificamente, la
invencion busca proporcionar inhibidores de PLK de molécula pequefia que tengan aplicaciones terapéuticas en el
tratamiento de una gama de trastornos proliferativos.

Exposicion de la de invencién

Un primer aspecto de la invencion se refiere a un compuesto que se selecciona entre los siguientes:

Comp. | Estructura nombre
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/"Lﬂ_[,a-*x KJ\ fluoro-fenil)-5-metil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b] [1,4]diazepin-6-ona
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‘[/\ O/ metil-9-fenil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b] [1,4]diazepin-6-ona
*-“'hr"}""m.hr-'
75

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto tal
como se describié anteriormente mezclado con un diluyente, excipiente o portador farmacéuticamente aceptable

Un tercer aspecto de la invencién se refiere al uso de un compuesto tal como se describié anteriormente en la
preparacion de un medicamento para tratar un trastorno proliferativo.

Un cuarto aspecto de la invencién se refiere a un compuesto tal como se describié anteriormente para uso en
medicina.

Un quinto aspecto de la invencién se refiere a una combinacién que comprende un compuesto tal como se describid
anteriormente y uno o mas principios activos adicionales.

Descripcion detallada
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Tal como se menciond anteriormente, un aspecto de la invencion se refiere a un compuesto seleccionado entre los
siguientes:

Comp. | Estructura nombre
':
] = ) Q
ik
S | —5=0 2-(2,2-Dioxo-2,3-dihidro-1H-2lambda*6*-benzo|c]tiofen-5-itamino)9-
! [ o (2-fluoro-fenil)-5-metil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b] [1,4]diazepin-
h'L-\-\. .-"'L‘-\-\ |__/"l\‘/ 6'Ona
73
2-(2,2-Dioxo-2,3-dihidro-1H-2lambda*6*-benzo[c]tiofen-5-ilamino)5-
metil-9-fenil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b] [1,4]diazepin-6-ona
75

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

Ventajosamente, determinados compuestos de la invencidon presentan selectividad mejorada para una o mas
cinasas en comparacién con compuestos relacionados estructuralmente conocidos previamente en la técnica.

En una realizacion preferida, el compuesto de la invencidon presenta selectividad para una o mas cinasas con
respecto a una o mas de otras cinasas.

En otra realizacion preferida, los compuestos de la invencion presentan propiedades farmacocinéticas y/o de
solubilidad superiores en comparacién con compuestos relacionados estructuralmente ya conocidos en la técnica.

USO TERAPEUTICO

Se ha encontrado que los compuestos de la invencidon presentan actividad antiproliferativa y por tanto se cree que
son de uso en el tratamiento de trastornos proliferativos tales como canceres, leucemias y otros trastornos
asociados con proliferacion celular descontrolada tales como psoriasis y restenosis.

Por tanto, un aspecto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para tratar un trastorno proliferativo.

Tal como se usa en el presente documento la expresion “preparacion de un medicamento” incluye el uso de uno o
mas de los compuestos descritos anteriormente de manera directa como medicamento ademas de su uso en un
programa de seleccién para agentes antiproliferativos adicionales o en cualquier fase de la fabricacion de un
medicamento de este tipo.

Tal como se define en el presente documento, un efecto antiproliferativo dentro del alcance de la presente invencién
puede demostrarse mediante la capacidad para inhibir la proliferacion celular en un ensayo de células completas in
vitro, por ejemplo, usando cualquiera de las lineas celulares AGS, H1299 o SJSA-1. Usando tales ensayos puede
determinarse si un compuesto es antiproliferativo en el contexto de la presente invencion.

Una realizacién preferida se refiere a uno o mas compuestos de la invenciéon para su uso en el tratamiento de
trastornos proliferativos. Preferiblemente, el trastorno proliferativo es un cancer o leucemia. El término trastorno
proliferativo se usa en el presente documento en un sentido amplio para incluir cualquier trastorno que requiera el
control del ciclo celular, por ejemplo, trastornos cardiovasculares tales como restenosis y cardiomiopatia, trastornos
autoinmunitarios tales como glomerulonefritis y artritis reumatoide, trastornos dermatoldgicos tales como psoriasis,
trastornos antiinflamatorios, antifungicos, antiparasitarios tales como malaria, enfisema y alopecia. En estos
trastornos, los compuestos de la presente invencién pueden inducir apoptosis o mantener la estasis dentro de las
células deseadas segun se requiera.

En una realizaciéon preferida de la invencion, el trastorno proliferativo es cancer o leucemia, mas preferiblemente
cancer.

En una realizacioén preferida, el trastorno proliferativo es un tumor sélido.

En otra realizacion preferida, el trastorno proliferativo es un cancer hematolégico. Preferiblemente, el cancer
hematoldgico es leucemia, mas preferiblemente, leucemias avanzadas o sindromes mielodisplasicos (MDS). Otros
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ejemplos incluyen leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia linfocitica aguda (LLA) o leucemia linfocitica crénica
(LLC).

En otra realizacion preferida, el trastorno proliferativo es glomerulonefritis.

Aun en ofra realizacion preferida, el trastorno proliferativo es artritis reumatoide.

En otra realizacion preferida, el trastorno proliferativo es psoriasis.

En otra realizacion preferida, el trastorno proliferativo es un trastorno pulmonar obstructivo crénico.

Los compuestos de la invencion pueden inhibir cualquiera de las etapas o estadios en el ciclo celular, por ejemplo,
formacién de la envuelta nuclear, salida de la fase quiescente del ciclo celular (GO), progresion a G1,
descondensacién de cromosomas, rotura de la envuelta nuclear, START, iniciacion de la replicacion del ADN,
progresion de la replicacion del ADN, terminacion de la replicacion del ADN, duplicacién de los centrosomas,
progresion a G2, activacion de funciones mitéticas o meioticas, condensacion de cromosomas, separacion de los
centrosomas, nucleacion de microtubulos, formacion y funcidon del huso, interacciones con proteinas motoras de
microtubulos, separacion y segregacion de cromatidas, inactivacion de funciones mitéticas, formacion del anillo
contractil y funciones de citocinesis. En particular, los compuestos de la invencion pueden influir en determinadas
funciones génicas tales como unién de la cromatina, formacion de complejos de replicacién, permiso de replicacion,
fosforilacion u otra actividad de modificacion secundaria, degradacion proteolitica, unién de microtibulos, union de
actina, unién de septina, actividad de nucleacion del centro de organizacion de microtibulos y unidon a componentes
de rutas de sefalizacion del ciclo celular.

En otra realizacion preferida, el compuesto de la invencién se administra en cantidad suficiente para inhibir al menos
una aurora quinasa. Preferentemente, la aurora quinasa es la aurora quinasa A, la aurora quinasa B o la aurora
quinasa C.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Un aspecto adicional de la invencioén se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la
invencion mezclado con uno o mas diluyentes, excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables. A pesar de
que los compuestos de la presente invencion (incluyen sus sales farmacéuticamente aceptables, y solvatos
farmacéuticamente aceptables) pueden administrarse solos, generalmente se administraran en mezcla con un
portador, excipiente o diluyente farmacéutico, particularmente para terapia en seres humanos. Las composiciones
farmacéuticas pueden ser para su uso humano o animal en medicina humana y veterinaria.

Pueden encontrarse ejemplos de tales excipientes adecuados para las diversas formas diferentes de composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento en “Handbook of Pharmaceutical Excipients”, 22 edicion, (1994),
editado por A Wade y PJ Weller.

En la técnica farmacéutica se conocen bien portadores o diluyentes aceptables para su uso terapéutico, y se
describen, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985).

Los ejemplos de portadores adecuados incluyen lactosa, almidén, glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio,
manitol, sorbitol y similares. Los ejemplos de diluyentes adecuados incluyen etanol, glicerol y agua.

La elecciéon del portador, excipiente o diluyente farmacéutico puede seleccionarse con respecto a la via de
administracion prevista y la practica farmacéutica convencional. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender como, o ademas de, el portador, excipiente o diluyente cualquier aglutinante, lubricante, agente de
suspension, agente de recubrimiento, agente de solubilizacién adecuado.

Los ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina, azdcares naturales tales como glucosa, lactosa
anhidra, lactosa de flujo libre, beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas, tales como goma
arabiga, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa y polietilenglicol.

Los ejemplos de lubricantes adecuados incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio,
benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio y similares.

Pueden proporcionarse conservantes, estabilizadores, tintes e incluso agentes aromatizantes en la composicion
farmacéutica. Los ejemplos de conservantes incluyen benzoato de sodio, acido soérbico y ésteres de acido p-
hidroxibenzoico. También pueden usarse antioxidantes y agentes de suspension.

SALES

Los compuestos de la invencidon pueden estar presentes como sales, en particular sales farmacéuticamente
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aceptables.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencién incluyen sales de adicion de acido o
base adecuadas de los mismos. Puede encontrarse una revision de sales farmacéuticas adecuadas en Berge et al, J
Pharm Sci, 66, 1-19 (1977). Se forman sales, por ejemplo con &acidos inorganicos fuertes tales como acidos
minerales, por ejemplo acido sulfurico, acido fosférico o hidracidos halogenados; con acidos carboxilicos organicos
fuertes, tales como acidos alcanocarboxilicos de 1 a 4 atomos de carbono que no estan sustituidos o estan
sustituidos (por ejemplo, con halégeno), tales como acido acético; con acidos dicarboxilicos saturados o insaturados,
por ejemplo oxalico, malénico, succinico, maleico, fumarico, ftalico o tetraftalico; con acidos hidroxicarboxilicos, por
ejemplo acido ascorbico, glicdlico, lactico, malico, tartarico o citrico; con aminoacidos, por ejemplo acido aspartico o
glutamico; con acido benzoico; o con acidos sulfénicos organicos, tales como acidos alquil(C+-C.) o arilsulfénicos
que no estan sustituidos o estan sustituidos (por ejemplo, con un halégeno) tales como acido metano o p-
toluenosulfénico. Preferiblemente, la sal es una sal de HCI.

ENANTIOMEROS/TAUTOMEROS

En todos los aspectos de la presente invencion tratados anteriormente, la invencion incluye, cuando sea apropiado
todos los enantiomeros y tautdmeros de los compuestos de la invencion. El experto en la técnica reconocera
compuestos que presentan propiedades opticas (uno o mas atomos de carbono quirales) o caracteristicas
tautoméricas. Los enantidmeros y/o tautdmeros correspondientes pueden aislarse/prepararse mediante métodos
conocidos en la técnica.

ESTEREOISOMEROS E ISOMEROS GEOMETRICOS

Algunos de los compuestos de la invenciéon pueden existir como estereoisdmeros y/o isdmeros geométricos, por
ejemplo, pueden presentar uno o mas centros asimétricos y/o geométricos y de ese modo pueden existir en dos o
mas formas estereoisoméricas y/o geométricas. La presente invencién contempla el uso de todos los
estereoisbmeros e isdmeros geométricos individuales de esos agentes inhibidores, y mezclas de los mismos. Los
términos usados en las reivindicaciones abarcan estas formas, siempre que dichas formas conserven la actividad
funcional apropiada (aunque no necesariamente en el mismo grado).

La presente invencion también incluye todas las variaciones isotopicas adecuadas del agente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. Una variacion isotépica de un agente de la presente invencién o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se define como una en la que al menos un atomo se reemplaza por un
atomo que tiene el mismo numero atémico pero una masa atémica diferente de la masa atémica encontrada
habitualmente en la naturaleza. Los ejemplos de is6topos que pueden incorporarse en el agente y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo incluyen isotopos de hidr’geno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fosforo,
azufre, flior y cloro tales como 2H, 3H, 13’C, 14C, 15N, 170, 180, 1P, 32P, 353, B y SGCI, respectivamente.
Determinadas variaciones isotdpicas del agente y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, por ejemplo, en
las que se incorpora un isétopo radiactivo tal como ®H o0 ™, son utiles en estudios de distribucion tisular de farmaco
y/o sustrato. Se prefieren particularmente is6topos tritiados, es decir, 3H, y de carbono-14, es decir, 14C, por su
facilidad de preparacion y detectabilidad. Ademas, la sustitucion con is6topos tales como deuterio, es decir, 2H,
puede proporcionar determinadas ventajas terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabdlica, por
ejemplo, aumento de la semivida in vivo o reduccion de los requisitos de dosificacion y por tanto pueden preferirse
en algunas circunstancias. Pueden prepararse generalmente variaciones isotopicas del agente de la presente
invencion y sales farmacéuticamente aceptables del mismo de esta invencion mediante procedimientos
convencionales usando variaciones isotdpicas apropiadas de reactivos adecuados.

SOLVATOS

La presente invencion también incluye formas de solvato de los compuestos de la presente invencion. Los términos
usados en las reivindicaciones abarcan estas formas.

POLIMORFOS

La invencién se refiere ademas a los compuestos de la presente invencion en sus diversas formas cristalinas,
formas polimoérficas y formas anhidras. Esta bien establecido dentro de la industria farmacéutica que pueden aislarse
compuestos quimicos en cualquiera de tales formas variando ligeramente el método de purificacion y o aislamiento
de los disolventes usados en la preparacion de sintesis de tales compuestos.

PROFARMACOS
La memoria descriptiva describe los compuestos de la presente invencién en forma de profarmaco. Dichos
profarmacos suelen ser compuestos de la invencién en los que uno o mas grupos adecuados se han modificado de

forma que la modificacion se pueda revertir tras su administraciéon a un sujeto humano o mamifero. Dicha reversion
se suele llevar a cabo mediante una enzima presente de forma natural en dicho sujeto, aunque es posible
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administrar un segundo agente junto con dicho profarmaco para realizar la reversion in vivo. Los ejemplos de dichas
modificaciones incluyen éster, por ejemplo (cualquiera de los descritos anteriormente) en el que la reversion se
puede llevar a cabo mediante una esterasa. El experto en la materia conocera bien otros sistemas de ese tipo.

ADMINISTRACION

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden adaptarse para las vias de administracion oral,
rectal, vaginal, parenteral, intramuscular, intraperitoneal, intraarterial, intratecal, intrabronquial, subcutanea,
intradérmica, intravenosa, nasal, bucal o sublingual.

Para la administracion oral, se hace un uso particular de comprimidos preparados mediante compresion, pildoras,
comprimidos, capsulas de gelatina, gotas y capsulas. Preferiblemente, estas composiciones contienen desde 1
hasta 250 mg y mas preferiblemente desde 10-100 mg, de principio activo por dosis.

Otras formas de administracion comprenden disoluciones o emulsiones que pueden inyectarse por via intravenosa,
pro via intraarterial, por via intratecal, por via subcutanea, por via intradérmica, por via intraperitoneal o por via
intramuscular, y que se preparan a partir de disoluciones estériles o esterilizables. Las composiciones farmacéuticas
de la presente invencion también pueden estar en forma de supositorios, Ovulos vaginales, suspensiones,
emulsiones, lociones, pomadas, cremas, geles, pulverizaciones, disoluciones o polvos para uso externo.

Un medio alternativo de administracion transdérmica es mediante el uso de un parche cutaneo. Por ejemplo, el
principio activo puede incorporarse en una crema que consiste en una emulsion acuosa de polietilenglicoles o
parafina liquida. El principio activo también puede incorporarse, a una concentracion de entre el 1y el 10 % en peso,
en una pomada que consiste en una base de cera blanca o parafina blanda blanca junto con tales estabilizadores y
conservantes segun puedan requerirse.

Las formas inyectables pueden contener entre 10 - 1000 mg, preferiblemente entre 10 - 250 mg, de principio activo
por dosis.

Las composiciones pueden formularse en forma farmacéutica unitaria, es decir, en forma de porciones diferenciadas
que contienen una dosis unitaria, o un multiplo o subunidad de una dosis unitaria.

DOSIFICACION

Un experto habitual en la técnica puede determinar facilmente una dosis apropiada de una de las presentes
composiciones para administrar a un sujeto sin experimentacion excesiva. Normalmente, un médico determinara la
dosificacion real que sera la mas adecuada para un paciente individual y dependera de una variedad de factores
incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la duracién de la accion de
ese compuesto, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el modo y el momento de
administracion, la tasa de excrecion, la combinacion de farmacos, la gravedad del estado particular y el individuo
que se somete a terapia. Las dosificaciones dadas a conocer en el presente documento son a modo de ejemplo del
caso promedio. Por supuesto puede haber casos individuales en los que sean necesarios intervalos de dosificacion
superiores o inferiores, y éstos estan dentro del alcance de esta invencion.

Dependiendo de la necesidad, el agente puede administrarse a una dosis de desde 0,01 hasta 30 mg/kg de peso
corporal, tal como desde 0,1 hasta 10 mg/kg, mas preferiblemente desde 0,1 hasta 1 mg/kg de peso corporal.

En una realizacion a modo de ejemplo, se administraran una o mas dosis de 10 a 150 mg/dia al paciente para el
tratamiento de tumores malignos.

COMBINACIONES

En una realizacion particularmente preferida, el uno o mas compuestos de la invencién se administran en
combinaciéon con uno o mas de otros agentes activos, por ejemplo, farmacos anticancerigenos existentes
disponibles en el mercado. En tales casos, los compuestos de la invenciéon pueden administrarse consecutiva,
simultanea o secuencialmente con el uno o mas de otros agentes activos.

Los farmacos anticancerigenos en general son mas eficaces cuando se usan en combinacion. En particular, es
deseable una terapia de combinaciéon con el fin de evitar un solapamiento de las toxicidades principales, el
mecanismo de accion y el(los) mecanismo(s) de resistencia. Ademas, también es deseable administrar la mayoria
de los farmacos a sus dosis toleradas maximas con intervalos de tiempo minimos entre tales dosis. Las principales
ventajas de la combinacion de farmacos quimioterapéuticos es que pueden promover posibles efectos sinérgicos o
aditivos a través de interacciones bioquimicas y también pueden disminuir la apariciéon de resistencia en células
tumorales tempranas que de lo contrario podrian ser sensibles a la quimioterapia inicial con un Unico agente. Un
ejemplo del uso de interacciones bioquimicas en la seleccion de combinaciones de farmacos se demuestra mediante
la administracion de leucovorina para aumentar la unién de un metabolito intracelular activo de 5-fluorouracilo a su
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diana, timidilato sintasa, aumentado asi sus efectos citotéxicos.

Se usan numerosas combinaciones en los tratamientos actuales de cancer y leucemia. Puede encontrarse una
revision mas extensa de las practicas médicas en “Oncologic Therapies” editado por E.E. Vokes y H. M. Golomb,
publicado por Springer.

Pueden sugerirse combinaciones beneficiosas estudiando la actividad inhibidora del crecimiento de los compuestos
de prueba con agentes que se sabe o se sospecha que son valiosos en el tratamiento de un cancer particular
inicialmente o lineas celulares derivadas de ese cancer. Este procedimiento también puede usarse para determinar
el orden de administracion de los agentes, es decir, antes, simultdneamente o tras la administracion. Tal
programacion puede ser una caracteristica de todos los agentes que actdan en el ciclo identificados en el presente
documento.

PROCESO

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar mediante un procedimiento que comprende las etapas
de:

(i) convertir un compuesto de formula (Il) en un compuesto de férmula (IV) o bien directamente o bien

mediante aislamiento de un compuesto de formula (Ill); y
(i) convertir dicho compuesto de férmula (V) en un compuesto de férmula (1)
o]

o]
\O)K/\N,R 2 \O/U\/\N,R?‘ o:(\N'RZ
OZNTgN - “z”f*N o ﬁﬁi
N/)\Cl l N/J\CI N cl
(m | (I )
Preferiblemente, la etapa (i) comprende calentar dicho compuesto de férmula (1) con NH4Cl y Fe en EtOH/H20.
La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
Los ejemplos marcados con un asterisco (*) se incluyen solamente como referencia.
Ejemplos

Procedimiento experimental general

Se adquirieron productos quimicos y disolventes de fuentes comerciales y se usaron tal como se recibieron a menos
que se indique lo contrario. Se us6 MgSO. anhidro como agente de secado convencional para disoluciones
organicas a menos que se indique lo contrario. Se registraron los espectros de RMN usando un instrumento Varian
INOVA-500. Se notifican los desplazamientos quimicos en partes por millén en relacion con un patrén de
tetrametilsilano interno. Las constantes de acoplamiento (J) se citan hasta el 0,1 Hz mas préximo. Se usan las
siguientes abreviaturas: s, singlete; d, doblete; t, triplete; ¢, cuartete; q, quintuplete; m, multiplete y a, ancho. Los
espectros de masas se obtuvieron usando un espectrémetro de masas de cuadrupolo individual ZQ2000 de Waters
con ionizacion por electropulverizacion (ESI). Se realizé RP-HPLC analitica y preparativa usando cualquiera de las
columnas Vydac 218TP54 (250 x 4,6 mm) y Vydac 218TP1022 (250 x 22 mm) usando una eluciéon en gradiente
lineal de sistemas de agua/acetonitrilo (que contienen el 0,1 % de acido trifluoroacético) a velocidades de flujo de
1 ml/min. (analitica) y 9 ml/min. (preparativa). Los gradientes analiticos usados fueron los siguientes:

Método % de acetonitrilo % de acetonitrilo % de acetonitrilo
Tiempo = 0 min. Tiempo = 20 min. Tiempo = 25 min.
Vydac 1 0 60 100
Vydac 2 10 70 100
Vydac 3 20 80 100

Alternativamente, columnas Xbridge (100 x 4,6 mm) y Xbridge (100 x 19 mm) usando un gradiente lineal de sistemas
de agua/acetonitrilo (que contienen el 0,1 % de hidréxido de amonio) a velocidades de flujo de 1 ml/min. (analitica) y
20 ml/min. (preparativa).

Los gradientes analiticos usados fueron los siguientes:
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Método % de acetonitrilo % de acetonitrilo % de acetonitrilo % de acetonitrilo
Tiempo = 0 min. Tiempo = 5 min. Tiempo = 10 min. | Tiempo = 12 min.
XBridge1 0 50 100
XBridge2 10 100
XBridge3 20 70 100

Se usaron gel de silice (EM Kieselgel 60, 0,040-0,063 mm, Merck) o columnas pre-rellenadas ISOLUTE (Biotage)
para cromatografia ultrarrapida.

