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DESCRIPCION

Derivados de 2-(pirimidin-5-il)-tiopirimidina como moduladores de Hsp70 y Hsc70 para el tratamiento de trastornos
proliferativos

La materia en el presente documento se hizo en parte con la ayuda gubernamental en virtud de NIH R01 CA119001. El
gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Campo

Se describen en la presente compuestos representados por las formulas generales divulgadas en la presente o una sal
farmacoldgicamente aceptable del mismo; las composiciones farmacéuticas que contiene el compuesto; métodos para
producir el compuesto; a métodos para usar el compuesto para tratar y/o prevenir varias malignidades o enfermedades
de proliferacion; métodos para usar el compuesto para identificar materia que trata y/o previene varias malignidades o
trastornos de proliferacion; métodos para usar el compuesto para identificar biomarcadores para el desarrollo clinico de
materia para tratar y/o prevenir varias malignidades o trastornos de proliferacion; y a métodos para usar el compuesto
para identificar su uso racional en terapias de combinacién. En particular, la presente materia se refiere a un compuesto
de la reivindicacion 1 que es un moduldoar de molécula pequefia de la proteina 70 de choque térmico (Hsp70). En otra
modalidad, la materia se refiere a métodos para identificar, caracterizar, y usar esta molécula pequeiia, de acuerdo con
la reivindicacion 12.

Antecedentes

Las células de cancer expresan frecuentemente altos niveles de varias proteinas de choque térmico (HSP, por sus
siglas en inglés) que aumentan la agresividad de estos tumores y también permite que las células sobrevivan a
condiciones letales, incluyendo aniquilacion por terapias. Ademas de conferir resistencia al tratamiento, la expresion
elevada de HSP también facilita el cancer al inhibir la muerte celular programada y el promover crecimiento auténomo.

Entre las HSP principales, estan Hsp90 y Hsp70, proteinas que actian de una manera interconectada pero también
distinta para regular el fenotipo maligno. La Hsp90 mantiene la capacidad transformadora de varias onco-proteinas,
entre las cuales HER2, AKT, RAF1, IGF-1R, y HIF-1, funcion facilitada por las isoformas de Hsc70, la Hsp70
constitutiva, Hsp70 inducible. En la inhibicion de Hsp90, las onco-proteinas cliente de Hsp90 se llegan a desestabilizar y
se degradan por una ruta proteosomica (Figura 1a). El factor de transcripcion HSF-1, el principal regulador de la
respuesta de choque térmico, es otro cliente de Hsp90, y diferentes onco-proteinas, se llegan a activar cuando se inhibe
Hsp90. La activacion de HSF-1 conduce a un incremento de los niveles de Hsp70, una respuesta de retroalimentacion
que limita la potencia de inhibidores de Hsp90 en ciertos tumores. La Hsp70 en si misma es una poderosa molécula
anti-apoptotica, sugiriendo que la inhibicién de las vias apoptéticas tanto intrinsecas como extrinsecas por los niveles
incrementados de Hsp70 puede ser responsable de reducir el efecto de la inhibicion Hsp90. Ademas de inhibir la
apoptosis y de ayudar a Hsp90, la Hsp70 y sus isoformas citosdlicas altamente homologas, sirven para muchas otras
funciones chaperonas traslapadas y en algunos casos pueden sustituirse entre si.

El complejo multi-chaperén de Hsp90 también llamada la maquinaria super-chaperona de Hsp90, tiene papeles
importantes en el desarrollo y progreso de transformacion celular patogénica a través de la regulacion de varias
proteinas cliente de soporte e impulsion de malignidad. La actividad del sistema multi-chaperéon de Hsp90 se mantiene y
ejecuta por un sistema complejo de chaperones. Las Hsp70 (Hsc70 constitutivamente expresada y la Hsp70-1 y Hsp70-
6 térmicamente inducible) participan en los pasos preliminares, en tanto que Hsp90 participa en etapas posteriores
(Figura 1a). Su funcién requiere una multitud de co-chaperones, tal como los reguladores de Hsp70, Hsp40, Hsp110,
BAG y HIP; la proteina organizadora de HSP (HOP), comprendida en la formacion del complejo chaperén molecular
intermedio donde el cliente se hace pasar de Hsp70 a Hsp90, y otros tal como p23, cdc37 e inmunofilinas, que actdan
en el complejo final o maduro de Hsp90 (Figura 1a). La inhibicion de la maquinaria de Hsp90 a través de agentes que
actuan por la union directa a la cavidad reguladora de ATPasa de Hsp90, tal como geldanamicina (GM) y derivados PU
PU24FC1 y PU-H71 (Figura 1b), interfiere con la formacion de complejos maduros, dirigiendo las proteinas cliente hacia
degradacion proteosémica (Figura 1a). De manera interesante, la reduccion en la actividad de Hsp90, pero no en la
expresion de Hsp70 o los co-chaperones HOP, HIP, p23, y Hsp40, se reportd que activa dramaticamente HSF-1. Un
resultado intrigante de esta observacion es que la activacion de HSF-1 no requiere Hsp70, diferente de los clientes de
onco-proteina de la maquinaria de Hsp90.

En tanto que el significado de la inhibicion directa de Hsp90 ahora esta bien entendido, y se ha implementado en el
desarrollo de inhibidores de molécula pequefia actualmente en evaluacién clinica para multiples canceres, se conoce
poco acerca de las maneras alternativas para intervenir en la actividad de la maquinaria Hsp90. La interferencia con la
magquinaria de chaperones de manera diferente de la inhibicion directa de Hsp90 puede diferenciar entre varias de sus
funciones, y conferir actividades bioldgicas especificas.

El documento US 4 552 900 A se refiere a 3-(pirimidin-5-il-oxifenil)-1-benzoil-(tio)ureas, procesos para su preparacion y
su uso como agentes de combate de plagas, en particular como artropodicidas, por ejemplo, insecticidas.
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El documento US 2005/277654 A1 se refiere a 2-arilpirimidinas 4,5-disustituidas y al uso de tales compuestos para tratar
una variedad de trastornos inflamatorios y del sistema inmunitario y como sondas para la localizacion de receptores de
Cbha.

El documento US 2005/070712 A1 se refiere a compuestos que son moduladores del receptor de grelina, la preparacion
de los compuestos, composiciones que contienen los compuestos y al uso de los compuestos en la prevencion o el
tratamiento de trastornos regulados por grelina.

El documento US 2003/153584 A1 desvela métodos y compuestos Utiles para la inhibicion de trastornos convulsivos,
que incluyen epilepsia. Los métodos y compuestos del documento US 2003/153584 A1 inhiben o previenen la
ictogénesis y/o epileptogénesis. También se describen métodos de preparacion de los compuestos.

El documento US 5 707 930 A se refiere a compuestos de pirimidina 4-cicloalquil-5-sustituidos que presentan actividad
herbicida.

El documento US 5 948 551 A se refiere al uso de compuestos conjugados que contienen dos o mas anillos de
pirimidina como parte del sistema conjugado como materiales de electroluminiscencia. Los compuestos conjugados que
contienen anillos de pirimidina tienen una alta estabilidad térmica y una alta fotoestabilidad. Son parcialmente solubles
en acidos, que también hace posible el procesamiento de la disolucién, ademas de por deposicién de vapor.

El documento WO 2009/023846 A2 proporciona un método de tratamiento de un cancer dependiente de Hsp70, que
incluye: proporcionar al menos una célula cancerosa dependiente de Hsp70; poner en contacto la al menos una célula
con una concentracion subeficaz de un compuesto de dihidropirimidina; y poner en contacto la al menos una célula con
una concentracion subeficaz de un inhibidor del proteasoma, en el que la concentracion subeficaz del compuesto de
dihidropirimidina y la concentracion subeficaz del inhibidor del proteasoma tienen un efecto sinérgico sobre la al menos
una célula.

El documento WO 2007/131034 A1 se refiere a la identificacion y uso de compuestos que modulan la actividad de
Hsp70. Por ejemplo, el documento WO 2007/131034 A1 proporciona moléculas pequefias y composiciones, ademas de
composiciones terapéuticas y usos de compuestos de molécula pequefia especificos.

El documento WO 2005/021552 A1 se refiere a compuestos de tieno[2,3-d]pirimidina biciclica sustituida (denominada en
el presente documento 'pirimidotiofeno') que tienen actividad inhibidora de HSP90, al uso de tales compuestos en
medicina, en relacion con enfermedades que son sensibles a la inhibicién de actividad de HSP9O0 tal como canceres, y a
composiciones farmacéuticas que contienen tales compuestos.

El documento WO 2009/067081 A1 se refiere a derivados de pirimidina, procesos para su preparaciéon, composiciones
farmacéuticas que los contienen y a su uso en terapia.

El documento WO 02/060450 A1 desvela compuestos, y sales, solvatos y profarmacos farmacéuticamente aceptables
de los mismos, Utiles en tratar terapéuticamente y/o profilacticamente pacientes con una enfermedad. Tales
enfermedades incluyen cancer, e infecciones secundarias producidas por Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii,
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium avium. Los propios compuestos, métodos de preparacion de estos
compuestos, y métodos de uso de estos compuestos se desvelan todos. Los compuestos incluyen 5-tiapirimidinas.

El documento WO 02/24681 A2 proporciona derivados de pirazina que inhiben la actividad de tirosina cinasa. Ciertos
derivados de pirazina son inhibidores selectivos de la tirosina cinasa del receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). El documento WO 02/24681 A2 también proporciona formulaciones farmacéuticas que contienen los
derivados de pirazina y métodos de uso de estas formulaciones como agentes antitumorales y para tratar canceres de
tumor solido, angiogénesis, retinopatia diabética, artritis reumatoide, endometriosis y psoriasis.

El documento WO 2006/101977 A2 se refiere generalmente al uso de compuestos para tratar una variedad de
trastornos, enfermedades y afecciones patolégicas, y mas especificamente al uso de compuestos de pirimidina para
tratar diversos trastornos.

El documento WO 2008/153042 A1 desvela un agente antitumoral que comprende, como principio activo, un derivado
de pirazol o un profarmaco o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El documento WO 2008/026768 A1 se refiere a novedosos derivados de aminopiridina que son utiles en el campo
farmacéutico, y mas particularmente, a aquellos que inhiben el crecimiento de células tumorales basandose en una
accion inhibidora selectiva de Aurora A y presentan un efecto antitumoral, y también a un inhibidor selectivo de Aurora A
y un agente antitumoral que los contiene.

El documento US 4 552 900 A se refiere a 3-(pirimidin-5-il-oxifenil)-1-benzoil-(tio)ureas, procesos para su preparacion y
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su uso como agentes de combate de plagas, en particular como artropodicidas, por ejemplo, insecticidas.

El documento US 2005/277654 A1 se refiere a 2-arilpirimidinas 4,5-disustituidas y al uso de tales compuestos para tratar
una variedad de trastornos inflamatorios y del sistema inmunitario y como sondas para la localizacion de receptores de
Cbha.

El documento US 2005/070712 A1 se refiere a compuestos que son moduladores del receptor de grelina, la preparacion
de los compuestos, composiciones que contienen los compuestos y al uso de los compuestos en la prevencion o el
tratamiento de trastornos regulados por grelina.

El documento US 2003/153584 A1 desvela métodos y compuestos Utiles para la inhibicion de trastornos convulsivos,
que incluyen epilepsia. Los métodos y compuestos del documento US 2003/153584 A1 inhiben o previenen la
ictogénesis y/o epileptogénesis. También se describen métodos de preparacion de los compuestos.

El documento US 5 707 930 A se refiere a compuestos de pirimidina 4-cicloalquil-5-sustituidos que presentan actividad
herbicida.

El documento US 5 948 551 A se refiere al uso de compuestos conjugados que contienen dos o mas anillos de
pirimidina como parte del sistema conjugado como materiales de electroluminiscencia. Los compuestos conjugados que
contienen anillos de pirimidina tienen una alta estabilidad térmica y una alta fotoestabilidad. Son parcialmente solubles
en acidos, que también hace posible el procesamiento de la disolucién, ademas de por deposicién de vapor.

El documento WO 2009/023846 A2 proporciona un método de tratamiento de un cancer dependiente de Hsp70, que
incluye: proporcionar al menos una célula cancerosa dependiente de Hsp70; poner en contacto la al menos una célula
con una concentracion subeficaz de un compuesto de dihidropirimidina; y poner en contacto la al menos una célula con
una concentraciéon subeficaz de un inhibidor del proteasoma, en el que la concentracion subeficaz del compuesto de
dihidropirimidina y la concentracion subeficaz del inhibidor del proteasoma tienen un efecto sinérgico sobre la al menos
una célula.

El documento WO 2007/131034 A1 se refiere a la identificacion y uso de compuestos que modulan la actividad de
Hsp70. Por ejemplo, el documento WO 2007/131034 A1 proporciona moléculas pequefias y composiciones, ademas de
composiciones terapéuticas y usos de compuestos de molécula pequefia especificos.

El documento WO 2005/021552 A1 se refiere a compuestos de tieno[2,3-d]pirimidina biciclica sustituida (denominada en
el presente documento 'pirimidotiofeno') que tienen actividad inhibidora de HSP90, al uso de tales compuestos en
medicina, en relacion con enfermedades que son sensibles a la inhibicion de actividad de HSP90 tal como canceres, y a
composiciones farmacéuticas que contienen tales compuestos.

El documento WO 2009/067081 A1 se refiere a derivados de pirimidina, procesos para su preparaciéon, composiciones
farmacéuticas que los contienen y a su uso en terapia.

El documento WO 02/060450 A1 desvela compuestos, y sales, solvatos y profarmacos farmacéuticamente aceptables
de los mismos, Utiles en tratar terapéuticamente y/o profilacticamente pacientes con una enfermedad. Tales
enfermedades incluyen cancer, e infecciones secundarias producidas por Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii,
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium avium. Los propios compuestos, métodos de preparacion de estos
compuestos, y métodos de uso de estos compuestos se desvelan todos. Los compuestos incluyen 5-tiapirimidinas.

El documento WO 02/24681 A2 proporciona derivados de pirazina que inhiben la actividad de tirosina cinasa. Ciertos
derivados de pirazina son inhibidores selectivos de la tirosina cinasa del receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). El documento WO 02/24681 A2 también proporciona formulaciones farmacéuticas que contienen los
derivados de pirazina y métodos de uso de estas formulaciones como agentes antitumorales y para tratar canceres de
tumor sélido, angiogénesis, retinopatia diabética, artritis reumatoide, endometriosis y psoriasis.

El documento WO 2006/101977 A2 se refiere generalmente al uso de compuestos para tratar una variedad de
trastornos, enfermedades y afecciones patolégicas, y mas especificamente al uso de compuestos de pirimidina para
tratar diversos trastornos.

El documento WO 2008/153042 A1 desvela un agente antitumoral que comprende, como principio activo, un derivado
de pirazol o un profarmaco o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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El documento WO 2008/026768 A1 se refiere a novedosos derivados de aminopiridina que son utiles en el campo
farmacéutico, y mas particularmente, a aquellos que inhiben el crecimiento de células tumorales basandose en una
accion inhibidora selectiva de Aurora A y presentan un efecto antitumoral, y también a un inhibidor selectivo de Aurora A
y un agente antitumoral que los contiene.

Resumen

Tomadas conjuntamente, considerando la interaccién compleja entre las HSP en cancer y la dependencia intrinseca de
células tumorales en estas proteinas, no es sorprendente que, en la inhibicion de HSP, las células desarrollan
mecanismos para equilibrar su pérdida funcional por la accién de otra HSP. En consecuencia, es mas probable que
tengan éxito de forma terapéutica los planteamientos tal como aquellos descritos en la materia de la presente que tienen
como objetivo simultaneamente mas de una HSP.

De esta manera, la presente materia proporciona compuestos y métodos para diferenciar las dos funciones de la
magquinaria molecular de Hsp90, especificamente la regulacion de onco-proteinas y la supresion de HSF-1, al modular
especificamente los chaperones Hsp70.

Se describen en la presente nuevos compuestos, y métodos para producir y usar los mismos. En una modalidad, los
compuestos descritos en la presente pueden ser Utiles para modular el crecimiento células, tal como por ejemplo, inhibir
células malignas y/o incrementar la citotoxicidad contra células de cancer. En otra modalidad, los compuestos descritos
en la presente pueden funcionar como moduladores de la proteina 70 de choque térmico (Hsp70). Como tal, se ha
descubierto que la modulaciéon farmacolégica de Hsp70 usando estos u otros compuestos tiene consecuencias
benéficas sustanciales y muy amplias en células de cancer. En adn otras modalidades, los compuestos descritos en la
presente pueden perturbar la formacién de los complejos de onco-proteina/maquinaria de Hsp90, que conduce a
degradacién proteosdmica de varias onco-proteinas, sin interrumpir ni degradar las cinasas no oncogénicas. En
modalidades adicionales, los efectos anti-cancer de los compuestos descritos en la presente pueden comprender, por
ejemplo, la inhibiciéon de la proliferacion, el bloque especifico de la transformacion del ciclo celular, la induccién de la
apoptosis o la reduccién de la capacidad de invasion.

En otra modalidad de esta materia se describe que se puede lograr una importante actividad como se describe en la
presente por composiciones de materia que interactian ya sea por un modo de union reversible o irreversible. En una
modalidad particular, estos compuestos interactian con Hsp70. En aun otra modalidad, interactian con un sitio
alostérico descrito en la presente en Hsp70.

En una modalidad, se presenta un modelo de homologia de Hsp70 humana. En otra modalidad, el modelo de homologia
se usa para disefiar de forma racional compuestos que modulan la actividad de Hsp70 de mamifero. Este modelo de
homologia sera util para el descubrimiento de compuestos de la presente materia por métodos que incluyen pero no se
limitan a disefio racional de farmacos y examen virtual.

En modalidades adicionales, se presenta una cavidad alostérica localizada fuera del sitio de uniéon a nucleésido de
Hsp70 y Hsc70. No se conocen para esta cavidad ligandos naturales o sintéticos de molécula pequefia. En aun otras
modalidades, se presenta que la ocupacion de esta cavidad con un ligando de molécula pequefia dara por resultado,
por ejemplo, la inhibicién de la proliferacién, del bloque especifico de transformacién del ciclo celular, la induccion de la
apoptosis, o la reduccién de la capacidad de invasion. Esta cavidad sera util para el descubrimiento de compuestos de
la presente materia. Un compuesto candidato se puede proporcionar por cémputo por varios métodos. Los ejemplos de
estos métodos incluyen montar fragmentos moleculares en compuestos candidatos, disefiar un compuesto candidato de
novo, modificar un compuesto que se conoce que se une al sitio, incluir la composicién descrita en la presente para
formar un compuesto candidato, y no finalmente, al examinar una base de datos para un compuesto candidato.

De acuerdo con otra modalidad, una cavidad en la proteina Hsp70 que no tiene ligando conocido que se presente de
forma natural o que se cree de forma sintética, cuando se ocupa por un compuesto de la presente materia como se
describe en la presente, da por resultado la inhibicion del crecimiento de células malignas, la inhibicién del progreso del
ciclo celular anormal, la degradacion e inhibiciéon de varias onco-proteinas, la induccién de apoptosis y reduccion en el
potencial invasivo de células de cancer a dosis que no son téxicas a células normales. De acuerdo con otra modalidad,
la ocupacion de aun esta cavidad no explorada por otros ligandos de molécula pequefia conducira a todos o un
subconjunto de los siguientes efectos, pero no se limitan a: inhibicion de crecimiento de células malignas, inhibicion del
progreso del ciclo celular anormal, degradacion e inhibicién de varias onco-proteinas, induccion de apoptosis y
reduccion en el potencial invasivo de células de cancer a dosis que no son téxicas a células normales.

En modalidades adicionales, se presentan métodos para el descubrimiento de ligandos que ocupan esta cavidad. En
aun otras modalidades, se presenta que la ocupacion de esta cavidad como un ligando de molécula pequefia dara por
resultado una inhibicion dual de las vias oncogénicas de Hsp90 y Hsp70. La nueva capacidad de unién y el modo de
interaccién en las Hsp70, descrito en la presente, también representa un trampolin valioso para el disefio de inhibidores
con un mecanismo similar de accion y uso terapéutico. En tanto que se tiene como objetivo una HSP a la vez tiene su



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 608 670 T3

significado terapéutico claro, las modalidades presentadas en la presente muestran que al inhibir simultaneamente
Hsp70 y Hsc70, se pueden cosechar los efectos benéficos de la inhibicion de Hsp90, especificamente el agotamiento de
tumores de onco-proteinas que impulsan procesos malignos, tal como proliferacién, supervivencia y metastasis, y los
efectos apoptéticos de la inhibicion de Hsp70. En conclusién, una modalidad describe una nueva estrategia para
combatir cancer por inhibicién de una cavidad alostérica localizada fuera del sitio de union a nucledtido de Hsp70 y
Hsc70.

En otras modalidades, se presenta una estrategia que comprende uno o mas de varios métodos para evaluar la
capacidad de un compuesto candidato para actuar con las consecuencias benéficas sustanciales y muy amplias en
células de cancer de los compuestos descritos en la presente de la presente materia. La estrategia incluye probar un
resultado fenotipico descrito en la presente en células de cancer seleccionadas, realizar un ensayo competitivo de
polarizacién de fluorescencia para probar la uniéon de Hsp90 y Hsp70 como se describe en la presente, y evaluar por
cémputo el ajuste estructural del compuesto candidato en la cavidad mencionada en la presente. La prueba fenotipica
incluye, pero no se limita a, prueba para inhibicion de crecimiento en un panel grande células de cancer, degradacion
por HER2 y Raf-1 en células de cancer de mama HER2+ SKBr3, inactivacion por FLT3 y p-STAT5 en células MOLM-13
AML, inactivacion por p-STAT3 y p-PDK1 en células de cancer de mama triple-negativas MDA-MB-468, degradacion de
AR mutante en células de cancer de prostata LNCaP, escision por PARP en un gran panel de células de cancer,
activacion de caspasa 3,7 en células MOLM-13, aumento del efecto apoptético de interferon y TNF en células de cancer
de mama, y carencia de induccién de Hsp70 en un gran panel de células de cancer. Los ensayos competitivos de Hsp70
y Hsp90 prueban la unién competitiva de los compuestos candidatos a HSP expresada en células de cancer.

En otras modalidades, se muestra que los compuestos descritos en la presente aislan Hsp70 en complejos con su carga
proteica de onco-cliente. Una versién inmovilizada en soporte sélido de un compuesto descrito en la presente confiere
por lo tanto la posibilidad sin precedente de investigar la interactoma de Hsp70 de cancer en un ambiente celular
enddgeno.

En otras modalidades, los compuestos de la materia descrita en la presente también se pueden derivatizar para formar
compuestos que contienen biotina que se pueden unir sobre cuentas de estreptavidina o avidina, o se pueden enlazar
directamente a una resina correspondientemente funcionalizada, tal como, pero no limitada a agarosa, sefarosa y resina
de matrigel.

En aun otra modalidad, los compuestos descritos en la presente se pueden derivatizar con un tinte fluorescente, tal
como, pero no limitado a Cy3B, FITC y BODiPY. Cuando se usa en el contexto del ensayo de polarizacion de
fluorescencia descrito en la presente, este compuesto se puede usar para examinar compuestos candidatos que
interactuan con Hsp70 de una manera similar a los compuestos de la presente materia descrita en la presente.

En modalidades adicionales, el compuesto inmovilizado en soporte sélido descrito en la presente se usa para identificar
que componentes tumor por tumor de vias oncogénicamente activadas estan en complejo con Hsp70. La adiciéon de
composiciones descritas en la presente a células especificas de cancer da por resultado la desestabilizacion de estos
complejos, la degradacion o inhibicidon de onco-proteinas, y la muerte e inhibicion del crecimiento de células de cancer.
Estos eventos de etapa posterior de la inhibiciéon de Hsp70 de tumor se pueden usar para monitorizar funcionalmente el
efecto de los compuestos de la presente materia descrita en la presente. El método descrito en la presente proporciona
de esta manera analisis efectivo de biomarcadores moleculares funcionales asociados con respuesta a los compuestos
descritos de la presente materia y otra terapia que actia al ocupar la cavidad alostérica descrita en la presente o que se
identifica a través del ensayo descrito en la presente. Se propone que estos biomarcadores son utiles en el desarrollo
clinico de composiciones de materia descrito en la presente, de composiciones de materia que ocupan la cavidad
descrita en la presente o de composiciones de materia que se identifican por los ensayos descritos en la presente.

De manera interesante, solo la reduccion en la actividad de Hsp90, pero no de sus co-chaperones de la maquinaria de
Hsp90, tal como Hsp70, HOP, HIP, p23, o Hsp40, activa dramaticamente HSF-1, y el uso de los compuestos de la
presente materia es posible para diferenciar las dos funciones de la maquinaria molecular al regular especificamente
sus co-chaperones. Diferente de un inhibidor directo de Hsp90, los compuestos de la presente materia no pueden por
ejemplo, activar HSF-1 ni inducir una respuesta de choque térmico, de retroalimentacion, protectora. En una modalidad,
los compuestos interrumpen la formacion de los complejos de onco-proteina/maquinaria de Hsp90 sin activar HSF-1 y/o
sin inducir una respuesta protectora de retroalimentaciéon de choque térmico.

En comparacion a la inhibicién directa de Hsp90, la administracion farmacolégica de los compuestos en algunas
modalidades da por resultado citotoxicidad incrementadas, pero aun selectiva contra células de cancer, debido por
ejemplo a la apoptosis. La consecuencia bioldgica de la inhibicion farmacolégica de Hsp70 se ha caracterizado en
células malignas al usar los compuestos de la presente materia. Se ha encontrado que Hsp70 modula la desfosforilacion
del supresor tumoral STAT1 en células de cancer de mama, un nuevo mecanismo de inactivacion del supresor tumoral
STAT1. En otra modalidad, los compuestos descritos en la presente inhiben o inactivan la aceleracién por Hsp70 de la
desfosforilacion de STAT1 en células de cancer de mama, promoviendo de este modo la supresion tumoral mediante la
actividad continua del supresor tumoral STAT1.
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STAT1 es un efector principal de la sefializacién de interferon (IFN)y. IFNy es una citocina producida por células T y
células aniquiladoras naturales con una funciéon inmunoestimuladora esencial que proporciona defensa contra el
desarrollo de tumores. En una modalidad adicional, se encuentra que las composiciones de materia presentadas en la
presente aumentan el efecto de IFNy y de otra citocina, TNFa y pueden permitir respuestas inmunitarias para exterminar
de manera mucho mas potente tumores. Esto es un hallazgo sorprendente para experimentos de terapia de vacuna,
sugiriendo que la co-administracion del interferon biolégicamente activo con un compuesto de la presente materia
descrita en la presente, es decir, con un compuesto de la presente materia que ocupa la cavidad descrita o con un
compuestos de la presente materia que se identifica por el ensayo descrito en la presente, puede mejorar la eficiencia
de la vacuna y puede permitir el uso de una dosis mas pequefa de vacunacion.

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1. Varios aspectos del ciclo de chaperones de la maquinaria de Hsp90. a) El ciclo de chaperones de Hsp90 es un
proceso dinamico en el cual se presentan proteinas clientes a Hsp90 en un complejo intermedio que contiene Hsp70,
Hsp40, HIP y HOP. En la unién por ATP e hidrdlisis, la Hsp90 forma un complejo maduro, que contiene p23, p50/cdc37
e inmunofilinas (IP), que catalizan la maduracién conformacional de proteinas clientes de Hsp90. Los farmacos
inhibidores de Hsp90, tal como geldanamicina (GM) y los derivados de estructura de purina PU-H71 y PU24FC1, se
unen a la cavidad N-terminal de unién a ATP de la Hsp90 e inhiben la hidrdlisis y unién a ATP, bloqueando de este
modo la Hsp90 en el complejo intermedio. La proteina cliente se ubiquitina subsiguientemente (posiblemente por una E3
ubiquitina-ligasa tal como CHIP) y se dirige al proteosoma para degradacion. Esto es una representacion esquematica
basada en un entendimiento actual del proceso. b) Estructuras de inhibidores de Hsp90 representativos.

Figura 2. Disefios de los interactores de Hsp70 clase YK y el modelo computacional del complejo YK5-Hsp70. a) Sitios
putativos de unién de Hsp70 se predijeron por el programa SiteMap v2.2 de Maestro 8.5 (Schrodinger L.L.C., NY). Se
configurd SiteMap para retornar hasta 5 sitios probables clasificados de acuerdo a la puntuacién de sitio y puntuacién de
convertibilidad a farmaco. En este estudio todos los otros parametros de SiteMap se ajustaron a parametros por defecto.
La estructura representada es un modelo de homologia construida usando el dominio N-terminal de Hsp70 de humano
(PDB ID: 1S3X), la DnaK de E. coli (PDB ID: 2kho) y la secuencia de proteina de Hsp70 de humano. Varios compuestos
basados en la estructura de 2,5-tiodipirimidina (derecha) se disefiaron de forma racional para interactuar con Hsp70. La
estructura de 2,5-tiodipirimidina se presenta con enlaces en negritas para facilidad de reconocimiento. b) Estructuras de
interactores de proteina de molécula pequefia que modifican cisteina. La funcionalidad de acrilamida se pone en circulo
para facilidad de reconocimiento. c) Interaccion propuesta de YK5 con modelo de homologia de Hsp70 humana como se
revela por modelado molecular usando Maestro 8.5 y Glide 4.0 (Schrodinger).

Figura 3. Estrategias de prueba para el descubrimiento de YK5. a, b) Células SKBr3 se trataron durante 24 horas con
las concentraciones indicadas de inhibidores y las células se lisaron para analisis por Western Blot (WB). Se usé B-
actina como control de carga. Los datos son consistentes con aquellos obtenidos de muiltiples experimentos de
repeticion (n = 3). c) La capacidad de los in inhibidores indicados para competir con GM-Cy3B para la unién a Hsp90 en
extractos de células SKBr3 se examind por polarizacion en fluorescencia. Los valores registrados en las concavidades
con inhibidor adicionados se normalizaron a valores leidos de celdas de control y graficaron contra la concentracion del
inhibidor probado. Se valoraron los farmacos en triplicado. Todos los compuestos se usaron como concentraciones en
DMSO. Puntos, media; barras, s.d. d) inhibicion de crecimiento: se incubaron células SKBr3 en ftriplicado con
concentraciones crecientes del compuesto y se valoro el crecimiento durante 72 horas. Los valores del eje Y por abajo
de 0 % representan muerte celular de la poblacién de inicio. Se analizé la degradacion de HER2 como en la figura a), y
los geles se cuantificaron por densitometria. Los valores registrados se normalizaron a control (células tratadas sélo con
vehiculo) y los datos se graficaron contra la concentracion de YKS5. Las barras de error representan la s.d. de la media
(n=3).