Abreviaturas:

DIPEA diisopropiletilamina
DCM diclorometano

DMF dimetilformamida
DMSO dimetilsulfoxido
EtOAc acetato de etilo
EtOH etanol

HCI acido clorhidrico
K2COj3 carbonato de potasio
Mel yoduro de metilo

MeOH metanol

MgSO;, sulfato de magnesio
NaH hidruro de sodio

NaCl cloruro de sodio
NH4CI cloruro de amonio
MR mezcla de reaccion

ta temperatura ambiente
TBTU tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio
TFA acido trifluoroacético
TFE 2,2,2-trifluoroetanol
THF tetrahidrofurano

* EJEMPLO 1

Compuesto [2]: 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-(1-metil-
piperidin-4-il)-benzamida

0 1 Q Q 2 9 /O 3
HOJK/\NHz 3 \OJ]\/\NH + > \OJK/\}':" >

2 OHC

o]
\OJ\/\ND 4 O:(_-\N’O 5 0::(——\N/© 6
Y o T
N*j\m N/J\CI

——————
OZN \(& N —
o

Cl

Ot(—_\N’O , o:(_\n o O/
Gt = Eor
Néj\m N’J\u

1. Cloruro de tionilo (2,1 eq.), MeOH, 0 °C para adicion, 2 h de reflujo; 2. ciclopentanona (0,77 eq.), acetato de sodio
(0,77 eq.), triacetoxiborohidruro de sodio (1,11 eq.), DCM, 16 h a ta; 3. 2,4-dicloro-5-nitropirimidina (1,1 eq.), K2CO3
(1 eq.), acetona, 16 h a 0 °C - ta; 4. NH4ClI (8,5 eq.), Fe (8 eq.), EtOH/H-0 (4:1), 2,5 h a reflujo; - no aislado 5. Mel
(1,18 eq.), NaH (1,07 eq.), DMF, -10 °C - ta, 3 h; 6. acido 4-amino-3-metoxibenzoico (1,5 eq.), HCI conc., H,O/EtOH
(4:1), 48 h a reflujo; 7. DIPEA (2 eq.), TBTU (1,1 eq.), 4-aminometilpiperidina (1,2 eq.), DCM, 16 h a ta.

Etapa 1: 3-aminopropanoato de metilo

Se afiadié p-alanina (9,37 g, 0,105 mol) a MeOH (50 ml) y se enfrié la mezcla hasta 0 °C usando un bafio de hielo
antes de la adicion gota a gota de cloruro de tionilo [precaucion: adicion exotérmica). Una vez se completé la adicion,
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se calentd la reaccion hasta ta, entonces se sometio a reflujo durante 2 h. A continuacién se evaporo el disolvente a
presién reducida y se trato el aceite resultante con éster t-butiimetilico y se separaron por filtracion los cristales
resultantes y se secaron adicionalmente a vacio para dar un sélido cristalino de color blanco (11 g, cuant.); 'H
(DMSO-ds): & 2,73 (dd, J= 7 Hz, 2H, CH>), 2,98 (dd, J= 7 Hz, 2H, CH,), 3,61 (s, 3H, CHs), 8,28 (sa, 2H, NH>); EM
positivo: 104,1.

Etapa 2: 3-(ciclopentilamino)propanoato de metilo

Se solubilizé 3-aminopropanoato de metilo (9,37 g, 0,09 mol) en DCM (200 ml) y se afiadieron ciclopentanona
(6,43 ml, 0,07 mol), acetato de sodio (5,96 g, 0,07 mol) y triacetoxiborohidruro de sodio (22 g, 0,10 mol). Se agit6 la
reaccion a ta durante 16 h. Entonces se afiadieron bicarbonato de sodio al 20 % (100 ml) e hidréxido de sodio 2 M
(50 ml) y se extrajo el producto usando DCM/H;0. Se combinaron los extractos organicos, se lavaron con NaCl sat.,
se secaron usando MgSOy, se filtraron y se evaporo el filtrado a presién reducida y se seco adicionalmente a vacio
para dar el producto como un aceite de color amarillo palido (8,90 g, 55 %); EM positivo: 172,4.

Etapa 3: 3-[ciclopentil(2-cloro-5-nitropirimidin-4-il)amino]propanoato de metilo

Se afiadieron 3-(ciclopentilamino)propanoato de metilo (838 mg, 0,005 mol) y K-CO3 (676 mg, 0,005 mol) a acetona
(5 ml) y se enfrié la mezcla resultante hasta 0 °C usando un bafio de hielo antes de la adiciéon de 2,4-dicloro-5-
nitropirimidina (1,044 g, 1,1 eq.). Entonces se calentd la mezcla de reaccion (MR) hasta ta y se continué agitando
durante 16 h adicionales antes de la adicién de 0,12 eq. adicionales de la pirimidina. Entonces se continu6 agitando
durante 3 h adicionales. Entonces se evapor6 la MR a presion reducida y se extrajo el producto usando EtOAc/H20.
Se combinaron los extractos organicos, se lavaron con NaCl sat., se secaron usando MgSQ., se filtraron y se
evaporo6 el filtrado a presion reducida y se secé adicionalmente a vacio para dar el producto como un residuo
aceitoso de color marrén (1,04 g, 65 %); Rt = 16 min. (Vydac 1); ME positivo: 329,1.

Etapa 4: 2-cloro-9-ciclopentil-5,7,8,9-tetrahidro-6H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

Se afiadieron 3-[ciclopentil(2-cloro-5-nitropirimidin-4-il)amino]propanoato de metilo (1,00 g, 0,003 mol) y NH4CI
(1,38 g, 0,025 mol, 8,5 eq.) a EtOH/H,O (4:1 ml, 10 ml) y se calent6 la mezcla hasta reflujo antes de la adicion en
porciones de polvo de hierro (1,36 g, 0,024 mol, 8 eq.). Entonces se sometid la MR a reflujo durante 2 h adicionales.
Se monitorizo6 el avance de la reaccion mediante HPLC y cuando no quedaba MP se filtr6 la MR en caliente a través
de Celite. Se lavo el Celite con EtOAc (10 ml) y EtOH (10 ml) [ambos calientes] y se evaporé el filtrado a presion
reducida y se seco adicionalmente a vacio para dar el producto como un sélido de color marrén (350 mg, 43 %); Rt =
12 min. (Vydac 1); EM positivo: 267,2.

Etapa 5: 2-cloro-9-ciclopentil-5-metil-5,7,8,9-tetrahidro-6H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

Se afadieron 2-cloro-9-ciclopentil-5,7,8,9-tetrahidro-6H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona (318 mg, 0,0012 mol) y
Mel (88 ul, 0,0014 mol, 1,18 eq.) a DMF (5 ml) y se enfri6 la disolucion hasta -10 °C usando acetona/nieve carbénica
antes de la adicion de NaH (30 mg, 0,0013 mol, 1,07 eq.). Entonces se agité la MR a 0 °C durante 30 min. y a ta
durante 30 min. Se concentré la MR y se extrajo el producto usando EtOAc/H,O. Se combinaron los extractos
organicos, se lavaron con NaCl sat., se secaron usando MgSO,, se filtraron y se evaporé el filtrado a presion
reducida y se seco adicionalmente a vacio para dar el producto como un residuo aceitoso de color purpura (252 mg,
75 %); Rt = 13 min. (Vydac 1); EM positivo: 281,2.

Etapa 6: (compuesto [1]) acido 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-
ilamino)-benzoico.

Método de acoplamiento A

Se afiadieron 2-cloro-9-ciclopentil-5-metil-5,7,8,9-tetrahidro-6H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona (248 mg, 0,0009
mol) y acido 4-amino-3-metoxibenzoico (221 mg, 0,0013 mol, 1,5 eq.), HCI conc. (152 pl) y H,O/EtOH (8:2 ml) a un
matraz de fondo redondo y se calenté la MR resultante hasta reflujo durante 4h. Se monitorizé el avance de la
reaccion mediante HPLC y cuando no quedaba material de partida (tiempo de reaccion de 4 h), se concentré la MR
a presion reducida y se extrajo el producto usando DCM/H20. Se combinaron los extractos organicos, se lavaron con
NaCl sat., se secaron usando MgSOs, se filtraron y se evapord el filtrado a presion reducida y se seco
adicionalmente a vacio para dar un residuo aceitoso de color marron. Se afiadieron algunas gotas de MeOH al
residuo y se recogio el ppt sélido formado mediante filtracion por succion, se lavé con MeOH y se seco
adicionalmente a vacio para dar el producto como un soélido de color purpura (51 mg, 14 %); Rt = 11,2 min. (0_60_20
min., pureza del 100 %); "H-RMN (DMSO-dg): 6 1,61 (sa, 4H, ciclopent-H), 1,72 (sa, 2H, ciclopent-H), 1,94 (sa, 2H,
ciclopent-H), 2,59 (dd, J= 4,5 Hz, 2H, CH>), 3,18 (s, 3H, CHs), 3,63 (dd, J = 4,5 Hz, 2H, CH>), 3,95 (s, 3H, CH3), 7,51
(s, 1H), 7,56 (d, J = 8 Hz, 1H, phe-H), 7,82 (s, 1H, 8,10 (s, 1H, 8,47 (d, J = 8,5 Hz, 1H, phe-H), 12,64 (sa, 1H, NH);
EM positivo: 412,2.

Etapa 7: (compuesto [2]): 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-
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N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida

Se afadieron acido 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-
benzoico (35 mg, 0,085 mmol), DIPEA (28 pl, 0,17 mmol, 2 eq.) y TBTU (30 mg, 0,093 mmol, 1,1 eq.) a 3 ml de DCM
y se agitd la disolucion resultante a ta durante 30 min. antes de la adicion de 4-aminometilpiperidina (13 pl, 0,10
mmol, 1,2 eq.). Entonces se agité la MR a ta durante 16h. Se concentré la MR y se extrajo el producto usando
DCM/H20. Se combinaron los extractos organicos, se lavaron con NaCl sat., se secaron usando MgSQa, se filtraron
y se evaporo el filtrado a presion reducida y se secé adicionalmente a vacio para dar un residuo aceitoso de color
amarillo (21 mg, 49 %); Rt = 9,86 min. (0_60_20 min., pureza del 100 %); "H-RMN (CDsOD): 6 1,69 - 1,75 (m, 6H),
1,82 (sa, 2H), 1,96 - 1,99 (m, 2H), 2,03 - 2,05 (sa, 2H), 2,18 - 2,23 (m, 2H), 2,34 (s, 3H, CHz), 2,68 (dd, J= 4,5 Hz,
2H, CHy), 2,95 - 2,97 (m, 2H), 3,28 (s, 3H, CH3), 3,73 (dd, J = 4,5 Hz, 2H, CH>), 3,89 - 3,94 (m, 1H, CH), 4,01 (s, 3H,
CHs3), 4,91 - 4,96 (m, 1H, CH), 7,49 - 7,51 (m, 2H), 8,02 (sa, 1H), 8,50 (d, J = 8,5 Hz, 1H, phe-H); EM positivo: 508,2.

Productos intermedios de aminoéster

Se prepararon los siguientes productos intermedios mediante el método descrito en el ejemplo 1, etapa 2:

Ester metilico del 4cido 3-ciclopentilamino-butirico

OY\[,NH
0
EM positivo: 186,3
Ester metilico del acido 3-ciclohexilamino-butirico
s~ M
0
EM positivo: 200,3

Ester metilico del 4cido 3-ciclopentilamino-2-metil-propiénico

"H-RMN (CDCls): 1,18 (3H, d, J 7 Hz, CHa), 1,33 (2H, m, CH,), 1,53 (2H, m, CHy), 1,67 (2H, m, CHy), 1,82
(2H, m, CHy), 2,63 (2H, m, CHy), 2,87 (1H, m, CH), 3,06 (1H, m, CH), 3,69 (3H, s, OCHs)

Ester metilico del acido 3-ciclohexilamino-propiénico

S M
™0
o}
EM positivo: 186,4.

Ester metilico del 4cido 3-ciclopentilamino-4-metil-pentanoico

LG

0

"H-RMN (CDCls): 1,18 (3H, d, J 7 Hz, CHa), 1,33 (2H, m, CH,), 1,53 (2H, m, CHy), 1,67 (2H, m, CHy), 1,82
(2H, m, CHy), 2,63 (2H, m, CHy), 2,87 (1H, m, CH), 3,06 (1H, m, CH), 3,69 (3H, s, OCHs)

Ester metilico del cido 3-(1-etil-propilamino)-propiénico
e
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"H-RMN (CDCls): 0,89 (6H, t, J 8 Hz, CHs), 1,44 (4H, m, CH,CHs), 1,77 (1H, sa, NH), 2,39 (1H, m, CH), 2,53
(2H, m, CHy), 2,89 (2H, m, CH,), 3,69 (3H, s, OCHs)

Ester metilico del cido 3-(tetrahidro-piran-4-ilamino)-propiénico

R 3
H
'"H-RMN (CDCls): 1,41 (2H, m, CHy), 1,86 (2H, m, CHy), 2,54 (2H, m, CH,), 2,71 (1H, m, CH), 2,95 (2H, m,
CHy), 3,44 (2H, t, J 11,5 Hz), CH,), 3,71 (3H, s, OCHa), 3,99 (2H, d, J 11 Hz, CHy)

Ester metilico del 4cido 1-ciclopentilaminometil-ciclopropanocarboxilico

‘OJ?ZCHD

"H-RMN (CDCls): 0,84 (3H, t, J 7 Hz, CHa), 1,25 (4H, m, CH,), 1,37 (2H, m, CH), 1,54 (2H, m, CH), 1,70 (2H,
m, CH), 1,83 (2H, m, CH), 2,71 (2H, s, CH,), 3,10 (1H, m, CH), 4,16 (2H, q, J 7 Hz, CH,CHs)

Ester etilico del cido 3-ciclopentilamino-2, 2-dimetil-propiénico

i D
/\O)S<\N
/ H

"H-RMN (CDCls): 1,19 (6H, s, CHs), 1,25 (3H, t, J 7 Hz, CHs), 1,28 (2H, m, CH), 1,49 (2H, m, CH), 1,65 (2H,
m, CH), 2,64 (1H, s, CH,), 3,01 (1H, m, CH), 4,10 (2H, q, J 7,5 Hz, CHy)

Meétodo alternativo, etapa 2a: 3-aminopropanoato de metilo
o} (o}
/\OJJ\/ + HIN/O > /\O)k/\m/o

Se afadié gota a gota acrilato de metilo (4,50 ml, 4,302 g, 49,97 mmol, 0,99 eq.) a una disolucién de
ciclopentilamina (5,00 ml, 4,315 g, 50,68 mmol) en metanol (120 ml) a -60 °C (nieve carbonica, acetona). Se
permitid que la mezcla de reaccion se calentase hasta temperatura ambiente y se agité durante la noche. Se
eliminé el disolvente (presidon reducida, vacio) para proporcionar el producto como un aceite (8,236 g,
rendimiento en bruto del 96 %). La RMN proténica indicé que el producto contenia ~25 % de un subproducto
dialquilado.

Los siguientes compuestos se prepararon mediante un método similar.

"H-RMN (CDCls): 1,29 (3H, t, J 7,5 Hz, CHa), 2,64 (2H, t, J 6,5 Hz, CHy), 3,48 (2H, t, J 6,5 Hz, CHy), 4,18 (2H,
q, J 7 Hz, CH,), 6,65 - 6,74 (5H, m, Ar-H)

Productos intermedios de nitropirimidina

También se prepararon los siguientes productos intermedios mediante el método descrito en el ejemplo 1,
etapa 3:

Ester metilico del cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-butirico
o
ﬁ 8
N
ON_Z~N
|
\N/kCl

12
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Rt = 18,0 min. (0_60_20 min.); EM positivo: 343,20.
Ester metilico del cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclohexil-amino]-butirico
0/
o)\[
O
0Ny
Sy~

N7 Q)
EM positivo: 357,2.

Ester metilico del cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-2-metil-propiénico

o/
ade
N
OZN%\N
j
\N)\C!

"H-RMN (CDCl): 1,22 (3H, d, J 12 Hz, CHa), 1,57 (2H, m, CH,), 1,76 (2H, m, CH,), 1,93 (2H, m, CH,), 1,98
(2H, m, CHy), 3,18 (1H, s, CH), 3,61 (3H, m, CH + CHy), 3,68 (3H, s, OCHs), 8,74 (1H, s, Pyr-H)

Ester metilico del cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclohexil-amino]-propiénico

3
O

Rt = 17,6 min. (Vydac 1); EM positivo: 343,1.
Ester metilico del cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-4-metil-pentanoico

o]
QL

N

ozN\f\N

i
S "\CI

N

"H-RMN (CDCls): 0,94 (6H, t, J 7 Hz), 1,45 -1,82 (7H, m, 3 x CH, + CH), 2,17 (1H, m, CH), 2,69 (2H, m, 2 x
CH), 3,35 (2H, m, H2), 2,58 (1H, m, CH), 3,73 (3H, s, OCHs), 8,64 (1H, s, Pyr-H)

Ester metilico del cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-(1-etil-propil)-amino]-propiénico
L
o
A
g5
!
\N/LCI

EM (positivo) 331,1, 333,1

Ester metilico del cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-(tetrahidro-piran-4-il)-aminoj-propiénico
L
o o
A

ozn\f\/{t

N™ Ci

EM (positivo) 345,1, 347,0; tr = 12,62 min. (Vydac 1).
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Ester etilico del &cido 3-[bencil-(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-amino]-propiénico

(o]
/\OJK/\N/\©
oznf\r,

SNl

"H-RMN (CDCls): 1,26 (3H, t, J 7 Hz, CHs), 2,73 (2H, t, J 7 Hz, CH,), 3,85 (2H, m, CHy), 4,16 (2H, q, J 7 Hz,
CHy), 4,71 (2H, s, CHy), 7,20 (2H, m, Ar-H), 7,37 (3H, m, Ar-H), 8,69 (1H, s, Pyr-H).

Ester etilico del &cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-fenil-amino]-propiénico

2
o JK/\N
oszLN
|
\NJ\CI

"H-RMN (CDCls): 1,22 (3H, t, J 7,5 Hz, CHs), 2,73 (2H, t, J 7 Hz, CHy), 4,09 (2H, q, J 7 Hz, CHy), 4,43 (2H, t, J
7 Hz, CHy), 7,14-7,48 (5H, m, Ar-H), 8,57 (1H, s, Pyr-H).

Ester etilico del &cido 1-{[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-metil}ciclopropanocarboxilico

0
o~
o)‘\eq O
ozm\f‘\[\l
\N)\CI

EM (positivo) 381,1, 383,3; tr = 4,80 min. (XBridge 1).

Ester etilico del &cido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-aminoj-2, 2-dimetil-propiénico

ooy O
oN Ay

i
\N’l*cn
EM (positivo) 371,1, 373,1; tR=4,67 min. (XBridge 1).

Esteres de aminopirimidina que conducen a cloropirimidin-diazepinas

Se aislaron los siguientes compuestos a partir de la reaccion de reduccion mostrada en el ejemplo 1, etapa 4 como
productos intermedios no ciclados.

Ester etilico del &cido 3-[(5-amino-2-cloro-pirimidin-4-il)-bencil-amino]-propiénico

"H-RMN (CDCls): 1,26 (3H, t, J 7,5 Hz, CH3), 2,73 (2H, t, J 7 Hz, CHy), 3,86 (2H, t, J 7 Hz, CHy), 4,14 (2H, q, J
7 Hz, CHy), 4,86 (2H, s, CHy), 7,26 - 7,39 (5H, m, Ar-H), 7,94 (1H, s, Pyr-H)

Ester etilico del &cido 3-[(5-amino-2-cloro-pirimidin-4-il)-fenil-amino]-propiénico

(o)
~N )
N
e
]
\NJ\CI
EM (positivo) 321,2, 323,2; tR= 3,54 min. (XBridge 1).
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Ester etilico del &cido 1-{[(5-amino-2-cloro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-metil}-ciclopropanocarboxilico

(o]
~ R0
N
HZN\('\[N
\N)\CI

EM (positivo) 339,2, 341,2; tr = 4,15 min. (XBridge 1).

Ester etilico del &cido 3-[(5-amino-2-cloro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-2, 2-dimetil-propiénico

,AOJ;CND
S )\

EM (positivo) 341,2, 343,2; tr = 4,25 min. (XBridge 1).
Entonces se ciclaron los compuestos anteriores usando el siguiente método.
Se calento el compuesto relevante (5 mmol) en DMF (10 ml) hasta 140 °C durante 2 horas. Se evaporo el disolvente
a vacio, se anadio acetato de etilo (10 ml), y se filtr6 el sélido resultante y se secé a vacio para dar los compuestos
enumerados a continuacion.

Nota: Esta reaccién también puede llevarse a cabo con DMSO/NaH

9-Bencil-2-cloro-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

gas

N—<Z>N

“fi

"H-RMN (DMSO): 2,72 (2H, m, CHy), 3,67 (2H, m, CHy), 4,86 (2H, s, CHy), 7,26-7,37 (5H, m, Ar-H), 7,88 (1H,
s, Pyr-H), 9,77 (1H, s, NH)

2-Cloro-9-fenil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

O
/k

EM (positivo) 275,2, 277,2; tr = 2,80 min. (XBridge 1).

2-Cloro-9-ciclopentil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-7, 1-ciclopropan]-6-ona

3«0

EM (positivo) 293,2, 295,2; tr = 3,48 min. (XBridge 1).

2-Cloro-9-ciclopentil-7, 7-dimetil-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4, 5-b][1,4]diazepin-6-ona

D
2 ¢

N” C

EM (positivo) 295,1, 297,2; tr = 3,58 min. (XBridge 1).
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Diazepinonas alquiladas

También se prepararon los siguientes productos intermedios mediante el método descrito en el ejemplo 1,
etapa 5:

2-Cloro-9-ciclopentil-5,8-dimetil-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4, 5-b][1,4]diazepin-6-ona

OQ(KN’O
NT,L
@)
\N)\m
Rt = 14,6 min. (Vydac 1); EM positivo: 295,2.

2-Cloro-9-ciclopentil-5, 7-dimetil-5, 7, 8, 9-tetrahidro-pirimido[4, 5-b][1,4]diazepin-6-ona
OQ’\ N ’O
ne
‘N)\Cs

EM (positivo) 295,1, 297,2; tr = 9,11 min. (XBridge 2).

2-Cloro-9-ciclopentil-8-isopropil-5-metil-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

OHN//Q
N7
L,

EM (positivo) 323,1, 325,1; tr = 10,17 min. (XBridge 2).

2-Cloro-9-ciclopentil-5-etil-7-metil-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona
o:?’_\ N’O
'y
]
\N)\Cl

'H-RMN (CDCls): 1,08 (6H, m, 2 x CHs), 1,38 (1H, m, CH), 1,55 -1,70 (5H, m, CH + CHy), 1,70 (1H, m, CH),
2,10 (1H, m, CH), 2,73 (1H, m, CH), 3,48 (2H, m, CH>), 4,03 (1H, m, CH), 4,72 (1H, m, CH), 7,98 (1H, s, Pyr-
H)
2-Cloro-9-(1-etil-propil)-5-metil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona
o=(’\N’C
/N\L)\'N
\N/kcx
EM (positivo) 283,2, 285,1; tr = 8,44 min. (XBridge 2).

2-Cloro-9-(1-etil-propil)-5-etil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona
QJ\N’C
Ne
\N)\Cl
EM (positivo) 297,12, 299,14; tr = 3,67 min. (XBridge 2).

2-Cloro-5-metil-9-(tetrahidro-piran-4-il)-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4,5-bj[1,4]diazepin-6-ona
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0
o< A
e
\N)\Cl
EM (positivo) 297,1, 299,2; tr = 5,74 min. (XBridge 2).

9-Bencil-2-cloro-5-metil-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

EM (positivo) 303,1, 305,2; tr = 13,57 min. (Vydac 1).

2-Cloro-5-metil-9-fenil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona
o~ O
4%
EM (positivo) 289,1, 291,1; tr = 2,93 min. (XBridge 2).

2-Cloro-9-ciclopentil-5-metil-5, 7, 8, 9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-7, 1-ciclopropan]-6-ona
S )\

EM (positivo) 307,1, 309,2; tr = 3,67 min. (XBridge 2).

2-Cloro-9-ciclopentil-5,7, 7-trimetil-5, 7, 8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona
oj\ N’O
N~7Z N
\N)\C(
EM (positivo) 309,1, 311,2; tr = 3,90 min. (XBridge 2).

Pirimidindiazepinonas acopladas

También se prepararon los siguientes compuestos mediante el método descrito en el ejemplo 1, etapa 6, método de
acoplamiento A:

Compuesto [3]: acido 4-(9-ciclopentil-8-metil-6-oxo0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-

metoxi-benzoico
vy

B~y OH
|
N/J\ﬂ

o<

Solido de color purpura (29 %) "H-RMN (DMSO-dg): 6 1,33 (d, J = Hz, 3H, CHz3), 1,52 - 1,58 (m, 3H, ciclopent-H),
1,70 - 1,78 (m, 3H, ciclopent-H), 1,87 - 1,93 (m, 2H, ciclopent-H), 2,97 - 3,00 (m, 2H, CHy), 3,94 (s, 3H, CHz), 4,15 -
4,17 (m, 1H, CH), 4,93 - 4,97 (m, 1H, CH), 7,59 - 7,60 (m, 2H), 7,82 (1, 1H), 8,01 (d, J = 9 Hz, 1H, phe-H), 9,55 (sa,
1H, OH), 9,96 (s, 1H); EM positivo: 426,2. Rt = 11,08 min. (pureza del 100 %, (Vydac 1))

Compuesto [4]: acido 4-(9-ciclopentil-5,8-dimetil-6-oxo-6, 7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-benzoico
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/ IN\)N\/QAOH

Solido de color purpura (67 %). "H-RMN (DMSO-ds): & 1,26 (d, J = Hz, 3H, CHs), 1,43 - 1,93 (m, 8H, ciclopent-H),
2,52 (s, 3H, CH3), 2,99 - 3,02 (m, 2H, CH>), 3,96 (s, 3H, CHs), 4,13 - 4,16 (m, 1H, CH), 4,65 - 4,69 (m, 1H, CH), 7,60
- 7,61 (m, 2H), 8,06 (d, J = 9 Hz, 1H, phe-H), 8,17 (s, 1H), 9,35 (sa, 1H); EM positivo: 426,2. Rt = 11,59 min. (pureza
del 96 %, (Vydac 1))

Compuesto [5]: acido 4-(9-ciclohexil-8-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-

metoxi-benzoico

N X

H N

|
N//kﬁ
O\

Solido de color marrén (12 %); "H-RMN (DMSO-ds): 8 1,27(d, J= 6,5 Hz, 3H, CH3), 1,58 - 1,87 (m, 10H, ciclohex-H),
2,85 - 2,88 (m, 2H, CHy), 3,94 (s, 3H, CH3), 4,21 - 4,23 (m, 1H, CH), 4,77 (sa, 1H, CH), 7,03 (s, 1H), 7,13 (s, 1H),

7,23 (s, 1H), 7,57 - 7,58 (m, 2H), 7,086 (s, 1H), 8,07 - 8,08 (m, 1H), 9,89 (sa, 1H, NH); ME positivo: 426,2. Rt = 11,58
min. (pureza del 90 %, (Vydac 1))

Compuesto [6]: acido 4-(9-ciclopentil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-

benzoico
o~y
ﬁf&N OH
N/
i I
Solido de color purpura (13 %); "H-RMN (DMSO-ds): 6 1,55 - 1,86 (m, 8H, ciclopent-H), 2,70 - 2,73 (m, 2H, CH>),

3,70 - 3,72 (m, 2H, CHy), 5,02 - 5,09 (m, 1H, CH), 7,57 - 7,59 (m, 2H), 7,77 (s, 1H, pirimid-H), 8,06 (d, J = 8,5 Hz, 1H,
phe-H), 9,54 (sa, 1H, OH), 9,75 (s, 1H, NH); EM positivo: 398,2. Rt = 10,55 min. (pureza del 96 %, (Vydac 1))

Compuesto [7]: acido 4-(9-ciclopentil-8-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-

benzoico
e} :(_<

e
aﬁ)\

0
N /©/N\OH
N
H

Solido blanquecino (10 %); "H-RMN (DMSO-ds): 6 1,27 (d, J= 6,5 Hz, 3H, CH3), 1,46-1,90 (m, 8H, ciclopent-H), 2,83
- 2,86 (m, 2H, CH>), 4,07 - 4,09 (m, 1H, CH), 5,04-5,09 (m, 1H, CH), 7,20 (dd, J= 3,5y 8,5 Hz, 2H, phe-H), 7,79 (d,
J= 2,0 Hz, 1H, pirimid-H), 7,86 (d, J = 8,5 Hz, 2H, phe-H), 9,78 (sa, 1H, NH); EM positivo: 382,2. Rt = 10,46 min.
(pureza del 90 %, (Vydac 1))

Compuesto [8]: acido 4-(9-ciclopentil-5,8-dimetil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-
benzoico

Solido blanquecino (25 %); "H-RMN (DMSO-ds): 6 1,19 (d, J = 6,0 Hz, 3H, CH3), 1,32-2,10 (m, 8H, ciclopent-H), 2,73
- 2,76 (m, 2H, CHy), 3,22 (s, 3H, CH3), 4,04 (m, 1H, CH, 4,70 - 4,75 (m, 1H, CH, 7,78 - 7,85 (m, 4H, phe-H), 8,12 (s,
1H, pirimid-H), 9,68 (sa, 1H, NH); EM positivo: 394,0. Rt = 11,05 min. (pureza del 96 %, (Vydac 1))
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Compuesto [9]: acido 4-(9-ciclohexil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-
benzoico

o:(ﬁN/O
N x
H N OH
T
N

o\
Solido de color marrén (15 %); "H-RMN (DMSO-ds): 6 1,15 - 1,86 (m, 10H, ciclohex-H), 2,72 (dd, J = 4,5 Hz, 2H,
CHy), 3,75 (dd, J = 4,5 Hz, 2H, CHy), 3,96 (s, 3H, CHj3), 4,58 - 4,63 (m, 1H, CH), 7,58 - 7,60 (m, 2H), 7,79 (s, 1H,
pirimido, 8,16 (d, J = 8,5 Hz, 1H, phe-H), 9,74 (sa, 1H, NH); EM positivo: 412,2. Rt = 11,19 min. (pureza del 100 %,
(Vydac 1))

Compuesto [10]: 9-ciclohexil-2-(4-hidroxi-fenilamino)-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

O

Solido de color purpura (7 %); "H-RMN (DMSO-ds): 6 1,17 -1,87 (m, 10H, ciclohex-H), 2,72 (sa, 2H, CHy), 3,72 (sa,
2H, CH>), 4,62 - 4,66 (m, 1H, CH), 6,82 (d, J= 8,5 Hz, 2H, phe-H), 7,13 (s, 1H), 7,23 (s, 1H), 7,34 - 7,37 (m, 3H, 2 x
phe-H y NH); EM positivo: 354,2. Rt = 10,63 min. (pureza del 100 %, (Vydac 1))

Compuesto [11]: 9-ciclopentil-2-(4-hidroxi-fenilamino)-7-metil-5, 7, 8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

OQGN/O
aslen
v
"H-RMN (CDsOD):1,18 (3H, d, J 7 Hz, CHs), 1,52 (1H, m, CH), 1,61 - 1,84 (6H, m, CH), 1,99 (1H, m, CH), 2,85 (1H,
m, CH), 3,53 (2H, m, CH), 5,14 (1H, m, CH), 6,74 (2H, m, Ar-H), 7,34 (2H, m, Ar-H), 7,64 (1H, s, Pyr-H); EM

(positivo): 354,2; tr = 10,85 min. (Vydac 1).

Compuesto [12]: 9-ciclopentil-2-(4-hidroxi-fenilamino)-8-isopropil-5-metil-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin-6-ona

o N’O
aeSen
NN
H

'H-RMN (DMSO): 0,72 (3H, d, J 7 Hz, CHCHj), 0,85 (2H, d, J 7 Hz, CHCH3), 1,29 (1H, m, CH), 1,51 (4H, m, CH),
1,60 (2H, m, CH), 1,93 (1H, m, CH), 2,08 (1H, m, CH), 2,29 (2H, m, 2 x CH), 3,13 (3H, s, N-CH3), 3,82 (1H, m, CH),
4,15 (1H, m, CH), 6,65 (2H, d, J 6 Hz, Ar-H), 7,47 (2H, d, J 6 Hz, Ar-H), 8,14 (1H, s, Pyr-H), 8,99 (1H, s, NH); EM
(positivo): 396,1; tr = 12,54 min. (Vydac 1).

Compuesto [13]: 9-ciclopentil-2-(4-hidroxi-fenilamino)-5, 8-dimetil-5, 7,8, 9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

Oﬁu’o
/N P F O/OH
S ,Lu
Solido de color blanco (27 %); "H-RMN (DMSO-dg): 6 1,22 (d, J= 6,5 Hz, 3H, CH3), 1,38 - 1,85 (m, 8H, ciclopent-H),
2,49 - 2,53 (m, 2H, CHy), 3,18 (s, 3H, CHs), 4,05 - 4,10 (m, 1H, CH), 4,51 - 4,60 (m, 1H, CH), 6,80 (d, J = 9,0 Hz, 2H,
phe-H), 7,22 (d, J = 9,0 Hz, 2H, phe-H), 7,98 (s, 1H, pirimid-H), 9,53 (sa, 1H, OH), 10,05 (sa, 1H, NH); EM positivo:
368,3. Rt= 10,81 min. (pureza del 93 %, (Vydac 1))
Compuesto [14]: acido 4-(9-bencil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
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metoxi-benzoico

o=(__\NS o
/N\ﬁN OH
-
N/J\NQ)L
LI
"H-RMN (DMSO): 2,72 (2H, m, CHy), 3,68 (2H, m, CHy), 3,90 (3H, s, OCHs), 4,88 (2H, s, CHy), 7,22 - 7,44 (6H, m,
Ar-H), 7,44 (1H, s, Ar-H), 7,77 (1H, s, Pyr-H), 8,10 (1H, d, J 7 Hz), 8,18 (1H, s, NH); EM (positivo): 434,2; tR= 10,97
min. (Vydac 1).

Compuesto [15]: acido 4-(5-metil-6-oxo-9-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-benzoico

NS R

"H-RMN (DMSO): 2,84 (2H, m, CH), 3,28 (3H, s, CHj3), 4,08 (2H, m, CH>), 7,24 (2H, d, J 8,5 Hz, Ar-H), 7,35 - 7,37
(8H, m, Ar-H), 7,47 - 7,52 (4H, m, Ar-H), 8,29 (1H, s, Pyr-H), 9,77 (1H, s, NH); EM (positivo): 390,2; tR= 1,93 min.
(XBridge 2).

Compuesto  [16]: acido  4-(9-ciclopentil-5,7, 7-trimetil-6-ox0-6, 7,8, 9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-

ilamino)-benzoico
oim’o o
/N\L/AN Q)Lon
|
N’)\N
H

"H-RMN (DMSO): 1,09 6H, s, CH3), 1,60 (4H, m, CH), 1,74 (2H, m, CH), 1,88 (2H, m, CH), 3,19 (3H, s, N-CHj3), 3,37
(2H, s, CHy), 5,23 (1H, s, CH), 7,82 (4H, m, Ar-H), 7,99 (1H, s, Pyr-H), 9,57 (1H, s, NH); EM (positivo): 410,25; tr =

2,25 min. (XBridge 2).

Preparacion y reaccién de amino-benzamidas

4-Amino-3-metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida

(o} o O/
+ PR———— H
HN
A HN HN
I /0

A acido 4-amino-3-metoxibenzoico (1,064 g mg, 6,37 mmol) en diclorometano (50 ml) se le afiadié DIPEA (2,22 ul,
12,74 mmol) y TBTU (2,259, 7,0 mmol) y se agitdé la mezcla durante 10 minutos. Se afadié 4-amino-1-
metilpiperidina (0,872 g, 7,65 mmol) y se continu6 agitando durante 16 horas. Se filtr6 el sélido resultante y se seco
a vacio (1,04 g, 3,95 mmol, 62 %).

'H-RMN (DMSO): 1,54 (2H, m, CH), 1,68 (2H, m, CH), 1,90 (2H, m, CH), 2,15 (3H, s, N-CHs), 2,76 (2H, d, J
11,5 Hz), CH), 3,66 (1H, m, CH), 3,77 (3H, s, OCHz), 6,56 (1H, m, Ar-H), 7,26 (1H, m, Ar-H), 7,75 (1H, d, J 7,5 Hz);
EM (positivo) 264.,4; tr = 7,45 min. (Vydac 2).

Se prepararon las siguientes amino-benzamidas mediante un método similar:

4-Amino-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida por medio del éster terc-butilico del acido [4-(1-metil-piperidin-4-
ilcarbamoil)-fenil]-carbamico

< -
gy O ok !
Bu0” N HN L . A
H H 2

1BuO
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Ester terc-butilico del &cido [4-(1-metil-piperidin-4-ilcarbamoil)-fenil]-carbamico, 'H-RMN (DMSO): 1,44 (9H, s,
C(CHa)s), 1,52 (2H, m, CH), 1,71 (2H, m, CH), 1,92 (2H, m, CH), 1,92 (3H, s, N-CH3), 2,74 (2H, m, CH), 3,68 (1H, m,
N-CH), 7,47 (2H, d, J 8,5 Hz, Ar-H), 7,72 (2H, d, J 8,5 Hz, Ar-H), 8,00 (1H, d, J 7,5 Hz, NH), 9,54 (1H, s, NH) Se us6
este compuesto sin desproteccion previa cuando se us6 el método de acoplamiento B (a continuacion)

Método de acoplamiento B

Compuesto  [17]:  4-(9-ciclopentil-5, 7-dimetil-6-ox0-6, 7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida

O/ /O o:??\N’O o)
N o N /N\(gN NH
H + N A —_— L
84 :¥ops
0 N et o0
f

Se calentaron la anilina (149 mg, 0,57 mmol), pirimidina (53 mg, 0,19 mmol) y el TFA (109 o1, 0,95 mmol) en 2,2,2-
trifluoroetanol (5 ml) hasta reflujo durante 18 horas. Se evaporé el disolvente, se afiadio acetato de etilo (10 ml), se
lavé con NaHCOs; sat., salmuera y se evaporo el disolvente. Se afiadié acetato de etilo (10 ml) y se filtré el sélido
resultante y se secé a vacio (30 mg, 0,06 mmol, 30 %).

'H-RMN (DMSO): 1,06 (3H, d, J 7 Hz, CHCHa), 1,52 - 1,78 (10H, m, alquilo CH + CHy), 2,01 (2H, m, CH), 2,36 (3H,
s, N-CHg), 2,73 (1H, m, CH), 2,85 (2H, m, CH), 3,45 (1H, m, CH), 3,71 (1H, m, CH), 3,94 (3H, s, OCHj3), 5,06 (1H, m,
CH), 7,46 (2H, m, Ar-H), 7,61 (1H, s, Ar-H), 7,77 (1H, s, NH), 8,10 (1H, d, J 8 Hz, Ar-H), 8,36 (1H, d, J 8 Hz), Ar-H),
9,44 (1H, s, NH); EM (positivo): 508,2; tr = 7,30 min. (XBridge 2).

Se prepararon los siguientes compuestos de manera similar al compuesto anterior:

Compuesto [18]: 4-(9-ciclopentil-7-metil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-(1-metil-

piperidin-4-il)-benzamida
o:?—\ N 0 O/
asNes
NN

'H-RMN (DMSO):1,08 (3H, d, J 7 Hz, CHCHs3), 1,53 - 1,80 (10H, m, alquilo CH + CHy), 2,01 (2H, m, CH), 2,12 (2H,
m, CH), 2,29 (3H, s, N-CHz3), 2,75 (1H, m, CH), 2,90 (2H, m, CH), 3,48 (1H, m, CH), 3,77 (1H, m, CH), 5,11 (1H, m,
CH), 7,78 (4H, m, Ar-H), 8,04 (1H, d, J 7,5 Hz, NH), 9,35 (1H, s, CONH), 9,43 (1H, s, CONH); EM (positivo): 478,2; tr
= 6,74 min. (XBridge 2).

Compuesto  [19]:  4-(9-ciclopentil-8-isopropil-6-oxo0-6, 7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida

"H-RMN (CDsOD): 0,92 (3H, d, J 6,5 Hz, CHCHg), 1,04 (3H, d, J 6 Hz, CHCHa), 1,65 - 1,97 (14H, m, alquilo CH +
CHy), 2,25 (2H, dd, J 11,5 Hz, 11,5 Hz), CH), 2,36 (3H, s, N-CH3), 2,67 (1H, m, CH), 3,03 (3H, m, CH + CHy), 3,51
(1H, m, CH), 3,95 (1H, m, CH), 4,02 (3H, s, OCHj3), 5,09 (1H, m, CH), 7,59 (2H, m, Ar-H), 7,87 (1H, s, pyr-H-H), 8,46
(1H, d, J 7 Hz, Ar-H); EM (positivo): 536,3; tr = 7,68 min. (XBridge 2).

Compuesto  [20]:  4-(9-ciclopentil-5, 7-dimetil-6-ox0-6, 7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida
7y g Oy
“C
4 N N
| H
)\E‘QA
_0
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'H-RMN (DMSO): 1,02 (3H, d, J 6,5 Hz, CHCHj), 1,54 - 1,80 (12H, m, alquilo CH + CHy), 2,10 (3H, m, (CH + CHy),
2,27 (3H, s, N-CHj3), 2,84 (3H, m, CH3), 3,15 (3H, s, CH3), 3,46 (1H, m, CH), 3,80 (1H, m, N-CH), 3,95 (3H, s, OCHa),
4,76 (1H, m, CH), 7,50 (2H, m, Ar-H), 7,75 (1H, s, Ar-H), 8,10 (1H, s, NH), 8,14 (1H, d, J 7,5 Hz), Ar-H), 8,40 (1H, d,
J 8 Hz, Ar-H); EM (positivo): 522,3; tR= 7,76 min. (XBridge 2).

Compuesto [21]: 4-[9-(1-etil-propil)-6-0x0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino]-3-metoxi-N-(1-
metil-piperidin-4-il)-benzamida

o=(‘\N ' o Q/
N\L/A $/‘L
H l N N
H
N//ku
e

"H-RMN (DMSO): 0,85 (6H, d, J 7 Hz, CH,CHj3), 1,59 (4H, m, CH,CHg3), 1,66 (2H, m, CH), 1,83 (2H, m, CH), 2,37
(3H, s, N-CHj3), 2,65 (2H, m, CHy), 2,98 (2H, m, CH), 3,50 (2H, m, CH>), 3,83 (1H, m, N-CH), 3,94 (3H, s, OCHz),
4,93 (1H, s, CH), 4.;49(2H, m, Ar-H + NH), 7,57 (1H, s, NH), 7,79 (1H, s, Ar-H), 8,15 (1H, d, J 6,5 Hz, Ar-H), 8,37
(1H, d, J 8,5 Hz, Ar-H), 9,41 (1H, s, NH); EM (positivo): 496,2; tr = 6,73 min. (XBridge 2).

Compuesto  [22]:  4-[9-(1-etil-propil)-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino]-N-(1-metil-
piperidin-4-il)-benzamida

0:(_\N o /Ox’
N\(Q
aslen

N//KH

'H-RMN (DMSO): 0,86 (6H, d, J 7 Hz, CH2CHs), 1,56 (4H, m, CH2CHs), 1,62 (2H, m, CH), 1,76 (2H, m, CH), 2,52
(38H, s, N-CH3), 2,63 (2H, m, CHy), 3,22 (2H, m, CH), 3,49 (2H, m, CHy), 3,92 (1H, m, CH), 4,97 (1H, m, CH), 7,78
(4H, m, Ar-H), 8,15 (1H, s, Pyr-H), 9,31 (1H, s, NH), 9,39 (1H, s, NH); EM (positivo): 466,3; tr = 6,26 min. (XBridge
2).

Compuesto [23]: 4-(9-ciclopentil-8-isopropil-5-metil-6-oxo-6, 7,8, 9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-
ilamino)-3-metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida

o N—‘O 0
/NTAN NH
Y O
/o N
|

"H-RMN (CDs0OD): 0,83 (3H, d, J 7 Hz, CHCHa), 0,93 (3H, d, J 7 Hz, CHCHj3), 1,41 (2H, m, CH), 1,65 (4H, m, CH),
1,79 (2H, M, CH), 1,91 (2H, m, CH), 2,17 (2H, m, CH), 2,41 (2H, m, 2 x CH), 2,71 (4H, m, CH3 + CH), 2,91 (2H, m,
CH), 3,35 (3H, s, CH3), 3,90 (1H, m, CH), 3,94 (3H, s, OCHj3), 4,21 (1H, m, CH), 4,27 (1H, m, CH), 7,18 (2H, m, Ar-
H), 8,23 (1H, s, Pyr-H), 8,56 (1H, d, J 8,5 Hz, Ar-H); EM (positivo): 550,3; tr = 8,40 min. (XBridge 2).