Figura 4. YK5 interactia selectivamente con Hsp70 y Hsc70. a) Estructura de YK5 biotinilada. b) Se trataron células
K562 con las concentraciones indicadas de YK55 durante 6 horas antes de la lisis y precipitacion de complejos de
proteina en cuentas de estreptavidina (50 pl) durante 1 hora a 4°C. Las cuentas se lavaron con amortiguador de alta
concentracién de sal (NaCl 1 M), las proteinas se eluyeron al ebullir en SDS al 2 %, se separaron en un gel
desnaturalizante y se tifieron con plata. Se usaron rebajas de BB70 Ab para indicar la posicion de los Hsp70s (BB70 IP;
2 pl). Este anticuerpo reconoce varias isoformas de Hsp70, tal como Hsp70, Hsc70, Grp75 y Grp78. HC = cadena
pesada, c) se trataron células SKBr3 durante 24 horas con las concentraciones indicadas de YK5 y se lisaron las
células. Los complejos de proteina se aislaron a través de precipitacion quimica al incubar el extracto celular (500 ug)
con cuentas de YK55 (50 pl), se eluyeron con SDS al 2 %, se separaron en un gel desnaturalizante y se visualizaron
como se indica. Las cuentas de YK55 se produjeron al incubar YK55 (50 pM) con cuentas de estreptavidina (50 pl). d)
Los complejos de proteina de los extractos de células SKBr3 (500 pg) se aislaron a través de precipitacion quimica con
cuentas de YK55 o una molécula inerte, D-biotina. Se produjeron cuentas al incubar las concentraciones indicadas de
YK55 o D-biotina con cuentas de estreptavidina (50 pl). Entonces se separaron las proteinas en un gel desnaturalizante
y se analizaron por Western Blot. €) Complejos de Hsp70 precipitados de extractos de SKBr3 (500 ug) con cuentas de
YK55 (YK55 100 uM adicionada a 50 pl de cuentas de estreptavidina) o un Hsp70 Ab (5 ul de Ab adicionados a 30 pl de
cuentas de proteina G) se analizaron por WB. HC = cadena pesada (izquierda). La unién de los complejos de proteina a
cuentas de YK55 se probd en extractos de células SKBr3 en los cuales se redujeron los niveles de Hsp/c70 por
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inmunoprecipitacion con BB70 Ab o IgG, respectivamente. Las proteinas se analizaron por WB (derecha). f) Se
incubaron los extractos de SKBr3 durante 3 horas a 4°C con las concentraciones indicadas de YK5, seguido por
precipitacion de los complejos de Hsp70 en cuentas de YK55 (100 uM YK55 adicionados a cuentas de estreptavidina de
50 ul). Las proteinas se analizaron por WB. Los datos son consistentes con aquellos obtenidos para multiples
experimentos de repeticion (n = 3).

Figura 5. YK5 forma un enlace covalente con Cys267 en la unidon a Hsp70. a) Se trataron células K562 durante los
tiempos indicados con YK55 (25 uM), antes de la lisis y precipitacion de complejos de proteina en cuentas de
estreptavidina (50 pl) durante 1 hora a 4°C. Las cuentas se lavaron con amortiguador de alta concentracion de sal (NaCl
1 M), las proteinas se eluyeron al hervir en SDS al 2 %, se separaron en un gel desnaturalizante y se tifieron con plata.
Se usaron reducciones de BB70 Ab para indicar la posicion de las Hsp70 (BB70 IP; 2 pl). Este anticuerpo reconoce
Hsp70, Hsc70, Grp75 y Grp78. HC = cadena pesada. b) El escenario experimental fue similar a la Figura a) pero las
proteinas se analizaron por WB. c) Se trataron células K562 con YK55 o D-biotina (50 uM) durante 6 horas y se lisaron.
Se incubaron los extractos (500 pg) durante 1 hora a 4°C con cuentas de estreptavidina (ST) y reducciones lavadas con
amortiguador de alto contenido de sal (NaCl 1M). Las proteinas se eluyeron al ebullir en amortiguador A o B, como se
describe en métodos. Después de la separacion en un gel desnaturalizante, las proteinas se visualizaron por WB. Los
datos son consistentes con aquellos obtenidos de multiples experimentos de repeticiéon (n = 2). d) Analisis por MALDI-
reTOF-MS/MS de la union de YK55 a las Hsp70 en células de cancer. Se trataron células K562 durante 4 horas con
YK55 100 uM y se lisaron. El extracto celular tratado con YK55 (500 ug) se incubd con cuentas de estreptavidina-
agarosa durante 1 hora a 4°C. Las cuentas se lavaron con amortiguador de alto contenido de sal (NaCl 1 M), las
proteinas se eluyeron al ebullir en SDS al 2 %, se separaron en un gel desnaturalizante y se tifieron con Coomassie.
Las proteinas resueltas en gel se digirieron con tripsina y se identificaron los péptidos como se indica en métodos.

Figura 6. YK5 inhibe funciones bioquimicas de nucleo de las Hsp70 e interrumpen la interaccion Hsp90/Hsp70. a)
replegado de luciferasa desnaturalizada por Hsc70 y DJA2 a 30°C se midi6é para los tiempos indicados en la presencia
de YK5 (100 puM) o vehiculo (izquierda), o a 60 minutos en la presencia de las concentraciones indicadas de YK5
(derecha). b) Se midieron las velocidades de Hsc70-ATPasa para reacciones a 30°C con las combinaciones indicadas
de Hsc70 y co-chaperones en la presencia de vehiculo (DMSO) o YK5 (100 uM). Se monitoriz6 la produccion de ADP
por separacion de cromatografia de capa delgada de ADP radiomarcado de ATP y analisis de fosformacion de
imagenes (inferior). Los datos son consistentes con aquellos obtenidos de multiples experimentos de repeticion (n = 2).
c, d) Se trataron células SKBr3 durante 24 horas con vehiculo o las concentraciones indicadas de YK5 (c) o durante los
tiempos indicados con YK5 (10 yM) (d). Las proteinas aisladas con anticuerpos anti-Hsp90 y las Hsp70 (IP: Hsp90 o
Hsp70), o presentes en el extracto celular (Lisado) se analizaron por WB. Se probé la especificidad de uniéon con una
IgG de control. HC = cadena pesada; DJA1 y Hdj1 = isoformas de Hsp40. e) Diferente de los inhibidores de Hsp90, YK5
falla en activar HSF-1. Células SKBr3 conmocionaron técnicamente durante 45 minutos a 42°C o se incubaron con
vehiculo, YK5 o PU24FC1 (5 pM) durante 3 horas. Las proteinas se aplicaron a un gel nativo y se analizaron por
inmunotransferencia. Los datos son consistentes con aquellos obtenidos de multiples experimentos de re'aeticic’m (n=3).
f) Se probd YK5 en el examen scanMAX (Ambit) contra 359 cinasas. El mapa de interacciéon TREEspot R para YK5 se
presenta. Sélo c-Met (punto rojo en el arbol de cinasa) parece un acierto potencial de cinasa de baja afinidad de YK5.

Figura 7. YK5 interrumpe los complejos de Hsp90/Hsp70/proteina onco-cliente dando por resultado la desestabilizacion
de las oncoproteinas y la degradacién subsiguiente por el proteasoma. a) Se trataron células SKBr3 durante los tiempos
indicados con YK5 (10 uM). Las proteinas aisladas con anticuerpo anti-Hsp90 (IP: Hsp90), o presentes en el extracto
celular (Lisado) se analizaron por WB. La especificidad de unién se probo6 con una IgG de control. HC = cadena pesada.
b) Se trataron células SKBr3 durante los tiempos indicados con el inhibidor de biosintesis de proteina, cicloheximida
(100 pg/ml) en la presencia de vehiculo (DMSO) o YK5 (10 uM). Después del analisis por WB, se cuantificd la expresion
de proteina por densitometria y se graficé contra el tiempo de tratamiento. Puntos, media; barras, s.d. c) Se pre-trataron
células SKBr3 con los inhibidores indicados de la maquinaria de protedlisis antes de la adicion de YK5 (10 uM) como se
describe en métodos. Después de 24 horas de tratamiento, por Western Blot se determind la expresion de proteina en
las fracciones tanto solubles como insolubles en detergente. Los efectos de los inhibidores solos en el procesamiento de
proteina se presentan en el panel del lado derecho.

Figura 8. Relacion de estructura-actividad en la serie de YK. a) Se trataron células de cancer de mama SKBRr3 durante
24 horas con las concentraciones indicadas de derivados de YK y proteinas analizadas por Western Blot. b) Se
incubaron células Kasumi-1 con concentraciones crecientes de derivados de YK y se analizd la inhibicion del
crecimiento celular con el ensayo de azul de Alamar como se indica en métodos. Puntos, media; barras, s.d. Los valores
del eje Y por abajo de 0 % representan muerte celular de la poblacion de inicio. ¢) Se incubaron cuentas de
estreptavidina (50 pl) con las concentraciones indicadas de YK55, YK56 o D-biotina para inmovilizar los
correspondientes compuestos en las cuentas. Se graficaron las cuentas (50 pl) con extractos de células SKBr3 (500 ug),
y la Hsp70 precipitada se analizé por Western Blot y se cuantificd por dositometria. Los resultados de tres experimentos
independientes se graficaron para determinar la afinidad relativa de unién de las YK. Puntos, media; barras, s.d. d) La
estructura de las YK representativas. YK55 y YK56 son los derivados biotinilados de YK54 y YK57, respectivamente.

Figura 9. (a) Ejemplos de los compuestos de la presente materia reducen de una manera dependiente de la dosis los
niveles de estado estable de las onco-cinasas HER2 y Raf-1 en células de cancer de mama SKBr3 que sobreexpresan
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HER2, e inducen apoptosis como se indica por escision de PARP. Se trataron células duran 24 horas con las
concentraciones indicadas de YK149 y YK5. Las células se lisaron y las proteinas se analizaron por Western Blot. b)
Ejemplos de los compuestos de la presente materia inhiben la actividad del STAT3 oncogénico en células de cancer de
mama MDA-MB-468 triplemente negativas. Las células se trataron durante los tiempos indicados con compuestos o
vehiculo y las proteinas se analizaron por Western Blot. (c) Ejemplos de los compuestos de la presente materia inducen
de una manera dependiente de la dosis apoptosis en células de leucemia mieloide aguda MOLM13. Las células se
trataron durante 24 horas con la concentracion indicada de compuestos y se midié el incremento en la actividad de
caspasa-3,7 y se comparo a células tratadas soélo con vehiculo (DMSO). La actividad de caspasa-3,7 fue una medida de
la potencia del compuesto en la escision del substrato de caspasa Z-DEVD-R110 y en la liberacion de rodamina. El
porcentaje de incremento en las células apoptoticas se calculé al comparar las lecturas de fluorescencia obtenidas de
compuestos con aquellos obtenidos de células tratadas con el vehiculo (DMSO).

Figura 10. (a) Ejemplos de los compuestos de la presente materia reducen de manera dependiente de la dosis los
niveles de estado estable de la onco-cinasa Raf-1 en células de cancer de mama triple-negativas MDA-MB-468, e
inducen apoptosis como se indica por escision de PARP. Los ejemplos de los compuestos de la presente materia
reducen de manera dependiente de la dosis los niveles de estado estable de las onco-cinasas HER2 y Raf-1 en células
de cancer de mama SKBr3 que sobreexpresan HER2, e inducen apoptosis como se indica por escision de caspasa-3 y
PARP. No se observa induccion asociada de Hsp70. El ejemplo de los compuestos de la presente materia reduce de
forma dependiente de la dosis los niveles en estado estable de FLT3 y p-STAT5 en células MOLM-13 mutantes de
leucemia mieloide aguada que expresan FLT3. Se trataron células durante 24 horas con las concentraciones indicadas
de compuestos o durante los tiempos indicados con la concentracion indicada de compuestos. Las células se lisaron y
las proteinas se analizaron por Western Blot. (b) Los ejemplos de los compuestos de la presente materia inducen de
manera dependiente de la dosis apoptosis en células MOLM13 de leucemia mieloide aguda. Las células se trataron
durante 24 horas con la concentracion indicada de los compuestos y el incremento en la actividad de caspasa-3,7 se
midi6 y comparé a células tratadas sélo con vehiculo (DMSO). La actividad de Caspasa-3,7 fue una medida de la
potencia del compuesto en la escision del substrato de caspasa Z-DEVD-R110 y la liberaciéon de rodamina. El
porcentaje de incremento en células apoptoticas se calculé al comparar las lecturas de fluorescencia obtenidas de
compuestos con aquellas obtenidas de células tratadas con vehiculo (DMSO).

Figura 11. (a) Ejemplos de los compuestos de la presente materia reducen de manera dependiente de la dosis los
niveles de estado estable de las oncocinasas HER2 y Raf-1 en células de cancer de mama SKBr3 que sobreexpresan
HERZ2, e inducen apoptosis como se indica por escision de PARP. Las células se trataron durante 24 horas con las
concentraciones indicadas del agente. Las células se lisaron y las proteinas se analizaron por Western Blot. (b) Los
ejemplos de los compuestos de la presente materia inhiben la actividad del STAT3 oncogénico, reducen los niveles en
estado estable de Raf-1 e inducen la apoptosis en células de cancer de mana triple-negativas MDA-MB-468. Las células
se trataron durante 24 horas con los compuestos indicados o durante los tiempos indicados con las concentraciones
indicadas de los compuestos, y las proteinas se analizaron por Western Blot.

Figura 12. YKS5 afecta las caracteristicas principales del cancer: inhibe la proliferaciéon y capacidad de invasion y detiene
las células de cancer en el ciclo celular. (a) Las células de cancer indicadas se incubaron con concentraciones
crecientes de inhibidores y se valor6é el crecimiento durante 72 horas. Los valores del eje Y por abajo de 0 %
representan muerte celular de la poblacion de inicio. Se valoraron los farmacos en triplicado. (b) Ratones (n = 5) que
tienen tumores subcutdneamente senoinjertados (s.c.) de MDA-MB-468 que alcanzaron un volumen de
aproximadamente 100-200 mm3, se administraron i.t. con YK5 o vehiculo como se describe en métodos. Se estimod el
volumen tumoral (mm®) por mediciones de calibrador. (c) Se trataron células durante 24 horas con las concentraciones
indicadas de YK5. Se analiz6 el contenido de ADN por tinciéon con yoduro de propidio y citometria de flujo (izquierda), en
tanto que las proteinas por Western Blot (derecha). (d) proteinas cliente de Hsp70 aisladas por cuentas con YK55 de
extractos de SKBr3 y MDA-MB-468 (500 pg) se analizaron por Western Blot. Cuentas de control que contienen D-biotina
(100 pM) unida. (e) células de cancer de mama MDA-MB-231 se trataron durante 24 horas con YK5 (1 uM) y los
extractos de proteina se sometieron a inmunotransferencia (superior) o se pre-trataron durante 24 horas con vehiculo o
YKS5, y células viables capaces de emigrar a través de Matrigel durante un periodo de 20 horas se cuantificaron y los
datos se graficaron (inferior). Puntos, media; barras, s.d. Los datos son consistentes con aquellos obtenidos de multiples
experimentos de repeticion (n = 3).

Figura 13. YK5 tiene un mayor efecto apoptético que los inhibidores de Hsp90 en tumores seleccionados. (a-d) Se
trataron células con las concentraciones indicadas de inhibidores durante los tiempos presentados. (a, b) Se
cuantificaron las células apoptoticas por tinciéon dual con naranja de acridina/bromuro de etidio como se describe en
métodos. (c, d). Se analizaron marcadores moleculares de apoptosis (escision de PARP) en células tratadas durante 24
horas con las concentraciones indicadas de inhibidores (c) o durante los tiempos indicados con la concentracion
indicada de inhibidores (d) por Western Blot. (e) se trataron con vehiculo células MDAMB-468, TNFa (20 ng/ml), YK5 (1
pMM), pretratadas con YK5 durante 2 horas antes de TNFa o co-trataron, y las células se lisaron para analisis por
Western Blot (izquierda), o se cuantificé la muerte celular al analizar la poblacion hipodiploide en tinciéon con propidio-
yodo (derecha). Los datos son consistentes con aquellos obtenidos de multiples experimentos de repeticion (n = 3).
Puntos, media; barras, s.d.
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Figura 14. YK5 tiene una mayor afinidad para Hsp70 de tumor y aniquila selectivamente células de cancer. (a-c) Se
trataron células con las concentraciones indicadas de inhibidores para los tiempos presentados, y células
metabodlicamente viables por captacion con azul de Alamar como se describe en métodos (a). Se analizaron marcadores
moleculares de apoptosis (escision de PARP y caspasa-3) en células tratadas durante 24 horas con las concentraciones
indicadas de inhibidores por transferencia western (b, c). La morfologia de las células tratadas durante 24 horas con
vehiculo o los inhibidores indicados se analizé por microscopia con luz (c). (d) Se incubaron extractos (500 ug) durante
la noche con cuentas que contienen D-biotina (75 pM) o las concentraciones indicadas de YK55 adicionadas a 50 ul de
cuentas de estreptavidina. HS = perturbadas térmicamente. (e) Los extractos de SKBr3 (200 ug) y MRC-5 (400 pg) y la
Hsp70 humana recombinante (2 pg) se incubaron durante 3 horas con las concentraciones indicadas de YK5, seguido
por precipitacion de complejos de Hsp70 en cuentas de YK55 (50 uM YK55 adicionada a 50 ul de cuentas de
estreptavidina). Los datos obtenidos de tres experimentos independientes se graficaron (derecha). Puntos, media;
barras, s.d.

Figura 15. YK5 unida a soporte solido, cuentas de YK55, aislados en una Hsp70 de una manera especifica del tumor en
complejo con onco-proteinas. (a, izquierda y b) complejos de Hsp70 precipitados de extractos celulares indicados (500
pg) con cuentas de YK55 D-biotina (YK55 100 uM o D-biotina adicionada a 50 uyl de cuentas de estreptavidina,
respectivamente) se analizaron por WB. (a, derecha) Se sonded la union de complejos de proteina a cuentas de YK55
en extractos celulares en los cuales se redujeron los niveles de Hsp/c70 por inmunoprecipitacion con BB70 Ab o IgG,
respectivamente. (c) Se incubaron extractos celulares durante 3 horas a 4°C con las concentraciones indicadas de YK5,
seguido por precipitacion de complejos de Hsp70 en cuentas de YK55 (YK55 100 uM adicionadas 50 pl de cuentas de
estreptavidina). (d) YK5 reduce los niveles en estado estable de onco-proteinas reguladas por Hsp70. Las células de
cancer se trataron durante 24 horas con las concentraciones indicadas de YK5 y las células se lisaron para analisis por
WB. Se uso -actina como control de carga.

Figura 16. Ensayo competitivo de polarizacion fluorescente de Hsp70. Se adicionaron concentraciones crecientes de los
inhibidores indicados en triplicado a la placa de ensayo y se realizé el ensayo de Polarizacion de Fluorescencia (FP)
como se indica en métodos. El efecto competitivo se expres6 como porcentaje de control y se calculd al dividir el valor
de milipolarizacion (mP; substrayendo cy3B-YKS5 libre) de concavidades de inhibidor por el mP promedio (substrayendo
cy3B-YKS5 libre) de controles (cy3B-YKS5 vy lisado celular con vehiculo de DMSO) en cada placa. Se graficé la union de
ligando contra la concentracion del inhibidor log1o, y se calcularon los valores de ECso usando un programa de ajuste a
la curva de minimos cuadrados no lineal en Prism 4.0. Puntos, media; barras, s.d.

Figura 17. YKS5 identifica STAT1 y STAT3 como nuevos productos oncogénicos que interactian con Hsp70 de células
de cancer de mama. (a) Cuentas con YK55 pero no con biotina reconocen Hsp70 en el complejo con STAT1 y STAT3
en extractos de MDA-MB-468 (izquierda). Para investigar el efecto de YK5 en los niveles en estado estable y la
actividad de los STAT, se trataron células durante 24 horas con vehiculo (DMSO) o YK5 (10 uM) (derecha). (b)
Composiciones de ejemplo de materia inhiben potentemente STAT3 en células triple-negativas MDA-MB-468. STAT3
activado es parte de una importante ruta oncogénica en canceres de mama triple-negativos.

Figura 18. YK5 descubre un nuevo mecanismo de inhibicion del efecto pro-apoptético del supresor tumoral STAT1. (a)
cuentas de YK55 reconocen Hsp70 en complejo con p-STAT1 y STAT1 en extractos de MDA-MB-468 (500 ug). (b)
Unién de complejos de proteina a cuentas de YK55 se sonded en extractos de células MDA-MB-468 con niveles de
Hsp/c70 reducidos por inmunoprecipitacion con BB70 Ab o IgG. (c) se trataron células MDA-MB-468 7 horas con
vehiculo, IFNy (100 ng/ml), YK5 (10 uM), pre-tratadas con YK5 durante 2 horas antes de la estimulacion con IFNy o co-
tratadas y células se lisaron para analisis por Western Blot. (d) Se estimularon células con IFNy (100 ng/ml), y complejos
de Hsp70/STAT1 en extractos (500 ug) analizados por precipitacion quimica e inmunitaria con D-biotina, cuentas de
YK55 y un Ab de Hsp70, respectivamente. (e, f) Se estimularon células con IFNy, en la presencia o ausencia de YK5 (10
pM) para los tiempos mostrados, y con o sin estaurosporina u ortovanadato adicionados como se describe en métodos.
Se analizaron los niveles de p-STAT1 por Western Blot y se cuantificaron por dosimetria. Los datos de dos
experimentos de repeticion se graficaron contra el tiempo de tratamiento.

Figura 19. YK5 mejora el contenido nuclear de STAT1 activado con IFNy y potencia su unién a un ADN. Se trataron
células MDAMB-468 con IFNy (100 ng/ml) o se co-trataron con IFNy (100 ng/ml) y YK5 (10 uM). (a) STAT1 activado
(pTyr701), se determin6é por microscopia inmunofluorescente con un anticuerpo secundario conjugado con FITC. La
tincion nuclear se realizé6 con DAPI. (b) La unidon de STAT1 activado a sitio de union de consenso de STAT (5'-
TTCCCGGAA-3’) se determind por un ensayo basado en ELISA. STAT1 activado, contenido en lisados de células no
tratadas (barra blanca), tratadas con YK5 (barra gris claro), IFNy (barras gris oscuro) o la combinacion de IFNy y YK5
(barras negras), y unido al oligonucleétido, se detect6 a través del uso de un anticuerpo anti-STAT1. Se realizaron
ensayos en la ausencia o presencia de 20 pmol de oligonuclettido competidor que contiene ya sea un sitio de union de
consenso a STAT tipo silvestre o mutado usando células tratadas con IFNy (barras gris oscuro). Los experimentos se
llevaron a cabo en cuatro replicas. Los resultados se expresan como valores medios de absorbancia (OD450nm) con
SEM.

Figura 20. Tratamiento de células AML primarias con YK5. YK5 aniquila tanto células madre de cancer como
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blastos. Se trataron células con concentraciones crecientes de YK5 durante 24 horas. (a-b) se muestra el % de
viabilidad con relacion a control no tratado. Barras abiertas: “Otro” representa células normales en el mismo paciente
(sin blastos), Barras grises: Blastos (CD45 dim), barras rojas: células madre de leucemia (LSC) (CD34+CD38-CD123+).
(c) Disminucién de CFU (Unidades formadoras de colonias) después del tratamiento de células AML primarias con YK5.
**p<0.001.

Figura 21: Alineacion de secuencia de proteina de hHsp70 de longitud completa (SEQ ID NO:1) (Numero de Acceso:
P08107), proteina hHsp70 N-terminal (SEQ ID NO:2) (PDB ID: 1S3X), estructura de Hsp70 de E. coli (DNAK) (SEQ ID
NO :3) (PDB ID: 2KHO) y C. elegans (PDB ID: 2P32) (SEQ ID NO:4). Las anotaciones de residuos estan subrayadas y
los residuos conservados se presentan en un color similar. Las secuencias que definen el sitio 1 de cavidad alostérica
se muestran en cuadros. Los aminoacidos importantes en estas secuencias interactian con los ligandos designados en
la presente.

Descripciéon Detallada

Definiciones

Como se usa en la presente, los términos “administrar”, “que administra”, y “administracion”, se refieren a cualquier
método que, en practica médica acertada, administra la composicion a un sujeto de una manera para proporcionar un
efecto terapéutico.

La frase “derivada” como se usa en la presente se refiere a cualquier hidrato, solvato, sal, racemato, isémero,
enantiémero, profarmaco, metabolito, éster, u otro analogo o derivado de una molécula o compuesto quimico particular.
El término “derivado” también puede significar una modificacién a los compuestos divulgados que incluyen, pero no se
limitan a, productos de hidrdlisis, reduccion u oxidacion de los compuestos divulgados. En la técnica se conocen las
reacciones de hidrdlisis, reduccion y oxidacion.

El término “modulacién” se refiere al proceso de producir un efecto en la actividad biolégica, funcién, salud o condicion
de un organismo en el cual se mantiene, mejora, disminuye o trata esta actividad bioldgica, funcion, salud o condicion
de una manera que es consistente con la salud general y bienestar del organismo. El término “mejora” de la actividad
bioldgica, funcién, salud o condicién de un organismo se refiere al proceso de aumentar, fortalecer, reforzar o mejorar.

Como se usa en la presente, las frases una “cantidad efectiva” o una “cantidad terapéuticamente efectiva” de un
ingrediente o agente activo, o ingrediente o agente farmacéuticamente activo, que son sindnimas en la presente, se
refieren a una cantidad del agente farmacéuticamente activo suficiente para tener un efecto terapéutico en la
administracion. Una cantidad terapéuticamente efectiva del agente farmacéuticamente activo puede, sera, o se espera
que provoque un alivio de los sintomas. Las cantidades efectivas del agente farmacéuticamente activo variaran con la
condicién o condiciones particulares que se traten, con la severidad de la condicién, con la duracién del tratamiento, con
los componentes especificos de la composicion que se use, y factores similares.

La frase “cualquier sustituyente”, como se usa en la presente al definir la formula (1) y (I'), significa cualquier sustituyente
que se puede reemplazar por hidrogeno. En algunas modalidades, el término “cualquier sustituyente”, como se usa en la
presente al definir la formula (I) y (I'), es un grupo alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado opcionalmente
sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido; halo; un grupo C;.z;acilo
opcionalmente sustituido; hidroxilo; nitro; ciano; ariloxi; alcoxi; alcoxi halogenado; alqueniloxi; hidroxialquilo; amino;
alquilamino; dialquilamino; cicloalquilamino; arilamino; diarilamino; acilamino; carbamilo; amido sustituido o insustituido;
alquilamido; alquilsulfonamido; sulfonamido; -NHSOzalquenilo; NHCOalquenilo; -NHCOalquinilo; -COalquenilo; -
COalquinilo; trihalocarbono; tioalquilo; SO.-alquilo; -COO-alquilo; -COalquilo; y alquil-CN; o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos o un hidrato de los mismos. En otras modalidades, la frase “cualquier sustituyente” se refiere a
un sustituyente que comprende un grupo marcador o de marbete Util para identificar, seguir y/o aislar el compuesto. Los
ejemplos del grupo de marbete y grupos marcadores utiles en la presente incluyen, por ejemplo, grupos fluorescentes,
grupos de biotina, grupos de avidina, y grupos ligadores enzimaticos.

Al nombrar opciones de sustituyentes, tal como para Z y W;-W, posteriormente, el nombre se refiere al tipo de grupo
que se une directamente a la estructura central y no imposibilita la funcionalidad adicional unida al sustituyente base.

De esta manera, el término “alquilo” se refiere a un grupo de hidrocarburo lineal, ciclico o ramificado, saturado,
opcionalmente sustituido, en el cual el atomo unido al resto de la estructura es un atomo de carbono. El grupo alquilo
puede tener de 1 a 24 atomos de carbono, tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, t-butilo, octilo,
decilo, tetradecilo, hexadecilo, eicosilo, tetracosilo y similares. Los grupos “alquilo” preferidos contienen en la presente
de 1 a 12 atomos de carbono. “Alquilo inferior” se refiere a un grupo alquilo de 1 a 6, de manera preferente de uno a
cuatro, atomos de carbono. El grupo alquilo puede tener sustituyentes, por ejemplo, halégeno, hidroxi, alcoxi, amino,
amido sustituido e insustituido, sulfonamino, sulfonamido, sulfoxi, arilo, ciano, carboxi, carboxamido, acilo, nitro, tio.
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El término “alquenilo” se refiere a un grupo de hidrocarburo insaturado lineal, ciclico o ramificado, opcionalmente
sustituido que tiene un doble enlace carbono-carbono en uno o mas lugares, en el cual el atomo unido al resto de la
estructura es un atomo de carbono. El grupo alquenilo puede tener 2-20 carbonos, de manera preferente 2-8 carbonos.
El grupo alquenilo lineal incluye, por ejemplo: un grupo 1-alquenilo tal como un grupo etenilo, un grupo 1-propenilo, y un
grupo 1-butenilo; y un grupo 2-alquenilo tal como un grupo 2-butenilo, y grupo 2-pentenilo. El grupo alquenilo puede
tener sustituyentes que son los mismos como para un grupo alquilo.

El término “alquinilo” se refiere a un grupo de hidrocarburo insaturado ramificado o no ramificado opcionalmente
sustituido que tiene un triple enlace carbono-carbono en uno o mas lugares, en los cuales el atomo unido al resto de la
estructura es un atomo de carbono. El grupo alinilo puede tener 2-20 carbonos, de manera preferente 2-8 carbonos. Los
ejemplos incluyen: un grupo 1-alquinilo tal como grupo etinilo, grupo 1-propinilo, y grupo 3,3-dimetil-1-butinilo; y un
grupo 2-alquinilo tal como un grupo 2-propinilo, grupo 2-butinilo, y grupo 3-fenil-2-propinilo. El grupo alquinilo puede
tener sustituyentes que son los mismos como para un grupo alquilo.

Los términos “halo” o “halégeno” se refieren a fluoro, cloro, bromo o yodo, usualmente con respecto a la sustitucion halo
para un atomo de hidrégeno en un compuesto organico. De los halos, en general se prefieren cloro y fluoro con cloro
que en general es el mas preferido.

El término “amino” abarca moléculas en las cuales un N de amina se une directamente a la estructura central,
incluyendo grupos NH2, alquilamino y alquenilamino.

El término “acilo” se refiere a hidrogeno, alquilo, cicloalquilo parcialmente saturado o completamente saturado,
heterociclo parcialmente saturado o completamente saturado, y grupos carbonilo sustituidos con arilo.