Compuesto  [24]:  4-[9-(1-etil-propil)-5-metil-6-0x0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino]-3-

metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida
v O
/N\ﬁ“N NH
[
Soge

"H-RMN (DMSO): 0,85 (6H, t, J 7,5, CH>CH3), 1,62 (8H, m, CH + CHy), 1,76 (2H, d, J 7 Hz, CH), 1,94 (2H, dd, J
10 Hz, 10 Hz, CH), 2,17 (3H, s, N-CH3), 2,64 (2H, m, CH>), 2,80 (2H, d, J 11 Hz, CH), 3,18 (3H, s, N-CHj3), 3,49 (2H,
m, CHy), 3,75 (1H, m, CH), 3,95 (3H, s, OCHj3), 4,65 (1H, m, CH), 7,49 (2H, m, Ar-H), 7,69 (1H, s, Pyr-H), 8,07 (1H,
s, NH), 8,10 (1H, d, J 9 Hz, Ar-H), 8,37 (1H, d, J 9 Hz, Ar-H); EM (positivo): 510,3; tr = 8,35 min. (XBridge 2).

Compuesto [25]: 3-metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-4-[6-ox0-9-(tetrahidropiran-4-il)-6, 7,8, 9-tetrahidro-5H-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin-2-ilamino]-benzamida
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N7 N

H

/o N
|

'H-RMN (CD30D): 1,60 (2H, m, CH), 1,69 (2H, d, J 11 Hz, CH), 1,93 (2H, d, J 12 Hz, CH), 1,97 (2H, dd, J 12 Hz),
12 Hz, CH), 2,18 (3H, s, N-CH3), 2,61 (2H, m, CH,), 2,80 (2H, d, J 10,5 Hz, CH), 3,48 (2H, dd, J 11 Hz, CH), 3,62
(2H, m, CHp), 3,75 (1H, m, CH), 3,95 (3H, s, OCH3), 4,04 (2H, d, J 8 Hz, CH), 4,85 (1H, s, CH), 7,49 (2H, m, Ar-H),
7,66 (1H, s, NH), 7,81 (1H, s, Pyr-H), 8,11 (1H, d, J 7,5 Hz, Ar-H), 8,33 (1H, d, J 8 Hz, Ar-H), 9,45 (1H, s, NH); EM
(positivo): 510,1; tr = 5,34 min. (XBridge 2).

Compuesto [26]: 3-metoxi-4-[5-metil-6-oxo-9-(tetrahidro-piran-4-il)-6, 7,8, 9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-

2-ilamino]-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida
L
o} N o
N\{%
7’ N NH
l o
8 ‘ O
/O N
|

"H-RMN (CDsOD): 1,73 (2H, ddd, J 3 Hz, 12 Hz, 18 Hz, CH), 1,84 (2H, d, J 11 Hz, CH), 1,98 (4H, m, alquilo CH),
2,19 (2H, dd, J 10,5 Hz, 10,5 Hz, CH), 2,33 (3H, s, N-CH3), 2,71 (2H, m, CH), 2,97 (2H, d, J 12 Hz, CH), 3,65 (2H,
dd, J 11 Hz, CH), 3,75 (2H, m, CHyp), 3,92 (1H, m, CH), 4,02 (3H, s, OCHs), 4,12 (1H, dd, J 4 Hz, 11 Hz, CH), 4,78
(1H, m, CH), 7,53 (2H, m, Ar-H), 8,04 (1H, s, Pyr-H), 8,45 (1H, d, J 9 Hz, Ar-H); EM (positivo): 524,3; tr = 5,71 min.
(XBridge 2).

Compuesto [27]: 4-[5-etil-9-(1-etil-propil)-6-ox0-6, 7,8, 9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino]-3-metoxi-

N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida
o:(’\N/C 0
N ~
~ Q* 4
aode
/0 N
]

"H-RMN (DMSO): 0,86 (6H, t, J 7,5 Hz, CH3), 0,94 (3H, d, J 7 Hz, CH3), 1,63 (6H, m, alquilo CH + CH), 1,78 (2H, d,
J 11 Hz, CH), 1,94 (2H, dd, J 11,5 Hz), CH), 2,18 (3H, s, N-CH3), 2,57 (2H, m, CH>), 2,80 (2H, m, CHy), 3,47 (2H, m,
CHy), 3,77 (3H, m, CH + CH_), 3,96 (3H, s, OCHj3), 4,59 (1H, m, CH), 7,50 (2H, m, Ar-H), 7,24 (1H, s, NH), 8,01 (2H,
m, Ar-H + Pyr-H), 8,39 (1H, d, J 9 Hz, Ar-H); EM (positivo): 524,3; tr = 7,56 min. (XBridge 2).

Compuesto [29]: 4-(9-bencil-5-metil-6-ox0-6, 7,8, 9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-(1-
metil-piperidin-4-il)-benzamida

®,
0{\ N o
/,N EN
Iﬁiﬁg/oré‘:“
|

'H-RMN (DMSO): 1,58 (2H, ddd, J 4 Hz, 12,5 Hz), 24,5 Hz, CH), 1,73 (2H, d, J11,5 Hz, CH), 1,93 (2H, dd, J 15 Hz),
CH), 2,17 (3H, s, N-CH3), 2,69 (2H, m, CH,), 2,78 (2H, d, J 11,5 Hz), CH), 3,22 (3H, s, N-CHz3), 3,63 (2H, m, CHy),
3,72 (1H, m, CH), 3,91 (3H, s, OCHa), 4,87 (2H, s, CH2), 7,23 - 7,32 (4H, m, Ar-H), 7,35 - 7,43 (2H, m, Ar-H), 7,44
(1H, d, J 2 Hz, Ar-H), 7,72 (1H, s, Pyr-H), 8,04 (1H, d, J 7,5 Hz, Ar-H), 8,12 (1H, d, J 8,5 Hz), 8,16 (1H, s, NH); EM
(positivo): 530,4; tr = 4,55 min. (XBridge 2).

Compuesto [30]: 3-metoxi-4-(5-metil-6-oxo-9-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-(1-
metil-piperidin-4-il)-benzamida
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I

'H-RMN (DMSO): 1,56 (2H, dd, J 11,5 Hz), 20,5 Hz), CH), 1,75 (2H, d, J 10 Hz, CH), 1,95 (2H, m, CH), 2,18 (3H, s,
N-CHzs), 2,83 (3H, m, CH + CHy), 3,16 (1H, s, CH), 3,27 (3H, s, N-CH3), 3,71 (1H, m, N-CH), 3,88 (3H, s, OCH3), 4,06
(2H, m, CHy); EM (positivo): 516,3; tr = 2,72 min. (XBridge 2).

Compuesto [31]: 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-oxo0-6, 7,8,9-tetrahidro-5H-espiro[pirimido[4, 5-b][1,4]diazepin-3,1’-
ciclopropano]-2-ilamino)-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida

O%%Z;OQJ\NH
N//kﬁ 3 (Nﬁ
|

"H-RMN (DMSO): 0,66 (2H, d, J 6 Hz, ciclopropil-CH), 0,91 (2H, d, J 6 Hz, ciclopropil-CH), 1,50 (2H, m, CH), 1,58
(4H, m, CH), 1,69 (2H, m, CH), 1,77 (2H, m, CH), 1,95 (4H, m, CH), 2,16 (3H, s, N-CH3), 2,73 (1H, s, CH), 2,79 (2H,
d, J 11 Hz, CH), 2,89 (1H, s, CH), 3,16 (3H, s, N-CHa), 3,47 (2H, s, CHy), 3,72 (1H, m, CH), 3,94 (3H, s, OCHs), 4,86
(1H, m, CH), 7,46 (2H, m, Ar-H), 7,67 (1H, s, NH), 7,95 (1H, s, Pyr-H), 8,07 (1H, d, J 8 Hz, Ar-H), 8,38 (1H, d, J 8 Hz,
Ar-H); EM (positivo): 534,3; tr = 3,05 min. (XBridge 2).

Compuesto [32]: 4-(9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-oxo0-6, 7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida

Oi{?(z;o/@j\w
N/)\N Pt @
|

'H-RMN (DMSO): 1,09 (6H, s, CHs), 1,58 (6H, m, CHy), 1,74 (4H, m, CJ), 1,95 (4H, m, CH), 2,16 (3H, s, NCH3), 2,73
(2H, d, J 11,5 Hz), CH), 3,18 (3H, s, NCH3), 3,37 (2H, s, CH,), 3,74 (1H, m, CH), 3,94 (3H, s, OCHz), 5,19 (1H, m,
CH), 7,46 (2H, m, Ar-H), 7,67 (1H, s, NH), 7,98 (1H, s, Pyr-H), 8,07 ~(1H, d, J 8 Hz, Ar-H), 8,36 (1H, d, J 8 Hz); EM
(positivo): 536,40; tr = 3,32 min. (XBridge 2).

Acoplamientos de amida

También se prepararon los siguientes mediante el método descrito en el ejemplo 1, etapa 7:

Compuesto  [33]:  4-(9-ciclopentil-5,8-dimetil-6-oxo0-6, 7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-

metoxi-N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida
o {<N/O o] /@/
N\é
Ve N N
| H
Nf)\ﬁQ)L
o\

Solido de color amarillo (31 %). "H-RMN (CD3OD): 6 1,24 (d, J = 6,5 Hz, 3H, CH3), 1,36 - 2,17 (m, 16H, 8 x ciclopent-
H'y 4 x piperid-H), 2,51 (s, 3H, CHz), 3,14 - 3,16 (m, 2H, CHy), 3,28 (s, 3H, CHs), 4,00 (s, 3H, CHa), 4,04 - 4,06 (m,
1H, CH), 4,71 - 4,74 (m, 1H, CH), 7,49 - 7,52 (m, 2H), 7,99 (s, 1H), 8,41 (d, J = 8,5 Hz, 1H, phe-H); EM positivo:
522,4. Rt = 10,03 min. (pureza del 97 %, Vydac 1)

Compuesto [34]: 4-(9-ciclopentil-8-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-
N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida
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Solido de color amarillo (38 %); EM positivo: 508,3. Rt = 9,53 min. (pureza del 97 %, Vydac 1)

Compuesto [35]: 4-(9-Ciclohexil-8-metil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2ilamino)-3-metoxi-
N-(1-metil-piperidin-4-il)-benzamida
°Q(_< N’O 9 /O*/
asVen
N/)\H
0\

Solido blanquecino (33 %); "H-RMN (CD3OD): 6 1,34 - 1,41 (m, 2H), 1,44 (d, J = 6,5 Hz, 3H, CH3), 1,60 - 1,99 (m,
8H), 2,22 - 2,26 (m, 2H), 2,73 - 2,77 (m, 1H), 2,91 (s, 3H, CH3), 2,96 - 3,25 (m, 5H), 3,61 - 3,63 (m, 2H, CH>), 4,01 (s,
3H, CHa), 4,17 - 4,21 (m, 1H, CH), 4,33 - 4,36 (m, 1H, CH), 7,59 (dd, J = 2,0 y 8,5 Hz, 1H, phe-H), 7,63 (d, J =
2,0 Hz, 1H, phe-H), 7,69 (s, 1H, pirimid-H), 8,00 (d, J = 8,5 Hz, 1H, phe-H); EM positivo: 522,2. Rt = 10,17 min.
(pureza del 100 %, Vydac 1)

Compuesto [36]: 4-(9-ciclopentil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-(1-

metil-piperidin-4-il)-benzamida
oa(_\ N/O /O/
N//kN
L
O\

Solido de color purpura (40 %); "H-RMN (CD3OD): & 1,65 - 2,25 (m, 8H, ciclopent-H), 2,34 (s, 3H, CH3), 2,73 - 2,75
(m, 2H, CHy), 3,69 - 3,71 (m, 2H, CH>), 3,90 - 3,94 (m, 1H, CH), 4,01 (s, 3H, CHa), 5,22 - 5,25 (m, 1H, CH), 7,48 -
7,51 (m, 2H, 2 x phe-H), 7,76 (s, 1H, pirimid-H), 8,47 (s, 1H, NH); EM positivo: 493,4. Rt = 9,21 min. (pureza del
92 %, Vydac 1)

Compuesto [37]: 4-(9-ciclopentil-5,8-dimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-(1-
metil-piperidin-4-il)-benzamida

o ‘ N,O e

Solido blanquecino (45 %); "H-RMN (DMSO-dg): 6 1,17 (d, J = 6,0 Hz, 3H, CH3), 1,29-2,10 (m, 16H, 8 x ciclopent-H y
8 x piperid-H), 2,21 (sa, 3H, CHz), 2,81 - 2,83 (m, 2H, CH>), 3,21 (s, 3H, CHj3), 3,73 - 3,76 (m, 1H, CH), 4,03 - 4,05
(m, 1H, CH, 4,68-4,72 (m, 1H, CH), 7,74 - 7,79 (m, 4H, phe-H), 8,11 (s, 1H, pirimid-H), 9,47 (sa, 1H, NH); EM
positivo: 492,3. Rt = 9,70 min. (pureza del 92 %, Vydac 1)

Compuesto [38]: 4-(9-ciclopentil-8-metil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-(1-metil-

piperidin-4-il)-benzamida
vy oy
SeUss
NJ\H

Solido blanquecino (15 %); "H-RMN (DMSO-dg): & 1,25 (d, J= 7,0 Hz, 3H, CHg), 1,51 - 2,04 (m, 10H), 2,09 (s, 3H,
CHs3), 2,55 - 2,66 (m, 6H), 2,78 - 2,79 (m, 2H, CH>), 3,05 - 3,15 (m, 1H, CH), 3,95 - 4,04 (m, 1H, CH), 5,13 - 5,15 (m,
1H, CH), 7,75 (dd, J= 8,5 Hz, 4H, phe-H), 7,81 (s, 1H, pirimid-H), 8,24 (d, J= 7 Hz, 1H, NH), 9,48 (s, 1H, NH), 9,66
(sa, 1H, NH); EM positivo: 478,3. Rt = 9,28 min. (pureza del 100 %, Vydac 1)

25



10

15

20

25

30

35

40

ES 2585110 T3

Compuesto [39]:  4-(9-ciclohexil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-(1-

metil-piperidin-4-il)-benzamida
o( N*O /C,*/
ﬂrgu
| y Y N
N
0\

Solido blanquecino (19 %); "H-RMN (DMSO-dg): 6 1,16 - 1,98 (m, 18H, 10 x ciclohex-H) y 8 x piperid-H), 2,18 (s, 3H,
CHs3), 2,60 (dd, J = 5 Hz, 2H, CH>), 3,60 (dd, J = 5 Hz, 2H, CH), 3,73 - 3,76 (m, 1H, CH), 3,95 (s, 3H, CH3), 4,58 -
4,63 (m, 1H, CH), 7,46 (dd, J = 2,0 y 8,0 Hz, 1H, phe-H), 7,49 (d, J = 2 Hz, 1H, phe-H), 7,60 (s, 1H), 7,78 (s, 1H),
8,10 (d, J = 8,0 Hz, 1H, NH), 8,37 (d, J = 8,0 Hz, 1H, phe-H), 9,41 (sa, 1H, NH); EM positivo: 508,4. Rt = 9,70 min.
(pureza del 95 %, Vydac 1)

*EJEMPLO 2

Procedimiento experimental general

Se realiz6 RP-HPLC analitica y preparativa-EM usando columnas XBridge (50 x 4,6 mm C 18 3,5 um o 100 x 4,6
mm C18 3,5 um) y Xbridge (100 x 19 mm C 18 5 um) de Waters usando un gradiente lineal de sistemas de
disolvente A (agua que contiene el 0,1 % de hidréxido de amonio y el 5 % de acetonitrilo)/disolvente B (acetonitrilo).
Se realizé RP-HPLC preparativa usando una columna Prepsil ODS 10 p de Apex (22 x 250 mm) usando un
gradiente lineal de disolvente A (agua que contiene el 0,1 % de TFA)/disolvente B (acetonitrilo). Se obtuvieron
espectros de masas usando un espectréometro de masas de cuadrupolo individual ZQ2000 de Waters con ionizaciéon
por electropulverizacion (ESI).

Los gradientes usados fueron los siguientes:

) % de disolvente B
Modo Método Columna \aﬁlj?)crl'r?sgi?\? 0 05 4 6 8,5 10 12 40
min. | min. | min. | min. | min. | min. | min. | min.
Analitico Analitico_1 4,6 x50 1,6 10 100 | 100
Analitico Analitico_2 4,6 x 100 1 10 50 100
Analitico Analitico_3 4,6 x 100 1
Preparativo Preparativo_1 19 x 100 20 10 10 100 100
Preparativo Preparativo_2 19 x 100 20 30 30 80 100
Preparativo Preparativo_3 19 x 100 20 10 10 55 100
Preparativo Preparativo_4 22 x 250 9 0 60
Preparativo Preparativo_5 19 x 100 20 55 55 100 100

Producto intermedio 1: 2-cloro-9-ciclopentil-5-metil-8,9-dihidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6(7H)-ona.

SIS S o SN G o
HO)K/\.N..H., \OJ\/\NH, + \OJ\/\E'

% OHC
Y
\o/U\/\N 4 o:(—’\ N/O 5 O N’O
oN ) — ﬂ\f*n T A
N//km N/J\Cl N/J\CI

1. Cloruro de tionilo (2,1 eq.), MeOH, 0 °C durante la adicién, 2 h de reflujo; 2. Ciclopentanona (0,77 eq.), acetato de
sodio (0,77 eq.), triacetoxiborohidruro de sodio (1,11 eq.), DCM, 16 h a ta; 3. 2,4-Dicloro-5-nitropirimidina (1,1 eq.),
K>COs (1 eq.), acetona, 16 h a 0 °C - ta; 4. NH4CI (8,5 eq.), Fe (8 eq.), EtOH/H0 (4:1), 2,5 h a reflujo; 5. Mel (1,18
eq.), NaH (1,07 eq.), DMF, -10 °C - ta, 3 h.

Etapa 1: 3-aminopropanoato de metilo

Se afiadi6 B-alanina (9,37 g, 0,105 mol, 1,0 eq.), a MeOH (50 ml) y se enfri6 la mezcla hasta 0 °C antes de la adicion
gota a gota de cloruro de tionilo (16 ml, 0,221 mol, 2,1 eq.) [precaucion: adicion exotérmica). Se permitié que la
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reaccion se calentase hasta ta después se calenté a reflujo durante 2 h. Se concentré la disolucién a vacio, se traté
con éster f-butilmetilico y se eliminaron los cristales resultantes por filtracion. El producto era un sélido cristalino de
color blanco (11 g, 100 %); H (DMSO-dg): 6 2,73 (2H, dd, J = 7 Hz, CHy), 2,98 (2H, dd, J = 7 Hz, CHy), 3,61 (3H, s,
CHs3), 8,28 (2H, sa, NH»); EM positivo: 104,1.

Etapa 2: 3-(ciclopentilamino)propanoato de metilo

Se disolvié 3-aminopropanoato de metilo (9,37 g, 0,09 mol) en DCM (200 ml). Se afiadieron ciclopentanona (6,43 ml,
0,07 mol, 0,77 eq.), acetato de sodio (5,96 g, 0,07 mol, 0,77 eq.) y triacetoxiborohidruro de sodio (22 g, 0,10 mol,
1,11 eq.), entonces se agito la reaccion a ta durante 16h. Se afiadieron bicarbonato de sodio al 20 % (100 ml) e
hidréxido de sodio 2 M (50 ml) y se extrajo el producto usando DCM/H,O. Se combinaron los extractos organicos, se
lavaron con NaCl sat., se secaron (MgSO.) y se evaporaron a presion reducida para dar el producto como un aceite
de color amarillo palido (8,90 g, 55 %); EM positivo: 172,4.

Etapa 3: 3-[ciclopentil(2-cloro-5-nitropirimidin-4-il)amino]propanoato de metilo

Se afiadieron 3-(ciclopentilamino)propanoato de metilo (0,838 g, 0,005 mol, 1 eq.) y KoCO3 (0,676 g, 0,005 mol, 1
eg.) a acetona (5 ml) y se enfrid la mezcla resultante hasta 0 °C antes de la adicién gota a gota de 2,4-dicloro-5-
nitropirimidina (1,04 g, 0,0055 mol, 1,1 eq.). Se calent6 la mezcla de reaccion (MR) hasta ta y se continué agitando
durante 16 h adicionales antes de la adicién de 0,12 eq. adicionales de la pirimidina. Se continué agitando durante 3
h adicionales. Se evapor6 la MR a presion reducida y se extrajo el producto usando EtOAc/H20. Se lavaron los
extractos organicos con NaCl sat., se secaron (MgSO.) y se evaporaron a presion reducida para dar el producto
como un residuo aceitoso de color marrén (1,04 g, 65 %); EM positivo: 329,2; Rt = 3,78 min. (Analitico_1).

Etapa 4: 2-cloro-9-ciclopentil-5,7,8,9-tetrahidro-6H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona

Se afiadieron 3-[ciclopentil(2-cloro-5-nitropirimidin-4-il)amino]propanoato de metilo (1,0 g, 0,003 mol, 1 eq.) y NH4ClI
(1,38 g, 0,025 mol, 8,5 eq.) a EtOH/HO (4:1, 10 ml) y se calenté la mezcla hasta reflujo. Se afadié en porciones
polvo de hierro (1,36 g, 0,024 mol, 8 eq.) y tras 2 h se filtr6 en caliente la MR a través de Celite lavando con EtOAc
(10 ml) y EtOH (10 ml) [ambos calientes]. Se evaporo el disolvente a presion reducida para dar el producto como un
soélido de color marrén (0,35 g, 43 %); H (DMSO-dg): 6 1,55 (4H, m, 2CHy), 1,7 (2H, m, CH>), 1,83 (2H, m, CH>),
2,66 (2H, t, J = 5 Hz, CHy), 3,57 (2H, t, J = 5 Hz, CHy), 5,01 (1H, m, CH), 7,83 (1H, s, CH), 9,71 (1H, s, NH); EM
positivo: 267,2; Rt = 2,87 min. (Analitico_1).