El término “arilo” se refiere a un grupo de anillo de hidrocarburo aromatico sustituido o insustituido que tiene de 5 a
aproximadamente 30 atomos de carbono con de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 atomos de carbono que
son los preferidos. El grupo “arilo” puede tener un anillo individual o multiples anillos condensados. Cuando se identifica
un sustituyente como un sustituyente de arilo, un atomo del anillo de arilo se une directamente a un atomo del resto de
la estructura. Un sustituyente de ariloxi es un grupo arilo conectado al resto de la estructura por un puente -O-. El grupo
arilo puede tener sustituyentes que son los mismos como para un grupo alquilo, mas sustituyentes alquilo, alquenilo o
alquinilo. El término “arilo” incluye, pero no se limita a, fenilo, a-naftilo, B-naftilo, bifenilo, antrilo, tetrahidronaftilo,
fluorenilo, indanilo, bifenilenilo, y acenaftenilo. Especificamente se incluyen dentro de la definicion de “arilo” aquellos
grupos aromaticos que estan opcionalmente sustituidos. Por ejemplo, en modalidades representativas de la presente
materia, los grupos “arilo” estan opcionalmente sustituidos con 1 a 5 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste
de aciloxi, hidroxi, acilo, alquilo de 1 a 6 atomos de carbono, alcoxi de 1 a 6 atomos de carbono, alquenilo de 2 a 6
atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, amino, amino sustituido por uno o dos grupos alquilo de 1 a 6
atomos de carbono, aminoacilo, acilamino, azido, ciano, halo, nitro, tioalcoxi, trihalometilo, y arilo. El término “aralquilo”
abarca porciones alquilo sustituidas con arilo. Los grupos aralquilo preferibles son grupos “aralquilo inferior” que tienen
grupos arilo unidos a grupos alquilo que tienen de uno a seis atomos de carbono. Los ejemplos de estos grupos
incluyen bencilo, difenilmetilo, trifenilmetilo, feniletilo, y difeniletilo.

El término “carbociclico” se refiere a un grupo opcionalmente sustituido que contiene una o mas estructuras de anillo
covalentemente cerradas, y que los atomos que forman la estructura del anillo son todos atomos de carbono. El término
distingue de esta manera anillos carbociclicos de los heterociclicos en los cuales la estructura de anillo contiene al
menos un atomo no de carbono. Los términos “cicloalcano” o “alcano ciclico” o “cicloalquilo” se refieren a un grupo
carbociclico en el cual el anillo es un hidrocarburo alifatico, ciclico, opcionalmente sustituido, por ejemplo, un grupo
alquilo ciclico con preferentemente 3 a 12 carbonos de anillo. “Cicloalquilo” incluye, a manera de ejemplo, ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, o ciclooctilo, y similares.

El término “heterociclico o heterociclo” significa un grupo de hidrocarburo, ciclico, aromatico o no aromatico, saturado o
insaturado, opcionalmente sustituido con 4 a aproximadamente 20 atomos de carbono, de manera preferente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 6, en donde se reemplazan de 1 a aproximadamente 4 atomos de carbono por
nitrégeno, oxigeno o azufre. Los heterociclos preferidos se seleccionan del grupo que consiste de bencimidazol,
dihidrotiofeno, dioxina, dioxano, dioxolano, ditiano, ditiazina, ditiazol, ditiolano, furano, imidazol, morfolina, oxazol,
oxadiazol, oxatiazol, oxatiazolidina, oxazina, oxadiazina, piperazina, piperidina, pirano, pirazina, pirazol, piridina,
pirimidina, pirrol, pirrolidina, tetrahidrofurano, tetrazina, tiadiazina, tiadiazol, tiatriazol, tiazina, tiazol, tiomorfolina, tiofeno,
tiopirano, triazina, y triazol.

Las estructuras de algunos heterociclicos son como sigue:

Heterociclos
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Como se usa en la presente, el término “heteroarilo” se identifica como un sistema de anillo, heterociclico, aromatico
sustituido o insustituido (monociclico o biciclico). Los grupos heteroarilo pueden tener, por ejemplo, de
aproximadamente 4 a aproximadamente 20 atomos de carbono (a menos que se especifique explicitamente de otro
modo) con de aproximadamente 4 a aproximadamente 10 que es lo preferido. En algunas modalidades, los grupos
heteroarilo son sistemas de anillos heterociclicos aromaticos que tienen de aproximadamente 4 a aproximadamente 14
atomos de anillo y que contiene atomos de carbono y 1, 2, 3, o 4 heteroatomos seleccionados de oxigeno, nitrégeno o
azufre. Los grupos heteroarilo representativos son furano, tiofeno, indol, azaindol, oxazol, tiazol, isoxazol, isotiazol,
imidazol, N-metilimidazol, piridina, pirimidina, pirazina, pirrol, N-metilpirrol, pirazol, N-metilpirazol, 1,3,4-oxadiazol, 1,2,4-
triazol, 1-metil-1,2,4-triazol, 1H-tetrazol, 1-metiltetrazol, benzoxazol, benzotiazol, benzofurano, bencisoxazol,
bencimidazol, N-metilbencimidazol, azabencimidazol, indazol, quinazolina, quinolina, e isoquinolina.

El término “anillo en puente” se refiere a un grupo de 6 a 12 atomos que forma un carbociclo, heterociclo, arilo, o
heteroarilo opcionalmente sustituido que comprende uno o mas anillos en donde se conectan dos o mas atomos de
anillo no adyacentes. Los ejemplos no limitantes de una estructura de anillo en puente pueden incluir un tricicloalcano,
tal como por ejemplo adamantanilo.

“Opcional” u “opcionalmente” significa que el evento o circunstancia subsiguientemente descrito puede presentarse o
no, y que la descripcion incluye casos donde el evento o circunstancia se presente y casos donde no se presenta.
“Opcionalmente” es incluyente de modalidades en las cuales las condiciones descritas estan presentes y modalidades
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en las cuales no esta presente la condicion descrita. Por ejemplo, “fenilo opcionalmente sustituido” significa que el fenilo
puede estar o no sustituido, y que la descripcion incluye tanto fenilo insustituido como fenilo en donde hay sustitucion.
“Opcionalmente” es incluyente en modalidades en las cuales las condiciones descritas estan presentes y modalidades
en las cuales no esta presente la condicion descrita.

Los compuestos de la presente materia pueden existir en formas tautomérica, geométrica o estereoisomérica. La
presente materia contempla todos estos compuestos, incluyendo isémeros cis- y trans-geométricos, isdbmeros E- y Z-
geométricos, R- y S-enantidmeros, diateredmeros, d-isdbmeros, 1-isébmeros, las mezclas racémicas de los mismos y
otras mezclas de los mismos, como caiga dentro del alcance de la presente materia.

La frase “portador farmacéuticamente aceptable” como se usa a este respecto se refiere a cualquier ingrediente inactivo
presente en una de las composiciones descritas en la presente en una cantidad efectiva para mejorar la estabilidad,
efectividad, o de otro modo de la composicion. Los ejemplos no limitantes de portadores farmacéuticamente aceptables
incluyen diluyentes, excipientes, agentes de suspension, agentes lubricantes, adyuvantes, vehiculos, sistemas de
distribucion, emulsionadores, desintergrantes, absorbentes, adsorbentes, conservadores, agentes tensioactivos,
colorantes, saborizantes, emolientes, amortiguadores, modificadores de pH, espesadores, agentes de ablandamiento de
agua, humectantes, fragancias, estabilizadores, agentes acondicionadores, agentes quelantes, edulcorantes,
propulsores, agentes anti-endurecimiento, agentes incrementadores de viscosidad, solubilizadores, plastificantes,
agentes mejoradores de penetracion, deslizantes, agentes formadores de pelicula, agentes de relleno, agentes de
revestimiento, aglutinantes, antioxidantes, agentes rigidizadores, agentes humectantes o cualquier mezcla de estos
componentes.

Como se usa en la presente, la frase “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales de ciertos ingredientes
que poseen la misma actividad como los compuestos no modificados y que ni son biolégicamente ni de otro modo
indeseables. Se puede formar una sal con, por ejemplo, acidos organicos o inorganicos. Los ejemplos no limitantes de
acidos adecuados incluyen acido acético, acido acetilsalicilico, acido adipico, acido alginico, acido ascorbico, acido
aspartico, acido benzoico, acido bencenosulfénico, acido bisulfico, acido bdrico, acido butirico, acido canférico, acido
canforsulfénico, acido carboénico, acido citrico, acido ciclopentanopropidnico, acido digluconico, acido dodecilsulfico,
acido etanosulfénico, acido formico, acido fumarico, acido glicérico, acido glicerofosforico, glicina, acido
glucoheptanoico, acido glucdénico, acido glutamico, acido glutarico, acido glicélico, acido hemisulfico, acido heptanoico,
acido hexanoico, acido hipurico, acido bromhidrico, acido clorhidrico, acido yodhidrico, acido hidroxietanosulfénico,
acido lactico, acido maleico, acido malico, acido maldnico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido mucico, acido
naftilenosulfonico, acido naftilico, acido nicotinico, acido nitroso, acido oxalico, acido pelargonico, acido fosforico, acido
propidénico, sacarina, acido salicilico, acido sérbico, acido succinico, acido sulfurico, acido tartarico, acido tiocianico,
acido tioglicdlico, acido tiosulfurico, acido tosilico, acido undecilénico, y aminoacidos derivados de forma natural y de
manera sintética.

Como se usa en la presente, “sujeto” o “individuo” o “animal” o “paciente” o “mamifero,” se refiere a cualquier sujeto,
particularmente un sujeto mamifero, de quien se desea la diagnosis, prognosis o terapia, por ejemplo, un humano.

Como se usa en la presente, un “tratamiento” o “tratar” de una enfermedad, trastorno o condiciéon abarca alivio de al
menos un sintoma de la misma, una reduccién en la severidad de la misma, o el retraso, prevencion, o inhibicién del
progreso de la misma. El tratamiento no necesita significar que se cure totalmente la enfermedad, trastorno o condicién.
Una composicién util en la presente sélo necesita reducir la severidad de una enfermedad, trastorno o condicién, reducir
la severidad de los sintomas asociados con esta, proporcionar mejora a un paciente o calidad de vida del sujeto o
retrasar, prevenir o inhibir el comienzo de una enfermedad, trastorno o condicion.

Como se usa en la presente, el término “modular” significa que un compuesto de la presente materia puede ser un
activador o inhibidor de Hsp70 o Hsc70. Un activador promovera las vias de HSP. Los activadores seran utiles para
enfermedades donde la proliferacion incrementada puede tener un efecto terapéutico benéfico. Un inhibidor inhibira
Hsp70 o Hsc70 y de este modo inhibe la ruta de HSP e inhibe el crecimiento de varios canceres y trastornos
proliferativos. En consecuencia, en condiciones donde se requiere actividad incrementada de la ruta de HSP, entonces
se prefiere un activador. En condiciones donde se requiere la inhibicion de la ruta de HSP, entonces se prefiere un
inhibidor.

En ciertas modalidades, los compuestos de la presente materia son Utiles en el tratamiento de trastornos proliferativos.
El término “trastorno proliferativo” como se usa en la presente se refiere a cancer, incluyendo canceres de mama,
prostata, pulmon, colon, estdmago, pancreatico, ovarico, cerebro y hematopoyético, carcinoma esofagico, carcinoma de
células renales, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, leucemias y sarcomas tal como colangiosarcoma y
sarcoma esofagico. En particular, esto incluye canceres de mama y ovarico, cancer de préstata, cancer pancreatico,
carcinoma hepatocelular, cancer de pulmon de células no pequefias y de células pequefias (NSCL y SCLC), cancer
colorectal, leucemia y linfoma. Se incluyen canceres metastaticos, tal como por ejemplo, cancer metastatico de mama.

Como se usa en la presente, una “oncopretina” significa una proteina que puede inducir o facilitar potencialmente la
transformacion neoplastica de una célula. En un ejemplo, la proteina se puede codificar por un oncogen. Un oncogen
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como se usa en la presente es un gen que produce un producto génico que puede inducir o facilitar potencialmente la
transformacion neoplastica de una célula. Un oncogen puede tener un origen viral o celular. Los ejemplos no limitantes
de oncoproteinas incluyen receptores de factores de crecimiento, proteina-cinasas, transductores de sefiales,
fosfoproteinas nucleares, metil-transferasas y factores de trascripcion. Cuando estas proteinas se expresan, activan o
transcolocan de forma anormal dentro de la célula después de cambios estructurales y/o regulatorios, puede resultar la
proliferacion celular descontrolada y el déficit en la muerte celular. Los ejemplos no limitantes de una oncoproteina de la
presente materia incluyen ErbB2 (Her2/Neu), EGFR/ErbB1, ErbB3, ErbB4, ErbB5 y cualquier otro miembro de la familia
de erbB, PDGFR, PML-RAR AKT, BCR-abl, src, miembros de la familia de Raf (por ejemplo, C-Raf, B-Raf), p53
negativo dominante, HIF-1a, Telomerasa, MTG8 (proteina de leucemia mieloide), Factor de Choque Térmico,
trascriptasa inversa de virus de Hepatitis B, c-src, v-src, p53 mutada o ausente, receptor de estrégeno, proteinas K-ras
mutantes, 6xido nitrico-sintasa y proteina quimérica p210 gcr-asL individualmente y/o en cualquier combinacion. La
presente invencion incluye ademas cualquier otra oncoproteina no conocida o identificada posteriormente como que
esté asociada con Hsp70 o el complejo Hsp70-Hsp90. En algunas modalidades, las oncoproteinas presentes en un
paciente se miden antes, durante y después de terapia. En otras modalidades, la administracion de los compuestos de
la presente materia a un paciente en necesidad de estas da por resultado la desestabilizacién y degradacion de una o
mas oncoproteinas en el paciente.

Cualquier intervalo de concentracion, intervalo de porcentaje o intervalo de relacion, citado en la presente se va a
entender que incluye concentraciones, porcentajes o relaciones de cualquier nimero entero dentro de ese intervalo y
fracciones de los mismos, tal como un décimo y un céntimo de un entero, a menos que se indique de otro modo.

Se debe entender que los términos “un” y “una” como se usan anteriormente y en otra parte de la presente se refieren a
“uno o mas” de los componentes enumerados. Sera claro a un experto en la técnica que el uso de lo singular incluye lo
plural a menos que se sefiale especificamente lo contrario. Por lo tanto, los términos “un”, “una” y “al menos uno” se
usan de manera indistinta en esta solicitud. Por ejemplo, “un” polimero se refiere tanto a un polimero como a una
mezcla que comprende dos o mas polimeros.

A lo largo de la solicitud, las descripciones de varias modalidades usan el texto “que comprende”; sin embargo, se
entendera por un experto en la técnica, que en algunos casos especificos, una modalidad se puede describir de manera
alternativa usando el texto “que consiste esencialmente de” o “que consiste de”.

Para propdsitos de entender mejor las presentes ensefianzas y de ninguin modo limitar el alcance de las ensefianzas, a
menos que se indique de otro modo, todos los numeros que expresan cantidades, porcentajes o proporciones, y otros
valores numéricos usados en la especificacion y en las reivindicaciones, se van a entender como que estan modificados
en todos los casos por el término “aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los
parametros numeéricos expuestos en la siguiente especificacion y reivindicaciones anexas son aproximaciones que
pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se busca obtener. En el Gltimo momento, cada parametro
numérico se debe construir al menos en vista del numero de digitos significativos reportados y al aplicar técnicas
ordinarias de redondeo.

Otros términos como se usa en la presente se proponen para que se definan por sus significados bien conocidos en la
técnica.

Compuestos de la Presente Materia

Se describen en la presente:
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Formula I Formula I’
Ligador Ligador
W.
1 X Y xs Ve W x,
X1/ Y / /\Xg X1/ Y
2)\)(///’)(3 XG‘\/\\ /X8 )\ ///’Xa
2 W, W, X7 r4 2 W,
| } L ] j | N |
Lado izquierdo, Arilo Lado derecho, Arilo Lado izquierdo, Arilo Lado derecho, Arilo
Formula 1a Formula 1b Formula 1a’ Formula 1b’

sus estereoisdmeros, tautdbmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,
X1, Xa, X3, X4, Xs, Xe, X7, Xs, ¥ Xo s€ seleccionan independientemente de CH, C sustituido, y N sustituido;

Xi0 'y X11 se seleccionan independientemente de CH, CHz, NH, NR, O, y S tal que se mantiene la aromaticidad; R es una
cadena de alquilo o alquilo sustituido;

Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alquilo o alcoxilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1y W3 independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W1 y W; se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 o0 6 miembros; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la férmula (1a) y formula (1b), X4-X4 se seleccionan independientemente pero no se
limitan a:
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En modalidades preferidas de la férmula (1a), Xs-Xg se seleccionan independientemente de pero no se limitan a:
W,
A L L i “\ L\ QN
o
Y ’\ Y \ Y)\N\

En modalidades preferidas de la férmula (1b'), X0 es CHz, NH, NR', O, y S; en donde R' es una cadena de alquilo
inferior;

En modalidades preferidas de la férmula (I) y férmula (I') Y es S, SO, SO,, O o CH2.

En modalidades preferidas de la férmula (1a) y férmula (1a') Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado,
heterociclo saturado o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino,
alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (1a) y formula (1a') Wi y W, en cada ocurrencia se seleccionan
independientemente del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo
saturado o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
y dialquilamido; W1 y W3 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo fusionado de 5 o 6
miembros.

En modalidades preferidas de la formula (1b) y formula (1b') W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan
independientemente del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo
saturado o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
y dialquilamido; W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo fusionado de 5 o 6
miembros.

En una modalidad, el compuesto de la férmula (I) o (I') es como se define anteriormente, con la condicion que: (1) Y se
selecciona del grupo que consiste de S, SO, y SO2; (2) Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo,
alcoxi, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; (3) el arilo del lado izquierdo de la férmula 1a
o 1a' contiene al menos un nitrégeno de anillo; (4) al menos uno de W1 y W se selecciona del grupo que consiste de
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; y (5)
al menos uno de W3 y W4 se selecciona del grupo que consiste de amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, -NHSO»alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCO
alquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, alquilamido, alquilsulfonamido, y sulfonamido.

En otra modalidad, el compuesto de la formula (1) o (I') es como se define anteriormente, con la condicion que: (1) Z se
selecciona del grupo que consiste de arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; (2) al menos uno de W; y W, se
selecciona del grupo que consiste de alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; y (3) al menos uno de W3 y (4) W4 se selecciona del grupo que consiste de
amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido o
insustituido, -NHSOsalquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, alquilamido,
alquilsulfonamido, y sulfonamido.

En una modalidad adicional, el compuesto de la férmula (1) o (I') es como se define anteriormente, con la condicion que:
(1) Y se selecciona del grupo que consiste de S, SO, y SO2; (2) Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno,
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, haldégeno,
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hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; (3) al menos uno de W, y W, se
selecciona del grupo que consiste de alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; y (4) al menos uno de W3y W, se selecciona del grupo que consiste de amino,
alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido o insustituido, -
NHSOsalquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, alquilamido, alquilsulfonamido, vy
sulfonamido.

En una modalidad adicional, el compuesto de la férmula (I) o (I') es como se define anteriormente, con la condicién que:
(1) Z se selecciona del grupo que consiste de arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; (2) tanto W1 y W> se
seleccionan del grupo que consiste de alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; y (3) al menos uno de W3y W, se selecciona del grupo que consiste de amino,
alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido o insustituido, -
NHSOsalquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, alquilamido, alquilsulfonamido, vy
sulfonamido.

En una modalidad adicional, el compuesto de la férmula (I) o (I') es como se define anteriormente, con la condicion que:
(1) tanto W4 y W> se seleccionan del grupo que consiste de arilo, heterociclo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; y (4) al menos uno de W3y W, se selecciona del grupo que consiste de amino,
alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido o insustituido, -
NHSOsalquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, alquilamido, alquilsulfonamido, vy
sulfonamido.

En una modalidad, el compuesto de la férmula (I) o (I') es como se define anteriormente, con la condicion que: (1) Y se
selecciona del grupo que consiste de S, SO, y SO2; (2) Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo,
alcoxi, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; (3) ya sea el arilo del lado izquierdo o el arilo
del lado derecho de la formula 1a o 1a' contiene al menos dos nitrdgenos de anillo; (4) al menos uno de W1y W> se
selecciona del grupo que consiste de alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; y (5) al menos uno de W3y W, se selecciona del grupo que consiste de amino,
alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido o insustituido, -
NHSOsalquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, alquilamido, alquilsulfonamido, vy
sulfonamido.

En una modalidad, el compuesto de la férmula (I) o (I') es como se define anteriormente, con la condicion que: (1) Y se
selecciona del grupo que consiste de S, SO, y SO2; (2) Z se selecciona del grupo que consiste de arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, haldgeno, alcoxi, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, y diarilamino; (3) ya sea el arilo del lado izquierdo o el arilo del lado derecho o ambos arilos de la formula 1a o
1a' contienen al menos dos nitrégenos de anillo; (4) al menos uno de W1y W> se selecciona del grupo que consiste de
alcoxi, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, y diarilamino; y (5) al menos uno de W3 y W4 se selecciona
del grupo que consiste de alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo,
amido sustituido o insustituido, -NHSO»alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo,
alquilamido, alquilsulfonamido, y sulfonamido.

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la férmula:

Férmula 2a
sus estereoisomeros, tautomeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,

Xs5-Xg se seleccionan independientemente de CH, C sustituido, y N sustituido;
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Y es S, SO, SO,, CHy, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, donde R es una cadena de alcoxilo o alquilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo satura do
o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi
halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino,
diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO,-
alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN;

W1 y W3 independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno,
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo,
-COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; y;

W3 y W4 independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno,
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo,
-COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO2-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden
unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo fusionado de 5 o 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5
miembros o mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la férmula (2a), Xs-Xo se seleccionan independientemente de pero no se limitan a:

BN .
A YQ L\ D i sy

En modalidades preferidas de la férmula (2a), Y es S, SO, SO, O o CH..

En modalidades preferidas de la formula (2a), Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo
saturado o insaturado, haldégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino,
alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e
insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (2a), W1 y W en cada ocurrencia se seleccionan independientemente
del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o
insaturado, halogeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (2a), W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente
del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o
insaturado, haldgeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas particulares de la férmula (2a), Xs-Xg son
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En
modalidades preferidas particulares de la férmula (2a), Y es S, SO, o SO,.

En modalidades preferidas particulares de la formula (2a), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,
cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino o diarilamino.

En modalidades preferidas particulares de la férmula (2a), W1 y W> son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas particulares de la férmula (2a), W3 y W4 son independientemente hidrogeno,
halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo,
-COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La tabla 1 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad. Los valores de 1C50
listados para algunos de estos compuestos ilustran los efectos antiproliferativos de los presentes compuestos y
se obtuvieron usando ensayos de Inhibicién de Crecimiento descritos en la presente.

Tabla 1
ICso ICs0
ID# Nombre de Compuesto M
(MM) Kasumi (M)
SKBF3
YK N,N’-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1- 15
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)-diacetamida

YK2 2.-(4,.6.-d|.m'etOX|-2-'(4-r.netll-plperazm-1-|I)p|r|m|d|n-5-||- 579
tio)pirimidin-4,6-diamina

YK3 N,N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metil-piperazin-1-il)pirimidin-5-
ilsulfinil)pirimidin-4,6- diil)diacetamida

YK4 N-(6-amino-2-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)-3-(dietilamino)-propanamida
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1- )

YKS il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida 0.4-0.6 0.455

YK6 N-(6-amino-2-(2-amino-4,6-dime-toxipirimidin-5- 23
iltio)pirimidin-4-il)-3-(4-metilpiperazin-1-il)-propanamida

YK7 N,N’-(2-(2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-4,6-
dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)}-diacetamida
N,N’-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)-pirimidin-

YK8 4,6-diil)diacetamida >100
N,N’-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-

YK9 iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida >100
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ICso ICs0

ID# Nombre de Compuesto M

(uM) Kasumi (M)
SKBr3;
2-(4-(5-(4,6-diaminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-

YK10 N L
2-il)piperazin-1-il)etanol

YK11 2'-(4,§-dimetoxi-2-morfo|ino-pirimidin-5-i|tio)pirimidin—4,6- >100
diamina

YKA12 2-(4,§-dimetoxi-2-(piperidin-‘|-iI)pirimidin-5-i|tio)pirimidin- >100
4,6-diamina

. . . - . >100
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
YK13 il pirimidin-5-iltio )pirimidin-4-il propionamida
(>100)

YK14 N-(6-amino-2-(2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-4,6- >100
dimetoxipirimidin-5-iltio)-pirimidin-4-il)propionamida

YK15 'l\l.-(6-§mir.1c?-2-(£'1,6-dimetoxi-?- morfolinopirimidin-5- >100
iltio)pirimidin-4-il)propionamida

YK16 'l\l'-(6-§m|r.1c?-2-(¢'1,6-d|metOX|-2-(p|per|d|n-1 -il)pirimidin-5- >100
iltio)pirimidin-4-il)propionamida

YK17 N-(6-amino-2-(2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-4,6-
dimetoxipirimidin-5-iltio)-pirimidin-4-il)acrilamida
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2- morfolinopirimidin-5-iltio)-

YK18 A o 3
pirimidin-4-il)acrilamida
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-

YK19 TN AN Lo 2.5
iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

YK20 N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1- 6.3
il)pirimidin-5- iltio)pirimidin-4-il)octanamida )

YK21 N-(6-amino-2-(2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-4,6- 79
dimetoxipirimidin-5-iltio)-pirimidin-4-il)octanamida )

YK22 N.-(B-.ar.nlno'-Z-(4,6-d|metOX|-2-morfoI|nop|r|m|d|n-5-|lt|o)- 123
pirimidin-4-il)octanamida

YK23 'l\l'-(6-§m|r.1c?-2-(¢'1,6-d|metO)'(|-2-(p|per|d|n-‘I -il)pirimidin-5- 13.2
iltio)pirimidin-4-il)octanamida
N,N’-(2-(2-(4-butilpiperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-

YK24 iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida 168

YK25 2.-(.2-(4.-butllp|pera'2|n-1 -il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)- >100
pirimidin-4,6-diamina

YK26 N-(6-amino-2-(2-(4-butilpiperazin-1-il)-4,6-
dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

YK27 N-(6-amino-2-(2-(4-butilpiperazin-1-il)-4,6-

dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)octanamida
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ICso ICs0

ID# Nombre de Compuesto M

(MM) Kasumi (M)
SKBF3
2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

YK28 A L
iltio)pirimidin-4,6-diamina
N,N’-(2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

YK29 iltio)pirimidin-4,6-diil)-diacetamida 76.7

YK30 N-'(E'B-anji.no.-2'-(4,§-dietpxi-?-(4-metilpiperazin-1-iI)pirimidin- 0.48
5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-

YK31 N VT : . 341
5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-

YK32 R .
5-iltio)pirimidin-4-il)-3-cloropropanamida

. . . - I 88.7
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-

YK33 N VT :
5-iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida (14.2)

YK34 (E)-N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1- 55
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida
2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-

YK35 S
diamina

YK36 N,N’-(2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4,6-diil)-diacetamida

YK37 'N'-(6-§m|99-2-(1},6-d|.etox'|-2-(p|per|d|n-1-|I)p|r|m|d|n-5- 25
iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

YK38 'N'-(6-§m|r)q-2-({1,6-d|eItOX|-2-'(p|per|d|n-1-|I)p|r|m|d|n-5- 50
iltio)pirimidin-4-il)propionamida

YK39 N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)-2- bromoacetamida

YK40 'N'-(6-§r.n|99-2-(1},6-.d|etOX|-2-(p|per|d|n-1 -'|I)p|r|m|d|n-5- 38.3
iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida
N,N’-(2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)-

YKa1 pirimidin-4,6-diil)diciclopropano-carboxamida >100

YK42 (E)-N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida
N,N’-(2-(4,6-dietoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-

YK43 S :
diil)diacetamida

YKa4 N.-(B-.ar.nino'-2-(4',6-di'etoxi-2-morfolinopirimidin-5-i|tio)- 192
pirimidin-4-il)acrilamida

YK45 N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2- morfolinopirimidin-5-iltio)-

pirimidin-4-il)propionamida
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ID#

Nombre de Compuesto

ICs0

(MM) Kasumi

ICs0

(M)
SKBF3

YK46

N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2- morfolinopirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)-2-bromoacetamida

YK47

N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2- morfolinopirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida

YK48

(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2- morfolinopirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)but-2-enamida

YK49

N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2- morfolinopirimidin-5-iltio)-pirimidin-
4-ilffuran-2-carboxamida

>100

YKS50

N-(6-amino-2-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)acrilamida

1.5

YK51

N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-
(dimetilamino)propanamida

YKS52

6-(5-(4,6-diaminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-
ilamino)hexan-1-ol

779

YKS53

N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)pirimidin-4-il)acetamida

16

YK54

N-(6-amino-2-(2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etil)-
piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)acrilamida

4.8

YK55

5-(2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato de
2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-2-iltio)-4,6-
dimetoxipirimidin-2-il)piperazin 1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo

13.1

YK56

5-((3aR,4R,6aS)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-
4-il)-pentanoato de 2-(2-(2-(2-(5-(4-acrilamido-6-
aminopirimidin-2- iltio)-6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-4-iloxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo

YKS57

N-(6-amino-2-(4-(2-(2-(2-(2- hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etoxi)-
6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)acrilamida

YK58

N-(6-amino-2-(2-amino-4-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

YKS59

5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-
il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-amino-6-
propionamidopirimidin-2-iltio)-4,6-dietoxipirimidin-2-
il)piperazin-1-il)-etoxi)etoxi)etoxi)etilo

YK60

5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-
il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-amino-6-(3-
(dimetilamino)-propanamido)pirimidin-2-iltio)- 4,6-
dimetoxipirimidin-2-il)-piperazin-1-il)etoxi)etoxi)-etoxi)etilo
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ICs0
ICs0
ID# Nombre de Compuesto
(MM) Kasumi (M)
SKBF3
YK61 N-(2-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-i|tio)pirimidin-4- 94.4
il)acetamida
YK62 N-(Z-(Z-flyoro-4,6-dimetoxipirimidin-5-i|tio)pirimidin-4- >100
il)acetamida
YK63 'l\l.-(2-('4',6.-d'imetpxi-2-(4-metilpiperazin-1 -il)pirimidin-5- 1.2
iltio)pirimidin-4-il)acetamida
YK64 N-'(2-(4,6-d!metoxi-2-(piperidin-‘|-iI)pirimidin-5-i|tio)pirimidin- 4
4-il)acetamida
YK65 'N-(2-(4,67dimetoxi-2-morfo|inopirimidin-5-i|tio)pirimidin-4- 15.7
il)acetamida
YK66 N-'(2-(4,6-d!metoxi-2-(pirrolidin-‘|-iI)pirimidin-5-i|tio)pirimidin- 48.3
4-il)acetamida
YK67 2.-(.4,6.3-.dimetox.i-2-(4-metilpiperazin-1-iI)pirimidin-5-iItio)— 935
pirimidin-4-amina
YK68 2-(1'1,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-iI)pirimidin-5-i|tio)pirimidin-4- 14.7
amina
YK69 2-({1,6-dimetoxi-2-morfo|inopirimidin-5-i|tio)pirimidin-4- 542
amina
YK70 2-({1,6-dimetoxi-2-(pirro|idin-1-iI)pirimidin-5-i|tio)pirimidin-4- 25 2
amina
YK71 'l\l'-(2-('4.,6.-d'|met'OX|-2.-(4-r'netllplperazm-1 -il)pirimidin-5- 08 192
iltio)pirimidin-4-il)acrilamida
YK72 N-'(2-(4',6-d!metoxi-2-(piperidin-1-iI)pirimidin-5-i|tio)pirimidin- 2
4-il)acrilamida
YK73 'N-(2-.(4,67d|metOX|-2-morfoI|nop|r|m|d|n-5-||t|o)p|r|m|d|n-4- 19 16
il)acrilamida
YK74 'l\l'-(2-('4.,6.-d'|met'OX|-2.-(p|rroI|d|n-‘I - il)pirimidin-5- 422 43
iltio)pirimidin-4-il)acrilamida
YK75 4-(5-(4-qc§tamid9pirirpicjin-Z-iItio)—4,6-dimetoxipirimidin-2— >100
il)-1-metilpiperazin-1-éxido
YK76 N-(2-(2,4,6-trimetoxipirimidin-5- iltio)pirimidin-4-il)acrilamida | 22.5 2.4
YK77 N-(2-(2,4,6-trimetoxipirimidin-5- 62.3 79.2
iltio)pirimidin-4-il)propionamida
N-(2-(2,4,6-trimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
YK78 N .
il)ciclopropanocarboxamida
YK79 4-(5-(4-aminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)-1-

metilpiperazin-1-6xido
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50

ID# Nombre de Compuesto

(MM) Kasumi (M)
SKBF3

YK80 '4-(5-(4-a!cr'|Iamldpplr|rr)lcj|n-2-|It|o)-4,6-d|metOX|p|r|m|d|n-2- >100 311
il)-1-metilpiperazin-1-6xido
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

YK81 N ) )
iltio)pirimidin-4-il)propionamida

YK82 4-(4,6-dimetoxi-5-(4-propionamidopirimidin-2-
ilsulfonil)pirimidin-2-il)-1-metilpiperazin-1-6xido
4-(5-(4-aminopirimidin-2-ilsulfinil)-4,6-dimetoxipirimidin-2-

YK83 . _— . o
il)-1-metilpiperazin-1-éxido
2-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-

YK84 R ;
pirimidin-4-amina

YK85 'l\l'-(2-('4.,6.-d'imetiI-2-({I-m§tilpiperazin-1-iI)pirimidin-5- 48 18
iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

YK86 'l\l'-(2-('4.,6.-d'|met!I-2-(4-.met|Ip'|pera2|n-1-|I)p|r|m|d|n-5- 26.2 44 4
iltio)pirimidin-4-il)propionamida
(E)-N-(2-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

YK87 iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida 16.0

YK88 'l\l'-(2-('4.,6.-d'|met!I-2-(4-mt'etllp|'pera2|n-1 -il)pirimidin-5- 13.1 16.7
iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida

N - Ca N 12.0,
N-(2-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-

YK89 Lo AU ) 6.8

pirimidin-4-il)furan-2- carboxamida 75
N - R TN, 20.1,
N-(2-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-

YK90 LU . 25.8
pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida 27 1
2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-

YK91 e LA e
iltio)pirimidin-4,6-diamina

YK92 N-(6-amino-2-(2-(4-(4-aminobutil)-piperazin-1-il)-4,6-
dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4- il)acrilamida
2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-

YK93 PR !
iltio)pirimidin-4-amina

YK94 N-(2-(2-(4-(4-aminobutil)-piperazin-1-il)-4,6-
dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4- il)acrilamida

YK95 N-(2-(2-(4-(4-aminobutil)-piperazin-1-il)-4,6-
dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il )furan-2-carboxamida
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

YK96 IR ) .
iltio)pirimidin-4-il)propionamida

YK97 (E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

iltio)pirimidin-4-il)but-2- enamida

25




ES 2 608 670 T3

ICso ICs0
ID# Nombre de Compuesto M
(MM) Kasumi (M)
SKBF3
YK98 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida
YK99 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)furan-2- carboxamida
YK100 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)furan-2-carboxamida
YK101 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-
4-il)propionamida
YK102 (E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)but-2- enamida
YK103 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-
4-il)metacrilamida
YK104 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-
4-il)furan-2-carboxamida
YK105 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-
4-il)ciclopropanocarboxamida
YK106 'l\l'-(2-('4.,6.-d'|metQX|-2-(p|rroI|Q|n- 1-il)pirimidin-5- >100 99.5
iltio)pirimidin-4-il)propionamida
YK107 (E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)but-2-enamida
YK108 N-'(2-(4,6-d'imet'oxi-2-(pirrolidin-1-iI)pirimidin-5-i|tio)pirimidin- 95
4-il)metacrilamida
YK109 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin- 1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)furan-2-carboxamida
. . T TR >100,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-
YK110 Nyl X >100
4-il)ciclopropanocarboxamida
>100
YK111 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)propionamida
YK112 (E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-
4-il)but-2-enamida
YK113 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
ilmetacrilamida
YK114 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-
furan-2-carboxamida
YK115 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-

il)ciclopropanocarboxamida
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PDP2 3-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)anilina 79.7 >100
PDP3 N-(.3-(4,'6-d|metOX|-2-morfoI|nop|r|m|d|n-5-||t|o)fenll)- 114 16.5
acrilamida
PDP4 N-(37(4,6-d'|metOX|-2-morfoI|nop|r|m|d|n-5-||t|o)fenll)- >100 >100
propionamida
PDP5 'N.-(3-(4,'6-d|metc'>X|-2l-morfoI|nop|r|m|d|n-5- 18.1
iltio)fenil)metacrilamida
N-(3-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)fenil)
PDP6 ? 9.9(?)
ciclopropanocarboxamida
2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)-6-
PDP7 ; ST
(trifluorometil)pirimidin-4-ol
acrilato de 2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)-6-
PDP8 . NI
(trifluorometil)pirimidin-4-ilo
PDPY Ciclopropanocarboxilato de 2-(4,6-dimetoxi-2-
morfolinopirimidin-5-iltio)-6-(trifluorometil)pirimidin-4-ilo
PDP10 metacrilato de 2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)-
6-(trifluorometil)pirimidin-4-ilo
YK116 2-(4,6-dimetil-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina
YK117 'N-(2-.(4,67d|metlI-2-morfo||nop|r|m|d|n-5-||t|o)p|r|m|d|n-4- 6.2 14.4
il)acrilamida
YK118 'N-(2-(£.1,6-d|metlI-2-morfo||nop|r|m|d|n-5-||t|o)p|r|m|d|n-4- >100 >100
il)propionamida
YK119 (E)-N-(2-(4,6-dimetil-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)-but-2-enamida
N-(2-(4,6-dimetil-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
YK120 . Lo
il)metacrilamida
N-(2-(4,6-dimetil-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-
YK121 -
furan-2-carboxamida
N-(2-(4,6-dimetil-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
YK122 S .
il)ciclopropanocarboxamida
YK123 N-(2-(f1,6-d|mgtlI-2-morfo||nop|r|m|d|n-5-|It|0)p|r|m|d|n-4-||)-2- 58.1 >100
metoxiacetamida
YK124 2-({1,6-dimetil-2-(piperazin-1 -il)-pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
amina
YK125 N-(2-(4,6-dimetil-2-(piperazin1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-

il)acrilamida
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YK126 N-(2-(4,6-dimetil-2-(piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-
4-il)propionamida
YK127 (E)-N-(2-(4,6-dimetil-2-(piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
pirimidin-4-il)but-2-enamida
YK128 N-(2-(4,6-dimetil-2-(piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-
4-il)metacrilamida
YK129 N-(§3-(4,§-d|metOX|-2-(4-metllplperazm-1-|I)p|r|m|d|n-5-||t|o)- 77,99 6.8
fenil)acrilamida
. . - L 10.4,
N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
YK130 - : . . 18.3
iltio)fenil)propionamida
21.2
YKA131 (E)-N-(f:’a-(4,6-dimeto>'(i-2-(4-metilpiperazin-1-iI)pirimidin-5- 15.0 207
iltio)fenil)but-2-enamida
N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
YK132 iltio)fenil)metacrilamida-N-(3- (4,6-dimetoxi-2-(4- 7.7 17.8
metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-fenil)metacrilamida
3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpi in-1-il)pirimidin-5 305,
YK133 '-.( ,6-dimetoxi- -(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5- 373
iltio)anilina
254
YK134 N-(3-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)fenil)propionamida
YK135 N-(3-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
fenil)propionamida
YK136 (E)-N-(3-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)fenil)but-2-enamida
YK137 N-(3-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
fenil)metacrilamida
YK138 3-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)anilina
YK139 N-(S-(t},6'-d|metOX|-2-(4-met|Iplperazm-1-|I)p|r|m|d|n-5-||— 89,79 77
tio)fenil)ciclopropanocarboxamida
YK140 N-(37(2-am'ino-4,6-dimetoxipirimidin-5-i|tio)feni|)- 352 99.5
propionamida
YK141 N-(3-(2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etil )piperazin- 38.9
1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)fenil)propionamida )
5-(2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidizol-4-il)pentanoato
de
YK142 47.9

2-(2-(2-(2-(4,6-dimetoxi-5-(3-propionamidofeniltio)pirimidin-
2-il)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)-etoxi)etilo

28




ES 2 608 670 T3

ICso ICs0
ID# Nombre de Compuesto M
(MM) Kasumi (M)
SKBF3

N-(2-(2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etil )piperazin-

YK144 1-il)-4,6-dimetilpirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)furan-2-
carboxamida
5-(2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato
de

YK145
2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-(furan-2-carboxamido)pirimidin-2-iltio)-
4,6-dimetilpirimidin-2-il)-piperazin-1-il)etoxi)etoxi)-etoxi)etilo

YK146 N-(37(4,6-d'imetil-2-(piperazin-1-iI)pirimidin-5-i|tio)feni|)- 8.8, 9.0
propionamida
N-(3-(4,6-dimetil-2-(piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)but-

YK147 )
3-enamida
N-(3-(4,6-dimetil-2-(piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)-

YK148 S
metacrilamida

. . . - . 13.9

2-amino-N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-

YK149 R . .
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida 210
2-(5-(3-acetamidofeniltio)-2-amino-6-metilpirimidin-4-

YK177 o X
iloxi)propanoato de metilo
N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-

TT-2 SN .
fenil)ciclobutanocarboxamida
N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-

TT-3 N :
fenil)ciclohexanocarboxamida
N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

TT-4 -~ : )
iltio)fenil)benzamida
2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenilpirimidin-5-

TT-5 o . \
iltio)-fenil)acetamida
N-(2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-2-iltio)-

TT-6 4,6-dimetoxipirimidin-2-il)-piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)-
etil)-5-(2-oxohexahidro-1H-tieno-[3,4-d]imidazol-4-
il)pentanamida
N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-

TT-7
metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

TT-8 - . .
iltio)fenil)benzamida

TT-9 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)fenil)acetamida

TT-10 2-amino-N-(3-(4-(4-metoxibenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-

il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
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TT-11 N-(3-(4-(4-metoxibenciloxi)-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)fenil)acetamida

TT-12 2-amino-N-(3-(4-(ciclopentilmetoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenoxipirimidin-5-

TT-13 o . \
iltio)-fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(4-(ciclopentiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-

TT-14 et 4 :
pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

TT-15 2-amino-N-(3-(4-(ciclohexiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-
pirimidin-5-iltil)fenil)-acetamida
2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-ilmetoxi)-

TT-16 e . ;
pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-4-ilmetoxi)-

TT-17 et . ;
pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4- metilpiperazin-1-

TT-18 N o . .
il)pirimidin-5- iltio)fenil)propanamida

TT-19 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)-3-metilbutanamida

TT-20 N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)fenil)pirrolidin-2-carboxamida
2-amino-N-(3-(4-bencil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

TT-21 s ; .
iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(4-(4-clorobenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-

TT-22 e . ;
pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

TT-23 s ; .
iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(4-(3-aminobenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-

TT-24 R . .
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(4-(2-aminobenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-

TT-25 PR R : .
il)-pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

TT-26 2-amino-N-(3-(4-(difluoro(fenil)-metoxi)-2-(4-metilpiperazin-
1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

TT-27 2-amino-N-(3-(4-(3,5-difluorobenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-
1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)-acetamida

TT-28 N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

iltio)fenil)acrilamida
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N-(2-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

TT-29 N et S
iltio)pirimidin-4-il)acrilamida
N-(6-amino-2-(4-(benciloxi)-2-(4- etilpiperazin-1-il)pirimidin-

TT-30 R L
5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

1-01 2-amino-N-(3-(4-(3-(dimetilamino)fenil)-2-(4-metilpiperazin-
1-il)-pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

1-02 2-amino-N-(3-(4-(4-(dimetilamino)fenil)-2-(4-metilpiperazin-
1-il)-pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

1-03 2-amino-N-(3-(4-(3-cianofenil)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

1-04 2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(3-
nitrofenil)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

1-05 2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(3-
sulfamoilfenil)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

1-06 2-amino-N-(3-(4-(furan-2-il)-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)fenil)acetamida
N-(3-(4-(furan-3-il)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

1-07 s . .
iltio)fenil)benzamida

1-08 3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-N-
ciclopropilbenzamida
3-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

1-09 ol ) d X
iltio)fenoxi)-2-metilpropanamida

1-10 2-amino-N-(3-amino-5-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(1H-
pirrol-2- il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(1H-pirrol-3-

1-11 PR TR ; .
il)pirimidin-5-iltio)fenil)-propanamida

1-12 2-amino-N-(3-cloro-5-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(1H-
pirazol-3-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
N-(3-(4-(ciclohexiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

1-13 s . .
iltio)fenil)benzamida

1-14 2-amino-N-(3-amino-5-(4-(2- (dimetilamino)etoxi)-2-(4-
metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(4-(2-metoxietil)-2-(4-metilpiperazin-1-

1-15 R . .
il)pirimidin-5-iltio)fenil)propanamida

1-16 N-(3-(4-acetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-5-

clorofenil)-2-aminoacetamida
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117 N-(4-metil-2-(4-metilpiperazin-1-il)-10H-tiocromeno[3,2-d]-
pirimidin-7-il)propionamida

1-18 2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(pirrolidin-2-
ilmetoxi)-pirimidin-5-iltio)fenil)Jacetamida
2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piperidin-4-iloxi)-

1-19 e . ;
pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

1-20 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4- metilpiperazin-1-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-5-iltio)-5-metoxifenil)Jacetamida

1-21 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)-3-(1H-imidazol-4-il)propanamida
5-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

1-22 ol o
iltio)quinolin-2(1H)-ona

1-23 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)-3-metilbutanamida

1-24 N-(4-(4-(3-(dimetilamino)-fenoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)piridin-2- il)propionamida
N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piperidin-3-iloxi)pirimidin-5-

1-25
iltio)fenil)metanosulfonamida
4-(benciloxi)-6-(2-metoxietoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-5-(3-(1-

1-26 e N
feniletil)feniltio)pirimidina

1-27 7-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(quinolin-8-ilmetoxi)pirimidin-
5-iltio)quinolin-2(1H)-ona

1-28 N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)fenil)pirrolidin-2- carboxamida
2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-

1-29 pirimidin-5-iltio)fenil)propanamida compuesto con N-(3-(4-
(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)fenil)pirrolidin-2- carboxamida (1:1)

1-30 2-amino-N-(5-(4-(3-aminofenoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)piridin-3-il)-acetamida

1-31 2-amino-N-(4-(4-(4-aminociclohexiloxi)-2-(4-metilpiperazin-
1-il)pirimidin-5-iltio)-6-metilpirimidin-2-il)acetamida

1-32 2-amino-3-metil-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-
ilmetoxi)pirimidin-5-ilsulfonil)fenil)pentanamida

1-33 2-amino-N-(6-(4-(benciloxi)-2-(4- metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

iltio)benzo[d][1,3]dioxo1-4-il)acetamida

32




ES 2 608 670 T3

ICso ICs0
ID# Nombre de Compuesto M
(MM) Kasumi (M)
SKBF3

1-34 (3-(4-(3-aminociclohexiloxi)-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)fenil)metanol

1-35 2-amino-N-(4-(4-(benciloxi)-6-(2-metoxietoxi)-2-(4-
metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(furan-3-ilamino)-5-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-

1-36 4-(pirimidin-2-ilmetoxi)pirimidin-5-ilsulfinil)fenil )-4-
metilpentanamida

1-37 2-amino-N-(3-(4-(3-bromo-2-metoxibenciloxi)-2-(4-
metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-5- metoxifenil)acetamida

1-38 2-amino-N-(6-(4-(3-aminociclopentiloxi)-2-(4-metilpiperazin-
1-il)pirimidin-5-iltio)pirazin-2-il)acetamida

1-39 2-amino-N-(4-(4-(benciloxi)-6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)-1,3,5-triazin-2-il)propanamisa

1-40 2-amino-N-(6-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-iloxi)-
pirimidin-5-iltio)piridin-2-il)-propanamida

1-41 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)-5-(dimetilamino)fenil)acetamida

1-42 5-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-3,4-
dihidroquinolin-2(1H)ona

1-43 2-amino-N-(2-(4-(3-carbamimidoilfenoxi)-2-(4-
metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acetamida

1-44 N-(3-(4-(2-(dimetilamino)etoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acrilamida

1-45 2-amino-N-(2-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-2-
iloxi)pirimidin-5-ilsulfonil)-piridin-4-il)propanamida

1-46 2-amino-N-(3-amino-5-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

1-47 7-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-3,4-
dihidroquinolin-2(1H)ona
N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-4-iloxi)pirimidin-5-

1-48 S A . .
ilsulfinil)fenil)benzamida

1-49 N-(2-amino-6-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)piridin-4-il)acrilamida
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

1-50 sy s Lo
iltio)piridin-4-il)acrilamida

1-51 N-(3-amino-5-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-

il)pirimidin-5- iltio)fenil)acrilamida
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ICso ICs0
ID# Nombre de Compuesto M
(MM) Kasumi (M)
SKBF3
1-52 N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)fenil)acrilamida
1-53 N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida
1-54 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida
1-55 (Z)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida
1-56 (Z)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)but-2- enamida
1-57 (E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida
1-58 (E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida
1-59 N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)pirimidin-4-il)-N-metilacrilamida
1-60 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)-N-metilacrilamida
1-61 N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)pirimidin-4-il)propiolamida
1-62 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)propiolamida
1-63 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
6-metoxipirimidin-4-il)acrilamida
1-64 N4-ali1-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4,6-diamina
1-65 N-alil-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-amina
1-66 2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-N4-
(prop-2-inil)pirimidin-4,6-diamina
1-67 2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-N-
(prop-2-inil)pirimidin-4-amina
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- (2-(2-
1-68 metoxietoxi)etil)piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)acrilamida
1-69 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-(2-(2- metoxietoxi)etil)piperazin-1-

il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida
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ICso ICs0
ID# Nombre de Compuesto M
(MM) Kasumi (M)
SKBF3

N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-(2-(2-

1-70 morfolinoetoxi)etil)piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)acrilamida
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-(2-(2-

1-71 morfolinoetoxi)etil)piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)acrilamida

1-79 N-(6-amino-2-(2-(4-(2-(2- (dimetilamino)etoxi)etil)piperazin-
1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

1-73 N-(2-(2-(4-(2-(2-(dimetilamino)-etoxi)etil)piperazin-1-il)-4,6-
dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

1-74 N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-
6-(3-morfolinopropilamino)pirimidin-4-il)acrilamida
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-

1-75 6-(3-(dimetilamino)propilamino)
pirimidin-4-il)acrilamida
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-

1-76 il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-4-(dimetilamino)but-2-
enamida

1-77 (E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)-4-(dimetilamino)but-2-enamida

1-78 (E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(furan-2-il)acrilamida

1-79 (E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(furan-2-il)acrilamida

1-80 (E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(tiofen-2-il)acrilamida

1-81 (E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)-3-(tiofen-2-il)acrilamida

1-82 (E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(piridin-3-il)acrilamida

1-83 (E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)-3-(piridin-3-il)acrilamida

1-84 5-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)fenil)-1H-pirrol-2(5H)-ona

1-85 N-(1-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)isoquinolin-3-il)acrilamida

1-86 N-(4-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-

iltio)fenil)acrilamida
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ICso ICs0
ID# Nombre de Compuesto M
(MM) Kasumi (M)
SKBF3
5-(4-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
1-87 ol .
iltio)fenil)pent-1-en-3-ona
1-88 N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)pirimidin-4-il)etenosulfonamida
1-89 N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4- metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5- iltio)pirimidin-4-il)propiolamida
1-90 1-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)but-3-en-2- ona
1-91 2-amino-N-(3-(4-(4-clorobenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-
pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
1-92 2-amino-N-(3-(4-(furan-2-ilmetoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
1-93 2-amino-N-(3-(4-(furan-3-ilmetoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenoxipirimidin-5-
1-94 s - .
iltio)fenil)acetamida
1-95 2-amino-N-(3-(4-(2-ciclopentiletoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
1-96 T - .
iltio)fenil)acetamida

En un aspecto de la invencion, el compuesto de la férmula 2a’ es un compuesto de la formula 2a

v v
N— N
x—( }s‘( :\?»Y -
N N—
v v

0 un estereoisémero, tautdmero, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde: cada uno de X e Y se
seleccionan independientemente del grupo que consiste de alquilo, alquenilo o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido; halo; un
grupo C».22 acilo opcionalmente sustituido; un grupo -NR4Rs; un grupo -C(O)Rs; un grupo -(etoxi),-Rs, en donde n es 1-
12; un grupo alcoxicarbonilo opcionalmente sustituido; un grupo alquiloxi opcionalmente sustituido; un grupo amino
opcionalmente sustituido; un grupo nitro; y un grupo carboxilo; Rs y Rs se seleccionan cada uno independientemente del
grupo que consiste de H; alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado opcionalmente sustituido; y -C(O)Rs; y cada Rg
se selecciona independientemente del grupo que consiste de un alquilo, alquenilo o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; un grupo
alquiloxi opcionalmente sustituido; y un grupo alquilacrilato (tal como acrilato de etilo).

En otra modalidad, el compuesto de la férmula 2a’ es como se describe anteriormente, con la condiciéon que X no
comprenda una estructura de anillo en puente.

En otra modalidad, el compuesto de la férmula 2a’ es como se describe anteriormente, con la condiciéon que al menos
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uno de los sustituyentes X o Y comprenda al menos un grupo de marbete o marcador util para identificar, seguir, y/o
aislar el compuesto. Los ejemplos no limitantes de grupos marcadores y grupos de marbete utiles en la presente
incluyen, por ejemplo, grupos fluorescentes, grupos de biotina, grupos de avidina, y grupos ligadores enzimaticos.

En otro aspecto la invencion se refiere a un compuesto de la féormula 2a’

Ra,
0 NR,R3
N— /N A\
0O NR4R5
R1/

2a”°

0 un estereoisdmero, tautémero, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde: cada R se selecciona
independientemente del grupo que consiste de H; alquilo, alquenilo o alquinilo recto o ramificado opcionalmente
sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido; halo; un grupo C;.z;acilo
opcionalmente sustituido; un grupo -C(O)Rs; y un grupo -(etoxi),-Re, en donde n es 1-12; Rz, Rs, R4 ¥y Rs se seleccionan
cada uno independientemente del grupo que consiste de H; alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; un grupo Co-
20acilo opcionalmente sustituido; un grupo -C(O)Rs; y un grupo alcoxicarbonilo opcionalmente sustituido; y X se
selecciona del grupo que consiste de alquilo, alquenilo o alquinilo recto o ramificado opcionalmente sustituido; un grupo
carbociclico, heterociclico (por ejemplo 4-alquilpiperazina), arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido; halo; un grupo
Cs-22acilo opcionalmente sustituido; un grupo —NR4Rs; un grupo -C(O)Rs; un grupo -(etoxi),-Rs, en donde n es 1-12; un
grupo alcoxicarbonilo opcionalmente sustituido; un grupo alquiloxi opcionalmente sustituido; un grupo amino
opcionalmente sustituido; un grupo nitro; y un grupo carboxilo; y cada Re se selecciona independientemente del grupo
que consiste de un alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico,
heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; un grupo alquiloxi opcionalmente sustituido; y un grupo
alquilacrilato (tal como acrilato de etilo); con la condicién que X no comprenda una estructura de anillo en puente.

En otra modalidad, el compuesto de la formula 2a’ es como se describe anteriormente, con la condiciéon que el
compuesto no es N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metil-piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)octanamida (YK20).

En aun otra modalidad, el compuesto de la formula 2a’ es como se describe anteriormente, y en donde: cada R+ se
selecciona independientemente del grupo que consiste de H; y alquilo, alquenilo o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; Rz, R3, R4, ¥ Rs se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste de H;
C1-C6alquilo recto o ramificado opcionalmente sustituido; y -C(O)Rs en donde Rs es un C1-C6alquilo, alquenilo, o
alquinilo recto o ramificado opcionalmente sustituido; y X se selecciona del grupo que consiste de un grupo alquilo,
alquenilo, o alquinilo recto o ramificado opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo
opcionalmente sustituido; y halo. En una modalidad adicional, X es un anillo de piperazina enlazado a un atomo de
nitrégeno, en donde la piperazina esta opcionalmente sustituida con al menos un grupo seleccionado del grupo que
consiste de halo, haloalquilo, alquilo recto o ramificado, alquilo recto o ramificado sustituido, y HO-(etoxi),-C1-C6alquilo-
donde n = 1-8 (tal como, por ejemplo, HO-(etoxi)s-C2Hs-).

En otra modalidad, el compuesto de la férmula 2a’ es como se describe anteriormente, en donde: cada Ry se selecciona
independientemente del grupo que consiste de C1-C6alquilo recto o ramificado y C1-C6alquilo recto o ramificado
sustituido. Por ejemplo, R se puede seleccionar del grupo que consiste de metilo, etilo, etenilo, propilo, y butilo.

En otra modalidad, el compuesto de la férmula 2a’ es como se describe anteriormente, en donde: cada Ry se selecciona
independientemente entre metilo y etilo; NR2R3 es NH2; NR4Rs es NHC(O)-C1-C6alquilo o NHC(O)-C2-C6alquenilo; y X
es anillo de piperazina enlazado en un atomo de nitrégeno, y el anillo de piperazina esta opcionalmente sustituido con
halo, haloalquilo, o C1-C6alquilo recto o ramificado.

En otra modalidad, el compuesto de la férmula 2a’ es como se describe anteriormente, en donde: cada Rq es el mismo o
diferente y es metilo o etilo; Rz, R3, y R4 son cada uno H; Rs es -C(O)-metilo, -C(O)-etilo, o -C(O)-etenilo; X es
piperazina, 4-metilpiperazin-1-ilo o 4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etil)piperazin-1-ilo.

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la férmula:
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W, N Y. Xs.

X ZZArS

N Xs\\/\ /Xs

Z

W,
Formula 3a
sus estereoisdmeros, tautdmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,
Xs-Xg se seleccionan independientemente de CH, C sustituido, y N sustituido;
Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alcoxilo o alquilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido o insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1 y W» independientemente cada ocurrencia se puede seleccionar del grupo que consiste de hidrogeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido o insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSOzalquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO-alquilo, -
COO0-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se puede seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido o insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSOzalquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO-alquilo, -
COO0-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un
anillo fusionado de 5 o 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la férmula (3a), Xs-Xg se seleccionan independientemente, pero no se limitan a:

BORPOESUES SIS N\\ i\\J )\\J

En modalidades preferidas de la formula (3a) Y es S, SO, SO, O o CHa.