Etapa 5: 2-cloro-9-ciclopentil-5-metil-8,9-dihidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6(7H)-ona

Se afadieron 2-cloro-9-ciclopentil-5,7,8,9-tetrahidro-6 H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona (0,318 g, 0,0012 mol) y
Mel (0,088 ml, 0,0014 mol, 1,18 eq.) a DMF (5 ml) y se enfri6 la disolucién hasta -10 °C. Se afadié NaH (0,03 g,
0,0013 mol, 1,07 eq.) y se agité la MR a 0 °C durante 30 min. y a ta durante 30 min. Se evaporé el disolvente a
presioén reducida y se extrajo el producto usando EtOAc/H2O. Se combinaron los extractos organicos, se lavaron con
NaCl sat., se secaron (MgSOg) y se evaporaron a presion reducida para dar el producto como un residuo aceitoso de
color purpura (0,25 g, 75 %); H (DMSO-dg): 6 1,55 (4H, m, 2CHy), 1,7 (2H, m, CH>), 1,9 (2H, m, CHy), 2,63 (2H, t, J
=5 Hz, CHy), 3,17 (3H, s, CH3), 3,65 (2H, t, J = 5 Hz, CHy), 4,74 (1H, m, CH), 8,14 (1H, s, CH); EM positivo: 281,2;
Rt = 3,11 min. (Analitico_1).

Usando métodos similares a los descritos anteriormente para el producto intermedio 1, se prepararon los siguientes
productos intermedios 2-4:

Producto intermedio 2: 2’-cloro-9’-ciclopentil-5-metil-8’-9’-dihidroespiro[ciclopropano-1, 7-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-6’(5’H)-ona

La reaccion del éster etilico del acido 1-aminometil-ciclopropanocarboxilico con ciclopentanona, acetato de sodio y
triacetoxiborohidruro de sodio en DCM dio éster etilico del acido 1-ciclopentilaminometil-ciclopropanocarboxilico

A D

"H-RMN (CDCls): 0,84 (3H, t, J 7 Hz, CHs), 1,25 (4H, m, CHy), 1,37 (2H, m, CH), 1,54 (2H, m, CH), 1,70 (2H, m, CH),
1,83 (2H, m, CH), 2,71 (2H, s, CHy), 3,10 (1H, m, CH), 4,16 (2H, q, J 7 Hz, CH,CHs)

La reaccion de éster metilico del acido 1-ciclopentilaminometil-ciclopropanocarboxilico con 2,4-dicloro-5-
nitropirimidina y KoCO3 en acetona dio éster etilico del acido 1-{[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-
metil}ciclopropanocarboxilico. El tratamiento con NH4Cl y polvo de hierro en etanol dio éster etilico del acido 1-{[(5-
amino-2-cloro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-metil}-ciclopropanocarboxilico
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)
<0
J\& /O
Hsz‘\rq
\N)\cu

EM (positivo): 339,2, 341,2; Rt = 4,15 min. (Analitico_2).
Se calento el compuesto anterior en DMF hasta 140 °C durante 2 horas. Se evaporé el disolvente a vacio, se afadié

acetato de etilo, y se filtr6 el sdélido resultante y se secd a vacio para dar 2’-cloro-9'-ciclopentil-8’,9'-
dihidroespiro[ciclopropano-1,7’pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-6’(5'H)-ona

o} N’O
Nes#'
" \N’[(\J\CI

EM (positivo): 293,2, 295,2; Rt = 3,48 min. (Analitico_2).

La reaccion de 2-cloro-9-ciclopentil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-7,1’-ciclopropan]-6-ona con Mel y
NaH en DMF dio 2-cloro-9’-ciclopentil-5’-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-

6'(5'H)-ona
oj‘\N/O
N\(krl
7
\N)\Cl
EM (positivo): 307,1, 309,2; Rt = 3,67 min. (Analitico_3).

Producto intermedio 3: 2-cloro-9-ciclopentil-5, 7, 7-trimetil-8, 9-dihidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6(7H)-ona

La reaccion del éster etilico del acido 3-amino-2,2-dimetil-propionico con ciclopentanona, acetato de sodio y
triacetoxiborohidruro de sodio en DCM dio éster etilico del acido 3-ciclopentilamino-2,2-dimetil-propiénico

L 0
H
'H-RMN (CDCls): 1,19 (6H, s, CHs), 1,25 (3H, t, J 7 Hz, CHs), 1,28 (2H, m, CH), 1,49 (2H, m, CH), 1,65 (2H, m, CH),
2,64 (1H, s, CHy), 3,01 (1H, m, CH), 4,10 (2H, q, J 7,5 Hz), CH,)

La reaccion del éster etilico del acido 3-ciclopentilamino-2,2-dimetil-propidnico con 2,4-dicloro-5-nitropirimidina y
K>COs3 en acetona dio éster etilico del acido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-2,2-dimetil-propiénico

/\0)05<\N/Q

EM (positivo): 371,1, 373,1; Rt = 4,67 min. (Analitico_2).

La reaccion del éster etilico del acido 3-[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-2,2-dimetil-propidnico con
NH4Cl y polvo de hierro en etanol dio éster etilico del acido 3-[(5-amino-2-cloro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-2,2-

dimetil-propiénico
L A0
/\O&N
HN N

=
|
\N*Cl
EM (positivo): 341,2, 343,2; Rt = 4,25 min. (Analitico_2).
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Se calentd el éster etilico del acido 3-[(5-amino-2-cloro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-2,2-dimetil-propidnico en
DMF hasta 140 °C durante 2 horas. Se evaporo el disolvente a vacio, se afiadié acetato de etilo, y se filtré el sélido
resultante y se seco a vacio para dar 2-cloro-9-ciclopentil-7,7-dimetil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-

ona
ey
N
H‘KL!N
NS

N Ci
EM (positivo): 295,1, 297,2; Rt = 3,58 min. (Analitico_2).

La reaccion de 2-cloro-9-ciclopentil-7,7-dimetil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona con Mel y NaH en
DMF dio 2-cloro-9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-8,9-dihidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6(7H)-ona

EM (positivo): 309,1, 311,2; Rt = 3,90 min. (Analitico_3).

Producto intermedio 4: 2’-cloro-9’-ciclopentil-5’-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclobutano-1, 7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-
6’(5’H)-ona

La reaccion del éster metilico del acido 1-aminometil-ciclobutanocarboxilico con ciclopentanona, acetato de sodio y
triacetoxiborohidruro de sodio en DCM dio éster metilico del acido 1-ciclopentilaminometil-ciclobutanocarboxilico

\Okg Ie

"H-RMN (CDCls): 1,36 (2H, m, CHy), 1,51 (2H, m, CHy), 1,66 (2H, m, CH,), 1,95 (4H, m, 2 x CH,), 2,15 (2H, m, CHy),
2,43 (4H, m, 2 x CHy), 2,93 (2H, s, CHy), 3,21 (1H, m, CH), 3,76 (3H, s, CH)

La reacciéon del éster metilico del acido 1-ciclopentilaminometil-ciclobutanocarboxilico con 2,4-dicloro-5-

nitropirimidina y KoCO3 en acetona dio éster metilico del acido 1-{[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-
metil-ciclobutanocarbonocarboxilico

EM (positivo):369,2, 371,2; Rt = 3,48 min. (Analitico_1).

La reaccion del éster metilico del acido 1-{[(2-cloro-5-nitro-pirimidin-4-il)-ciclopentil-amino]-metil}-
ciclobutanocarboxilico con NH4Cl y polvo de hierro en etanol dio 2’-cloro-9’-ciclopentil-8',9’-dihidroespiro[ciclobutano-
1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-6’(5’H)-ona, aislada directamente.

T O

N\Eg

H ‘ N
N/)\Ci

EM (positivo): 307,2, 309,2; Rt = 3,48 min. (Analitico_1).
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La reaccion de 2-cloro-9-ciclopentil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-7,1’-ciclobutan]-6-ona con Mel y
NaH en DMF dio 2’-cloro-9'-ciclopentil-5-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-b][4,5-b][1,4]diazepin]-
6'(5’'H)-ona

Nyaa W
/N\ﬁN
N/

EM (positivo): 321,2, 323,3; Rt = 3,77 min. (Analitico_1).

cl

Producto intermedio 5: acido 4-(9-ciclopentil-5’-metil-6’-0x0-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido-
[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico

Se calentaron 2’-cloro-9'-ciclopentil-5-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-6'(5'H)-
ona (producto intermedio 2) (0,70 g, 2,5 mmol, 1 eq.), acido 4-amino-3-metoxibenzoico (1,25 g, 7,5 mmol, 3 eq.) y
TFA (1,43 g, 12,5 mmol, 5 eq.) hasta reflujo en TFE (25 ml) durante 18 horas. Se evaporo6 el disolvente a vacio y se
tritur6 el residuo resultante con MeOH para dar acido 4-(9-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5,6",8’,9'-
tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (0,81 g, 74 %).

O&o\N (o}
Mt O
&
N
N H

_0
Rt = 1,88 min. (Analitico_1) EM (positivo): 438,4, EM (negativo): 436,5.

Producto intermedio 6: acido 4-(9-ciclopentil-5,7, 7-trimetil-6-oxo-6, 7,8, 9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-
ilamino)-3-metoxibenzoico

Se calentaron 2-cloro-9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-8,9-dihidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6(7H)-ona  (producto
intermedio 3) (0,35 g, 1,14 mmol, 1 eq.), acido 4-amino-3-metoxibenzoico (0,57 g, 3,42 mmol, 3 eq.) y TFA (0,42 ml,
5,7 mmol, 5 eq.) hasta reflujo en TFE (10 ml) durante 36 horas. Se evaporo el disolvente a vacio y se triturd el
residuo resultante con EtOAc para dar acido 4-(9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxibenzoico (0,38 g, 76 %).

oW G I
LA
N” °N
Ho g

Producto intermedio 7: acido 4-(9’-ciclopentil-5-metil-6’-0xo-5’,6’,8’,9’-tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico

EM (positivo): 440,3, EM (negativo): 438,5.

Se calentaron 2'-cloro-9-ciclopentil-5’-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-6'(5'H)-
ona (producto intermedio 4) (1,02 g, 3,18 mmol, 1 eq.), acido 4-amino-3-metoxibenzoico (1,6 g, 9,5 mmol, 3 eq.) y
TFA (1,2 ml, 15,9 mmol, 5 eq.) hasta reflujo en TFE (40 ml) durante 24 horas. Se evaporo el disolvente a vacio y se
tritur6 el residuo resultante con EtOAc para dar acido 4-(9-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6",8’,9'-
tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (1,08 g, 75 %).

Ot£< N’O o}
/NWI\/%’]’\ OH
Nig N
e
Rt = 2,10 min. (Analitico_1); EM (positivo): 452,3, EM (negativo): 450,4.
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Producto intermedio 8: acido 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-oxo0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-
ilamino)-3-metoxibenzoico

Se calentaron 2-cloro-9-ciclopentil-5-metil-8,9-dihidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6(7H)-ona (producto intermedio
1) (0,70 g, 2,5 mmol, 1 eq.), acido 4-amino-3-metoxibenzoico (1,25 g, 7,5 mmol, 3 eq.) y TFA (0,93 ml, 12,5 mmol, 5
eq.) hasta reflujo en TFE (25 ml) durante 20 horas. Se evaporo el disolvente a vacio y se triturd el residuo resultante
con MeOH para dar acido 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-
3-metoxibenzoico (0,66 g, 64 %).

O{\ N’O (o]
N\ﬁ
/ I N OH
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Rt = 1,88 min. (Analitico_1); EM (positivo): 412,4, EM (negativo): 410,5.

Producto intermedio 9: acido 4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-0x0-5’,6",8’,9-tetrahidroespiro[ciclopropano-1, 7*-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluorobenzoico

Se calentaron 2’-cloro-9'-ciclopentil-5-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-6'(5'H)-
ona (producto intermedio 2) (0,42 g, 1,36 mmol, 1 eq.), acido 4-amino-3-fluorobenzoico (0,63 g, 4,1 mmol, 3 eq.) y
TFA (0,51 ml, 6,8 mmol, 5 eq.) hasta reflujo en TFE (10 ml) durante 36 horas. Se afadieron acido 4-amino-3-
fluorobenzoico (0,63 g, 4,1 mmol, 3 eq.) y TFA (0,51 ml, 6,8 mmol, 5 eq.) adicionales y se calent6 la reaccion hasta
reflujo de nuevo durante 4 dias. Se evaporo el disolvente a vacio y se tritur6 el residuo resultante con EtOAc para
dar acido 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-oxo-5,6',8',9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2-

ilamino)-3-fluorobenzoico (0,41 g, 71 %).
O§—\N o}
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Rt =1,93 min. (Analitico_1); EM (positivo): 426,3

Producto intermedio 10: acido 4-(9’-ciclopentil-5-metil-6™-0xo-5’,6’,8’,9’-tetrahidroespiro[ciclobutano-1, 7’-pirimido[4,5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluorobenzoico

Se calentaron 2'-cloro-9-ciclopentil-5’-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-6'(5'H)-
ona (producto intermedio 4) (0,20 g, 0,63 mmol, 1 eq.), acido 4-amino-3-fluorobenzoico (0,30 g, 1,9 mmol, 3 eq.) y
TFA (0,24 ml, 3,2 mmol, 5 eq.) hasta reflujo en TFE durante 18 horas. Se afiadieron acido 4-amino-3-fluorobenzoico
(0,20 g) y TFA (0,1 ml) adicionales y se calent6 la reaccion hasta reflujo de nuevo durante 2 dias. Se afiadio TFA
(0,24 ml) adicional y se calenté la reaccion hasta reflujo de nuevo durante 3 dias. Se evapord el disolvente a vacio y
se triturd el residuo resultante con EtOAc para dar acido 4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5’,6’,8’,9'-tetrahidroespiro
[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluorobenzoico (0,15 g, 55 %).

Oﬁfi N 0]
N B
/ N OH
N 'N
H

F
Rt = 2,02 min. (Analitico_1); EM (positivo): 440,3; EM (negativo): 438,4

Producto intermedio 11: 4-amino-N-(trans-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

V/\LN
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4-Amino-N-(trans-4-(4-(ciclopropimetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida es un compuesto conocido en la
técnica y se prepar6 mediante los métodos descritos en el documento WO 2007/090844 A1.

Producto intermedio 12: 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-(piperidin-4-il)benzamida

Se agitaron juntos acido 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxibenzoico (producto intermedio 8) (0,49 g, 1,2 mmol, 1 eq.), TBTU (0,42 g, 1,3 mmol, 1,1 eq.) y DIPEA
(0,40 ml, 2,4 mmol, 2 eq.) en DCM (25 ml) durante 30 min. antes de la adicién de 4-amino-1-BOC-piperidina (0,29 g,
1,4 mmol, 1,2 eq.). Se agitdé la MR a ta durante 20 horas antes de diluir con DCM (30 ml) y lavar secuencialmente
con agua (2 x 15 ml), hidrogenocarbonato de sodio saturado acuoso al 50 %(1 x 20 ml), carbonato de potasio
saturado acuoso (1 x 20 ml) y salmuera saturada (1 x 20 ml). Se concentré a vacio para aislar 4-(9-ciclopentil-5-
metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-(1-BOC-piperidin-4-il)benzamida
que se uso sin purificacion adicional (0,71 g). Rt = 3,58 min. (Analitico_1).

Se afiadié acido clorhidrico metandlico y se agité la disolucion durante 4 horas a ta. La concentracion a vacio
proporciond la sal de clorhidrato de 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-
ilamino)3-metoxi-N-(piperidin-4-il)benzamida. Se repartié esta sal entre DCM y disoluciéon acuosa de carbonato de
potasio a pH 8. Se separo la fase de DCM y se extrajo la fase acuosa con DCM y EtOAc. Se secaron las fases
organicas combinadas (MgSOQ.) y se concentraron a vacio para proporcionar 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-
tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-(piperidin-4-il)benzamida como base libre (0,51 g).

(e} N o] NH
N/J\N
Ho o

Rt = 2,78 min. (Analitico_1); EM (positivo): 494; EM (negativo): 492.

Compuesto [254]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1,7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(4-metilpiperazin-1il)benzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (22 mg, 0,05 mmol, 1 eq.), DIPEA (17 pl, 0,10
mmol, 2 eq.) y TBTU (18 mg, 0,055 mmol, 1,1 eq.) a 0,5 ml de DMF y se agito la disolucion resultante a ta durante
30 min. antes de la adicion de 1-amino-4-metilpiperazina (12 pl, 0,1 mmol, 2 eq.). Entonces se agité la MR a ta
durante 4 horas antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1) para proporcionar 4-(9'-
ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5',6',8’,9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’ilamino)-3-
metoxi-N-(4-metilpiperazin-1il)benzamida (s6lido de color blanco, 8 mg, 30 %).

o N/O o N
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Rt = 2,63 min. (Analitico_1) EM (positivo): 535,5; EM (negativo): 533,6; 'H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,63 - 0,70 (2 H,
m), 0,87 - 0,94 (2 H, m), 1,43 - 1,54 (2 H, m), 1,55 - 1,63 (2 H, m), 1,64 - 1,73 (2 H, m), 1,83 - 1,94 (2 H, m), 2,18 (3
H,s), 2,31-2,48 (4 H, m), 2,92 (4 H, m), 3,16 (3 H, s), 3,47 (2 H, s), 3,94 (3H, s), 4,78-4,91 (1 H, m), 7,35 -7,48 (2
H, m), 7,68 (1 H, s), 7,98 (1 H, s), 8,39 (1 H, d, J=8,3 Hz), 9,31 (1 H, s).

Compuesto [218]: (£)-4-(9-ciclopentil-5’-metil-6’-0x0-5",6°,8’, 9 -tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-il) benzamida

Se anadieron acido 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5',6’,8’,9-tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 7) (15 mg, 0,033 mmol), DIPEA (12 pl, 0,066
mmol, 2 eq.) y TBTU (12 mg, 0,036 mmol, 1,1 eq.) a 0,5 ml de DMF y se agit6 la disolucién resultante a ta durante 5
min. antes de la adicion de diclorhidrato de 3-aminoquinuclidina (8 mg, 0,04 mmol, 1,2 eq.) y DIPEA (13 pulL).
Entonces se agité la MR a ta durante 3 horas antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_2)
para proporcionar (£)-4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-oxo-5',6',8’,9’-tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-il)benzamida.
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Rt = 3,26 min. (Analitico_1); EM (positivo): 560,4; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 8,37 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,08 (d, J =
6,8 Hz, 1H), 8,05 (s, 1H), 7,73 (s, 1H), 7,45 - 7,53 (m, 2H), 4,82 (quin, J = 8,3 Hz, 1H), 3,84 - 4,01 (m, 4H), 3,64 (s,
2H), 3,18 (s, 3H), 3,04 - 3,14 (m, 1H), 2,88 (t, J = 9,8 Hz, 1H), 2,58 - 2,75 (m, 4H), 2,21 - 2,33 (m, 2H), 2,07 (s, 2H),
1,97 (s. a., 2H), 1,87 (s. a., 2H), 1,76 (d, J = 4,9 Hz, 2H), 1,56 - 1,70 (m, 8H), 1,30 (s. a., 1H)

Compuesto [195]: 4-(9-ciclopentil-5,7, 7-trimetil-6-0x0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]-diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-(4-metil-piperazin-1-il)-benzamida

Se afiadieron acido 4-(9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxibenzoico (producto intermedio 6) (20 mg, 0,046 mmol, 1 eq.), DIPEA (16 wl, 0,091 mmol, 2 eq.) y TBTU
(16 mg, 0,05 mmol, 1,1 eq.) a 0,5 ml de DMF y se agitd la disolucién resultante a ta durante 5 min. antes de la
adicion de 1-amino-4-metilpiperazina (7 mg). Entonces se agité la MR a ta durante 16 horas antes de purificar
mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1) para proporcionar 4-(9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-
tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-(4-metil-piperazin-1-il)-benzamida.
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Rt = 2,81 min. (Analitico_1); EM (positivo): 537,5; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 1,09 (6H, s), 1,61 (4H, m), 1,73 (2H,
m), 1,87 (2H, m), 2,19 (3H, s), 2,42 (2H, m), 2,92 (4H, m), 3,29 (3H, s), 3,37 (3H, m), 3,93 (3H, s), 3,17 (1H, m), 7,40
(2H, m), 7,68 (1H, s), 7,98 (1H, s), 8,37 (1H, d, J 7 Hz), 9,30 (1H, s).

Compuesto [221]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6°'8’,9 -tetrahidroespiro[ciclobutano- 1, 7’-pirimido[4, 5-b-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(4-metilpiperazin-1-illbenzamida

Se anadieron acido 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5',6’,8",9-tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 7) (15 mg, 0,033 mmol, 1 eq.), DIPEA (12 pl,
0,066 mmol, 2 eq.) y TBTU (12 mg, 0,036 mmol, 1,1 eq.) a 0,5 ml de DMF y se agitd la disolucion resultante a ta
durante 5 min. antes de la adicidon de 1-amino-4-metilpiperazina (5 mg) y DIPEA (13 uL). Entonces se agité la MR a
ta durante 3 horas antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_2) para proporcionar 4-(9'-
ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5',6',8’,9’-tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-
N-(4-metilpiperazin-1-il)benzamida.
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Rt = 2,79 min. (Analitico_1); EM (positivo): 549,5; "H-RMN (DMSO-ds) 6 ppm: 9,31 (s, 1H), 8,37 (d, J = 8,3 Hz, 1H),
8,05 (s, 1H), 7,72 (s, 1H), 7,37 - 7,47 (m, 2H), 4,73 - 4,86 (m, 1H), 3,93 (s, 3H), 3,64 (s, 2H), 3,18 (s, 3H), 2,92 (s. a.,
4H), 2,36 (s. a., 4H), 2,27 (d, J = 9,3 Hz, 2H), 2,18 (s, 3H), 1,97 (s. a., 2H), 1,79-1,91 (m, 1H), 1,76 (s. a., 2H), 1,54 -
1,72 (m, 7H).

Compuesto [371]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1, 7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-((trans)-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

Se calentaron juntos 2’-cloro-9’-ciclopentil-5’-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-
6'(5’H)-ona (producto intermedio 2) (0,14 g, 0,45 mmol, 1 eq.), 4-amino-N-(trans-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-
il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (producto intermedio 11) (0,26 g, 0,67 mmol, 1,5 eq.) y TFA (0,17 ml, 2,2 mmol, 5
eg.) en TFE (3 ml) a 80 °C durante 18 horas. Se afiadié cantidad adicional de producto intermedio 2 (0,14 g) y se
calento la reaccion adicionalmente durante 48 horas. Se concentrd la MR a vacio y se purifico el residuo mediante
cromatografia en columna ultrarrapida sobre silice eluyendo con un gradiente de amoniaco al 0—20 %/MeOH en
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DCM seguido por HPLC preparativa (Preparativo_4) entonces finalmente RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1)
para dar 4-(9-ciclopentil-5-metil-6'-ox0-5',6’,8’,9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-
ilamino)-N-((trans)-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (0,11 g, 25 %).