En modalidades preferidas de la férmula (3a) Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido o insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (3a) W1y W» en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
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ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (3a) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (3a), Xs-Xo son

W4

Q /Lj j\\ Yﬁ )W;\N /E\\ )N\\J

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (3a), Y es S, SO, o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la formula (3a), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (3a), W1 y W2 son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (3a), W3 y W4 son independientemente hidrégeno, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 2 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 2
ID# Nombre de Compuesto
2-01 N-(3-(4,6-dimetoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)fenil )acrilamida
2-02 4,6-dimetoxi-2-(3-fenoxifeniltio)pirimidina
2-03 N-(3-(4-(ciclopropilamino)-5-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)-6-metoxipirimidin-2-
iltio)fenil)acrilamida
2-04 3-(5-hidroxi-4,6-dimetoxipirimidin-2-iltio)bencenosulfinamida
2-05 7-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)-3,4- dihidroquinolin-2(1H)-ona
2-06 7-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona
2-07 2-(4,6-dicloropiridin-2-iltio)-4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina
2-08 N-(2-(4-amino-5-etil-6-metoxipirimidin-2-ilsulfinil)-6-metoxipiridin-4-il)Jacetamida
2-09 2-(6-cloro-4-(ciclopentilamino)piridin-2-iltio)-N5,N5-dietil-N4-fenilpirimidina-4,5-diamina
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2-10 (2-cloro-6-(5-etoxi-4-metoxipirimidin-2-iltio)piridin-4-il)metanosulfinamida

2-11 2-(2-(4-metxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)piridin-4-il)acetonitrilo

2-12 2-amino-N-(2-(4-(furan-2-il)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)piridin-4-il)acetamida

2-13 N(5-(4,6-dimetil-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)piridin-3-
il)ciclopropanocarboxamida

2-14 N-metil-2-(5-(trifluorometoxi)piridin-3-ilsulfonil)-5-vinilpirimidin-4-amina

2-15 Etil-5-(4-difenilamino)-5-(pirrolidin-1-il)pirimidin-2-iltio)piridin-3-ilcarbamato

2-16 N-isopropil-4,6-dimetil-2-(5-trifluorometil )piridin-3-iltio)pirimidin-5-amina

2-17 N-(5-(4,6-dimetil-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)piridin-3-il)picolinamida

2-18 N-(5-(4-metil-6-(5-metilfuran-2-il)-5-piperazin-1-il)pirimidin-2-iltio) piridin-3-
il)ciclopropanocarboxamida

2-19 N-(6-hidroxi-2-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-vinilpirimidin-2-iltio)pirimidin-4-
il)acetamida

2-20 N-(2-(4-dimetilamino)5-(pro-1-inil)pirimidin-2-iltio)-6-(viniloxi)pirimidin-4-il)Jacetamida

2-21 1-(6-hidroxi-2-(4-metoxi-5-(1H-pirrol-1-il)-6-vinilpirimidin-2-iltio)pirimidin-4-il)etanona

2-22 2-(5-(dietilamino)-4-metoxi-6-vinilpirimidin-2-iltio)-6-(metiltio)pirimidin-4-ol

2-23 N-(6-hidroxi-2-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-vinilpirimidin-2-iltio)pirimidin-4-
il)nicotinamida

2-24 N-(6-hidroxi-2-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(1H-pirrol-2-il)pirimidin-2-
iltio)pirimidin-4-il)acetamida

2-25 4-(4-metoxi-2-(6-nitropirazin-2-iltio)-6-fenilpirimidin-5-il)morfolina

2-26 2-(6-(4-(ciclopentilamino)-6-metoxi-5-(piridin-4-il)pirimidin-2-ilsulfinil )pirazin-2-il)etanol

2-27 2-(5-(4-metoxi-6-fenil-5-(piperidin-1-il)pirimidin-2-iltio)pirazin-2-il)acetamida

2-28 N-ciclopentil-4-metoxi-2-(6-(metilsulfonil\pirazin-2-iltio)}-6-fenilpirimidin-5-amina

2-29 4-(6-metoxi-5-morfolino-2-(6-nitropirazin-2-iltio)pirimidin-4-il)-N,N-dimetilanilina

2-30 4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)-2-(6-nitropirazin-2-iltio)-6-(1H-pirazol-3-il)pirimidina

2-31 6-(4-etinil-6-metoxi-5-(piperidin-1-il)pirimidin-2-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

2-32 2-(6-aminopirimidin-4-ilsulfonil)-5-ciclohexil-N-fenilpirimidin-4-amina
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2-33 N-(6-(4-etinil-5-fluoro-6-metoxipirimidin-2-iltio)pirimidin-4-il)Jacetamida

2-34 isopropil-6-(4-etinil-6-metoxi-5-(fenilamino) pirimidin-2-iltio)pirimidina-4-carboxilato

2-35 6-(4-(3-(dimetilamino)fenil)-5-(piperidin-1-il)pirimidin-2-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

2-36 6-(4-metoxi-5-(piperidin-1-il)-6-(tiofen-2-il)pirimidin-2-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

2-37 N-(4-amino-6-(5-(4-hidroxipiperidin-1-il)-4-fenoxipirimidin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-
il)benzamida

2-38 6-(5-ciclohexenilpirimidin-2-iltio)-N2-etil-N4,N4-dimeti1-1,3,5-triazina-2,4-diamina

2-39 N-acetil-N-(4-amino-6-(5-bromo-4-fenoxipirimidin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-il)acetamida

2-40 (4-amino-6-(4-fenoxi-5-(pirimidin-5-ilamino)pirimidin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-
il)(ciclopentil)metanona

2-41 N-(4-amino-6-(4-(3-(dimetilamino)fenoxi)-5-(4-hidroxipiperidin-1-il)pirimidin-2-iltio)-1,3,5-
triazin-2-il)benzamida

2-42 N-(4-(4-alil-5-(4-hidroxipiperidin-1-il)pirimidin-2-iltio)-6-amino-1,3,5-triazin-2-il)-2-
aminopropanamida

2-43 6-(5-(4-hidroxiciclohexilamino)-4-metoxi-6-(tiofen-2-il)pirimidin-2-iltio)pirimidina-4-
carbonitrilo

2-44 N-(4-amino-6-(5-(4-hidroxiciclohexilamino)-4-fenoxipirimidin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-
il)benzamida

2-45 2-amino-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il}-4-(pirrolidin-2-ilmetoxi)pirimidin-2- iltio)fenil}acetamida

2-46 2-amino-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piperidin-4-iloxi)pirimidin-2-iltio)fenilJacetamida

2-47 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-iltio)-5-
metoxifenil)acetamida

2-48 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-il)pirimidin-2-iltio)fenil)-3-(1H-imidazol-4-
il)propanamida

2-49 5-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona

2-50 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)fenil)-3-
metilbutanamida

2-51 N-(4-(4-(3-(dimetilamino)fenoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)piridin-2-
il)propionamida

2-52 N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piperidin-3-iloxi)pirimidin-2-iltio)fenil)metanosulfonamida

2-53 4-(2-metoxietoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-fenoxi-2-(3-(1-feniletil)feniltio)pirimidina

2-54 7-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(quinolin-8-iloxi)pirimidin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona
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2-55 N-(3-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)fenil )pirrolidina-2-carboxamida

2-56 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)fenil)propanamida

2-57 2-amino-N-(5-(4-(3-aminofenoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-ilpirmidin-2-iltio)piridin-3-il)acetamida

2-58 2-amino-N-(4-(4-(4-aminociclohexiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)-6-
metilpirimidin-2-il)acetamida

2-59 2-amino-3-metil-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-ilmetoxi)pirimidin-2-
ilsulfonil)fenil)-pentanamida

2-60 2-amino-N-(6-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)benzo[d][1,3]diox01-4-
il)acetamida

2-61 (3-(4-(3-(dimetilamino)ciclohexiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1- il)pirimidin-2-iltio)fenil)metanol

2-62 2-amino-N-(4-(4-(benciloxi)-6-(2-metoxietoxi}-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirmidin-2-iio)feniljacetamida

2-63 2-amino-N-(3-(furan-3-ilamino)-5-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(pirimidin-2-ilmetoxi)-pirimidin-
2-ilsulfinil)fenil)-4-metilpentanamida

2-64 2-amino-N-(6-(4-(3-aminociclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)pirazin-2-
il)acetamida

2-65 2-amino-N-(4-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-fenetilpirimidin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-
il)propanamida

2-66 2-amino-N-(6-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-iloxi)pirimidin-2-iltio)piridin-2-
il)propanamida

2-67 2-amino-N-(2-(4-(3-carbamimidoilfenoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)pirimidin-
4-il)acetamida

2-68 N-(3-(4-(2-(dimetilamino)etoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)fenil )Jacrilamida

2-69 2-amino-N-(2-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-2-iloxi)pirimidin-2-ilsulfonil)piridin-4-
il)propanamida

2-70 N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-4-iloxi)pirimidin-2-ilsulfinil )fenil)benzamida

2-71 2-amino-N-(3-(dimetilamino)-5-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenoxipirimidin-2-
iltio)fenil)acetamida

2-72 5-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona

2-73 2-amino-N-(3-amino-5-(4-(ciclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-
iltio)fenil)acetamida

2-74 7-(4-(ciclopropilmetoxi)-6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)-3,4-
dihidroquinolin-2(1H)-ona

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la férmula:
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Férmula 4a

sus estereoisémeros, tautémeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde
Xs5-Xg se seleccionan independientemente de CH, C sustituido, y N sustituido;
Y es S, SO, SO,, CH, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, donde R es una cadena de alcoxilo o alquilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO-alquilo, -COO-alquilo,
-COalquilo, y alquil-CN;

W1 y W> independientemente en cada ocurrencia se puede seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno,
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -
COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se puede seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno,
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -
COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden
unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo fusionado de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5
miembros o mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la formula (4a), Xs-Xo se seleccionan independientemente de, pero no se limitan a:

AR \
BASEP RS S L\ ay

W3 3 W3

En modalidades preferidas de la formula (4a) Y es S, SO, SO, O o CH..

En modalidades preferidas de la férmula (4a) Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (4a) W1y W> en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
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ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (4a) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (4a), Xs-Xo son

B AN " N % N N\\ :’:
Y/L\/,,\j YJﬁ/NQ Y/Q/@“ Y \j /K’\N L\ *\J

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (4a), Y es S, SO, o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (4a), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (4a), W1 y W; son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (4a), W3 y W4 son independientemente hidrogeno, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 3 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 3

ID# Nombre de Compuesto

3-01 N-(3-(3,6-dimetoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil )acrilamida

3-02 2,5-dimetoxi-3-(3-fenoxifeniltio)pirazina

3-03 N-(3-(6-(ciclopropilamino)-5-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il}-3-metoxipirazin-2-iltio)fenil)acrilamida
3-04 3-(5-hidroxi-3,6-dimetoxipirazin-2-iltio)bencenosulfinamida

3-05 7-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona

3-06 7-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona

3-07 5-(4,6-dicloropiridin-2-iltio)}-3-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirazina

3-08 N-(2-(3-amino-5-etil-6-metoxipirazin-2-ilsulfinil)}-6-metoxipiridin-4-il)acetamida

3-09 5-(6-cloro-4-(ciclopentilamino)piridin-2-iltio)-N2,N2-dietil-N3-fenilpirazino-2,3-diamina
3-10 (2-cloro-6-(5-etoxi-6-metoxipirazin-2-iltio)piridin-4-il)metanosulfinamida

3-11 2-(2-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)piridin-4-il)acetonitrilo
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3-12 2-amino-N-(2-(6-(furan-2-il)-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)piridin-4-ilJacetamida

3-13 N-(5-(6-metil-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)piridin-3-il)ciclopropanocarboxamida

3-14 N-metil-3-(5-(trifluorometoxi)piridin-3-ilsulfonil)}-6-vinilpirazin-2-amina

3-15 etil-5-(6-(difenilamino)-5-(pirrolidin- 1-il)pirazin-2-iltio)piridin-3-ilcarbamato

3-16 N-isopropil-3,6-dimetil-5-(5-(trifluorometil)piridin-3-iltio)pirazin-2-amina

3-17 N-(5-(3,6-dimetil-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)piridin-3-il)picolinamida

3-18 N-(5-(3-metil-6-(5-metilfuran-2-il}-5-(piperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)piridin-3-
il\ciclopropanocarboxamida

3-19 N-(6-hidroxi-2-(3-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il}-6-vinilpirazin-2-iltio)pirimidin-4-il)acetamida

3-20 N-(2-(3~(dimetilamino)-5-(prop-1-inil)pirazin-2-iltio)-6-(viniloxi)pirimidin-4-il)acetamida

3-21 1-(6-hidroxi-2-(3-metoxi-5-(1H-pirrol-1-il)-6-vinilpirazin-2-iltio)pirimidin-4-il)etanona

3-22 2-(5-(dietilamino)-3-metoxi-6-vinilpirazin-2-iltio)-6-(metiltio)pirimidin-4-ol

3-23 N-(6-hidroxi-2-(3-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il}-6-vinilpirazin-2-iltio)pirimidin-4-il )nicotinamida

3-24 N-(6-hidroxi-2-(3-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il}-6-(1H-pirrol-2-il)pirazin-2-iltio)pirimidin-4-
ilyacetamida

3-25 4-(3-metoxi-5-(6-nitropirazin-2-iltio)pirazin-2-il)morfolina

3-26 2-(6-(3~(ciclopentilamino)-6-metoxi-5-(piridin-4-il)pirazin-2-ilsulfinil)pirazin-2-il)etanol

3-27 2-(5-(6-metoxi-3-fenil-5-(piperidin- 1-il)pirazin-2- iltio)pirazin-2-il)acetamida

3-28 N-ciclopentil-3-metoxi-5-(6-(metilsulfonil)pirazin-2-iltio}-6-fenilpirazin-2-amina

3-29 4-(5-metoxi-6-morfolino-3-(6-nitropirazin-2-iltio)pirazin-2-il)-N,N-dimetilanilina

3-30 2-metoxi-3-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(6-nitropirazin-2-iltio)-5-(1H-pirazol-3-il)pirazina

3-31 6-(3-etinil-6-metoxi-5-(piperidin-1-il)pirazin-2-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

3-32 6-(5-ciclohexil-3~(fenilamino)pirazin-2-ilsulfonil)pirimidin-4-amina

3-33 N-(6-(3-etinil-5-fluoro-6-metoxipirazin-2-iltio)pirimidin-4-il)acetamida

3-34 Isopropil-6-(3-etinil-6-metoxi-5-(fenilamino)pirazin-2-iltio)pirimidina-4-carboxilato

3-35 6~(3-(3~(dimetilamino)fenil)-5-(piperidin-1-il)pirazin-2-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

3-36 6-(6-metoxi-5-(piperidin-1-il}-3-(tiofen-2-il)pirazin-2-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

3-37 N-(4-amino-6-(5-(4-hidroxipiperidin-1-il}-3-fenoxipirazin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-il)benzamida

3-38 6-(5-ciclohexenilpirazin-2-iltio)-N2-etil-N4,N4-dimetil-1,3,5-triazina-2,4-diamina

3-39 N-acetil-N-(4-amino-6-(5-bromo-3-fenoxipirazin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-il)acetamida

45




ES 2 608 670 T3

ID# Nombre de Compuesto

3-40 (4-amino-6-(3-fenoxi-5-(pirimidin-5-ilamino)pirazin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-il)(ciclopentil)metanona

3-41 N-(4-amino-6-(3-(3-(dimetilamino)fenoxi)-5-(4-hidroxipiperidin-1-il)pirazin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-
iljbenzamida

3-42 N-(4-(3-alil-5-(4-hidroxipiperidin-1-il)pirazin-2-iltio}-6-amino-1,3,5-triazin-2-il)-2-aminopropanamida

3-43 N-(3-(5-(4-hidroxiciclohexilamino)-3,6-dimetoxipirazin-2-iltio)fenil Jacrilamida

3-44 2-amino-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(pirrolidin-2-ilmetoxi)pirazin-2-iltio)fenil)acetamida

3-45 2-amino-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-piperidin-4-iloxi)pirazin-2-iltio)fenil)Jacetamida

3-46 2-amino-N-(3-(6-(benciloxi)-3-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-5-metoxifenil Jacetamida

3-47 2-amino-N-(3-(6-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil)-3-(1H-imidazol-4-
ilypropanamida

3-48 5-(6-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona

3-49 2-amino-N-(3-(6-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil)}-3-metilbutanamida

3-50 N-(4-(6~(3-(dimetilamino)fenoxi)-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)piridin-2-il)propionamida

3-51 N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(piperidin-3-iloxi)pirazin-2-iltio)fenil)metanosulfonamida

3-52 N,N-dimetil-2-(6-(4-metilpiperazin-1-il}-5-fenoxi-3-(3-( 1-feniletil feniltio)pirazin-2-iloxi)etanamina

3-53 7-(5-(4-metilpiperazin-1-il}-6-(quinolin-8-iloxi)pirazin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona

3-54 N-(3-(6-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil)pirrolidina-2-carboxamida

3-55 2-amino-N-(3-(6-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil)poropanamida

3-56 2-amino-N-(5-(6-(3-aminofenoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)piridin-3-ilJacetamida

3-57 2-amino-N-(4-(6-(4-aminociclohexiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-6-metilpirimidin-2-
ilyacetamida

3-58 2-amino-3-metil-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(piridin-3-ilmetoxi)pirazin-2-
ilsulfonil)fenil)pentanamida

3-59 2-amino-N-(6-(6-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)benzo[d][1,3]dioxol-4-il)acetamida

3-60 3-(6-(3-(dimetilamino)ciclohexiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil)metanol

3-61 2-amino-N-(4-(6-(benciloxi)-3-(2-metoxietoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil )Jacetamida

3-62 2-amino-N-(3-(furan-3-ilamino)-5-(5-(4-metilpiperazin-1-il}-6-(pirimidin-2-ilmetoxi)pirazin-2-
ilsulfinil)fenil)-4-metilpentanamida

3-63 2-amino-N-(3-(6-(2,3-dimetoxibenciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-5-metoxifenil }-
acetamida

3-64 2-amino-N-(6-(6-(3-aminociclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)pirazin-2-il)acetamida
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3-65 2-amino-N-(4-(3-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-fenetilpirazin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-
il)propanamida

3-66 2-amino-N-(6-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(piridin-3-iloxi)pirazin-2-iltio)piridin-2-il)propanamida

3-67 2-amino-N-(3-(3-amino-5-(4-metilpiperazin- 1-il)-6-fenoxipirazin-2-iltio)fenil)acetamida

3-68 5-(6-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona

3-69 2-amino-N-(2-(6-(3-carbamimidoilfenoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)pirimidin-4-
ilyacetamida

3-70 N-(3-(6-(2-(dimetilamino)etoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil)acrilamida

3-71 2-amino-N-(2-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(piridin-2-iloxi)pirazin-2-ilsulfonil)piridin-4-il)propanamida

3-72 2-amino-N-(3-amino-5-(6-(ciclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)fenil)Jacetamida

3-73 7-(6-(ciclopropilmetoxi)-3-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-ilpirazin-2-iltio)-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-
ona

3-74 N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(piridin-4-iloxi)pirazin-2-ilsulfinil ffenil)oenzamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la formula:

Formula 5a
sus estereoisdmeros, tautdbmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,
Xs-Xg se seleccionan independientemente de CH, C sustituido y N sustituido;
Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alquilo o alcoxilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

Wi y W, independientemente en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo que consiste de
hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino,
dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO2-alquilo, -COO-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W1 y W, se pueden unir conjuntamente
mediante un ligador, para formar un anillo fusionado de 5 0 6 miembros; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,

47



10

15

20

25

30

35

ES 2 608 670 T3

alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la férmula (5a), Xs-Xg se seleccionan independientemente pero no se limitan a:

W4\ W4\ Wj/ \;V4 v[\f V\f‘\N r:\g"\N
YJ/\?\, YJ/\/N?\,\,3 Y/Q@ Y)l\\:\l@ Y)Q’/j YL\\N\U Y)\\N\ﬂ

En modalidades preferidas de la formula (5a), Y es S, SO, SO, O o CHa.

En modalidades preferidas de la formula (5a), Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (5a), W4 y W, en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del
grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (5a) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (5a), Xs-Xo son

w‘\;\ W, Wj, \;V“ V:‘ V\;\N ,:\g’-\N
YL/?V Y/IL\/NEWS YK@ Y)L\Q Ylk/ﬁ\I Y/Qv\ﬂ Y)\\N\ﬂ

En modalidades preferidas, particulares de la formula (5a), Y es S, SO o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la formula (5a), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (5a), W1 y W2 son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (5a), W3 y W4 son independientemente hidrégeno, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo,
trihalocarbon, tioalquilo, SO2-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.
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La Tabla 4 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 4

ID# Nombre de Compuesto

YK171 N-(2-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)pirimidin-4-il)propionamida

YK172 N-(2-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)pirimidin-4-
il\ciclopropanocarboxamida

YK173 N-(3-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil )propionamida

YK174 N-(3-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio) fenil)ciclopropanocarboxamida

YK175 2-amino-N-(3-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil)Jacetamida

YK176 1-(5-(3,5-diclorofeniltio)-6-metoxipiridin-2-il)-4-metilpiperazina

YK178 N-(3-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil)lbenzamida

YK179 2-amino-N-(3-(2-hidroxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil)Jacetamida

YK180 2-amino-N-(3-(2-(benciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil)Jacetamida

YK181 2-amino-N-(3-(2-(4-metoxibenciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-
iltio)fenil)acetamida

4-01 2-(2-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)piridin-4-il)acetonitrilo

4-02 2-amino-N-(2-(5-(furan-2-il)-6-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-3-iltio)piridin-4-ilJacetamida

4-03 N-(5-(5-metil-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)piridin-3-il)ciclopropanocarboxamida

4-04 N-metil-3-(5-(trifluorometoxi)piridin-3-ilsulfonil)}-6-vinilpiridin-2-amina

4-05 5-(5-(difenilamino)-6-(pirrolidin-1-il) piridin-3-iltio)piridin-3-ilcarbamato de etilo

4-06 N-isopropil-3,6-dimetil-5-(5-(trifluorometil)piridin-3-iltio)piridin-2-amina

4-07 N-(5-(2,5-dimetil-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)piridin-3-il)picolinamida

4-08 N-(5-(2-metil-5-(5-metilfuran-2-il}-6-(piperazin-1-il)piridin-3-iltio)piridin-3-
il\ciclopropanocarboxamida

4-09 N-(6-hidroxi-2-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il}-5-vinilpiridin-3-iltio)pirimidin-4-
illacetamida

4-10 N-(2-(2-(dimetilamino)-6-(prop-1-inil)piridin-3-iltio }-6-(viniloxi)pirimidin-4-il)acetamida

4-11 1-(6-hidroxi-2-(2-metoxi-6-(1H-pirrol-1-il)-5-vinilpiridin-3-iltio)pirimidin-4-il)etanona

4-12 2-(6-(dietilamino)-2-metoxi-5-vinilpiridin-3-iltio)-6-(metiltio )pirimidin-4-ol

4-13 N-(6-hidroxi-2-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il}-5-vinilpiridin-3-iltio)pirimidin-4-
ilnicotinamida

4-14 N-(6-hidroxi-2-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il}-5-(1H-pirrol-2-il )piridin-3-iltio)pirimidin-
4-ilyacetamida
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4-15 4-(3-metoxi-5-(6-nitropirazin-2-iltio)piridin-2-il)morfolina

4-16 2-(6-(6~(ciclopentilamino)-3-metoxi-2,4'-bipiridin-5-ilsulfinil)pirazin-2-il)etanol

4-17 2-(5-(5-metoxi-2-fenil-6-(piperidin- 1-il)piridin-3-iltio)pirazin-2-ilJacetamida

4-18 N-ciclopentil-3-metoxi-5-(6-(metilsulfonil)pirazin-2-iltio}-6-fenilpiridin-2-amina

4-19 4-(5-metoxi-6-morfolino-3-(6-nitropirazin-2-iltio)piridin-2-il)-N,N-dimetilanilina

4-20 2-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il}-2-(1H-pirazol-3-il)piridin-3-iltio)-6-nitropirazina

4-21 6~(2-etinil-5-metoxi-6-(piperidin-1-il)piridin-3-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

4-22 6~(6-ciclohexil-2-(fenilamino)piridin-3-ilsulfonil )pirimidin-4-amina

4-23 N-(6-(2-etinil-6-fluoro-5-metoxipiridin-3-iltio)pirimidin-4-il)acetamida

4-24 6~(2-etinil-5-metoxi-6-(fenilamino)piridin-3-iltio)pirimidina-4-carboxilato de isopropilo

4-25 6~(2-(3~(dimetilamino)fenil)-6-(piperidin-1-il)piridin-3-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

4-26 6-~(5-metoxi-6-(piperidin-1-il}-2-(tiofen-2-il)piridin-3-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

4-27 N-(4-amino-6-(6-(4-hidroxipiperidin-1-il}-2-fenoxipiridin-3-iltio)-1,3,5-triazin-2-
iljbenzamida

4-28 6~(6-ciclohexenilpiridin-3-iltio)-N2-etil-N4,N4-dimetil-1,3,5-triazina-2,4-diamina

4-29 N-acetil-N-(4-amino-6-(6-bromo-2-fenoxipiridin-3-iltio)-1,3,5-triazin-2-ilJacetamida

4-30 (4-amino-6-(2-fenoxi-6-(piridin-3-ilamino)piridin-3-iltio)-1,3,5-triazin-2-
il)(ciclopentil)metanona

4-31 N-(4-amino-6-(2-(3-(dimetilamino)fenoxi)-6-(4-hidroxipiperidin-1-il)piridin-3-iltio)-1,3,5-
triazin-2-il)benzamida

4-32 N-(4-(2-alil-6-(4-hidroxipiperidin-1-il)piridin-3-iltio}-6-amino-1,3,5-triazin-2-il}-2-
aminopropanamida

4-33 N-(3-(6-(4-hidroxiciclohexilamino)-2,5-dimetoxipiridin-3-iltio)fenil )acrilamida

4-34 N-(3-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil)Jacetamida

4-35 2-amino-N-(2-(2-(furan-2-il)-6-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-3-iltio)piridin-4-ilJacetamida

4-36 N-(5-(4-metoxi-6-(piperazin-1-il)piridin-3-iltio)piridin-3-il)ciclopropanocarboxamida

4-37 2-amino-N-(3-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-5-(pirrolidin-2-ilmetoxi)piridin-3-
iltio)fenil)acetamida

4-38 2-amino-N-(3-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-5-(piperidin-4-iloxi)piridin-3-iltio)fenil Jacetamida

4-39 2-amino-N-(3-metoxi-5-(2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil)Jacetamida

4-40 2-amino-N-(3-(2-(benciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil }-3-( 1 H-imidazol-4-

ilpropanamida
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4-41 5-(5-(benciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)quinolin-2(1H)-ona

4-42 2-amino-N-(3-(2-(benciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil }-3-
metilbutanamida

443 N-(4-(2-(3-(dimetilamino)fenoxi)-6-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-3-iltio)piridin-2-
il)propionamida

4-44 N-(3-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-5-(piperidin-3-iloxi)piridin-3-iltio) fenil)metanosulfonamida

4-45 N,N-dimetil-2-(6-(4-metilpiperazin-1-il)}-5-fenoxi-3-(3-( 1-feniletil feniltio)piridin-2-
iloxi)etanamina

4-46 7-(6-(4-metilpiperazin-1-il}-5-(quinolin-8-iloxi)piridin-3-iltio)quinolin-2(1H)-ona

4-47 N-(3-(2-(benciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil)pirrolidina-2-carboxamida

4-48 2-amino-N-(3-(5-(benciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltiofenil)propanamida

4-49 2-amino-N-(5-(5-(3-aminofenoxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)piridin-3-
illacetamida

4-50 2-amino-N-(4-(5-(4-aminociclohexiloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-6-
metilpirimidin-2-il)acetamida

4-51 2-amino-3-metil-N-(3-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-5-(piridin-3-ilmetoxi)piridin-3-
ilsulfonil)fenil)pentanamida

4-52 2-amino-N-(6-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-2-fenoxipiridin-3-iltio)benzo[d][1,3]dioxol-4-
illacetamida

4-53 (3-(5-(3-(dimetilamino)ciclohexiloxi)-6-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-3-iltiofenil)metanol

4-54 2-amino-N-(4-(2-(2-metoxietoxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil)acetamida

4-55 2-amino-N-(3-(furan-3-ilamino)-5-(6-(4-metilpiperazin-1-il}-5-(pirimidin-2-ilmetoxi)piridin-
3-ilsulfinil)fenil)-4-metilpentanamida

4-56 2-amino-N-(3-(5-(2,3-dimetoxibenciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-5-
metoxifenil)acetamida

4-57 2-amino-N-(6-(5-(3-aminociclopentiloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)pirazin-2-
ilyacetamida

4-58 2-amino-N-(4-(2-(furan-2-iloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-1,3,5-triazin-2-
ilpropanamida

4-59 2-amino-N-(6-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-5-(piridin-3-iloxi)piridin-3-iltio)piridin-2-
iljpropanamida

4-60 2-amino-N-(3-(2-amino-6-(4-metilpiperazin- 1-il)-5-fenoxipiridin-3-iltio)fenil)Jacetamida

4-61 5-(5-(benciloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona

4-62 2-amino-N-(2-(5-(3-carbamimidoilfenoxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)pirimidin-
4-ilyacetamida

4-63 N-(3-(2~(furan-3-iimetil}-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)fenil )acrilamida
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ID# Nombre de Compuesto

4-64 2-amino-N-(2-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-5-(piridin-2-iloxi)piridin-3-ilsulfonil piridin-4-
iljpropanamida

4-65 2-amino-N-(3-amino-5-(5-(ciclopentiloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-
iltio)fenil)acetamida

4-66 7-(5-(ciclopropilmetoxi)-2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-3,4-
dihidroquinolin-2(1H)-ona

4-67 N-(3-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-5-(piridin-4-iloxi)piridin-3-ilsulfinil)fenil)benzamida

4-68 N-(6-amino-2-(7-amino-3-metoxi-1-(4-metilpiperazin- 1-ilJisoquinolin-4-iltio)pirimidin-4-
ilyacrilamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la férmula:

W
\M v Xs_ ) V4

i \ / \Xg

2 ~
/\ Xe S Xs

z X7
Wz W3
Foérmula 6a

sus estereoisdmeros, tautdbmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,
Xs-Xg se seleccionan independientemente de CH, C sustituido y N sustituido;
Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alquilo o alcoxilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO;-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W1 y W; se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 0 6 miembros; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
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mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la férmula (6a), Xs-Xg se seleccionan independientemente de pero no se limitan a:

Wa Wa Wq 4 Wa W,y W,
x /\/ ,\\ ) N ,4 ™~
IOES RSO RS S BN
Y ’\/w3 ! N\Wa N ’w Y)\N\/\/\/ Y&’/N v S Y)\N\J
3 3 Ws W, W;

En modalidades preferidas de la formula (6a), Y es S, SO, SO, O o CHa.

En modalidades preferidas de la férmula (6a), Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (6a), W4 y W, en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del
grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (6a) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (6a), Xs-Xo son

Wa Wa Wq 4 Wa W,y W,
NN N VOB,
Y ’\/WS Y N\Wa v ’W Y)\N\”W Yk’z“ y \N\ Y)\N\J
3 3 Ws W, W;

En modalidades preferidas, particulares de la formula (6a), Y es S, SO o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (6a), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (6a), W1 y W2 son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (6a), W3 y W4 son independientemente hidrogeno, halégen,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 5 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 5
ID# Nombre de Compuesto
5-01 N-(3-(4,6-dimetoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)fenil )acrilamida
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ID# Nombre de Compuesto

5-02 2 ,4-dimetoxi-6-(3-fenoxifeniltio)piridina

5.03 'l\l.-(3-(4'-(cicl<.)prqpilamino)-5—(5,6-dihidropiridin-1 (2H)-il)-6-metoxipiridin-2-
iltio)fenil)acrilamida

5-04 3-(5-hidroxi-4,6-dimetoxipiridin-2-iltio)bencenosulfinamida

5-05 7-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-2-iltio}-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona

5-06 7-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona

5-07 1-(6-(4,6-dicloropiridin-2-iltio)-4-metoxipiridin-3-il)-4-metilpiperazina

5-08 N-(2-(6-amino-5-etil-4-metoxipiridin-2-ilsulfinil -6-metoxipiridin-4-il)acetamida

5-09 6~(6-cloro-4-(ciclopentilamino)piridin-2-iltio}-N3,N3-dietil-N4-fenilpiridina-3,4-diamina

5-10 (2-cloro-6-(5-etoxi-4-metoxipiridin-2-iltio)piridin-4-il)metanosulfinamida

5-11 2~(2-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)piridin-4-il)acetonitrilo

5-12 2-amino-N-(2-(4-(furan-2-il)-5-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-2-iltio)piridin-4-ilJacetamida

5-13 N-(5-(4,6-dimetil-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)piridin-3-il\ciclopropanocarboxamida

5-14 N-metil-6-(5-(trifluorometoxi)piridin-3-ilsulfonil)-3-vinilpiridin-2-amina

5-15 5-(4-(difenilamino)-5-(pirrolidin- 1-il)piridin-2-iltio)piridin-3-ilcarbamato de etilo

5-16 N-isopropil-2,4-dimetil-6-(5-(trifluorometil)piridin-3-iltio)piridin-3-amina

5-17 N-(5-(4,6-dimetil-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)piridin-3-il)picolinamida

5.18 N-(5—(6-metiI—4-(5-metiIfuran-2—iI)-5-(piperazin—1 -il)piridin-2-iltio)piridin-3-
il\ciclopropanocarboxamida

5-19 N-(6-hidrgxi-2—(6-metoxi-5—(4—m etilpiperazin-1-il)-4-vinilpiridin-2-iltio)pirimidin-4-
illacetamida

5-20 N-(2-(6~(dimetilamino)-5-(prop-1-inil)piridin-2-iltio }-6-(viniloxi)pirimidin-4-il)acetamida

5-21 1-(6-hidroxi-2-(6-metoxi-5-(1H-pirrol-1-il)-4-vinilpiridin-2-iltio)pirimidin-4-il)etanona

5-22 2-(5-(dietilamino)-6-metoxi-4-vinilpiridin-2-iltio)-6-(metiltio )pirimidin-4-ol

5.3 N-(6-h?drox!—2—(6-metoxi-5—(4—metilpiperazin-1-iI)—4-viniIpiridin—2—iltio)pirimidin—4-
ilnicotinamida

5.4 N-(6-hidrgxi-2—(6-metoxi-5—(4—metiIpiperazin—1 -il)-4-(1H-pirrol-2-il)piridin-2-iltio)pirimidin-4-
illacetamida

5-25 4-(4-metoxi-6-(6-nitropirazin-2-iltio}-2-fenilpiridin-3-il)morfolina

5-26 2-(6-(2-(ciclopentilamino)-4-metoxi-3,4'-bipiridin-6-ilsulfinil)pirazin-2-il)etanol

5-27 2-(5-(4-metoxi-6-fenil-5-(piperidin- 1-il)piridin-2-iltio)pirazin-2-ilJacetamida
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5-28 N-ciclopentil-4-metoxi-6-(6-(metilsulfonil)pirazin-2-iltio}-2-fenilpiridin-3-amina

5-29 4-(4-metoxi-3-morfolino-6-(6-nitropirazin-2-iltio)piridin-2-il)-N,N-dimetilanilina

5-30 2-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il}-6-(1H-pirazol-3-il\piridin-2-iltio)-6-nitropirazina

5-31 6~(6-etinil-4-metoxi-5-(piperidin-1-il)piridin-2-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

5-32 6~(5-ciclohexil-6-(fenilamino)piridin-2-ilsulfonil )pirimidin-4-amina

5-33 N-(6-(6-¢etinil-5-fluoro-4-metoxipiridin-2-iltio)pirimidin-4-il)acetamida

5-34 6-(6-etinil-4-metoxi-5-(fenilamino)piridin-2-iltio)pirimidina-4-carboxilato de isopropilo

5-35 6-(6-(3~(dimetilamino)fenil)-5-(piperidin-1-il)piridin-2-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

5-36 6-(4-metoxi-5-(piperidin-1-il}-6-(tiofen-2-il)piridin-2-iltio )pirimidina-4-carbonitrilo

5-37 N-(4-amino-6-(5-(4-hidroxipiperidin-1-il}-6-fenoxipiridin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-il}benzamida

5-38 6-(5-ciclohexenilpiridin-2-iltio)-N2-etil-N4,N4-dimetil-1,3,5-triazina-2,4-diamina

5-39 N-acetil-N-(4-amino-6-(5-bromo-6-fenoxipiridin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-ilJacetamida

540 §4-a}mino—6-.(6-fenoxi-5-(pirimidin—5—ilamino)piridin—2—iltio)—1 ,3,5-triazin-2-
il)(ciclopentil)/metanona

541 l\l.-(4'-ami'no-6-(6-(3.-(dimetilamino)fenoxi)-5-(4-hidroxipiperidin—1-iI)piridin—2—iItio)—1 ,3,5-
triazin-2-il)benzamida

542 N-(fl—(6-a|iI-5—(4-hidroxipiperidin—1-iI)piridin-2-i|tio)-6-amino—1 ,3,5-triazin-2-il)-2-
aminopropanamida

5-43 N-(3-(5-(4-hidroxiciclohexilamino)-4,6-dimetoxipiridin-2-iltio)fenil Jacrilamida

5-44 N-(2-metoxi-5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)fenil)acrilamida

5-45 1-(6-(4,6-dicloropiridin-2-iltio)-5-metoxipiridin-3-il)-4-metilpiperazina

5-46 N-(5-(3,6-dimetil-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)piridin-3-il\ciclopropanocarboxamida

5-47 N-(2-(3-ciclopropoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)-6-hidroxipirimidin-4-ilJacetamida

5-48 4-(5-metoxi-6-(6-nitropirazin-2-iltio}-2-fenilpiridin-3-il)morfolina

5-49 2-amino-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(pirrolidin-2-ilmetoxi)piridin-2-iltioffenil Jacetamida

5-50 2-amino-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(piperidin-4-iloxi)piridin-2-iltio)fenilJacetamida

5-51 2-amino-N-(3-(3-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)}-5-metoxifenil)acetamida

5.52 2-amino—N-(§-(4—(benciloxi )»5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)fenil }-3-(1H-imidazol-4-
ilpropanamida

5-53 5-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona

5-54 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio ffenil }-3-metilbutanamida
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5.55 N-(4-(3~(3-(dimetilamino)fenoxi)-5-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-2-iltio)piridin-2-
il)propionamida

5-56 N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piperidin-3-iloxi)piridin-2-iltio) fenil)metanosulfonamida

5-57 1-(2-(2-metoxietoxi)-4-fenoxi-6-(3-(1-feniletil)feniltio)piridin-3-il)-4-metilpiperazina

5-58 7-(5-(4-metilpiperazin-1-il}-4-(quinolin-8-iloxi)piridin-2-iltio)quinolin-2(1H)-ona

5-59 N-(3-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)fenil)pirrolidina-2-carboxamida

5-60 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltioffenil )propanamida

561 2-amino-N-(5-(4-(3-aminofenoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)piridin-3-
illacetamida
2-amino-N-(4-(4-(4-aminociclohexiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)-6-

5-62 ds AT ;
metilpirimidin-2-il)acetamida
2-amino-3-metil-N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-ilmetoxi)piridin-2-

5-63 : e .
ilsulfonil)fenil)pentanamida

564 2-amino-N-(6-(3-(benciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)benzo[d][1,3]dioxol-4-
ilyacetamida

5-65 (3-(4-(3-(dimetilamino)ciclohexiloxi)-5-(4-metilpiperazin- 1-il)piridin-2-iltiofenil)metanol
2-amino-N-(4-(4-(benciloxi)-6-(2-metoxietoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-

5-66 o - .
iltio)fenil)acetamida
2-amino-N-(3-(furan-3-ilamino)-5-(5-(4-metilpiperazin-1-il}-3-(pirimidin-2-ilmetoxi)piridin-2-

5-67 ; v : d
ilsuffinil)fenil)-4-metilpentanamida

5.68 2-amino-N-(3-(4-(2,3-dimetoxibenciloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)-5-
metoxifenil)acetamida

569 2-amino-N-(6-(4-(3-aminociclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)pirazin-2-
ilyacetamida

5-70 (E)-2-amino-N-(4-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-estirilpiridin-2-iltio)-1,3,5-triazin-2-
iljpropanamida

5.71 2-amino-N-(6-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-iloxi)piridin-2-iltio)piridin-2-
ilpropanamida
2-amino-N-(3-(dimetilamino)-5-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenoxipiridin-2-

5-72 o - .
iltio)fenil)acetamida

5-73 5-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(piridin-3-ilmetoxi)piridin-2-iltio)-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona

5.74 2-amino-N-(2-(4-(3-carbamimidoilfenoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)pirimidin-4-
illacetamida

5-75 N-(3-(4-(2-(dimetilamino)etoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)fenil )acrilamida

5.76 2-amino-N-(2-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(piridin-2-iloxi)piridin-2-ilsulfonil piridin-4-

iljpropanamida
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ID# Nombre de Compuesto

2-amino-N-(3-amino-5-(4-(ciclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-

577 iltio)fenil)acetamida

7-(4-(ciclopropilmetoxi)-6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il )piridin-2-iltio)-3,4-dihidroquinolin-

578 2(1H)-ona

5-79 N-(3-(5-(4-metilpiperazin-1-il}-4-(piridin-4-iloxi)piridin-2-ilsulfinil )fenil)benzamida

5-80 N-(6-amino-2-(6-amino-4-(4-metilpiperazin-1-il)isoquinolin-1-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la formula:

W, X
Y.
\/ﬁ/ Y 5\x9
| u
Z/L&\/ X6 \\\X/X8
VVZ 3 !

Formula 7a
sus estereoisdmeros, tautdbmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,
Xs-Xg se seleccionan independientemente de CH, C sustituido y N sustituido;
Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alquilo o alcoxilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado,
heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo,
amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido,
alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN;

W1 y WS> independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrogeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino,
diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-
alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W1 y W> se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo fusionado
de 5 0 6 miembros; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrogeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino,
diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-
alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo fusionado
de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la férmula (7a), Xs-Xg se seleccionan independientemente de pero no se limitan a:
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En modalidades preferidas de la formula (7a), Y es S, SO, SO, O o CHa.

En modalidades preferidas de la formula (7a), Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (7a), W1 y W2 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo que
consiste de hidrogeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, ariloxi,
alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino,
acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (7a) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo que
consiste de hidrogeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, ariloxi,
alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino,
acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (7a), Xs-Xo son

Wf\ s Wj/ \;W V:t V\fAN :Z"\N
A9 QDS S

En modalidades preferidas, particulares de la formula (7a), Y es S, SO o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (7a), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (7a), W1 y W> son independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (7a), W3 y W4 son independientemente hidrogeno, halégeno, hidroxilo,
nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO-alquilo, -COO-
alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 6 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 6

ID# Nombre de Compuesto

6-01 N-(3-(2,6-dimetoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)fenil)acrilamida

6-02 (2,5-dimetoxifenil)(3-fenoxifenil)sulfano

6-03 N-(3-(3-(ciclopropilamino)-4-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il}-5-metoxifeniltio)fenil)acrilamida
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ID# Nombre de Compuesto

6-04 3-(4-hidroxi-2,6-dimetoxifeniltio)bencenosulfinamida

6-05 7-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona

6-06 7-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)quinolin-2(1H)-ona

6-07 1-(4-(4,6-dicloropiridin-2-iltio)-2-metoxifenil)-4-metilpiperazina

6-08 N-(2-(5-amino-2-etoxi-4-¢tilfenilsulfinil)-6-metoxipiridin-4-ilJacetamida

6-09 4-(6-cloro-4-(ciclopentilamino)piridin-2-iltio}-N1,N1-dietil-N2-fenilbenceno-1,2-diamina

6-10 (2-cloro-6-(2-(ciclopentiloxi)-4-etoxifeniltio)piridin-4-il)metanosulfinamida

6-11 2-(2-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)piridin-4-il)acetonitrilo

6-12 2-amino-N-(2-(3-(furan-2-il}-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)piridin-4-il)acetamida

6-13
N-(5-(2,6-dietil-4-(4-metilpiperazin-1-ilfeniltio)piridin-3-il)ciclopropanocarboxamida

6-14 N-metil-5-(5-(trifluorometoxi)piridin-3-ilsulfonil)-2-vinilanilina

6-15 5-(3-(difenilamino)-4-(pirrolidin-1-ilfeniltio)piridin-3-ilcarbamato de etilo

6-16 N-isopropil-2,6-dimetil-4-(5-(trifluorometil)piridin-3-iltio)anilina

6-17 N-(5-(2-(ciclopentilamino)-6-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)piridin-3-ilpicolinamida

6-18 N-(5—(3-metil-5-(5-metilfuran-2-il)—4-(piperazin—1 -il)feniltio)piridin-3-
il\ciclopropanocarboxamida

6-19 N-(6-hidroxi-2-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il}-5-vinilfeniltio)pirimidin-4-il)acetamida

6-20 N~(2-(2-(dimetilamino)-4-(prop-1-inil ffeniltio}-6-(viniloxi)pirimidin-4-il}acetamida

6-21 1-(6-hidroxi-2-(5-metoxi-4-(1H-pirrol-1-il)-2-vinilfeniltio)pirimidin-4-il)etanona

6-22 2-(4-(dietilamino)-3-metoxi-5-vinilfeniltio)-6-(metiltio)pirimidin-4-ol

6-23 N-(2-(2,5-dimetoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-6-hidroxipirimidin-4-il)nicotinamida

6-24 N-(2—(2—(fyran-2-i|)—4-(4-metiIpiperazin—1 -il)-5-(1H-pirrol-2-il)feniltio)-6-hidroxipirimidin-4-
illacetamida

6-25 4-(3-metoxi-5-(6-nitropirazin-2-iltio)bifenil-2-il)morfolina

6-26 2-(6-(3(ciclopentilamino)-5-metoxi-4-(piridin-4-il ffenilsulfinil)pirazin-2-il)etanol

6-27 2-(5-(5-metoxi-6-(piperidin-1-il)bifenil-3-iltio)pirazin-2-il)acetamida

6-28 N-ciclopentil-3-metoxi-5-(6-(metilsulfonil)pirazin-2-iltio)bifenil-2-amina

6-29 3'-metoxi-N,N-dimetil-2'-morfolino-5'-(6-nitropirazin-2-iltio)bifenil-4-amina

6-30 2~(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il}-5-(1H-pirazol-3-il)feniltio)-6-nitropirazina
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ID# Nombre de Compuesto

6-31 6~(3-etinil-5-metoxi-4-(piperidin-1-il)feniltio)pirimidina-4-carbonitrilo

6-32 6-(4-ciclohexil-3~(fenilamino)fenilsulfonil)pirimidin-4-amina

6-33 N-(6-(6-¢etinil-5-fluoro-4-metoxipiridin-2-iltio)pirimidin-4-il)acetamida

6-34 6~(3-etinil-5-metoxi-4-(fenilamino)feniltio) pirimidina-4-carboxilato de isopropilo

6-35 6~(3"~(dimetilamino)-6-(piperidin-1-il)bifenil-3-iltio)pirimidina-4-carbonitrilo

6-36 6~(3-metoxi-4-(piperidin-1-il}-5-(tiofen-2-il)feniltio)pirimidina-4-carbonitrilo

6-37 N-(4-amino-6-(4-(4-hidroxipiperidin-1-il)}-3-fenoxifeniltio)-1,3,5-triazin-2-il)pbenzamida

6-38 6-(4-ciclohexenilfeniltio)}-N2-etil-N4,N4-dimetil-1,3,5-triazina-2,4-diamina

6-39 N-acetil-N-(4-amino-6-(4-bromo-3-fenoxifeniltio)-1,3,5-triazin-2-ilJacetamida

6-40 (4-amino-6-(3-fenoxi-4-(pirimidin-5-ilamino)feniltio)-1,3,5-triazin-2-il)(ciclopentil)metanona

641 N-(4-aminp—6-(3-(3-(dimetilamino)fenoxi)—4-(4-hidroxipiperidin—1-iI)feniItio)-1 ,3,5-triazin-2-
iljbenzamida

642 N-(fl—(S-aIil4-(4-hidroxipiperidin-1-iI)feniItio)-6-amino—1 ,3,5-triazin-2-il)-2-
aminopropanamida

6-43 N-(3-(4-(4-hidroxiciclohexilamino)-2,6-dimetoxifeniltio)fenil)acrilamida

6-44 2-amino-N-(3-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(pirrolidin-2-ilmetoxi)feniltio) fenil)acetamida

6-45 2-amino-N-(3-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-2-(piperidin-4-iloxi)feniltio)fenil )Jacetamida

6-46 2-amino-N-(3-(2-(benciloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-5-metoxifenil)acetamida

647 g-amino—N-(§-(3-(benciloxi)—4-(4-meti|piperazin—1-iI)feniItio)feniI)—S-(1 H-imidazol-4-
ilpropanamida

6-48 5-(3-(benciloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)quinolin-2(1H)-ona

6-49 2-amino-N-(3-(3-(benciloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-ilfeniltio)fenil)-3-metilbutanamida

6-50 N-(4-(2-(3-(dimetilamino)fenoxi)-4-(4-metilpiperazin-1-ilfeniltio)piridin-2-il)propionamida

6-51 N-(3-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(piperidin-3-iloxi)feniltio)fenil)metanosulfonamida

6-52 1-(2-(2-metoxietoxi)-6-fenoxi-4-(3-(1-feniletil)feniltio)fenil }-4-metilpiperazina

6-53 7-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(quinolin-8-iloxi)feniltio)quinolin-2(1H)-ona

6-54 N-(3-(3~(benciloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)fenil)pirrolidina-2-carboxamida

6-55 2-amino-N-(3-(3-(benciloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio) fenil)propanamida

6-56 2-amino-N-(5-(3-(3-aminofenoxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)piridin-3-il)acetamida

6-57 2-amino-N-(4~(3-(4-aminociclohexiloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-i)feniltio}-6-metilpirimidin-2-

illacetamida
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6-58 2-amino-3-metil-N-(3-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(piridin-3-ilmetoxi)fenilsulfonil)
fenil)pentanamida

6-59 2-amino-N-(6-(2-(benciloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio) benzo[d][1,3]dioxol-4-
illacetamida

6-60 (3-(3-(3-(dimetilamino)ciclohexiloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)fenil)metanol
2-amino-N-(4-(3-(benciloxi)-5-(2-metoxietoxi)-4-(4-metilpiperazin-1-

6-61 T y .
ilfeniltio)fenil)acetamida

6-62 2-amino-N-(3-(furan-3-ilamino)-5-(4-(4-metilpiperazin-1-il}-2-(pirimidin-2-
ilmetoxi)fenilsulfinilyfenil)-4-metilpentanamida

6-63 2-amino-N-(3-(3-(2,3-dimetoxibenciloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-5-
metoxifenil)acetamida

6-64 2-amino-N-(9-metoxi-8-(4-metilpiperazin-1-il)dibenzo[b,d]tiofen-3-il)acetamida

6-65 2-amino-N-(6-(3-(3-aminociclopentiloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-ilfeniltio)pirazin-2-
ilyacetamida

6-66 (E)-2-amino-N-(4-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)-5-estirilfeniltio)-1,3,5-triazin-2-
ilpropanamida

6-67 2-amino-N-(6-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(piridin-3-iloxi)feniltio)piridin-2-il)propanamida

6-68 2-amino-N-(3-(dimetilamino)-5-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-3-fenoxifeniltio)fenil)Jacetamida

6-69 5-(4-(4-metilpiperazin-1-il}-2-(piridin-3-lmetoxi)feniltio)-3,4-dihidroquinolin-2(1H)-ona

6-70 2-amino-N-(2-(3+(3-carbamimidoilfenoxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il ffeniltio)pirimidin-4-il)acetamida

6-71 N-(3-(3~(2-(dimetilamino)etoxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)fenil)acrilamida

6-72 2-amino-N-(2-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-2-(piridin-2-iloxi)fenilsulfonil)piridin-4-
ilpropanamida

6-73 2-amino-N-(3-amino-5-(3-(ciclopentiloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)fenil)Jacetamida

6-74 7-(3-(ciclopropilmetoxi)-5-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-3,4-dihidroquinolin-
2(1H)-ona

6-75 N-(3-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-3-(piridin-4-iloxi)fenilsulfinilffenilbenzamida

6-76 2-amino-N-(2-(6-amino-4-(4-metilpiperazin-1-il)naftalen-1-iltio)pirimidin-4-ilJacetamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la férmula:
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Férmula 2b
sus estereoisdmeros, tautdbmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,

Xi0 ¥ X411 se seleccionan independientemente de CH, CH», NH, NR’, O, y S tal que se mantiene la aromaticidad, en
donde R’ es una cadena de alquilo o alquilo sustituido;

Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alquilo o alcoxilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1y W independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la formula (2b), X10 y X11 se seleccionan independientemente de, pero no se limitan a:

W.; v

\fj \fj \fj T] ~/J | ;{J | ~/J \f/

v W oy W, How, R W Ws W, Y e
RNV VI o A o
/] [/ Y4 /] </ <L/ 4/
Wi Ws W3 w; Wa Wy Ws
en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.

En modalidades preferidas de la formula (2b), Y es S, SO, SO, O o CHa.

En modalidades preferidas de la formula (2b), Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (2b), W4 y W, en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del
grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (2b) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
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que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (2b), X1 y X11 se seleccionan independientemente de;

W.; v

WU W W

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (2b), Y es S, SO o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (2b), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,

cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (2b), W1 y W; son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (2b), W3 y W4 son independientemente hidrégeno, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 7 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 7

ID# Nombre de Compuesto

7-01 4-(4-(3-(dimetilamino)fenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-1H-pirrol-3-ol

4-(4-(3-(dimetilamino)fenil }-5-(2-fenil-1H-pirrol-3-ilsulfonil)pirimidin-2-

702 ilamino)ciclohexanol

7-03 (E)-4-(2-(etilamino)-4-(prop-1-enil)pirimidin-5-iltio)- 1 H-pirrol-3-ol

7-04 4-(2-metoxipirimidin-5-iltio)-1H-pirrol-3-ol

7-05 2-metoxi-5-(5-metoxi-4-metil-1H-pirrol-3-iltio)-6-metilpirimidin-4-amina

7-06 4-(4-metoxi-5-(2-(metiltio)-1H-pirrol-3-ilsulfonil )pirimidin-2-ilamino)ciclohexanol

7-07 5-(1-metil-1H-pirrol-3-iltio)-4-fenil-2-(piperidin-1-il)pirimidina

7-08 1-metil-4-(4-fenil-2-(piridin-4-il)pirimidin-5-iltio}-1H-pirrol-3-amina

7-09 4-(4-etinil-2-vinilpirimidin-5-iltio)-N,N, 1-trimetil-1H-pirrol-3-amina

7-10 5-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-3-iltio)}-2-fenoxi-4-fenilpirimidina
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ID# Nombre de Compuesto

7-11 N-(4-(2-etoxi-4-(3-sulfamoilfenil)pirimidin-5-iltio)- 1-etil- 1 H-pirrol-3-ilJacetamida

712 '4-(('335-pi§(tﬁﬂuorometiI)fenil)-5-(1-metil—4-(meti|su|fonil)—1 H-pirrol-3-iltio)-2-(piridin-4-
ilypirimidina

7-13
1-(2-(dietilamino)-5-(5-metilfuran-3-iltio)pirimidin-4-il)etanona

7-14 1-(5-(4~(etilamino)furan-3-iltio)-2-(piridin-3-il)pirimidin-4-il)etanona

7-15 2-¢etinil-5-(5~(pirrolidin-1-ilffuran-3-iltio)pirimidin-4-amina

7-16 1-(5-(5-metilfuran-3-iltio)-2-(fenilamino)pirimidin-4-il)etanona

7-17 4-(4-acetil-2-(1H-pirrol-1-il)pirimidin-5-iltioJfuran-2-ilcarbamato de isopropilo

7-18 4-(4-(1H-pirazol-3-il)-2-(piridin-3-il)pirimidin-5-iltio)furan-2-carboxilato de metilo

7-19 1-(3-(5-(5-clorotiofen-3-iltio)-2-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)pirimidin-4-il\fenil)etanona

7-20 N-(4-(4-(3-acetilfenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-ilsulfinil tiofen-3-ilJacetamida

7-21 1-(3-(5-(5-bromotiofen-3-iltio)-2-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il )pirimidin-4-il\fenil)etanona

7-22 1-(3-(2-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)-5-(5-etoxitiofen-3-iltio)pirimidin-4-il ffenil)etanona

7-23 4-(4-(3-acetilfenil}-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio )tiofeno-3-sulfonamida

7.04 N-(4—(4—(9iclopentilamino)-6-metil-2-(4-metiIpiperazin—1 -il)pirimidin-5-ilsulfinil)tiofen-3-
ilyacetamida

7-25 5-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin- 1-il)pirimidin-5-iltio}-N-metil- 1H-pirrol-3-carboxamida

7-26 4-(benciloxi)-5-(3-metoxi-1H-pirrol-2-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

7.07 1 -etil-5-(4-.metoxi-2-(4-m etilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-N-metil-1H-pirrol-3-
carboxamida

7-28 1-(5-(5~(hidroximetil)-1H-pirrol-2-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-il)urea

7-29 5-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin- 1-il)pirimidin-5-iltio}-N-metilfuran-3-carboxamida

7-30 2-amino-N-(2-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)furan-3-ilJacetamida

7-31 1-(5-(4~(ciclopropilamino)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)furan-2-il)etanona

7.30 2-amino—N-(?-(4—metoxi-6-meti|—2—(4—metiIpiperazin—1-iI)pirimidin—5-iltio)tiofen-3-
ilpropanamida

7.33 5-(4-met0).(i-2-(4-metiIpiperazin—1-iI)pirimidin-5-iltio)—N-metiI—4-(triﬂuorometoxi)tiofeno-3-
carboxamida

7-34 5-metil-3-(2-(piridin-3-il)pirimidin-5-ilsulfinil)isoxazol

7-35 1-(3-(4-amino-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)isoxazol-4-il)etanona
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ID# Nombre de Compuesto

7-36 3-(4,6-dimetil-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)isotiazol

7-37 4-(4-(benciloxi)-5-(5-(furan-2-il)isotiazol-3-iltio)pirimidin-2-il)morfolina

7-38 5-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio}-N-metil-1H-pirazol-3-carboxamida

7-39 4-(benciloxi)-5-(4-metoxi-1H-pirazol-5-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

740 1 -etil-5-(4-.metoxi-2-(4-metilpiperazin-1 -il)pirimidin-5-iltio)-N-metil- 1H-pirazol-3-
carboxamida

7-41 2~(3-(4-¢til-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)- 1-metil- 1H-pirazol-4-iloxi)etanamina

7-42 5-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio}-N-metilisoxazol-3-carboxamida

7-43 2-amino-N-(5-(4-metoxi-2-(4-metilpiperazin- 1-il)pirimidin-5-iltio)isoxazol-4-il)acetamida

744 N-ciclopropil-5-(isoxazol-5-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-amina

745 2-amino—N-(§-(4—metoxi-6-meti|—2—(4—metiIpiperazin—1-iI)pirimidin—5-iltio)isotiazol-4-
ilpropanamida

746 5-(4-met0).(i-2-(4-metiIpiperazin—1-iI)pirimidin-5-iltio)—N-metiI—4-(triﬂuorometoxi)isotiazoI-S-
carboxamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la formula:

sus estereoisdmeros, tautdmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,

W, N

/N

W,

Férmula 3b

Xi0 ¥ X411 se seleccionan independientemente de CH, CH», NH, NR’, O, y S tal que se mantiene la aromaticidad, en
donde R’ es una cadena de alquilo o alquilo sustituido;

Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alquilo o alcoxilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,

alqueniloxi,
carbamilo,

amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido,

-NHSO2alquenilo,

NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1y W independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
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arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la férmula (3b), X10 y X141 se seleccionan independientemente de, pero no se limitan a:

W.; v

\fj \fj \fj T] ~/J ;{J | ~/J \f/

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.

Y.

En modalidades preferidas de la formula (3b), Y es S, SO, SO, O o CHa.

En modalidades preferidas de la férmula (3b), Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (3b), W4 y W, en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del
grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (3b) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (3b), X1 y X141 se seleccionan independientemente de;

W.; v

R W) W W oo

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.
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En modalidades preferidas, particulares de la férmula (3b), Y es S, SO o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (3b), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (3b), W1 y W; son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (3b), W3 y W4 son independientemente hidrégeno, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 8 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 8
ID # Nombre de Compuesto
8-01 4-(4-(4-(dimetilamino)fenil)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)-1H-pirrol-3-ol
8-02 3-(5-(4-hidroxiciclohexilamino)-2-(2-fenil-1H-pirrol-3-ilsulfonil )pirimidin-4-

il)bencimidamida

8-03 (E)-4-(5-(etilamino)-4-(prop-1-enil)pirimidin-2-iltio)}- 1H-pirrol-3-ol

8-04 4-(5-metoxipirimidin-2-iltio)-1H-pirrol-3-ol

8-05 5-metoxi-2-(5-metoxi-4-metil-1H-pirrol-3-iltio)-6-metilpirimidin-4-amina

8-06 4-(4-metoxi-2-(2-(metiltio)-1H-pirrol-3-ilsulfonil )pirimidin-5-ilamino)ciclohexanol

8-07 2-(1-metil-1H-pirrol-3-iltio)-4-fenil-5-(piperidin-1-il)pirimidina

8-08 1-metil-4-(4-fenil-5-(piridin-4-il)pirimidin-2-iltio)-1H-pirrol-3-amina

8-09 4-(4-etinil-5-vinilpirimidin-2-iltio)-N,N, 1-trimetil-1H-pirrol-3-amina

8-10 2-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-3-iltio)-5-fenoxi-4-fenilpirimidina

8-11 N-(4-(5-etoxi-4-(3-sulfamoailfenil)pirimidin-2-iltio)-1-etil-1H-pirrol-3-il)acetamida

8-12 4-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-2-(1-metil-4-(metilsulfonil)-1H-pirrol-3-iltio)-5-(piridin-4-
il)pirimidina

8-13

1-(5-(dietilamino)-2-(5-metilfuran-3-iltio)pirimidin-4-il)etanona

8-14 4-(4,5-di(piridin-3-il)-6-(pirrolidin-1-il)pirimidin-2-iltio)-N-etilfuran-3-amina

8-15 5-etinil-2-(5-(pirrolidin-1-il)furan-3-iltio)pirimidin-4-amina

8-16 2-(5-metilfuran-3-iltio)-N-fenil-4-(tiofen-3-il)pirimidin-5-amina

8-17 4-(4-acetil-5-(1H-pirrol-1-il)pirimidin-2-iltio)furan-2-ilcarbamato de isopropilo

8-18 4-(4-(1H-pirazol-3-il)-5-(piridin-3-il)pirimidin-2-iltio)furan-2-carboxilato de metilo
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ID # Nombre de Compuesto

8-19 1-(3-(2-(5-clorotiofen-3-iltio)-5-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)pirimidin-4-il )fenil)etanona

8-20 N-(4-(4-(2-(dimetilamino)etoxi )-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-ilsulfinil )tiofen-3-
ilJacetamida

8-21 1-(3-(2-(5-bromotiofen-3-iltio)-5-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)pirimidin-4-il )fenil)etanona

8-22 5-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)-2-(5-etoxitiofen-3-iltio)-4-(furan-2-il)pirimidina

8-23 4-(4-(ciclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-2-iltio)tiofeno-3-sulfonamida

8-24 N-(4-(4-(9iclopentiIamino)—6-meti|-5-(4-metilpiperazin-1 -il)pirimidin-2-ilsulfinil)tiofen-3-
ilJacetamida

8-25 5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-N-metil- 1H-pirrol-3-carboxamida

8-26 3-(benciloxi)-5-(3-metoxi-1H-pirrol-2-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirazina

8-27 1 -etil-5-(6-.metoxi-5-(4-metilpiperazin-1 -il)pirazin-2-iltio)-N-metil-1H-pirrol-3-
carboxamida

8-28 1-(6-(5-(hidroximetil)-1H-pirrol-2-iltio)-3-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-il)urea

8-29 5-(6-metoxi-3-metil-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio}-N-metilfuran-3-carboxamida

8-30 2-amino-N-(2-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)furan-3-ilJacetamida

8-31 1-(5-(6-(ciclopropilamino)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)furan-2-il)etanona

8-32 2-amino-N-(2-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)tiofen-3-il)propanamida

8-33 5-(6-m eto>l(i-5-(4-m etilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-N-metil-4-(trifluorometoxi)tiofeno-3-
carboxamida

8-34 3-(6-metoxi-5-(piridin-3-il)pirazin-2-ilsulfinil)-5-metilisoxazol

8-35 1-(3-(6-amino-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)isoxazol-4-il)etanona

8-36 3-(6-metil-5-(piperidin-1-il)pirazin-2-iltio)isotiazol

8-37 4-(3-(benciloxi)-5-(5-(furan-2-il)isotiazol-3-iltio)pirazin-2-il)morfolina

8-38 5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-N-metil- 1H-pirazol-3-carboxamida

8-39 3-(benciloxi)-5-(4-metoxi-1H-pirazol-5-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirazina

8-40 1 -etil-5-(6-.metoxi-5-(4-metilpiperazin-1 -il)pirazin-2-iltio)-N-metil-1H-pirazol-3-
carboxamida

8-41 '2-(3-(6-etil-3.-metil-5-(4-metilpiperazin-1 -il)pirazin-2-iltio)-1-metil-1H-pirazol-4-
iloxi)etanamina

8-42 5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-N-metilisoxazol-3-carboxamida

8-43 2-amino-N-(5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)isoxazol-4-ilJacetamida

8-44 N-ciclopropil-6-(isoxazol-5-iltio)-3-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-amina

68




10

15

20

25

30

ES 2 608 670 T3

ID # Nombre de Compuesto

8-45 2-amino-N-(5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)isotiazol-4-
il)propanamida

5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-N-metil-4-(trifluorometoxi)isotiazol-

846 3-carboxamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la férmula:

W,
Férmula 4b
sus estereoisdmeros, tautdmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,

Xi0 ¥ X411 se seleccionan independientemente de CH, CH», NH, NR’, O, y S tal que se mantiene la aromaticidad, en
donde R’ es una cadena de alquilo o alquilo sustituido;

Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alquilo o alcoxilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO;-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1y W3 independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la formula (4b), X10 y X11 se seleccionan independientemente de, pero no se limitan a:
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W oy

WYY Y WG

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.