Oﬁ_\N e} 'O/w
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Rt = 3,18 min. (Analitico_1); ES (positivo): 657,6; ES (negativo): 655,7; 'H-RMN (DMSO-ds) § ppm: 0,05 (d, J =
4,20 Hz, 3H), 0,44 (d, J = 7,74 Hz, 2H), 0,67 (d, J = 1,61 Hz, 2H), 0,74- 0,85 (m, 1H), 0,90 (s, 2H), 1,23 - 1,44 (m,
3H), 1,44 - 1,55 (m, 2H), 1,54 - 1,64 (m, 2H), 1,64 - 1,74 (m, 2H), 1,88 (s. a., 5H), 2,08 (s, 3H), 2,13 (d, J = 6,45 Hz,
2H), 2,17 - 2,28 (m, 1H), 2,29 - 2,47 (m, 3H), 2,60 - 2,67 (m, 1H), 3,06 - 3,23 (m, 5H), 3,47 (s, 2H), 3,65 - 3,79 (m,
1H), 3,94 (s, 2H), 4,05 - 4,13 (m, 1H), 4,78 - 4,91 (m, 1H), 7,48 (s, 2H), 7,67 (s, 1H), 7,98 (s, 1H), 8,00 - 8,07 (m, 1H),
8,31 - 8,45 (m, 1H).

Compuesto [372]: 4-(9-ciclopentil-5,7, 7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-
((trans)-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

Se calentaron juntos  2-cloro-9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-8,9-dihidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6(7H)-ona
(producto intermedio 3) (0,13 g, 0,43 mmol, 1 eq.), 4-amino-N-(trans-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-
metoxibenzamida (producto intermedio 11) (0,26 g, 0,67 mmol, 1,5 eq.) y TFA (0,17 ml, 2,2 mmol, 5 eq.) en TFE
(3 ml) a 80 °C durante 18 horas. Se afadi6é cantidad adicional de producto intermedio 6 (0,13 g) y se calent6 la
reaccion adicionalmente durante 48 horas. Se concentré la MR a vacio y se purifico el residuo mediante
cromatografia en columna ultrarrapida sobre silice eluyendo con un gradiente de amoniaco al 0—20 %/MeOH en
DCM seguido por HPLC preparativa (Preparativo_4) entonces finalmente RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1)
para dar 4-(9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-((trans)-4-
(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (0,03 g, 7 %).

oiﬁ N’O o O/\V
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Rt = 3,38 min. (Analitico_1); ES (positivo): 659,6; ES (negativo): 657,7; "H-RMN (DMSO-ds) § ppm: 0,05 (d, J =
3,86 Hz, 3H), 0,40 - 0,48 (m, 3H), 0,73 - 0,84 (m, 2H), 1,03 - 1,13 (m, 10H), 1,18 (s, 1H), 1,24 - 1,43 (m, 6H), 1,61 (s.
a., 3H), 1,74 (d, J = 9,65 Hz, 2H), 1,88 (s. a., 5H), 2,08 (s, 5H), 2,13 (d, J = 6,75 Hz, 2H), 2,17 - 2,25 (m, 1H), 2,36 (s.
a., 3H), 2,60 - 2,67 (m, 1H), 3,14 - 3,22 (m, 2H), 3,37 (s, 1H), 3,51 (s, 1H), 3,94 (s, 2H), 5,18 (t, J = 8,52 Hz, 1H), 7,43
- 7,50 (m, 1H), 7,67 (s, 1H), 7,98 (s, 1H), 8,03 (d, J = 7,72 Hz, 1H), 8,35 (d, J = 8,36 Hz, 1H).

Alternativamente, el experto apreciara que los ejemplos 5, 6 podrian sintetizarse mediante la reaccién de los
productos intermedios 5 o 6 con el compuesto conocido trans-4-(4-ciclopropilmetil-piperazin-1-il)-ciclohexilamina
(descrito en el documento US 6.861.422 B2) usando condiciones de formacién de enlace amida convencionales
tales como las descritas en el ejemplo 1.

Compuesto [345]: 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-
N-[1-(tetrahidro-piran-4-il)-piperidin-4-il]-benzamida

Se hicieron reaccionar 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-(piperidin-4-il)benzamida (producto intermedio 12) (35 mg, 0,07 mmol, 1 eq.) y triacetoxiborohidruro de
sodio (18 mg, 0,084 mmol, 1,2 eq.) en DCM (0,5 ml) con tetrahidropiran-4-ona (6,5 pl, 0,07 mmol, 1 eq.) a ta durante
2 dias. Se afiadieron triacetoxiborohidruro de sodio (18 mg, 1,2 eq.), tetrahidropiran-4-ona (6,5 ul, 1 eq.) adicionales
y acido aceético (4 pl, 1 eq.). Tras dos dias se diluyé la MR con DCM, se lavd con agua y se concentr6 la fase
organica a vacio. Se purificd el residuo resultante mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1) para
proporcionar 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-[1-
(tetrahidro-piran-4-il)-piperidin-4-ill-benzamida (10 mg, 25 %).
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Rt = 2,74 min. (Analitico_1); ES (positivo): 578,5; ES (negativo): 576,7.

Compuesto [373]: 4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9-tetrahidroespiro[ciclobutano- 1, 7’-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluoro-N-(4-metilpiperazin-1-i[)benzamida

Se anadieron acido 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5',6’,8’,9-tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluorobenzoico (producto intermedio 10) (100 mg, 0,23 mmol, 1 eq.), DIPEA (80 pl, 0,46
mmol, 2 eq.) y TBTU (80 mg, 0,25 mmol, 1,1 eq.) a 1 ml de DMF y se agité la disolucion resultante a ta durante 10
min. antes de la adicién de 1-amino-4-metilpiperazina (33 ul, 0,27 mmol, 1,2 eq.). Entonces se agité la MR a ta
durante 1 hora antes de fraccionar en dos lotes iguales y purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM
(Preparativo_3) para  proporcionar  4-(9'-ciclopenil-5'-metil-6’-0x0-5",6’,8’,9'-tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7’-
pirimido(4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluoro-N-(4-metilpiperazin-1-il)benzamida (0,05 g, 41 %).
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Rt = 2,74 min. (Analitico_1); EM (positivo): 537,5; "H-RMN (DMSO-ds) 6 ppm: 1,55 - 1,65 (8H, m), 1,71 (2H, m), 1,88
(2H, m), 2,18 (3H, s), 2,28 (2H, q, J 10,5 Hz), 2,41 - 2,52 (4H, m), 2,89 (4H, m), 3,18 (3H, s), 3,61 (2H, s), 4,76 (1H,
quintete, 8,5 Hz), 7,61 (2H, m), 8,03 (1H, s), 8,12 (1H, dd, J 8 Hz), 8,5 Hz), 8,76 (1H, s), 9,36 (1H, s).

Compuesto [374]: 4-(9’-ciclopentil-5-metil-6’-oxo0-5’,6’,8°9 -tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluoro-N-(4-metilpiperazin-1illbenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluorobenzoico (producto intermedio 9) (0,27 g, 0,63 mmol, 1 eq.), DIPEA (0,21 ml, 1,26
mmol, 2 eq.) y TBTU (0,22 g, 0,69 mmol, 1,1 eq.) a 5 ml de DCM y se agit6 la disolucion resultante a ta durante 30
min. antes de la adicién de 1-amino-4-metilpiperazina (91 ul, 0,75 mmol, 1,2 eq.). Entonces se agité la MR a ta
durante 4 horas antes de lavar con agua, concentrar a vacio y purificar el residuo mediante RP-HPLC preparativa-
EM (Preparativo_1) para proporcionar 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-oxo-5,6',8',9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7°’-
pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-fluoro-N-(4-metilpiperazin-1-il)benzamida (0,14 g, 44 %).
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Rt = 2,58 min. (Analitico_1); EM (positivo): 523,4; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,65 - 0,67 (2H, s, CH>), 0,85 - 0,95
(2H, m, CHyp), 1,23 - 1,82 (8H, m, alquil-H), 2,18 (3H, s, CH3), 2,36-2,41 (4H, m, alquil-H), 2,88 (4H, s, alquil-H), 3,16
(38H, s, CHg), 3,44 (2H, s, alquil-H), 4,77 - 4,80 (1H, m, CH), 7,6 (2H, m, aril-H), 7,96 (1H, s, aril-H), 8,16 (1H, t, J =
8 Hz, aril-H), 8,70 (1H, s, NH), 9,35(1H, s, NH).

Compuesto [194]: (£)-4-(9-ciclopentil-5, 7, 7-trimetil-6-ox0-6, 7,8, 9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-
3-metoxi-N-(quinuclidin-3-i[)benzamida

Se afiadieron acido 4-(9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxibenzoico (producto intermedio 6) (20 mg, 0,046 mmol, 1 eq.), DIPEA (16 wl, 0,091 mmol, 2 eq.) y TBTU
(16 mg, 0,05 mmol, 1,1 eq.) a 0,5 ml de DMF y se agitd la disolucién resultante a ta durante 5 min. antes de la
adicion de diclorhidrato de 3-aminoquinuclidina (11 mg, 0,055 mmol, 1,1 eq.). Entonces se agité la MR a ta durante
16 horas antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1) para proporcionar (t)-4-(9-
ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-
il)benzamida (8 mg, 32 %).
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Rt = 3,28 min. (Analitico_1); EM (positivo): 548,5; "H-RMN (DMSO-ds) 6 ppm: 8,37 (1H, d, J 8 Hz), 8,07 (1H, d, J
6,5 Hz), 7,98 (1H, s), 7,69 (1H, s), 7,47 - 7,50 (2H, m), 5,19 (1H, quint, J 8 Hz), 3,95 (4H, m), 3,37 (2H, s), 3,18 (3H,
s), 3,11 (1H, m), 2,89 (1H, m), 2,65 - 2,72 (4H, m), 1,88 (2H, m), 1,73 - 1,87 (4H, m), 1,57 - 1,61 (6H, m), 1,31 (1H,
m), 1,09 (6H, s).

Compuesto [186]: ()-4-(9-ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5’,6’,8’, 9-tetrahidroespiro[ciclopropano-1, 7-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-il) benzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6’,8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (25 mg, 0,057 mmol, 1 eq.), DIPEA (20 pl, 0,11
mmol, 2 eq.) y TBTU (20 mg, 0,063 mmol, 1,1 eq.) a 0,5 ml de DMF y se agito la disolucion resultante a ta durante
15 min. antes de la adicién de diclorhidrato de 3-aminoquinuclidina (11 mg, 0,055 mmol, 1,1 eq.) y DIPEA (40 pL).
Entonces se agitd la MR a ta durante 16 horas antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1)
para proporcionar (+)-4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5,6',8’,9’-tetrahidroespiro[hidroespiro(ciclopropano-1,7’-
pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-il)benzamida.

0O
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Rt = 3,02 min. (Analitico_1); EM (positivo): 546,4; "H-RMN (DMSO-ds) 6 ppm: 8,40 (1H, d, J 8 Hz), 8,08 (1H, d, J
7 Hz), 7,98 (1H, s), 7,69 (1H, s), 7,47 - 7,50 (2H, m), 4,87 (1H, quint, J 9 Hz), 4,10 (1H, q, J 5,5 Hz), 3,95 (4H, m),
3,47 (2H, s), 3,27 (3H, s), 3,07 (1H, m), 2,08 (1H, m), 2,63 -2,86 (4H, m), 1,88 (3H, m), 1,78 (1H, m), 1,68 (2H, m),
1,50 -1,62 (5H, m), 1,32 (1H, m), 0,90 (2H, m), 0,66 (2H, m).

Compuesto  [375]:  4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-0x0-5’,6",8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1, 7’-pirimido[4,5-b][1,4]-
diazepin]-2’-ilamino)-N-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-3-metoxibenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (48 mg, 0,11 mmol, 1 eq.), DIPEA (36 pnl, 0,22
mmol, 2 eq.) y TBTU (39 mg, 0,12 mmol, 1,1 eq.) a 5 ml de DCM y se agit6 la disolucién resultante a ta durante 15
min. antes de la adicion de 2-(4-aminopiperazin-1-il)etanol (19 mg, 0,13 mmol, 1,2 eq.). Entonces se agit6 la MR a ta
durante 16 horas antes de concentrar a vacio y purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1) para
proporcionar 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-oxo-5,6’,8’,9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-
2’-ilamino)-N-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-3-metoxibenzamida (24 mg, 39 %).
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Rt = 2,48 min. (Analitico_1); EM (positivo): 565,4; "H-RMN (DMSO) 6 ppm: 0,66 - 0,67 (2H, m, CHy), 0,88 - 0,90 (2H,
m, CHyp), 1,23 -1,90 (8H, m, alquil-H), 2,34-2,41 (4H, m, alquil-H), 2,91 (4H, t, J = 4 Hz, alquil-H), 3,16 (3H, s, CHz),
3,46-3,51 (4H, m,), 3,93 (3H, s, CHa), 4,38-4,45 (1H, m, ) 4,81-4,87 (1H, m, CH), 7,40 (2H, d, J = 10,5 Hz, aril-H),
7,67 (1H, s), 7,98 (1H, s), 8,39 (1H, d, J = 8 Hz, aril-H), 9,30 (1H, s, NH).

Compuesto [376]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1,7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-morfolinobenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (50 mg, 0,11 mmol, 1 eq.), DIPEA (38 pl, 0,23
mmol, 2 eq.) y TBTU (40 mg, 0,172 mmol, 1,1 eq.) a 5 ml de DCM y se agit6 la disolucién resultante a ta durante 15
min. antes de la adicién de 4-aminomorfolina (12 mg, 0,14 mmol, 1,2 eq.). Entonces se agité la MR a ta durante 16
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horas antes de concentrar a vacio y purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1) para proporcionar
4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5',6',8’,9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-
metoxi-N-morfolinobenzamida (26 mg, 44 %).
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Rt = 2,72 min. (Analitico_1); EM (positivo): 522 4; "H-RMN (DMSO) 6 ppm: 0,65 - 0,71 (2H, m, CHy), 0,85 - 0,91 (2H,
m, CHyp), 1,23 - 1,88 (8H, m, alquil-H), 2,92 (4H, t, J = 4 Hz, alquil-H), 3,16 (3H, s, CHj3), 3,47 (2H, s, alquil-H), 3,66
(4H, t, J = 4,5 Hz), 3,94 (3H, s, CH3), 4,81 - 4,87 (1H, m, CH), 7,41 (2H, d, J = 9,5 Hz), 7,69 (1H, s), 7,98 (1H, s), 8,40
(1H, d, J =8 Hz), 9,41 (1H, s, NH).

Compuesto [347]: (R)-4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-0x0-5’,6",8’, 9 -tetrahidroespiro[ciclopropano-1, 7*-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-il) benzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (0,11 g, 0,25 mmol, 1 eq.), DIPEA (0,17 ml) y
TBTU (88 mg, 0,28 mmol, 1,1 eq.) a 5 ml de DCM y se agit6 la disolucion resultante a ta durante 30 min. antes de la
adicion de clorhidrato de (R)-(+)-3-aminoquinuclidina (60 mg, 0,30 mmol, 1,2 eq.). Entonces se agit6 la MR a ta
durante 16 horas antes de diluir con DCM y lavar secuencialmente con agua (x2), hidrogenocarbonato de sodio
saturado acuoso al 50 %, hidrogenocarbonato de sodio saturado acuoso y salmuera saturada. Se seco la fase
organica (MgS0s) y se concentrd a vacio. Se disolvio el residuo en la cantidad minima de EtOAc antes de la adicion
de n-heptano para precipitar (R)-4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1-7’-
pirimido[4,5-b][1,4]diazepina-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-il)benzamida (sélido de color blanco, 0,13 g,

96 %).
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Rt = 3,07 min. (Analitico_1); EM (positivo): 546,5; EM (negativo): 544,6; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm 0,62 - 0,72 (2 H,
m), 0,87 - 0,94 (2 H, m), 1,20 - 1,38 (1 H, m), 1,44 - 1,54 (2 H, m), 1,54 - 1,64 (4 H, m), 1,64 - 1,74 (2 H, m), 1,75 -
1,85 (1 H, m), 1,85-1,95(3 H, m), 2,65 -2,79 (4 H, m), 2,83 - 3,01 (1 H, m), 3,11 - 3,21 (4 H, m), 3,47 (2 H, s), 3,95
(4H,s),4,77-493(1H,m), 7,42 -7,54(2H,m), 7,69 (1H,s), 7,98 (1H,s), 8,10 (1 H, d, J=6,3 Hz), 8,39 (1 H, d,
J=8,3 Hz).

Compuesto [348]: (S)-4-(9’-ciclopentil-5-metil-6’-oxo-5’,6’,8’, 9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1,7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-il) benzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (0,11 g, 0,25 mmol, 1 eq.), DIPEA (0,17 ml) y
TBTU (88 mg, 0,28 mmol, 1,1 eq.) a 5 ml de DCM y se agit6 la disolucion resultante a ta durante 30 min. antes de la
adicion de diclorhidrato de (S)-(-)-3-aminoquinuclidina (60 mg, 0,30 mmol, 1,2 eq.). Entonces se agité la MR a ta
durante 16 horas antes de diluir con DCM y lavar secuencialmente con agua (x2), hidrogenocarbonato de sodio
saturado acuoso al 50 %, hidrogenocarbonato de sodio saturado acuoso y salmuera saturada. Se seco la fase
organica (MgS0Os) y se concentrd a vacio. Se disolvio el residuo en la cantidad minima de EtOAc antes de la adicién
de n-heptano para precipitar (S)-4-(9-ciclopentil-5’-metil-6’-0x0-5’,6’,8'9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-
pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-(quinuclidin-3-il)benzamida (sdlido de color blanco, 0,075 g,
55 %).

Rt = 3,04 min. (Analitico_1); EM (positivo): 546,5; EM (negativo): 544,6; 'H-RMN (DMSO-ds) § ppm: 0,59 - 0,74 (2 H,
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m), 0,86 - 0,97 (2 H, m), 1,20 - 1,43 (1 H, m), 1,45 - 1,75 (7 H, m), 1,76 - 1,98 (4 H, m), 2,66 - 2,86 (3 H, m), 2,89 -
3,07 (1H,m), 3,17 (3 H, s), 3,47 (3H, s), 3,89 - 4,02 (4 H, m), 4,76 - 4,96 (1 H, m), 7,42 - 7,59 (2 H, m), 7,70 (1 H, s),
7,98 (1H, s), 8,14 (1 H, d, J=6,3 Hz), 8,40 (1 H, d, J=7,8 Hz).

Compuesto [377]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9-tetrahidroespiro[ciclobutano- 1, 7’-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-((trans)-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

Se calentaron 2'-cloro-9-ciclopentil-5’-metil-8’,9’-dihidroespiro[ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-6'(5'H)-
ona (producto intermedio 4) (0,065g, 0,2 mmol, 1 eq.), 4-amino-N-(trans-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-
il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (producto intermedio 11) (0,24 g, 0,6 mmol, 3 eq.) y TFA (75 pl, 1 mmol, 5 eq.) en
TFE (6 ml) hasta reflujo juntos 40 horas. Se concentr6 la MR a vacio y se repartié el residuo entre EtOAc e
hidrogenocarbonato de sodio saturado. Se separé la fase organica, se lavd con salmuera saturada y se concentro a
vacio hasta un residuo que se purifico6 mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1) para dar 4-(9'-ciclopentil-
5’-metil-6’-ox0-5,6’,8',9'-tetrahidroespiro(ciclobutano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-((trans)-4-(4-
(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida.
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Rt = 3,41 min. (Analitico_1); ES (positivo): 671,6; ES (negativo): 669,7; 'H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,03 (2H, dd, J
9,5 Hz, 5 Hz), 0,41 (2H, dd, J 10 Hz, 5 Hz), 0,79 (1H, m), 1,20 - 1,37 (4H, m), 1,55 - 1,94 (18H, m), 2,04 (2H, d, J
6,5 Hz), 2,16 - 2,46 (8H, m), 3,15 (3H, s), 3,32 (2H, s), 3,69 (1H, m), 3,90 (3H, s), 4,79 (1H, m), 7,44 (2H, m), 7,68
(1H, s), 8,01 (2H, m), 8,34 (1H, d, J 8,5 Hz).

SA

N

Compuesto  [378]: 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-
((trans)-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

Se calentaron juntos 2-cloro-9-ciclopentil-5-metil-8,9-dihidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6(7H)-ona (producto
intermedio 1) (0,13g, 0,43 mmol, 1 eq.), 4-amino-N-(trans-4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-
metoxibenzamida (producto intermedio 11) (0,26 g, 0,67 mmol, 1,5 eq.) y TFA (0,17 ml, 2,2 mmol, 5 eq.) en TFE
(3 ml) a 80 °C durante 18 horas. Se afadié cantidad adicional de producto intermedio 1 (0,10 g) y se calent6 la
reaccion adicionalmente durante 48 horas. Se concentré la MR a vacio y se purifico el residuo mediante
cromatografia en columna ultrarrapida sobre silice eluyendo con un gradiente de amoniaco al 0—20 %/MeOH en
DCM seguido por HPLC preparativa (Preparativo_4) entonces finalmente RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_1)
para dar 4-(9-ciclopentil-5-metil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-N-((trans)-4-(4-
(ciclopropilmetil)piperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (0,11 g, 26 %).

(N
o N’O 0 ’O“N\)
AN N
N//l\”

0

Rt = 2,88 min. (Analitico_1); ES (positivo): 631,5; ES (negativo): 629,6; 'H-RMN (DMSO-ds) & ppm: -0,15 - 0,11 (m, 2
H), 0,40 (d, J = 8,06 Hz, 2 H), 0,63 - 0,85 (m, 1 H), 1,11 - 1,41 (m, 3 H), 1,57 (s. a., 2 H), 1,69 (d, J = 17,73 Hz, 2 H),
1,74 - 1,95 (m, 6 H), 2,04 (s, 2 H), 2,09 (d, J = 6,45 Hz, 2 H), 2,16 (d, J = 9,67 Hz, 1 H), 2,32 (s. a., 2 H), 2,49 (s. a,, 1
H), 2,51 - 2,59 (m, 2 H), 2,59 (s. a., 1 H), 3,07 - 3,17 (m, 3 H), 3,27 (s, 5 H), 3,53 - 3,62 (m, 2 H), 3,67 (dd, J = 7,41,
3,565 Hz, 1 H), 3,89 (s, 2 H), 4,04 (q, J = 5,37 Hz, 1 H), 4,76 (quin, J = 8,22 Hz, 1 H), 7,38 - 7,48 (m, 2 H), 7,68 (s, 1
H), 7,99 (d, J=7,74 Hz, 1 H), 8,03 (s, 1 H), 8,33 (d, J = 8,06 Hz, 1 H).