En modalidades preferidas de la formula (4b), Y es S, SO, SO, O o CHa.

En modalidades preferidas de la formula (4b), Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (4b), W4 y W, en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del
grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado,
halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (4b) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (4b), X1 y X11 se seleccionan independientemente de;

W.; v

WY W g

WO Y Y

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.

Y.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (4b), Y es S, SO o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (4b), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (4b), W1 y W; son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (4b), W3 y W4 son independientemente hidrégeno, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 9 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.
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Tabla 9

ID# Nombre de Compuesto

9-01 4-(6{4-dimetilamino)fenil}-5-(4-metilpiperazin-14l)pirazin-2-itio)-1H-pirol-3-ol

9-02 3-(3-(4-hidroxiciclohexilamino)-6-(2-fenil-1H-pirrol-3-ilsulfonil)pirazin-2-il)bencimidamida

9-03 (E)-4-(5-(etilamino)-6-(prop-1-enil)pirazin-2-iltio)-1H-pirrol-3-ol

9-04 4-(5-metoxipirazin-2-iltio)-1H-pirrol-3-ol

9-05 3-metoxi-6-(5-metoxi-4-metil-1H-pirrol-3-iltio)-5-metilpirazin-2-amina

9-06 4-(3-metoxi-5-(2-(metiltio)-1H-pirrol-3-ilsulfonil)pirazin-2-ilamino)ciclohexanol
9-07 4-(3-metoxi-5-(2-(metiltio)-1H-pirrol-3-ilsulfonil)pirazin-2-ilamino)ciclohexanol
9-08 1-metil-4-(6-fenil-5-(piridin-4-il)pirazin-2-iltio)-1H-pirrol-3-amina

9-09 4-(6-etinil-5-vinilpirazin-2-iltio}-N,N, 1-trimetil-1H-pirrol-3-amina

9-10 3-metil-2-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-3-iltio)-5-fenoxipirazina

9-11 N-(4-(5-etoxi-6-(3-sulfamoilfenil)pirazin-2-iltio)-1-etil-1H-pirrol-3-il)acetamida

9-12 3-(3,5-bis(trifluorometilfenil)-5-( 1-metil-4-(metilsulfonil)-1H-pirrol-3-iltio }-2-(piridin-4-
il)pirazina

9-13

1-(3-(dietilamino)-6-(5-metilfuran-3-iltio)pirazin-2-il)etanona

9-14 3-(4-(etilamino)furan-3-iltio}-5,6-di(piridin-3-il)pirazin-2-amina

9-15 3-etinil-6-(5-(pirrolidin-1-il)furan-3-iltio)pirazin-2-amina

9-16 5-(5-metilfuran-3-iltio)-N-fenil-3-(tiofen-3-il)pirazin-2-amina

9-17 4-(6-acetil-5-(1H-pirrol-1-il)pirazin-2-iltio)furan-2-ilcarbamato de isopropilo

9-18 4-(6-(1H-pirazol-3-il)-5-(piridin-3-il)pirazin-2-iltio)furan-2-carboxilato de metilo

9-19 1-(3-(6-(5-clorotiofen-3-iltio)-3-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)pirazin-2-ilJfenil)etanona

9-20 N-(4-(6~(2-(dimetilamino)etoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-ilsulfiniltiofen-3-
ilJacetamida

9-21 1-(3-(6-(5-bromotiofen-3-iltio)-3-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)pirazin-2-il ffenil)etanona

9-22 2~(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)-5-(5-etoxitiofen-3-iltio)-3-(furan-2-il)pirazina

9-23 4-(6-(ciclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)tiofeno-3-sulfonamida

9-24 N-(4-(6-(ciclopentilamino)-3-metil-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-ilsulfinil Jtiofen-3-
ilyacetamida

9-25 5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)-N-metil-1H-pirrol-3-carboxamida
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ID# Nombre de Compuesto

9-26 3-(benciloxi)-5-(3-metoxi- 1 H-pirrol-2-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirazina

9-27 1-etil-5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-N-metil-1H-pirrol-3-carboxamida

9-28 1-(6-(5-(hidroximetil)-1H-pirrol-2-iltio)-3-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-il)urea

9-29 5-(6-metoxi-3-metil-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio}-N-metilfuran-3-carboxamida

9-30 2-amino-N-(2-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)furan-3-il)acetamida

9-31 1-(5-(6-(ciclopropilamino)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)furan-2-il)etanona

9-32 2-amino-N-(2-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)tiofen-3-il)propanamida

9-33 5-(6-met0).(i-5-(4-metilpiperazin-1-iI)pirazin-2-i|tio)—N-metil-4-(triﬂuorometoxi)tiofeno-3-
carboxamida

9-34 3-(6-metoxi-5-(piridin-3-il)pirazin-2-ilsulfinil)-5-metilisoxazol

9-35 1-(3-(6-amino-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)isoxazol-4-il)etanona

9-36 3-(6-metil-5-(piperidin-1-il)pirazin-2-iltio)isotiazol

9-37 4-(3-(benciloxi)-5-(5-(furan-2-il)isotiazol- 3-iltio)pirazin-2-il)morfolina

9-38 5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)-N-metil-1H-pirazol-3-carboxamida

9-39 3-(benciloxi)-5-(4-metoxi- 1 H-pirazol-5-iltio}-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirazina

940 1 -etil-5-(6-.metoxi-5-(4-metilpiperazin-1 -il)pirazin-2-iltio)-N-metil-1H-pirazol-3-
carboxamida

941 '2-(1.3-(6-etil-3.-m etil-5-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-iltio)-1-metil- 1H-pirazol-4-
iloxi)etanamina

9-42 5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)}-N-metilisoxazol-3-carboxamida

9-43 2-amino-N-(5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)isoxazol-4-il)acetamida

9-44 N-ciclopropil-6-(isoxazol-5-iltio)-3-(4-metilpiperazin-1-il)pirazin-2-amina

9-45 2-amino-N-(5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)isotiazol-4-il )propanamida

946 5-(6-metoxi-5-(4-metilpiperazin- 1-il)pirazin-2-iltio)-N-metil-4-(trifluorometoxi)isotiazol-3-

carboxamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la férmula:
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Férmula 5b

sus estereoisdmeros, tautdmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,

Xi0 ¥ X411 se seleccionan independientemente de CH, CH», NH, NR’, O, y S tal que se mantiene la aromaticidad, en
donde R’ es una cadena de alquilo o alquilo sustituido;

Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alquilo o alcoxilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1y W independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W1 y W; se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 o0 6 miembros; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo,-COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un anillo
fusionado de 5 0 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la formula (5b), X10 y X11 se seleccionan independientemente de, pero no se limitan a:

W.; v

\fj \fj \fj T] ~/J ;{J | ~/J \f/

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.

Y.

En modalidades preferidas de la férmula (5b), Y es S, SO, SO, O o CHa.

En modalidades preferidas de la férmula (5b), Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
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o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la formula (5b), W1 y W2 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo que
consiste de hidrogeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, ariloxi,
alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino,
acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (5b) W3 y W4 en cada ocurrencia se selecciona independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (5b), X1 y X141 se seleccionan independientemente de;

\fj \fj TJ \f] ~/J | //J/ | ~/J \r/

AV IR R ¢ I A

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.
En modalidades preferidas, particulares de la férmula (5b), Y es S, SO, o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (5b), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (5b), W1 y W; son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (5b), W3 y W4 son independientemente hidrégeno, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 10 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 10
ID # Nombre de Compuesto
10-01 4-(5-(4-(dimetilamino)fenil)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-1H-pirrol-3-ol
10-02 3-(2-(4-hidroxiciclohexilamino)-5-(2-fenil-1H-pirrol-3-ilsulfonil)piridin-3-il)bencimidamida
10-03 (E)-4-(6-(etilamino)-5-(prop-1-enil)piridin-3-iltio)-1H-pirrol-3-ol
10-04 4-(6-metoxipiridin-3-iltio)}-1H-pirrol-3-ol

74



ES 2 608 670 T3

ID # Nombre de Compuesto

10-05 2-metoxi-5-(5-metoxi-4-metil-1H-pirrol-3-iltio)-6-metilpiridin-3-amina

10-06 4-(3-metoxi-5-(2-(metiltio)-1H-pirrol-3-ilsulfonil)piridin-2-ilamino)ciclohexanol

10-07 5-(1-metil-1H-pirrol-3-iltio)-3-fenil-2-(piperidin-1-il)piridina

10-08 1-metil-4-(3-fenil-2,4'-bipiridin-5-iltio)}-1H-pirrol-3-amina

10-09 4-(5-etinil-6-vinilpiridin-3-iltio)-N,N, 1-trimetil- 1H-pirrol-3-amina

10-10 2-metil-3-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-3-iltio)-6-fenoxipiridina

10-11 N-(4-(6-etoxi-5-(3-sulfamoilfenil piridin-3-iltio)-1-etil-1H-pirrol-3-il)acetamida

10-12 3-(3,5-bis(trifluorometilfenil)-5-(1-metil-4-(metilsulfonil)-1H-pirrol-3-iltio)-2,4'-bipiridina
10-13 1-(2-(dietilamino)-5-(5-metilfuran-3-iltio)piridin-3-il)etanona

10-14 Podria no generarse un nombre para esta estructura

10-15 2-etinil-5-(5-(pirrolidin-1-il)furan-3-iltio)piridin-3-amina

10-16 5-(5-metilfuran-3-iltio)-N-fenil-3-(tiofen-3-il)piridin-2-amina

10-17 isopropil 4-(5-acetil-6-(1H-pirrol-1-il)piridin-3-iltio)furan-2-ilcarbamato

10-18 metil 4-(3-(1H-pirazol-3-il)-2,3"-bipiridin-5-iltio)furan-2-carboxilato

10-19 1-(3-(5-(5-clorotiofen-3-iltio)-2-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)piridin-3-il )fenil)etanona
10-20 N-(4-(5-(2-(dimetilamino)etoxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-ilsulfiniltiofen-3-il)acetamida
10-21 1-(3-(5-(5-bromotiofen-3-iltio)-2-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)piridin-3-il )fenil)etanona
10-22 2-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)-5-(5-etoxitiofen-3-iltio)-3-(furan-2-il )piridina

10-23 4-(5-(ciclopentiloxi)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)tiofen-3-sulfonamida

10-24 N-(4+5+ciclopentilamino)-2-mefik-6{4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-isuffinilfiofen-3-i)acetamida
10-25 5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio}-N-metil-1H-pirrol-3-carboxamida
10-26 1-(3-(benciloxi)-5-(3-metoxi-1H-pirrol-2-iltio)piridin-2-il }-4-metilpiperazina

10-27 1-etil-5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-N-metil- 1H-pirrol-3-carboxamida
10-28 1-(5-(5-(hidroximetil)-1H-pirrol-2-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-il)urea

10-29 5-(5-metoxi-2-metil-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-N-metilfuran-3-carboxamida
10-30 2-amino-N-(2-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)furan-3-il)acetamida
10-31 1-(5-(5-(ciclopropilamino)-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)furan-2-il)etanona
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10-32 2-amino-N-(2-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)tiofen-3-il)propanamida

10-33 5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio}-N-metil-4-(trifluorometoxi)tiofen-3-carboxamida
10-34 4-(3-(benciloxi)-5-(5-(furan-2-il)isotiazol-3-iltio)piridin-2-il)/morfolina

10-35 5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio}-N-metil-1H-pirazol-3-carboxamida

10-36 1-(3-(benciloxi)-5-(4-metoxi-1H-pirazol-5-iltio)piridin-2-il}-4-metilpiperazina

10-37 1-etil-5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)-N-metil- 1H-pirazol-3-carboxamida
10-38 2-(3-(5-¢til-2-metil-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)}- 1-metil-1H-pirazol-4-iloxi)etanamina
10-39 5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio}-N-metilisoxazol-3-carboxamida

10-40 2-amino-N-(5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)isoxazol-4-il)acetamida

10-41 N-ciclopropil-5-(isoxazol-5-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-amina

10-42 2-amino-N-(5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)isotiazol-4-il)propanamida
10-43 2-amino-N-(5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)isoxazol-4-il)acetamida

10-44 N-ciclopropil-5-(isoxazol-5-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-amina

10-45 2-amino-N-(5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio)isotiazol-4-il)propanamida
10-46 5-(5-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-iltio}-N-metil-4-(trifluorometoxi)isotiazol-3-carboxamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la formula:

Férmula 6b
sus estereoisdmeros, tautdmeros, y sales farmacéuticamente aceptable de los mismos, en donde,

Xi0 ¥ X411 se seleccionan independientemente de CH, CHz, NH, NR’, O, y S tal que se mantiene la aromaticidad, en
donde R’ es una cadena de alquilo o alquilo sustituido;

Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alcoxilo o alquilo inferior;
Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,

alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,
carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSOZ2alquenilo, -
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NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1y W independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; o W1 y W3 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un
anillo fusionado de 5 o0 6 miembros; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un
anillo fusionado de 5 o 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la formula (6b), X10 y X11 se seleccionan independientemente de, pero no se limitan a:

o /W4 Y, S/WA Y. “ Ws vy,

y R\W / Y//\V:Y /
Y/ Y/ \f] S/ ~/J T

Ws W3 Wi

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.
En modalidades preferidas de la férmula (6b) Y es S, SO, SO, O o CH..

En modalidades preferidas de la formula (6b) Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (6b) W1y W> en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (6b) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (6b), X10 y X11 se seleccionan independientemente de;
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en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.
En modalidades preferidas, particulares de la férmula (6b), Y es S, SO, o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la formula (6b), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (6b), W1 y W; son independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (6b), W3 y W4 son independientemente hidrégeno, halégeno,
hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido,
alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, - COalquinilo,
trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -COO-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN.

La Tabla 11 muestra ejemplos de compuestos especificos que ejemplifican esta modalidad.

Tabla 11
ID # Nombre de Compuesto
11-01 4-(4-(4-(dimetilamino)fenil)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)-1H-pirrol-3-ol
11-02 3-(5-(4-hidroxiciclohexilamino)-2-(2-fenil-1H-pirrol-3-ilsulfonil)piridin-4-il)bencimidamida
11-03 (E)-4~(5-(etilamino)-4-(prop-1-enil)piridin-2-iltio)-1H-pirrol-3-ol
11-04 4-(5-metoxipiridin-2-iltio}-1H-pirrol-3-ol
11-05 3-metoxi-6-(5-metoxi-4-metil-1H-pirrol-3-iltio)-2-metilpiridin-4-amina
11-06 4-(4-metoxi-6-(2-(metiltio)-1H-pirrol-3-ilsulfonil)piridin-3-ilamino)ciclohexanol
11-07 2-(1-metil-1H-pirrol-3-iltio)-4-fenil-5-(piperidin-1-il)piridina
11-08 1-metil-4-(4-fenil-3,4'-piperidin-6-iltio)-1H-pirrol-3-amina
11-09 4-(4-etinil-5-vinilpiridin-2-iltio)-N,N, 1-trimetil- 1H-pirrol-3-amina
11-10 6-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-3-iltio)-3-fenoxi-2-
fenilpiridina
11-11 N-(4-(5-etoxi-6-(3-sulfamoilfenil )piridin-2-iltio)-1-etil-1H-pirrol-3-il)acetamida
11-12 4-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-6-(1-metil-4-(metilsulfonil)-1H-pirrol-3-iltio)-3,4'-piperidina
11-13 1-(5+(dietilamino)-2-(5-metilfuran-3-iltio)piridin-4-il)etanona
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ID # Nombre de Compuesto
11-14 4-(3,3'-bipiridin-6-iltio)-N-etilfuran-3-amina
11-15 5-etinil-2-(5-(pirrolidin-1-il)furan-3-iltio)
piridin-4-amina
11-16 6-(5-metilfuran-3-iltio)-N-fenil-4-(tiofen-3-il)
piridin-3-amina
11-17 isopropil 4-(4-acetil-5-(1H-pirrol-1-il)piridin-2-iltio)furan-2-ilcarbamato
11-18 metil 4-(4-(1H-pirazol-3-il)-3,3"-bipiridin-6-iltio)furan-2-carboxilato
11-19 1-(3-(2-(5-clorotiofen-3-iltio)-5-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)piridin-4-il )fenil)etanona
11-20 N-(4-(4-(2-(dimetilamino)etoxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-ilsulfiniltiofen-3-il)acetamida
11-21 1-(3-(2-(5-bromotiofen-3-iltio)-5-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)piridin-4-il )fenil)etanona
11-22 5-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-il)-2-(5-etoxitiofen-3-iltio)-4-(furan-2-il)piridina
11-23 4-(4-(ciclopentiloxi)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)tiofen-3-sulfonamida
11-24 N-(4-(4~(ciclopentilamino)-6-metil-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-ilsulfinil )tiofen-3-ilJacetamida
11-25 5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio}-N-metil-1H-pirrol-3-carboxamida
11-26 1-(4-(benciloxi)-6-(3-metoxi-1H-pirrol-2-iltio)piridin-3-il }-4-metilpiperazina
11-27 1-etil-5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)-N-metil- 1H-pirrol-3-carboxamida
11-28 1-(2-(5-(hidroximetil)-1H-pirrol-2-iltio)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-4-il)urea
11-29 5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio}-N-metilfuran-3-carboxamida
11-30 2-amino-N-(2-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)furan-3-il)acetamida
11-31 1-(5-(4-(ciclopropilamino)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)furan-2-il)etanona
11-32 2-amino-N-(2-(4-metoxi-6-metil-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)tiofen-3-il)propanamida
11-33 5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio}-N-metil-4-(trifluorometoxi)tiofen-3-carboxamida
11-34 3-(4-metoxi-3,3'"-bipiridin-6-ilsulfinil-5-metilisoxazol
11-35 1-(3-(4-amino-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)isoxazol-4-il)etanona
11-36 3-(4,6-dimetil-5-(piperidin-1-il)piridin-2-iltio)isotiazol
11-37 4-(4-(benciloxi)-6-(5-(furan-2-il)isotiazol-3-iltio)piridin-3-il)/morfolina
11-38 5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio}-N-metil-1H-pirazol-3-carboxamida
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ID # Nombre de Compuesto

11-39 1-(4-(benciloxi)-6-(4-metoxi-1H-pirazol-5-iltio)piridin-3-il}-4-metilpiperazina

11-40 1-etil-5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)-N-metil- 1H-pirazol-3-carboxamida

11-41 2-(3-(4-¢til-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)-1-metil-1H-pirazol-4-iloxi)etanamina

11-42 5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio}-N-metilisoxazol-3-carboxamida

11-43 2-amino-N-(5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio )isoxazol-4-il)acetamida

11-44 N-ciclopropil-2-(isoxazol-5-iltio)-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-4-amina

11-45 2-amino-N-(5-(4-metoxi-6-metil-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio)isotiazol-4-il)propanamida
11-46 5-(4-metoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-2-iltio}-N-metil-4-(trifluorometoxi)isotiazol-3-carboxamida

Otra modalidad se refiere a compuestos que tienen la formula:

Wi

™

Figura 7b

sus estereoisdmeros, tautdbmeros, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde,

Xi0 ¥ X411 se seleccionan independientemente de CH, CH2, NH, NR’, O, y S tal que se mantiene la aromaticidad, en
donde R’ es una cadena de alquilo o alquilo sustituido;

Y es S, SO, SO,, CHz, CHR, CRR, CO, O, NH, o NR, en donde R es una cadena de alcoxilo o alquilo inferior;

Z se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o
insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado,
hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino,

alqueniloxi,
carbamilo,

amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -NHSO2alquenilo,

NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SOz-alquilo, -COO-alquilo, -
COalquilo, y alquil-CN;

W1y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
COO0-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; o W1 y W3 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un
anillo fusionado de 5 o 6 miembros; y

W3 y W, independientemente en cada ocurrencia se pueden seleccionar del grupo que consiste de hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno, hidroxilo, nitro,
ciano, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, alquilsulfonamido, sufonamido, -
NHSO2alquenilo, -NHCOalquenilo, -NHCOalquinilo, -COalquenilo, -COalquinilo, trihalocarbono, tioalquilo, SO»-alquilo, -
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COO0-alquilo, -COalquilo, y alquil-CN; o W3 y W4 se pueden unir conjuntamente mediante un ligador, para formar un
anillo fusionado de 5 o 6 miembros.

Adicionalmente, W, se puede unir al anillo de arilo del lado derecho directamente para formar un anillo de 5 miembros o
mediante un ligador para formar un anillo de 6 o 7 miembros.

En modalidades preferidas de la formula (7b), X10 y X11 se seleccionan independientemente de pero no se limitan a:

\fj \fj \fj Tj \/\/ ;{J | ~/J \f/

Y Y

Wi vy, W, H W, R W W,y W, W
o, s, Y N, Y. ¢ Y N Y 4+ N,
T £, \( £, T £ \(“XN \f A \f”xs T/ A
/S /J 4 V4 </ A/ S
W, W3 Wa Wy Ws Wa W;

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.
En modalidades preferidas de la formula (7b) Y es S, SO, SO, O o CHa.
En modalidades preferidas de la férmula (7b) Z es alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado
o insaturado, halégeno, ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino,

cicloalquilamino, arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y
dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (7b) W1y W> en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas de la férmula (7b) W3 y W4 en cada ocurrencia se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, halégeno,
ariloxi, alcoxi, alcoxi halogenado, alqueniloxi, hidroxialquilo, amino, alquilamino, dialquilamino, cicloalquilamino,
arilamino, diarilamino, acilamino, carbamilo, amido sustituido e insustituido, alquilamido, y dialquilamido.

En modalidades preferidas, particulares de la formula (7b), X10 y X141 se seleccionan independientemente de;

A7 IR AR WA IR o/ A/ o S o

en donde R es una cadena de alquilo o alquilo sustituido.

Y

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (7b), Y es S, SO, o SO..

En modalidades preferidas, particulares de la férmula (7b), Z es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo
saturado o insaturado, heterociclo saturado o insaturado, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquilamino, dialquilamino,
cicloalquilamino, arilamino, o diarilamino.

inhibicién de la progresion del ciclo celular anormal, degradacion e inhibicion de varias onco-proteinas, induccién de
apoptosis, reduccion en el potencial invasivo de células cancerosas a dosis que no son téxicas para células normales, o
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combinaciones de los mismos.

El bolsillo, referido en el presente documento como un sitio alostérico 1, esta a continuacién del bolsillo de unién de
ATP/ADP, y comprende un sub-bolsillo hidréfilo revestido por, pero no se limita a los aminoacidos polares Thr13, Thr14,
Tyr15, Lys56, Lys271, Arg269, Glu268, Arg264 y Thr265. Hay un resto de cisteina (Cys267) incorporado en este sub-
bolsillo que podria unirse covalentemente a un ligando que contiene la funcionalidad reactiva en Cys apropiada, tal
como, pero no se limita a acrilamida, vinilsulfonamida, propiolamida o a-halocarbonilo. Adyacente al sub-bolsillo hidréfilo
hay un gran sub-bolsillo que comprende tanto restos de aminoacidos no polares como polares, tales como, pero no se
limitan a Leu237, Val238, Val260, Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234, Glu231, Asp69, Phe68 Arg 72 y
Tyr41, que proporcionan interacciones hidrofobas y electrostaticas (1-1r) con el ligando. Proporcionando interacciones
con el ligando estan aminoacidos tales como, pero no se limitan a, Lys88, His89, Trp90, Pro91 y Phe92.

Debido a que no estaba disponible estructura cristalina de longitud completa de Hsp70 humana, se cre6 un modelo de
homologia de Hsp70 humana de longitud completa. Mientras que en las estructuras cristalinas disponibles Cys267 no
esta expuesta, en el modelo de homologia de Hsp70 de longitud completa el bolsillo que contiene Cys267 llega a estar
expuesto. La interaccion identificada de YK5 es con el modelo de homologia de longitud completa de Hsp70 humana.

En una realizacién, los compuestos de la presente invencién son para su uso en el tratamiento o prevencién de un
tumor o trastorno proliferativo en un animal, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de los
compuestos de la presente invencion a un animal en necesidad de los mismos; poner en contacto los compuestos de la
presente invencion con un dominio de unién alostérico localizado fuera del sitio de unién de nucleétidos de Hsp70 y
Hsc70; inhibir simultaneamente tanto Hsp70 como Hsc70; inducir la apoptosis en células tumorales o células con un
trastorno proliferativo; y no inducir elevada apoptosis en células normales, estroma o vasos sanguineos.

En otra realizacion mas, el dominio de union alostérico se localiza en SEQ ID NO:1 y dicho dominio se define por uno o
mas restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Thr13, Thr14, Tyr15, Lys56, Lys271, Arg269,
Glu268, Arg264, Thr265, Cys267, Leu237, Val238, Val260, Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234, Glu231,
Asp69, Phe68, Tyr41, Lys88, His89, Trp90, Pro91, Phe92, y combinaciones de los mismos. En otra realizacion, el
dominio de unién alostérico es 1 definido por tres o mas restos de aminoacidos citados anteriormente. En otra
realizacién, el dominio de unién alostérico es 1 definido por cuatro o mas
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Nombre de Compuesto

ID#
12-15 2-etinil-5-(5-(pirrolidin-1-il)furan-3-iltio)anilina
12-16 4-(5-metilfuran-3-iltio)-N-fenil-2-(tiofen-3-ilyanilina
1217 isopropil 4-(3-acetil-4-(1H-pirrol-1-il)feniltio)furan-2-ilcarbamato
12-18 metil 4+3-(1H-pirazol-3-il}-4-(piridin-3-ilfeniltio)furan-2-carboxilato
12-19 1-(5-(5-clorotiofen-3-iltio)-2'-(5,6-dihidropiridin-1(2H)-ilbifenil-3-il}etanona
12-20 N-(4-(3-(2-(dimetilamino)etoxi)-4-(4-metilpiperazin-1-ilfenilsulfinil tiofen-3-il)acetamida
12-21 1-(5-(5-bromotiofen-3-iltio)-2'-(5,6-dihidropiridin-1(2H )-il)bifenil-3-il)etanona
12-22 1-(4-(5-etoxitiofen-3-iltio)-2-(furan-2-ilfenil)-1,2,3,6-tetrahidropiridina
12-23 4-(3-(ciclopentiloxi)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)tiofen-3-sulfonamida
12-24 N-(4-(3-(ciclopentilamino)-5-metil-4-(4-metilpiperazin-1-il)fenilsulfinil tiofen-3-il)acetamida
12-25 5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-N-metil-1H-pirrol-3-carboxamida
12-26 1-(2-(benciloxi)-4-(3-metoxi-1H-pirrol-2-iltio )fenil-4-metilpiperazina
12-27 1-etil-5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-N-metil-1H-pirrol-3-carboxamida
12-28 1-(5~(5-(hidroximetil)-1H-pirrol-2-iltio)}-2-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)urea
12-29 5-(5-metoxi-2-metil-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio}-N-metilfuran-3-carboxamida
12-30 2-amino-N-(2-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)furan-3-ilJacetamida
12-31 1-(5~(3-(ciclopropilamino)-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltioffuran-2-il)etanona
12-32 2-amino-N-(2-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)tiofen-3-il)propanamida
12-33 5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-N-metil-4-(trifluorometoxi)tiofen-3-carboxamida
12-34 3-(3-metoxi-4-(piridin-3-ilfenilsulfinil)-5-metilisoxazol
12-35 1-(3~(3-amino-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)isoxazol-4-il)etanona
12-36 3-(3-metil-4-(piperidin-1-il)feniltio)isotiazol
12-37 4-(2-(benciloxi)-4-(5-(furan-2-il)isotiazol-3-iltio)fenil)morfolina
12-38 5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-N-metil-1H-pirazol-3-carboxamida
12-39 1-(2-(benciloxi)-4-(4-metoxi-1H-pirazol-5-iltio)fenil }-4-metilpiperazina
12-40 1-etil-5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-ilfeniltio)-N-metil-1H-pirazol-3-carboxamida
12-41 2-(3~(5-¢til-2-metil-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-1-metil-1H-pirazol-4-iloxi)etanamina
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Nombre de Compuesto
ID#

12-42 5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-N-metilisoxazol-3-carboxamida

1243 2-amino-N-(5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)isoxazol-4-il)acetamida

12-44 N-ciclopropil-5-(isoxazol-5-iltio)-2-(4-metilpiperazin-1-il)anilina

12-45 2-amino-N-(5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)isotiazol-4-il)propanamida

12-46 5-(3-metoxi-4-(4-metilpiperazin-1-il)feniltio)-N-metil-4-(trifluorometoxi)isotiazol-3-carboxamida

En una modalidad, el compuesto de la presente materia es un compuesto seleccionado del grupo que consiste de los
compuestos de la Tabla 1, compuestos de la Tabla 2, compuestos de la Tabla 3, compuestos de la Tabla 4, compuestos
de la Tabla 5, compuestos de la Tabla 6, compuestos de la Tabla 7, compuestos de la Tabla 8, compuestos de la Tabla
9, compuestos de la Tabla 10, compuestos de la Tabla 11, y compuestos de la Tabla 12.