Productos intermedios 13-19: 4-(amina-sustituido)ciclohexanaminas

1. [Analogo al método Il en Abdel-Magid A.F. et al. (1996) J. Org. Chem., 61, 3849-3862] triacetoxiborohidruro de
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sodio (1,5 eq.), acido acético (1 eq.), amina (1,1 eq.), THF, 20 h a ta; 2. Hy, Pd al 10 %/C, 60 °C, metanoal,
hidrogenacion de flujo; 3. Yoduro de sodio (4 eq.), clorotrimetilsilano (4 eq.), acetonitrilo, 0 °C -ta, 18h.

Etapa 1:

Se afadié N-benciloxicarbonil-4-aminociclohexanona, un compuesto conocido en la técnica [documento WO
2007/002181 A2] (normalmente escala de 1 mmol), a un tubo de reaccién que contenia THF (5 ml), la piperazina
homopiperazina o morfolina sustituida apropiada, junto con acido acético y triacetoxiborohidruro de sodio. Se agité la
reaccion a temperatura ambiente durante 20 horas. Se extingui6 la reaccion con disolucién de NaHCO3 (2 ml) antes
de acidificar hasta pH 2 con disolucién de HCI 1 N. Se lavo la mezcla con EtOAc antes de separar la fase acuosa y
basificar hasta pH 10 con disolucion de NaOH 2 N. Se extrajo el producto en EtOAc, que se lavé con NaCl sat., se
seco (MgSO.) y se evapord a presion reducida para proporcionar el 4-(amina-sustituido)ciclohexilcarbamato de
bencilo requerido.

Etapa 2:

Se disolvieron cada 4-(amina-sustituido)ciclohexilcarbamato de bencilo en metanol hasta una concentracion de
0,05 M. Se realiz6 la hidrogenacién usando un reactor de flujo H-Cube™ (ThalesNano Inc.) a una velocidad de flujo
de 1 ml/min. sobre catalizador de Pd al 10 %/C calentado hasta 60 °C en modo de hidrégeno completo. La
concentracion a presion reducida proporciond el producto de 4-(amina-sustituido)ciclohexanamina deseado como
aceites. Pudieron obtenerse las sales de clorhidrato sélidas agitando con HCI etéreo.

Cuando se requirié desproteger selectivamente los carbamatos de bencilo en presencia de un grupo N-bencilo
(productos intermedios 16 y 18), se empled la etapa 3 en lugar de la etapa 2.

Etapa 3:

Se disolvid yoduro de sodio (1,5 mmol, 4 eq.) en acetonitrilo anhidro (5 ml) y se agitd mientras se afadia
clorotrimetilsilano (1,5 mmol, 4 eq.). Tras 5 minutos se afadié lentamente esta mezcla a una disolucion de la 4-
(amina-sustituido)ciclohexanamina disuelta en acetonitrilo anhidro (2 ml), se enfrié en un bafio de hielo-agua. Tras 1
hora se retird el bafio de enfriamiento y se agité la MR a temperatura ambiente durante 18 horas. Se concentré la
MR a presion reducida y se volvio a disolver en disolucion al 1 % de agua en metanol. Se absorbi6 la mezcla sobre
una columna SCX Il, se lavé con metanol y se eluyd con amoniaco en metanol. Se concentr6 a vacio para
proporcionar la 4-(amina-sustituido)ciclohexanamina deseada.

Producto intermedio Estructura ES (positivo) [M+H]+ | Analitico_1 Rt (min.)

13 /O/”\) 212,3 2,05
HN
14 /O)\//_E 2523 2,42
H.N -
15 Q)‘\/
HN
16 /O)'\//b nd ;
HN
17 /O/“\) nd -
HN
18 O/”\J/D 274,3 3,27
HN

° io]
HN

nd = sin datos (no se detecto ionizacién en condiciones normales)

nd -

185,2 1,47

Compuesto [379]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1,7 -pirimido[4, 5-
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bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-((trans)-4-(4-etilpiperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (66 mg, 0,15 mmol, 1 eq.), DIPEA (52 pl, 0,3
mmol, 2 eq.) y TBTU (54 mg, 0,17 mmol, 1,1 eq.) a 1,5 ml de DMF y se agit6 la disolucion resultante a ta durante 20
min. antes de la adicién de 4-(4-etilpiperazin-1-il)ciclohexanamina (producto intermedio 13) como la sal de clorhidrato
(58 mg, 0,18 mmol, 1,2 eq.) y DIPEA (78 ul, 0,45 mmol, 3 eq.). Entonces se agité la MR a ta durante 2 horas antes
de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_2) para proporcionar 4-(9-ciclopentil-5’-metil-6’-oxo-
5’,6°,8’,9-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-((trans)-4-(4-etilpiperazin-1-
il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (vidrio incoloro, 26 mg, 28 %).

990 4o
0

Rt = 3,00 min. (Analitico_1) EM (positivo) 631,6; EM (negativo) 629,7; Rt = 3,00 min. (Analitico_1) EM (positivo)
631,6; EM (negativo) 629,7; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,59 - 0,72 (2 H, m), 0,81 - 0,92 (2 H, m), 0,97 (3 H, t,
J=7,1Hz), 1,20 - 1,42 (4 H, m), 1,42 - 1,55 (2 H, m), 1,54 - 1,64 (2 H, m), 1,64 - 1,73 (2 H, m), 1,83 (2 H, d,
J=11,7 Hz), 1,89 (4 H, d, J=7,8 Hz), 2,14 - 2,42 (7 H, m), 3,16 (3 H, s), 3,47 (2 H, s), 3,64 - 3,79 (1 H, m), 3,94 (3 H,
s), 4,84 (1 H, quin, J=8,7 Hz), 7,40 - 7,54 (2 H, m), 7,67 (1 H, s), 7,98 (1 H, s), 8,03 (1 H, d, J=7,8 Hz), 8,38 (1 H, d
J=8,3 Hz).

oy

NS

)

Compuesto [380]: 4-(9’-ciclopentil-5-metil-6’-oxo0-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano-1, 7-pirimido[4, 5-
bj[1,7’|diazepin]-2’-ilamino)-N-((cis)-4-(4-etilpiperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

A partir de la sintesis y purificacion del compuesto [379], se aisl6 como compuesto separado 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-
6’-ox0-5,6',8',9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]2’-ilamino)-N-((cis)-4-(4-etilpiperazin-
1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (vidrio incoloro, 27 mg, 29 %).

NN
NV IS
,Nﬁi H Q)K”O

Rt = 3,13 min. (Analitico_1) EM (positivo) 631,6; EM (negativo) 629,7; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,60 - 0,72 (2 H,
m), 0,83 - 0,93 (2 H, m), 0,98 (3 H, t, J=7,1 Hz), 1,38 - 1,55 (6 H, m),1,55-1,63 (2H, m),1,63-1,80 (4H, m),1,80-1,96
(4H, m),2,02-2,17 (1H, m), 2,16 - 2,44 (7 H, m), 3,16 (3 H, s), 3,47 (2 H, s), 3,79 - 3,92 (1 H, m), 3,94 (3 H, s), 4,84 (1
H, quin, J=8,5 Hz), 7,44 - 7,58 (2H, m), 7,67 (1 H, s), 7,98 (1 H, s), 8,03 (1 H, d, J=7,3 Hz), 8,37 (2 H, d, J=8,8 Hz).

Compuesto [381]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1,7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-(4-(4-(ciclopropilmetil)-1,4-diazepan- 1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (88 mg, 0,2 mmol, 1 eq.), DIPEA (70 pl, 0,4
mmol, 2 eq.) y TBTU (72 mg, 0,24 mmol, 1,2 eq.) a 2 ml de DMF y se agité la disolucion resultante a ta durante 20
min. antes de la adicién de 4-(4-(ciclopropilmetil)-1,4-diazepan-1-il)ciclohexanamina (producto intermedio 14) (60 mg,
0,24 mmol, 1,2 eq.). Entonces se agit6 la MR a ta durante 2 horas antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-
EM (Preparativo_2) para proporcionar 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-6’-oxo0-5,6',8',9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7°’-
pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-(4-(4-(ciclopropilmetil)-1,4-diazepan-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida
como una mezcla de isébmeros cis y trans (solido blanquecino, 67 mg, 50 %).

¢\
0§’\ s N\/—\>

H
Pre)

Rt = 4,12 min. (pico ancho) (Analitico_1) EM (positivo) 671,6; EM (negativo) 669,7; "H-RMN (DMSO-ds) 5 ppm: 0,01
(2 H, d, J=4,4 Hz), 0,40 (2 H, d, J=7,3Hz), 0,63 (2 H, s. a.), 0,71 0,83 (1 H, m), 0,87 (2 H, s. a.), 1,02 (1 H, t,
J=7,1Hz), 1,25-1,38 (2,5H, m), 1,39 - 1,52 (3,5 H, m), 1,52 - 1,61 (2 H, m), 1,65 (4 H, d; J=5,9 Hz), 1,70 - 1,80 (3
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H, m), 1,85 (3 H, d, J=4,4 Hz), 2,21 - 2,31 (1 H, m), 2,55 - 2,83 (8 H, m), 3,13 (3,5 H, s), 3,35 - 3,55 (3 H, m), 3,69
(0,5H,s.a.), 391 (3,5H,s), 4,31 (0,5H, t, J=5,1 Hz), 4,81 (1 H, t, J=8,5 Hz), 7,25 - 7,54 (2 H, m), 7,64 (1 H, s), 7,84
-8,16 (2 H, m), 8,35 (1 H, d, J=8,3 Hz).

Compuesto [382]: 4-(9’-ciclopenil-5’-metil-6’-oxo0-5’,6°,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano-1, 7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-(4-(4-etil-1,4-diazepan- 1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (44 mg, 0,1 mmol, 1 eq.), DIPEA (35 pl, 0,2
mmol, 2 eq.) y TBTU (36 mg, 0,12 mmol, 1,2 eq.) a 1 ml de DMF y se agité la disolucion resultante a ta durante 20
min. antes de la adicion de 4-(4-etil-1,4-diazepan-1-il)ciclohexanamina (producto intermedio 15) como la sal de
clorhidrato (32 mg, 0,1 mmol, 1 eq.) y DIPEA (53 pl, 0,3 mmol, 3 eq.). Entonces se agit6 la MR a ta durante 2 horas
antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_2) para proporcionar 4-(9'-ciclopenil-5’-metil-6'-
oxo-5',6',8’,9-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-(4-(4-etil-1,4-diazepan-1-
il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida como una mezcla de isémeros cis y trans (s6lido de color blanco, 10 mg, 16 %).

Rt = 3,98 min., 4,18 min. (picos anchos) (Analitico_1) EM (positivo) 645,6; EM (negativo) 643,7; "H-RMN (DMSO-ds)
8 ppm: 0,57 - 0,74 (2 H, m), 0,82 - 0,93 (2 H, m), 0,95 - 1,09 (3 H, m), 1,30 - 1,42 (2 H, m), 1,42 - 1,54 (3,5 H, m),
1,58 (2 H, d, J=4,4 Hz), 1,63-1,75(3,5H, m), 1,75-1,83 (1,5 H, m), 1,88 (3,5 H, s. a.), 1,98 - 2,16 (1,5 H, m), 2,59 -
2,86 (4 H, m), 3,17 (4 H, s), 3,41-3,53 (3,5 H, m), 3,78 (2,5 H, m), 3,88 - 4,02 (3,5 H, m), 4,06 - 4,38 (1 H, m), 4,76 -
491(1H,m),7,39-7,57 (2H, m), 7,59 - 7,78 (1 H, m), 7,98 (2 H, s), 8,31 - 8,45 (1 H, m)

Compuesto [383]: N-(4-(4-bencil-1,4-diazepan-1-il)ciclohexil)-4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-0x0-5",6’,8’,9 -
tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (66 mg, 0,15 mmol, 1 eq.), DIPEA (52 ul, 0,3
mmol, 2 eq.) y TBTU (54 mg, 0,17 mmol, 1,1 eq.) a 1 ml de DMF y se agité la disolucion resultante a ta durante 20
min. antes de la adicién de 4-(4-bencil-1,4-diazepan-1-il)ciclohexanamina (producto intermedio 16) (54 mg, 0,19
mmol, 1,27 eq.) disuelta en DMF (0,5 ml). Entonces se agité la MR a ta durante 2 horas antes de purificar mediante
RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_5) para proporcionar N-(4-(4-bencil-1,4-diazepan-1-il)ciclohexil)-4-(9'-
ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5',6',8’,9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][diazepin]-2’-ilamino)-3-
metoxibenzamida como una mezcla de isémeros cis y trans (sélido blanquecino, 33 mg, 31 %).

D A

Rt = 4,40 min. (Analitico_1) EM (positivo) 707,6; EM (negativo) 705,7; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,73 (2 H, s. a.),
0,96 (2 H,s.a.),1,22-2,22 (19 H, m), 2,64 -2,91 (4 H, m), 3,23 (5 H, s), 3,63 (8 H, s), 3,89 -4,24 (4 H, m), 4,91 (1
H, t, J=8,5 Hz), 5,82 (0 H, s), 7,23-8,54 (10H, m).

Compuesto [384]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano-1, 7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-((trans)-4-(4-metilpiperazin-1-il) ciclohexil)-3-metoxibenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (66 mg, 0,15 mmol, 1 eq.), DIPEA (52 pl, 0,3
mmol, 2 eq.) y TBTU (54 mg, 0,17 mmol, 1,1 eq.) a 1 ml de DMF y se agité la disolucion resultante a ta durante 20
min. antes de la adicién de 4-(4-metilpiperazin-1-il)ciclohexanamina (producto intermedio 17) (35 mg, 0,18 mmol, 1,2
eq.) disuelta en DMF (0,5 ml). Entonces se agité la MR a ta durante 2 horas antes de purificar mediante RP-HPLC
preparativa-EM (preparativo_2 y Preparativo_3) para proporcionar 4-(9-ciclopentil-5'-metil-6’-ox0-5",6’,8,9'-
tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-((trans)-4-(4-metilpiperazin-1-
il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (sélido de color blanco, 17 mg, 18 %).
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Rt = 2,85 min. (Analitico_1) EM (positivo) 617,5; EM (negativo) 615,6; 'H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,61 - 0,76 (2 H,
m), 0,89 (1 H, t, J=6,8 Hz), 0,92 - 0,98 (2 H, m), 1,22 - 1,47 (6 H, m), 1,47 - 1,79 (6 H, m), 1,81 - 2,02 (5 H, m), 2,07 -
2,20 (3H, m), 2,20- 2,42 (4 H, m), 3,20 (4 H, s), 3,34 (3 H, s), 3,51 (2 H, s), 3,67 -3,82 (1 H, m), 3,98 (3H, s), 4,88
(1 H, quin, J=8,5Hz), 7,42 - 7,59 (2 H, m), 7,71 (1 H, s), 8,02 (1 H, s), 8,08 (1 H, d, J=7,8 Hz), 8,42 (1 H, d,
J=8,3 Hz).

Compuesto [385]: 4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-oxo-5’,6’°,8’-9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1, 7’-pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-N-((cis)-4-(4-metilpiperazin-1il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida

A partir de la sintesis y purificacion del compuesto [384], se aisl6 como compuesto separado 4-(9'-ciclopentil-5’-
metill-6’-oxo-5,6’,8',9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-lamino)-N-((cis)-4-(4-
metilpiperazin-1-il)ciclohexil)-3-metoxibenzamida (sélido de color blanco, 34 mg, 37 %).

Oy
0 0 N
o e

N ” )

Rt = 2,93 min. (Analitico_1) EM (positivo) 617,5; EM (negativo) 615,6; 'H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,62 - 0,80 (2 H,
m), 0,84 - 1,02 (4 H, m), 1,18 - 1,36 (4 H, m), 1,43 - 1,84 (12 H, m), 1,84 - 2,03 (4 H, m), 2,09 - 2,22 (4 H, m), 2,41 (4
H,s.a.), 3,21 (3H,s), 3,52 ((2H,s), 3,89-3,97 (1 H,m), 3,99 (3 H, s), 4,89 (1 H, quin, J=8,5 Hz), 7,47 - 7,61 (2 H,
m), 7,72 (1 H, s), 8,03 (1 H, s), 8,08 (1 H, d, J=7,3 Hz), 8,43 (1 H, d, J=9,3, Hz)

Compuesto [386]: N-((trans)-4-(4-bencilpiperazin-1-il)ciclohexil)-4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-0x0-5,6’,8’,9 -
tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (66 mg, 0,15 mmol, 1 eq.), DIPEA (52 ul, 0,3
mmol, 2 eq.) y TBTU (54 mg, 0,17 mmol), 1,1 eq.) a 1 ml de DMF y se agito6 la disolucion resultante a ta durante 20
min. antes de la adicién de 4-(4-bencilpiperazin-1-il)ciclohexanamina (producto intermedio 18) (35 mg, 0,18 mmol,
1,2 eq.) disuelta en DMF (0,5 ml). Entonces se agité la MR a ta durante 2 horas antes de purificar mediante RP-
HPLC preparativa-EM (Preparativo_2) para proporcionar N-((trans)-4-(4-bencilpiperazin-1-il)ciclohexil)-4-(9’-
ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5',6',8’,9’-tetrahidroespiro(ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-
metoxibenzamida (sélido de color blanco, 13 mg, 13 %).

§%,Q ,ONJN@
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Rt = 3,64 min. (Analitico_1) EM (positivo) 693,6; EM (negativo) 691,7; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,62 - 0,79 (2 H,
m), 0,85 -1,02 (2 H, m), 1,20 - 1,46 (4 H, m), 1,46 - 1,58 (2 H, m), 1,59 - 1,67 (2 H, m), 1,67 - 1,78 (2 H, m), 1,80 -
2,02 (6 H,m), 2,12 (1 H,s), 2,18 -2,46 (6 H, m), 3,20 (3 H, s), 3,43 - 3,56 (5 H, m), 3,67 - 3,84 (1 H, m), 3,97 (3H, s),
4,88 (1 H, quin, J=8,4Hz), 7,22 - 7,42 (6 H, m), 7,44 - 7,59 (2 H, m), 7,71 (1 H, s), 8,02 (1 H, s), 8,08 (1 H, d,
J=7,8 Hz), 8,42 (1 H, d, J=7,8 Hz)

Compuesto [387]: N-((cis)-4-(4-bencilpiperazin-1-il)ciclohexil)-4-(9’-ciclopentil-5’-metil-6’-ox0-5",6",8",9-
tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzamida

A partir de la sintesis y purificacion del compuesto [386], se aisl6 como compuesto separado N-((cis)-4-(4-

bencilpiperazin-1-il)ciclohexil)-4-(9’-ciclopentil-5'-metil-6’-ox0-5’,6’,8’,9'-tetrahidroespiro(ciclopropano-1,7°’-
pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzamida (sélido de color blanco, 20 mg, 19 %).
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Rt = 3,85 min. (Analitico_1) EM (positivo) 693,6; EM (negativo) 691,7; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,62 - 0,79 (2 H,
m), 0,87 - 1,01 (2 H, m), 1,43 - 1,59 (5 H, m), 1,59 - 1,67 (2 H, m), 1,66 - 1,74 (2 H, m), 1,75 - 1,84 (2 H, m), 1,92 (4
H,s.a.),2,07-229(2H,m), 2,41 (4 H,s.a.),3,20 (3H,s),3,51(4H,s), 3,87-4,05(4H,m), 4,74 -4,99 (1 H, m),
7,24-7,39(5H,m), 7,50 -7,56 (2H, m), 7,71 (1 H, s), 8,02 (1 H, s), 8,07 (1 H, d, J=6,8 Hz), 8,42 (1 H, d, J=8,8 Hz)

Compuesto [388]: 4-(9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4, 5-][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-((trans)-4-morfolinociclohexil)lbenzamida

Se afiadieron acido 4-(9-ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxibenzoico (producto intermedio 6) (66 mg, 0,15 mmol, 1 eq.), DIPEA (52 pl, 0,3 mmol, 2 eq.) y TBTU (54 mg,
0,17 mmol, 1,1 eq.) a 1,5 ml de DMF y se agitd la disolucion resultante a ta durante 20 min. antes de la adicion de 4-
morfolinociclohexanamina (producto intermedio 16) (33 mg, 0,18 mmol, 1,2 eq.). Entonces se agité la MR a ta
durante 2 horas antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (preparativo_2) para proporcionar 4-(9-
ciclopentil-5,7,7-trimetil-6-ox0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-((trans)-4-
morfolinociclohexil)benzamida (sélido blanquecino, 10 mg, 11 %).
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Rt = 3,16 min. (Analitico_1) EM (positivo) 606,4; EM (negativo) 604,5; "H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 1,07 - 1,18 (7 H,
m), 1,24 - 1,49 (4 H, m), 1,58 - 1,71 (4 H, m), 1,71 - 1,84 (2H, m), 1,83 - 2,03 (6 H, m), 2,23 (1 H, t, J=10,5 Hz), 2,43
-2,51(3H,m), 3,17-3,28 (4 H, m), 3,42 (3 H, s. a.), 3,60 (4 H,s.a.), 3,64 (1H,s.a.),3,71-3,83(1H, m), 3,98 (3
H, s), 5,23 (1 H, t, J=8,3 Hz), 7,44 - 7,60 (2 H, m), 7,72 (1 H, s), 8,02 (1 H, s), 8,09 (1 H, d, J=7,8 Hz), 8,40 (1 H, d,
J=8,3 Hz)

Compuesto [389]: 4-(9-ciclopentil-5, 7-trimetil-6-oxo0-6, 7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-
metoxi-N-((cis)-4-morfolinociclohexil)benzamida

A partir de la sintesis y purificacion del compuesto [388], se aisl6 como compuesto separado 4-(9-ciclopentil-5,7,7-
trimetil-6-oxo-6,7,8,9-tetrahidro-5H-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-ilamino)-3-metoxi-N-((cis)-4-
morfolinociclohexil)benzamida (sélido de color blanco, 22 mg, 24 %).

D S

Rt = 3,31 min. (Analitico_1) EM (positivo) 606,4; EM (negativo) 604,5; "H-RMN (DMSO-ds) 5 ppm: 1,13 (6 H, s), 1,39
-1,60 (4 H,m), 1,60-1,71 (4 H, m), 1,71 -1,85 (4 H, m), 1,85 -2,01 (4 H, m), 2,07 - 2,22 (2 H, m), 2,42 - 2,48 (4 H,
m), 3,22 (4 H, s), 3,64 (4 H, s. a.), 3,87 - 4,05 (4 H, m), 5,14 - 5,31 (1 H, m), 7,45 - 7,62 (2 H, m), 7,71 (1 H, s), 8,02
(1H,s),8,09(1H, d, J=7,3 Hz), 8,39 (1 H, d, J=8,3 Hz)

Compuesto [390]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-oxo-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1,7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-((trans)-4-morfolinociclohexil)benzamida

Se afiadieron  acido  4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5',6',8’,9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxibenzoico (producto intermedio 5) (66 mg, 0,15 mmol, 1 eq.), DIPEA (52 ul, 0,3
mmol, 2 eq.) y TBTU (54 mg, 0,17 mmol, 1,1 eq.) a 1,5 ml de DMF y se agit6 la disolucion resultante a ta durante 20
min. antes de la adicion de 4-morfolinociclohexanamina (producto intermedio 16) (33 mg, 0,18 mmol, 1,2 eq.).
Entonces se agité la MR a ta durante 2 horas antes de purificar mediante RP-HPLC preparativa-EM (Preparativo_2)
para proporcionar 4-(9'-ciclopentil-5-metil-6’-ox0-5’,6’,8’,9’-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-((trans)-4-morfolinociclohexil)benzamida (sélido blanquecino, 13 mg, 14 %).
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Rt = 2,96 min. (Analitico_1) EM (positivo) 604,4; EM (negativo) 602,5; 'H-RMN (DMSO-ds) § ppm: 0,72 (2 H, s), 0,95
(2H,s),1,24-1,49 (4H, m), 1,49-1,60 (2H, m), 1,60- 1,69 (2H, m), 1,69-1,82(2H, m), 1,82-2,03 (6 H, m), 2,14
(1H,s),2,17-2,32(1H,m), 3,22 (4 H, s), 3,53 (2H, s), 3,61(4H,s.a.),371-3,84(1H,m), 4,00 (3H,s),4,90 (1
H, quin, J=8,5Hz), 7,43 -7,61 (2H, m), 7,73 (1 H, s), 8,04 (1 H, s), 8,10 (1 H, d, J=7,8 Hz), 8,44 (1 H, d, J=8,3 Hz)

Compuesto [391]: 4-(9’-ciclopentil-5™-metil-6’-ox0-5’,6’,8’,9 -tetrahidroespiro[ciclopropano- 1,7 -pirimido[4, 5-
bj[1,4]diazepin]-2’-ilamino)-3-metoxi-N-((cis)-4-morfolinociclohexil)benzamida

A partir de la sintesis y purificacion del compuesto [390], se aisl6 como compuesto separado 4-(9'-ciclopentil-5’-metil-
6’-ox0-5,6’,8',9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7’-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin]-2’-lamino)-3-metoxi-N-((cis)-4-
morfolinlociclohexil)benzamida (sélido de color blanco, 27 mg, 30 %).
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Rt = 3,10 min. (Analitico_1) EM (positivo) 604,4; EM (negativo) 602,5; 'H-RMN (DMSO-ds) & ppm: 0,66 - 0,81 (2 H,
m), 0,88 - 1,03 (2 H, m), 1,45 - 1,86 (12 H, m), 1,87 - 2,02 (4 H, m), 2,10 - 2,21 (1 H, m), 2,47 (4 H, s. a.), 3,22 (3 H,
s), 3,52 (2H,s),3,65(4H,s.a.), 3,89-4,05(4 H, m), 4,90 (1 H, quin, J=8,5 Hz), 7,50 - 7,63 (2 H, m), 7,73 (1 H, s),
8,03 (1H,s),8,10 (1 H, d, J=7,3 Hz), 8,43 (1 H,

* EJEMPLO 3

Se aislé un clon de CD25C humano de longitud completa mediante PCR de ARNm de Hela y se insertdé en un
fragmento BamHI-Hindlll en pRsetA. Se corté el fragmento amino terminal de CDC25C (que codifica para los
residuos 1-300) de este vector y se inserté en pET28a (entre los sitios Ncol y BamHI). La expresion estaba bajo el
control del promotor de T7, y la proteina codificada contenia una etiqueta Hiss en el extremo carboxilo terminal. Se
transformo el vector en una cepa de E. coli BRL(DE3) pLysS para experimentos de expresion. Se expres6 CDC25C
en células bacterianas BL21(DE3) RIL, se hizo crecer en medio LB a 37 °C hasta que se alcanzé una DOgoonm de
0,6. Se indujo la expresion con IPTG 1 mM y se hizo crecer el cultivo bacteriano adicionalmente durante 3 h. Se
recogieron las bacterias mediante centrifugacion y se resuspendié el sedimento celular en Tris 50 mM pH 7,5y
sacarosa al 10 %, se sometié a congelacion ultrarrapida y se almacendé a -70 °C hasta que se us6. Se purifico la
proteina CDC25C a partir de cuerpos de inclusion de E. coli. Se aislaron los cuerpos de inclusién en un tampon (Tris
50 mM pH 8,0, EDTA 2 mM, NaCl 100 mM, Triton X-100 al 0,5 %). Tras la desnaturalizacion en presencia de urea
6 M, se volvid a plegar la proteina por medio de dialisis lenta de la urea. Se almacend la proteina en Tris 25 mM pH
8,0, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mMy glicerol al 10 % a -70 °C hasta que se uso.

Se amplificé un clon de PLK1 humano de longitud completa (XM_047240) (aminoacidos 1-603) a partir de una
biblioteca de ADNc de pulmoén fetal usando cebadores que incorporan sitios de enzimas de restriccion. El cebador
en 5’ (gccgctagcgacgatgacgataagatgagtgctgcagtgactgcagggaagce) tenia un sitio Nhe1 antes del codén de iniciacion
de ATG. El cebador en 3’ (ggaattcttaggaggccttgagacgg) incorporé un codén de terminacion antes del sitio EcoR1. Se
cloné el producto de PCR en los sitios Nhe1/EcoR1 de un vector de expresion de baculovirus, pSSP1. La clonacion
en este vector dio como resultado una fusién de la etiqueta Hiss en el extremo amino terminal del constructo de
PLK1. Se dividieron de nuevo células Sf9 de un numero de pase inferior a 20 para dar un volumen de cultivo de
300 ml, a una densidad celular de 1,5 x 10° células/ml. Las células se usaron solamente para la expresion en fase de
crecimiento logaritmico. Se afadié el baculovirus con PLK1 (de la amplificacion de P2) para dar una multiplicidad de
infeccion de 3, esto es equivalente a 3 particulas virales por cada célula de insecto. Se incubaron los matraces a
27 °C, con agitacion a 100 r.p.m. durante 48 h. En la recogida, se determinaron la densidad y viabilidad celulares, se
centrifugaron los cultivos a 2500 r.p.m. durante 5 min. y se lavaron con soluciéon salina tamponada con fosfato
helada. Se volvio a centrifugar el lavado a la misma velocidad y se congeld instantaneamente el sedimento. Se
purificé la proteina PLK1 en una columna de afinidad de metal. Se lis6 el sedimento de células de insecto en un
tampon (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, imidazol
20 mM y céctel de inhibidor de proteasa (Sigma) y se cargd el sobrenadante preaclarado sobre NiNTA-agarosa
(Qiagen). Se lavo la columna de afinidad con el tampon de lisis y se eluy6 la proteina unida con imidazol 250 mM en
el mismo tampoén. Tras dialisis durante la noche frente a Tris HCI 25 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, PMSF 1

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2585110 T3

mM, benzamidina 1 mM, coctel de inhibidores de proteasa (Sigma) y glicerol al 10 %, se almacend la proteina
purificada a -70 °C hasta que se usé.

* EJEMPLO 4

Se llevaron a cabo ensayos de proteina cinasa PLK1 usando un formato de placa de 96 pocillos incubando CDC25C
(2 pg/pocillo) con PLK1 (1 pg/pocillo) en tampon Tris/HCI 20 mM pH 7,5, complementado con B-glicerofosfato 25
mM, EGTA 5 mM, DTT 1 mM y NaVO3 1 mM. Se afiadieron diluciones en serie de compuesto de prueba en tampodn
de ensayo. Se inici6 la reaccién mediante la adicion de ATP 100 uM y 0,5 uCi de [y->?P]-ATP. Se incub6 la mezcla
de reaccion a 30 °C durante 1 h, entonces se detuvo con acido ortofosférico acuoso 75 mM, se transfirié a una placa
con filtro P81 de 96 pocillos (Whatman), se seco, y se evalud el grado de fosforilacion de CDC25C mediante
recuento de centelleo usando un lector de placas TopCount de Packard. Se analizaron los datos del ensayo sin
procesar mediante parametros de analisis de regresion no lineal y se determinaron los valores de Clsp usando la
ecuacion: y = A + ((B-A)/(1+((C/x)"D))), en la que y es el % de inhibicién, A es la inhibicion minima, B es la inhibicion
maxima, C es CEs y D es el factor de pendiente.

Se llevaron a cabo ensayos de proliferacion celular usando lineas celulares de tumor humanas (obtenidas de la
Coleccion americana de cultivos tipo, 10801 University Boulevard, Manessas, VA 20110-2209, EE.UU.). Se
realizaron ensayos MTT de 72-h convencionales (azul de tiazolilo; bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) (Loveland et al, Biochem. Int., 1992, 27, 501; Haselsberger et al, Anti Cancer Drugs, 1996, 7, 331).
En resumen: se sembraron células en placas de 96 pocillos segun el tiempo de duplicacion y se incubaron durante la
noche a 37 °C. Se prepararon los compuestos de prueba en DMSO y una serie de dilucion de 1/3 preparada en 100
ul de medio celular, se afiadieron a las células (por triplicado) y se incubaron durante 72 h a 37 °C. Se preparé MTT
como una disolucion madre de 5 mg/ml en medio celular y se esterilizd6 mediante filtracion. Se retiré el medio de las
células seguido por un lavado con 200 ul de PBS. Entonces se afiadio la disolucion de MTT a 20 pl por pocillo y se
incubd en la oscuridad a 37 °C durante 4 h. Se retir6 la disolucion de MTT y se lavaron de nuevo las células con 200
ul de PBS. Se solubilizé el colorante de MTT con 200 pl por pocillo de DMSO con agitacién. Se leyo la absorbancia a
540 nm y se analizaron los datos usando software de ajuste de curvas (GraphPad Prism version 3.00 para Windows,
GraphPad Software, San Diego California EE.UU.) para determinar los valores de Clsp (concentracion de compuesto
de prueba que inhibe el crecimiento celular en un 50 %).

EJEMPLO 5

Propiedades farmacocinéticas

(a) Metodologia

Se llevaron a cabo investigaciones preliminares de las farmacocinéticas de compuestos seleccionados en ratones
CD-1 conscientes en ayunas (25-30 g). Se dosificaron los compuestos como 1 mg/kg mediante administracion
intravenosa o 5-10 mg/kg por via oral. Veintiin ratones macho por via de administracién (n=3 ratones por punto de
tiempo) recibieron disolucion de dosis mediante inyeccion de bolo individual en la vena de la cola o mediante sonda
nasogastrica. Se recogieron muestras de sangre mediante puncion cardiaca a los 5, 15, 30, 60, 120, 240 y 360 min.
tras la administracion por via i.v. y a los 30, 60, 120, 240, 360, 480 y 1440 min. tras la administracion oral. Se
recogieron muestras de sangre en tubos que contenian el anticoagulante heparina de litio, se mezclaron y se
colocaron inmediatamente sobre hielo picado. Se derivd plasma de sangre completa mediante centrifugacion, se
colocaron y se almacenaron a -80 °C antes del analisis. Se determinaron las concentraciones plasmaticas mediante
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas en modo positivo de electropulverizacion en tandem (IES-
CL/EM/EM) usando curvas de calibracién preparadas en la matriz apropiada. El nivel inferior de cuantificacion
(LLOQ) en todos los casos fue de aproximadamente 5 ng/ml. Se procesaron los datos de concentracién plasmatica-
tiempo usando el programa informatico WinNonLin version 5.2 a partir de los cuales se calcularon las areas bajo la
curva de concentracion plasmatica-tiempo (AUCtoq0) mediante analisis no compartimental usando el modelo 201
(entrada de bolo por via i.v.) o el modelo 200 (entrada extravascular).

EJEMPLO 6

(a) Datos de flujo de salida celular

Se han usado ensayos de viabilidad celular in vitro para medir el efecto de la acumulacion de farmaco en lineas
celulares de tumor parentales y resistentes a farmacos emparejadas. Las parejas usadas son la linea A2780 de
carcinoma de ovario humano con su homoélogo de MDR A2780/ADR y la linea MES-SA de sarcoma uterino humano
con su homologo de MDR MES-SA/Dx5 [Wesolowska O., et al. (2005) Anticancer Res., 25, 383-389].

Método: Se sembraron células tumorales humanas cultivadas de la linea celular de ovario A2780 y su pareja

resistente a la doxorubicina, A2780/ADR vy la linea celular uterina MES-SA y su pareja resistente a la doxorubicina,
MES-SA/DX5 a 3000 células por pocillo en placas de cultivo tisular de 96 pocillos de Nunc, 100 pl por pocillo en
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medio DMEM que contenia suero de ternero fetal al 10 % y penicilina/estreptomicina. Se llenaron los pocillos de la
primera columna en cada placa con 100 pl de medio DMEM en lugar de células para proporcionar un control de
blanco para el Alamar Blue. Se incubaron las células durante la noche a 37 °C y un 5 % de CO,. Se afiadieron los
compuestos de interés, disueltos en DMSO, sobre las células a diversas concentraciones. En primer lugar se
prepararon diluciones de los compuestos en DMEM a dos veces la concentracion deseada final y se afiadieron 100
ul de las diluciones sobre las células. Se sometié a prueba cada conjunto de compuestos por triplicado en cada linea
celular. Tras 72 horas de incubacion, se anadieron 20 ul de reactivo Alamar Blue (AbD Serotec) a cada pocillo y se
incubd durante 3 horas. Entonces se leyeron las placas a 544/595 nm.

La cantidad de reactivo Alamar Blue reaccionado representa la actividad metabdlica de las células. Se calculd la
actividad celular relativa como un porcentaje del control (células sin compuesto) y se derivd la concentracion de
compuesto activo que inhibia la actividad celular en un 50 % (Clsg). Se calcularon los valores a partir del promedio
de tres mediciones individuales con correccion de blanco (control de sélo medio).

Se realizé el ensayo en el instrumento Biomek FxP, plataforma de automatizacion de Beckman Coulter. Se leyeron
las placas en el lector de placas Paradigm suministrado por Beckman Coulter. Se calcularon las razones de
asimetria como el valor de Clso del compuesto en las células resistentes a farmaco dividido entre el valor de Clsp en
las células parentales.

(b) Inhibicién de PLK1

Ademas, los compuestos de esta invencion que presentan baja asimetria de células parentales/MDR en ensayos de
viabilidad celular también son mas eficaces en la inhibicion PLK1 dentro de células tumorales MDR que los
compuestos de la técnica anterior. Por tanto, tienen un mayor potencial como inhibidores de PLK terapéuticos. La
proteina de filamento intermedia vimentina es una diana celular de la fosforilacion de PLK1. La inhibicién de PLK1 se
asocia con una disminucion en fosfo-vimentina. Esto se ha medido en la pareja de lineas celulares A2780 -
A2780/ADR. Método: se sembraron en placa células A2780 y células A2780/ADR en placas de 96 pocillos
separadas (Perkin Elmer) a una densidad de 20.000 células/pocillo y se incubaron durante la noche a 37 °C y un
5 % de CO.. Se afiadieron compuestos de prueba a las células en un intervalo de concentraciones, con pocillos por
triplicado para cada concentracion (la concentracion maxima de DMSO en las células era del 0,1 %). Tras 7 h de
incubacion, se fijaron las células en formaldehido al 3,7 % enfriado con hielo durante 10 min. Se lavaron las células
en PBS, entonces se permeabilizaron en metanol frio durante 10 min. Se lavaron las células de nuevo en PBS,
entonces se incubaron con PBS que contenia Triton X-100 al 0,1 % durante 5 min. Se lavaron las células una vez
con PBS que contenia albumina sérica bovina al 1 % (Sigma), entonces se incubaron durante 3 h con anticuerpos
frente a fosfo-histona H3-Ser10 (1:4000; Millipore) y fosfo-vimentina-Ser82 (1:1000; MBL), en albumina sérica bovina
al 1 %. Se detectaron los anticuerpos con anticuerpo de cabra anti-lgG de raton conjugado con Alexafluor 488
(Invitrogen) y anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado con Alexafluor 546 (Invitrogen), en albumina sérica
bovina al 1% con DAPI 300 nM (Cambridge Biosciences). Se exploraron las placas en un lector Cellomics
Arrayscan Il HCS (Cellomics) usando un objetivo 10X. Se us6 Cell Health Profiling V2 Bioapplication (Cellomics)
para adquirir y analizar las imagenes. Se midio la tincion de fosfo-vimentina, a intensidades por encima de un umbral
definido por el usuario, en células mitéticas sélo (definidas por la presencia de fosfo-histona H3) y se notifico la
intensidad de tincién promedio por célula mitética para cada pocillo. Se derivaron los valores de Clso usando valores
promedio a partir de tres pocillos replicados. Se calcularon las razones de asimetria como el valor de Clso del
compuesto en las células A2780/ADR resistentes a farmaco divido entre el valor de Clsp en las células A2780
parentales. Aunque la invencién se ha descrito con respecto a las realizaciones preferidas, se debera entender que
la invencioén tal como se reivindica no se debe limitar indebidamente a dichas realizaciones especificas.
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TABLA
AurA PLK1
Comp. Estructura CI50 CI50 nombre
E "H-RMN (DMSO):
o a 2,82 (2H, m,
) Joon CH2), 3,27 (3H, s,
o AN =0 CH3), 4.0 (2H, m,
/MT;,RN ﬁ\/ 2-(2,2-Diox0-2,3- | CH2),4,12 (2H, s,
] If dihidro-1H- CH2), 4,30 (2H, s,
RN N 2lambda*6*- CH2). 6,91 (1H. d.
H benzo[c]tiofen-5- J 8,5 Hz, CH),
e itamino)9-(2-fluoro- 7,16 (2H, m,
fenil)-5-metil- 2CH), 7,36 (2H,
5,7,8,9-tetrahidro- m, 2CH), 7,43
pirimido[4,5- (1H, m, CH), 7,56
b][1,4]diazepin-6- (1H, m, CH), 8,28
ona (1H, s, CH), 9,50
(1H, s, NH);
MS(+ve): 454,3; tr
= 2,67 min
73 (XBridge 4)
== o "H-RMN (DMSO):
| i ' .o 2,78 (2H, m,
o WA % CH2), 3,27 (3H, s,
M A 2-(22-Dioxo-2,3- | CH3) 403 (28,
o | dihidro-1H- m, CH2), 4.09
S e olambda6* (2H, s, CH2), 4,30
H ambca " (2H, s, CH2), 6,93
benzo[c]tiofen-5-
ilamino)5-metil-o- | (1M d.J85Hz,
el fenil-5.7 8.9- CH), 7,19 (1H,d, J
i T 8,5 Hz, CH), 7,29
etrahidro-
e (4H, m, 4CH),
pirimido[4,5-
b][1,4]diazepin-6- 7,46 (2H, m,
’ ona 2CH), 8,3 (1H, s,
CH), 9,49 (1H, s,
NH); MS(+ve):
436,3; tr = 2,66
75 min (XBridge 4),
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que se selecciona entre los siguientes:

Comp. Estructura Nombre
F
] = b9
ik
o W J =0 2-(2,2-Dioxo-2,3-dihidro-1H-2lambda*6*-benzoctiofen-5-
thh/JI\H [ itamino)9-(2-fluoro-fenil)-5-metil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-
A Ir:a ﬁ\l b][1,4]diazepin-6-ona
‘EN_,.'-‘*H %,
73 H
i I_,-:'
0’““( NS 2-(2,2-Dioxo-2,3-dihidro-1H-2lambda*6*-benzo[ctiofen-5-
/hh ey . ilamino)5-metil-9-fenil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-
| | b][1,4]diazepin-6-ona
H*-“'hr"}"‘"-\-.. S
75

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

2. Un compuesto de acurdo con la reivindicacién 1, que es:

Comp. | Estructura nombre
o i -0
N ! . \‘ 2-(2,2-Dioxo-2,3-dihidro-1H-2lambda*6*-benzo[c]tiofen-5-ilamino)5-
rd “f\lN i | metil-9-fenil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-ona
H*-“'hr"}"‘"-\-.. S
75

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que es:

Comp. | Estructura nombre
':
] i ; o
ik
o’ w4 =0 | 2-(2,2-Dioxo-2,3-dihidro-1H-2lambda*6*-benzo[cltiofen-5-itamino)9-
thh/JI\H [ (2-fluoro-fenil)-5-metil-5,7,8,9-tetrahidro-pirimido[4,5-
A Ir:a ﬁ\l b][1,4]diazepin-6-ona
S
73 H

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

4. Una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior
premezclado con un diluyente, excipiente o transportador farmacéuticamente aceptable.

5. Uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en la fabricacion de un
medicamento para tratar un trastorno proliferativo.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacién 5 en el que el trastorno proliferativo es cancer o leucemia.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que el trastorno proliferativo es glomerulonefritis, artritis reumatoide,
psoriasis o trastorno pulmonar obstructivo crénico.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en medicina.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el tratamiento de un
trastorno proliferativo.

10. Una combinacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y uno o mas principios activos
adicionales.
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FIGURA1

AUC (ng/ml *h)

5000 -

Comparacion de la exposicion sistémica al compuesto a través
del analisis de PK plasmatica de ratén
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D-l a 10 mg/kg)
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FIGURA 2

Comparacion de la biodisponibilidad oral del compuesto

Compuesto
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FIGURA 3

Razon de asimetria (C150 MDR/parental)

en relacion con el compuesto [378]

[ asimetria relativa en ensayo de inhibicion de PLK1 celular
{cuando se sometid a prueba)

W razén de asimetria relativa en ensayo de viabilidad celular de MES-SA

O razdn de asimetria relativa en ensayo de viabilidad celular de A2780

compuesto
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