Se describe en la presente un método para producir un compuesto, un intermedio del mismo, que comprende realizar al
menos uno de los pasos de sintesis descritos en los ejemplos de la presente.

Descripcion de un sitio alostérico no explorado (Sitio 1) de Hsp70 cuya ocupacion confiere actividad anticancer.

De acuerdo con otra modadalidad, una cavidad en la proteina Hsp70 que no tiene ligando conocido que se presente de
forma natural o que se cree de manera sintética, cuando se ocupa por los compuestos de la presente materia como se
describe en la presente, da por resultado la inhibicion del crecimiento celular maligno, la inhibicién del progreso del ciclo
celular anormal, la degradacién e inhibicion de una o mas onco-proteinas, induccién de apoptosis, reduccion en el
potencial invasivo de células de cancer a dosis que no son téxicas a células normales o combinaciones de esto. De
acuerdo con otra modalidad, la ocupacién de esta cavidad previamente no explorada por otros ligandos de molécula
pequefia conducira a todos o un subconjunto de los siguientes efectos, pero no limitados a: inhibiciéon de crecimiento de
células malignas, inhibicién del progreso del ciclo celular anormal, degradacion e inhibicién de varias onco-proteinas,
induccién de apoptosis, reduccién en el potencial invasivo de células de cancer a dosis que no son toxicas a células
normales, o combinaciones de esto.

La cavidad, referida en la presente como Sitio alostérico 1, esta préxima a la cavidad de union de ATP/ADP, y esta
comprendida de una sub-cavidad hidrdéfila revestida por pero no limitada a aminoacidos polares Thr13, Thr14, Tyr15,
Lys56, Lys271, Arg269, Glu268, Arg264 y Thr265. Hay un residuo de cisteina (Cys267) incrustado en esta sub-cavidad
que puede enlazarse covalentemente a un ligando que contiene la funcionalidad reactiva Cys apropiada, tal como pero
no se limitan a acrilamida, vinil-sulfonamida, propiolamida o a-halocarbonilo. Adyacente a la sub-cavidad hidréfila hay
una sub-cavidad grande comprendida de residuos de aminoacidos tanto polares como no polares, tal como, pero no se
limitan a Leu237, Val238, Val260, Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234, Glu231, Asp69, Phe68 Arg72 y Tyr41,
que proporcionan interacciones hidrofobas y electrostaticas (n-n) con el ligando. Proporcionando interacciones con el
ligando estan los aminoacidos tal como, pero no limitados a Lys88, His89, Trp90, Pro91 y Phe92.

Debido a que no esta disponible la estructura cristalina de longitud completa de Hsp70 humana, se cre6 un modelo de
homologia de Hsp70 humana de longitud completa. En tanto que en las estructuras cristalinas disponibles no se expone
Cys267, en el modelo de homologia de la Hsp70 de longitud completa se llevd a exponer la cavidad que contiene
Cys267. La interaccion identificada de YK5 es con el modelo de homologia de longitud completa de Hsp70 humana.

En una modalidad, los compuestos de la presente invencién se usan para tratar o prevenir un trastorno proliferativo o
tumoral en un animal, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de Hsp70 a un
animal en necesidad de esto; poner en contacto el inhibidor de Hsp70 con un dominio alostérico de unién localizado
fuera del sitio de unién a nucledtidos de Hsp70 y Hsc70; inhibir simultaneamente tanto Hsp70 como Hsc70; inducir
apoptosis en células tumorales o células con un trastorno proliferativo; y no inducir la apoptosis incrementada en
células, estroma o vasos sanguineos normales. En una modalidad adicional, el inhibidor de Hsp70 es un compuesto
seleccionado de la formula (1) o (I').

En aun una modalidad adicional, el dominio alostérico de unién se localiza en SEQ ID NO:1 y este dominio se define por
uno o mas residuos de aminoacido seleccionados del grupo que consiste de Thr13, Thr14, Tyr15, Lys56, Lys271,
Arg269, Glu268, Arg264, Thr265, Cys267, Leu237, Val238, Val260, Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234,
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Glu231, Asp69, Phe68, Tyr41, Lys88, His89, Trp90, Pro91, Phe92, y combinaciones de estos. En otra modalidad, el
domino alostérico de unién es uno definido por tres o0 mas residuos de aminoacido citados anteriormente. En otra
modalidad, el dominio aldsterico de unién es uno definido por cuatro o mas residuos de aminoacido citados
anteriormente. En otra modalidad, el dominio aldsterico de unién es uno definido por cinco o mas residuos de
aminoacido citados anteriormente. En otra modalidad, el dominio alostérico de unién es uno definido por 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas residuos de aminoacidos citados anteriormente. En algunas modalidades, un compuesto
de la presente materia se une a este dominio alostérico de unién y provoca la inhibicion de Hsp70, Hsc70, o ambas,
simultdneamente.

En otra modalidad, el dominio alostérico de unién se localiza en SEQ ID NO:1 y este domino se define por uno o mas
residuos de aminoacido seleccionados del grupo que consiste de Cys267, Leu237, Arg264, Asp234, Arg261, Tyr41,
Phe68, Trp90, His89, y combinaciones de estos. En aun otra modalidad, el domino alostérico de unién se localiza en
SEQ ID NO:1 y este domino se define por uno o mas residuos de aminoacido seleccionados del grupo que consiste de
Cys267, Arg264, Arg261, Phe68, His89, y combinaciones de estos.

Otra modalidad se refiere a un método para activar Hsp70, en donde la Hsp70 comprende una cavidad de unién en
SEQ ID NO:1 que tiene un Sitio 1 localizado en una regién hendida fuera del dominio de unién de ATP/ADP, y
flanqueada por las subregiones Ib y lIb, y que comprende poner en contacto el Sitio 1 de la cavidad de unién con un
ligando que se une a la cavidad de unién para activar la actividad de Hsp70. Modalidades adicionales comprenden un
método para activar Hsp70 de acuerdo a la reivindicacién 27, en donde el Sitio 1 tiene una primera cavidad hidréfila
grande que comprende los aminoacidos polares Tyr15, Lys56, Lys271, Arg269, Glu268, Arg264 y Thr265; un residuo de
cisteina (Cys267) incrustado en esta cavidad; y adyacente a esta cavidad hay una segunda cavidad mas grande en
Hsp70 que comprende residuos de aminoacido tanto no polares como polares tal como Leu237, Val238, Val260,
Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234, Glu231, Asp69, Phe68 y Tyrd1, que pueden formar interacciones
hidréfobas y electrostaticas (n-rt).

En una modalidad adicional, se proporciona una estructura tridimensional del sitio 1 de unién de Hsp70 o una variante
del mismo para examinar un modulador que modula la actividad de Hsp-70 o Hsc-70, en donde el sito de union
comprende un domino de unién a ligando en SEQ ID NO:1 definido por un residuo de aminoacido seleccionado del
grupo que consiste de Thr13, Thr14, Tyr15, Lys56, Lys271, Arg269, Glu268, Arg264, Thr265, Cys267, Leu237, Val238,
Val260, Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234, Glu231, Asp69, Phe68, Tyrd1, Lys88, His89, Trp90, Pro91,
Phe92, y combinaciones de estos.

Una modalidad se refiere a un sistema asistido por computadora para producir una estructura tridimensional del sitio 1
de union de Hsp70 o una variante del mismo de la reivindicacion 1, en donde el sistema comprende: (a) un medio de
almacenamiento de datos legibles por computadora que comprende un material de almacenamiento de datos codificado
con datos legibles por computadora, en donde los datos comprenden al menos una porcion de la secuencia peptidica
SEQ ID NO: 1 y las secuencias mostradas en cuadros en la Figura 21 (b) una memoria de trabajo que tiene
instrucciones almacenadas para procesar los datos legibles por computadora; (c) una unidad de procesamiento central
acoplada al medio de almacenamiento de datos legibles por computadora y la memoria de trabajo para procesar los
datos legibles por computadora en la estructura tridimensional; y (d) una pantalla acoplada a la unidad de
procesamiento central para visualizar la estructura tridimensional. En una modalidad adicional, el sitio 1 de unién de
Hsp70 o una variante del mismo en SEQ ID NO:1 se define por un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que
consiste de Thrl3, Thrl4, Tyrl5, Lys56, Lys271, Arg269, Glu268, Arg264, Thr265, Cys267, Leu237, Val238, Val260,
Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234, Glu231, Asp69, Phe68, Tyr41, Lys88, His89, Trp90, Pro91, Phe92, y
combinaciones de estos.

Composicién Farmacéutica que Contiene un Compuesto de la Presente Materia

En una modalidad, la presente materia se refiere a composiciones que comprenden un compuesto como se describe en
la presente. En otra modalidad, la presente materia se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto como se describe en la presente, y un portador farmacéuticamente aceptable. Los portadores utiles en la
presente pueden incluir ademas uno o mas agentes de relleno solidos o liquidos compatibles, diluyentes, o materiales
encapsulados que son adecuados para administracion humana o animal.

Los portadores bio-compatibles, como se usa en la presente, son componentes que no provocan ninguna interaccion
que reduce sustancialmente la eficiencia de la composiciéon farmacéutica en un ambiente ordinario de usuarios. Los
posibles portadores farmacéuticos deben ser suficientemente de baja toxicidad para hacerlos adecuados para la
administracion al sujeto que se trata.

Se puede usar cualquier portador no toxico, inerte y efectivo para formular las composiciones contempladas en la
presente. Los portadores, excipientes y diluyentes farmacéuticamente aceptables, adecuados a este respecto son bien
conocidos por aquellos expertos en la técnica, tal como aquellos descritos en The Merck Index, Treceava Edicion,
Budavari et al., Eds., Merck & Co., Inc., Rahway, NJ. (2001); y the “Inactive Ingredient Guide”, U.S. Food and Drug
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Administration (FDA) Center for Drug Evaluation and Research (CDER) Office of Management. Los ejemplos de
portadores, excipientes y diluyentes farmacéuticamente aceptables, preferidos, uUtiles en las presentes composiciones
incluyen agua destilada, solucion salina fisioldgica, solucion de Ringer, solucion de dextrosa, solucion de Hank y DMSO.

Estos componentes inactivos adicionales asi como formulaciones efectivas y procedimientos de administracion, son
bien conocidos en la técnica y se describen en libros de texto normales, tal como Goodman and Gillman’s: The
Pharmacological Bases of Therapeutics, 8.* Ed., Gilman et al. Eds. Pergamon Press (1990) and Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18.% Ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa. (1990). El portador puede comprender, en total, de
aproximadamente 0.1 % a aproximadamente 99.99999 % en peso de las composiciones presentadas en la presente.

Aplicaciones Terapéuticas

En algunas modalidades, los compuestos de la formula (I) y férmula (I') se han encontrado que poseen actividad anti-
proliferativa y por lo tanto se cree que son de uso en el tratamiento de trastornos proliferativos tal como canceres y otros
trastornos asociados con proliferacion celular descontrolada. Como se define en la presente, un efecto anti-proliferativo
dentro del alcance de la presente materia se puede demostrar, por ejemplo, por la capacidad para inhibir cinasas
especificas de la proliferacién celular, in vitro o in vivo, o para inhibir la proliferacion celular en un ensayo de células
enteras in vitro, en un modelo animal in vivo o en administracion clinica humana.

Administracion

Las composiciones farmacéuticas de la presente materia se pueden adaptar para vias de administracién oral, rectal,
vaginal, parenteral, intramuscular, intraperitoneal, intraarterial, intratecal, intrabronquial, subcutanea, intradérmica,
intravenosa, nasal, bucal o sublingual.

Para administracion oral, se hace uso particular de tabletas comprimidas, pildoras, tabletas, capsulas, gotas y capsulas.
De manera preferente, estas composiciones contienen de 1 a 250 mg y de manera mas preferente de 10-100 mg, de
principio activo por dosis.

Otras formas de administracién comprenden soluciones o emulsiones que se pueden inyectar de manera intravenosa,
intraarterialmente, de manera intratecal, subcutaneamente, de manera intradérmica, intraperitonealmente o de forma
intramuscular, y que se preparan de soluciones estériles o esterilizables. Las composiciones farmacéuticas de la
presente materia también pueden estar en la forma de supositorios, pesarios, suspensiones, emulsiones, lociones,
unglentos, cremas, geles, aspersiones, soluciones o polvos de espolvorear.

Un medio alternativo de administracion transdérmica es por el uso de un parche cutaneo. Por ejemplo, el principio activo
se puede incorporar en una crema que consiste de una emulsion acuosa de polietilenglicoles o parafina liquida. El
principio activo también se puede incorporar, en una concentracion de entre 1 y 10 % en peso, en un ungliento que
consiste de una cera blanca o base de parafina blanda blanca conjuntamente con estabilizadores y conservadores como
se pueda requerir.

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

Las composiciones se pueden formular en formas de dosis unitarias, es decir, en la forma de porciones discretas que
contienen una dosis unitaria, o multiples o sub-unidades de una dosis unitaria.

Dosis

Los niveles apropiados de dosis en el orden de aproximadamente 0.001 mg a aproximadamente 5,000 mg por kilogramo
de peso corporal del agente activo de compuesto pueden ser Utiles en el tratamiento de enfermedades, trastornos, y
condiciones contempladas en la presente. Tipicamente, esta cantidad efectiva del agente activo comprendera en
general de aproximadamente 0.001 mg a aproximadamente 100 mg por kilogramo de peso corporal del paciente por
dia. Ademas, se entendera que esta dosis de agente activo se puede administrar en unidades de dosis individuales o
multiples para proporcionar el efecto terapéutico deseado.

En una modalidad, la dosis preferida terapéuticamente efectiva sera la cantidad de un compuesto de la presente materia
requerida para obtener una concentracién en suero, pero de manera mas preferente en tumor, concentracion
equivalente a la concentraciéon para lograr efectos fenotipicos en cualquiera de los muchos ensayos descritos en la
presente tal como pero no limitado a inhibiciéon de crecimiento de células AML Kasumi-1, inducciéon de apoptosis como
se indica por activacion de caspasa 3,7 en células MOLM-13 AML, degradacion de cinasas HER-2 y Raf-1 en células de
cancer de mama SKBr3, inactivacion de p-STAT3 en células de cancer de mama MDA-MB-468 seleccionada del grupo
que consiste de 1 nM a 200 uM; 1 nM a 100 uM; 1 nM a 50 uM; 100 nM a 100 uM; 100 nM a 50 uM; 100 nM a 20 uM; 1
nM a1 uM; y1nMa 100 nM. En una modalidad, el efecto fenotipico es el valor de ICsy para el ensayo. En una
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modalidad adicional, la dosis terapéuticamente efectiva preferida sera la cantidad requerida para obtener una
concentracion en suero, pero de manera mas preferente en tumor, concentracion equivalente a la concentracion para
lograr efectos fenotipicos en cualquiera de los muchos ensayos descritos en la presente, tal como la inhibicion de
crecimiento de células AML Kasumi-1, induccion de apoptosis como se indica por activacion de caspasa 3,7 en células
MOLM-13 AML, degradacioén de cinasas HER-2 y Raf-1 en células de cancer de mama SKBr3, inactivacion de p-STAT3
en células de cancer de mama MDA-MB-468 seleccionada del grupo que consiste de menos de 200 uM; menos de 100
uM; menos de 50 uM; menos de 25 uM; menos de 15 uM; menos de 10 uM; menos de 5 uM; menos de 2 uM; menos de
1 uM; menos de 500 nM; menos de 200 nM; o menos de 100 nM. En una modalidad adicional, el efecto fenotipico es el
valor de ICs para el ensayo.

Si se desea, se pueden emplear otros agentes terapéuticos en unién con aquellos proporcionados en las composiciones
descritas anteriormente. La cantidad de principios farmacéuticamente activos que se pueden combinar con los
materiales portadores para producir una forma de dosis individual variara dependiendo del hospedador tratado, la
naturaleza de la enfermedad, trastorno, o condicién, y la naturaleza de los principios activos.

Las composiciones farmacéuticas preferidas se pueden dar en una dosis diaria individual o multiple, diariamente. En
una modalidad, las composiciones farmacéuticas se dan de una a tres veces diariamente. Iniciando con una baja dosis
dos veces al dia y trabajando lentamente hasta mayores dosis si es necesario es una estrategia. La cantidad de
principios farmacéuticamente activos que se pueden combinar con los materiales portadores para producir una forma de
dosis individual variara dependiendo del hospedador tratado, de la naturaleza de la enfermedad, trastorno, o condicion,
y de la naturaleza de los principios activos. Sin embargo, se entiende que un nivel especifico de dosis para cualquier
paciente particular variara dependiendo de una variedad de factores, incluyendo la actividad del agente
farmacéuticamente activo especifico; la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de
administracion; la velocidad de excrecion; posibles combinaciones con farmacos; la severidad de la condicién particular
que se trate; y la forma de administracion. Un experto en la técnica apreciara la variabilidad de estos factores y sera
capaz de establecer niveles especificos de dosis usando no mas que experimentacion de rutina.

Los parametros farmacocinéticos, tal como biodisponibilidad, constante de velocidad de absorcién, volumen aparente de
distribucion, fraccién no unida, depuracion total, fraccion excretada sin cambio, metabolismo de primera pasada,
constante de velocidad de eliminacién, vida media y tiempo medio de residencia son todos bien conocidos en la técnica.

Las formulaciones farmacéuticas 6ptimas se determinaran por un experto en la técnica dependiendo de consideraciones
tal como la combinaciéon particular de agentes farmacéuticamente activos y la dosis deseada. Ver, por ejemplo,
“Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 18.% ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA 18042), p. 1435-1712. Estas
formulaciones pueden tener influencia en el estado fisico, estabilidad, velocidad de liberacion in vivo, y velocidad de
depuracion in vivo de los lipidos esenciales.

En una modalidad, la presente composicién farmacéutica de acuerdo con la materia descrita en la presente puede estar
en una forma intravenosa o una forma de dosis oral, por ejemplo, una capsula, una tableta, liquido y/o un polvo
envasado en, por ejemplo, un envase de uso individual o de multiples usos, incluyendo por ejemplo, un recipiente o
botella, o un envase de blister.

Se pueden preparar equipos y envases de dosis individuales que contienen una cantidad de una vez por dia o una vez
por tratamiento de la composicion farmacéutica. Dentro del alcance de la presente materia se contemplan recipientes
desechables de dosis individual, dosis unitaria y una vez por dia de las presentes composiciones farmacéuticas.

Terapia de Combinacién

En otra modalidad, las presentes composiciones farmacéuticas se pueden usar en combinaciéon con una forma de dosis
farmacéutica adicional para mejorar su efectividad en el tratamiento de un cancer, malignidad, o trastorno proliferativo. A
este respecto, las presentes composiciones preferidas se pueden administrar como parte de un régimen que incluye
adicionalmente cualquier otra forma de dosis farmacéutica y/o farmacéutica conocida en la técnica como efectiva para el
tratamiento de un cancer, malignidad, o trastorno proliferativo. De manera similar, un principio farmacéuticamente activo
diferente de aquellos especificados en la presente se puede adicionar a las presentes composiciones preferidas para
mejorar su efectividad al tratar un cancer, malignidad o trastorno proliferativo. Por consiguiente, este ingrediente
adicional farmacéuticamente activo o forma de dosis farmacéuticamente adicional se puede administrar a un paciente ya
sea de forma directa o indirecta, y de manera concomitante o secuencial, con las composiciones preferidas descritas en
la presente.

En este respecto, como Utiles para la terapia de combinacién analizada en la presente se contemplan adicionalmente
agentes anti-cancer, anti-malignidad o anti-trastorno proliferativo diferente de los compuestos analizados anteriormente.
En la presente se contemplan combinaciones de cualquiera de los agentes anteriores o sus sales o derivados
farmacéuticamente aceptables.
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En una modalidad de este respecto, las presentes composiciones y la forma de dosis farmacéuticamente adicional se
pueden administrar a un paciente a la vez. En una modalidad alternativa, se puede administrar una de las presentes
composiciones preferidas y la forma de dosis farmacéuticamente adicional en la mafiana y la otra se puede administrar
en la tarde.

En otra modalidad, los compuestos actualmente descritos se pueden administrar a un paciente en necesidad del mismo

en multiples formas de dosis farmacéuticas. Esta terapia de combinacién puede aumentar al maximo la efectividad de la
presente composicion al tratar un cancer, malignidad o trastorno proliferativo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de las presentes composiciones farmacéuticas y no se proponen que sean
limitaciones de la misma. Los compuestos se nombraron al usar la funciéon “Convertir Estructura a Nombres” en
ChemBioDraw Ultra V.11.0.1 (Cambridge Soft; Cambridge, MA).

Ejemplo 1: Sintesis Quimica y Purificacion

Aspectos Generales.- Se registraron los espectros de RMN en un espectromero de RMN Bruker AV-111-500 MHz. Los
cambios quimicos se reportan en valores & en ppm campo abajo desde TMS como la norma interna. Se reportan datos
de "H como sigue: cambio quimico, multiplicidad (s = singlete, d = doblete, t = triplete, q = cuarteto, br = amplio, m =
multiplete), constante de acoplamiento (Hz), integracién. Los cambios quimicos de 3C se reportan en valores & en ppm
campo abajo desde TMS como la norma interna. Se registraron espectros de masa de alta resolucién en un sistema
Waters LCT Premier. Se obtuvieron los espectros de masa de baja resolucion en un detector de LC de Alto Desempefio
con ionizacion de electro-rociado SQ Waters Acquity. Se realizé la HPLC analitica en un sistema Waters Autopurification
con un detector PDA, MicroMass ZQ y ELSD. Se realizé la cromatografia analitica en capa delgada en placas de gel de
silice F254 de 250 uM. Se realizé la cromatografia preparativa de capa delgada en placas de gel de silice F254 de 1000
MM. Se realiz6 la cromatografia de columna instantanea empleando gel de silice malla 230-400. Los solventes fueron
grado HPLC. Todos los reactivos se compraron de Aldrich o Acros Organics y se usaron sin purificacion. Todas las
reacciones se realizaron bajo proteccion de argon.

(2) - PU24FCA1
Se sintetiz6 2 de acuerdo al procedimiento anteriormente publicado. RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 6.46 (s, 1H), 6.17 (br
s, 2H), 4.31 (s, 2H), 4.12 (t, J = 7.3 Hz, 2Hg, 3.91 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 2.19 (dd, J = 6.6, 2.5 Hz, 2H), 1.97 (t,

J =2.5Hz, 1H), 1.94-1.87 (m, 2H); RMN "°C (166 MHz, CDCl3) 5 159.8, 157.7, 156.2, 152.8, 152.4, 150.5, 150.2, 142.6,
128.7,119.7, 116.8, 108.5, 82.2, 69.8, 61.1, 56.2, 42.1, 31.5, 28.1, 15.7; MS (m/z): [M+H]" 434.1.

(3) - PU-H71
Se sintetiz6 3 de acuerdo al procedimiento anteriormente publicado. RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 8.33 (s, 1H), 7.31 (s,
1H), 6.89 (s, 1H), 5.99 (s, 2H), 5.58 (br s, 2H), 4.30 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.74-2.69 (m, 1H), 2.58 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.01-

1.96 (m, 2H), 1.03 (d, J = 6.2 Hz, 6H); RMN '°C (166 MHz, CDCls) & 154.6, 152.9, 151.6, 149.2, 148.9, 146.2, 127.9,
120.1, 119.2, 112.2, 102.2, 91.1, 48.7, 43.9, 41.7, 30.3, 22.9; MS (m/z): [M+H]" 513.0.

(5) - GM-Cy3B
Se sintetiz6 5 de acuerdo al procedimiento anteriormente publicado. MS (m/z): [M+Na]" 1181.3.

Esquema de Sintesis 1

El Esquema 1 de Sintesis proporciona ejemplos para sintetizar los compuestos 18-26, YK5 (4), y YK20 (6).
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Reactivos y condiciones: (a) PMBCI, NaH, DMF, 0°C a temperatura ambiente, 12 h, 95 %; (b) NIS, MeCN, temperatura
ambiente, 1 h, 98 %; (c) 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina, neocuproina, Cul, K,CO3;, DMSO, 120°C, 16 h, 65 %; (d)
Ac,0, DMAP, 110°C, 2 h, 91 %; (e) TFA, CHCIs, 62°C, 24 h, 95 %; (f) HF/piridina, NaNO,, 0°C, 1 h, 54 %; (g) 1-
metilpiperizina, DMF, 90°C, 1 h, 90 %; (h) NaOH, H>O, MeOH, 60°C, 1 h, 95 %; (i) cloruro de acriloilo, EtsN, dioxano,
temperatura ambiente, 24 h, 50 % o cloruro de octanoilo, Et;N, dioxano, temperatura ambiente, 12 h, 71 %.

(19)-4,6-dimetoxi-N,N-bis(4-metoxibencil)pirimidin-2-amina

A una solucion de 2-amino-4,6-dimetoxipirimidina (2.0 g, 12.9 mmol) en 20 mL de DMF a 0°C, se adicioné NaH (1.24 g, 51.5
mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 min. Se adicioné cloruro de 4-metoxibencilo (4.03 g, 25.7
mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se extinguié con metanol y se removio el
solvente bajo presion reducida. El residuo se disolvio en EtOAc, se lavé con salmuera y se secd sobre MgSO.. El solvente se
evaporo bajo pre3|on reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna (hexano:EtOAc, 4:1) para dar 4.8 g (95
%) de 19. RMN "H (500 MHz, CDCls): & 7.26 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 6.89 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 5.47 (s, 1H), 4.78 (s, 4H), 3.85 (s,
6H), 380 (s, 6H); RMN "°C (166 MHz, CDCl3): & 171.9, 161.5, 158.7, 130.9, 129.1, 113.8, 78.7, 55.2, 53.4, 48.3; MS (m/z):
[M+H]" 396.3.

(20)-5-yodo-4,6-dimetoxi-N,N-bis(4-metoxibencil)pirimidin-2-amina

A una solucién de 19 (4.8 g, 12.3 mmol) en 50 mL de acetonitrilo, se adiciond N-yodosuccinimida (4.13 g, 184 mmol) y se
agité a temperatura ambiente durante 1 h. El solvente se evaporo y el residuo se purificd por cromatografia en columna
(hexano:EtOAc, 4:1) para dar 6.3 g (98 %) de 20. RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 7.18 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 6.83 (d, J = 8.6 Hz,
4H), 4.71 (s, 4H), 3.89 (s, 6H) 3.79 (s, 6H); RMN "C (166 MHz, CDCl3): 5 169.1, 160.9, 158.8, 130.5, 129.0, 113.9, 55.3, 54.7,
48.6, 43.9; MS (m/z): [M+H]" 522.4.

(21) 2-(2-(bis(4-metoxibencil)amino)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidina-4,6-diamina

Una mezcla de 20 (6.2 g, 11.9 mmol), 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina (1.7 g, 11.9 mmol), neocuproina (0.538 g, 2.38
mmol), yoduro de cobre (0.452 g, 2.38 mmol), y carbonato de potasio (3.3 g, 33.8 mmole) en 100 mL de DMSO se agitd
a 120°C durante 16 h. El solvente se removid bajo presion reducida y eI residuo se purificd por cromatografia en
columna (CHClo:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 4.2 g (65 %) de 21. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 5 7.18 (d, J = 8.6
Hz, 4H), 6.80 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 5.09 (s, 1H), 4.68 (s, 4H), 4.40 (s, 4H), 3.79 (s, 6H), 3.74 (s, 6H); MS (m/z): [M+H]"
536.5.

(22) N,N'-(2-(2-(bis(4-metoxibencil)amino)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio) pirimidina-4,6-diil)diacetamida

Una solucion de 21 (3.2 g, 6.0 mmol) y DMAP (0 037 g, 0.3 mmol) en 20 mL de anhidrido acético se agit6 a 110°C
durante 2 h. El solvente se removié bajo presion redu0|da y el residuo se purific6 por cromatografia en columna
(hexano:EtOAc, 1:1) para dar 3.4 g (91 %) de 22. RMN 'H (500 MHz, CDCIl/DMSO-Jd): & 8.25 (br s, 1H), 7.70 (br s,
2H), 7.18 (d, J = 10.0 Hz, 4H), 6.81 (d, J = 10.0 Hz, 4H), 4.70 (s, 4H), 3.78 (s, 6H), 3.74 (s, 6H), 2.10 (s, 6H); MS (m/z):
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[M+H]" 620.4.

(23) N,N'-(2-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio) pirimidina-4,6-diil)diacetamida

Una solucién de 22 (0.950 g, 1.5 mmol) en 20 mL de TFA:CHCI; (1:1) se calenté a 62°C durante 24 h. Se removieron
TFA en exceso y el solvente bajo presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna (CH,Cl,:MeOH,
20:1) para dar 0.550 g (95 %) de 23. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): & 10.51 (br s, 2H), 8.37 (br s, 1H), 6.98 (s, 2H),
3.78 (s, 6H), 2.06 (s, 6H); RMN °C (166 MHz, DMSO-d6): 5 170.9, 170.1, 169.2, 162.5, 158.9, 92.8, 78.5, 53.9, 24.1;
MS (m/z): [M+H]" 380.2.

(24) N,N'-(2-(2-fluoro-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio) pirimidina-4,6-diil)diacetamida

Se adicioné 23 (2.0 g, 5.3 mmol) a un tubo de plastico equipado con una barra de agitacion y se enfrié a 0°C. Entonces
se adicion6 una solucion de HF/piridina (3.6 mL, 144 mmol). Se adicioné NaNO; (0.545 g, 7.9 mmol) en porciones
durante un periodo de 20 minutos con agitacion. Se agité vigorosamente durante 50 minutos adicionales a 0°Cy 2 h a
temperatura ambiente. Se adicioné CaCO3 (14.4 g, 144 mmol) para destruir el HF en exceso. La mezcla se extrajo con
CH.Cl, y se purificé por cromatografia en columna (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 1.1 g (54 %) de 24. RMN "H
(500 MHz, CDCl3): 6 8.45 (s, 1H), 7.61 (s, 2H), 4.00 (s, 6H), 2.18 (s, 6H); MS (m/z): [M+H]" 383.2.

(25) N,N'-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio) pirimidina-4,6-diil)diacetamida

A una solucion de 24 (30 mg, 0.078 mmol) en 2 mL de DMF se adiciond 1-metilpiperazina (31 mg, 0.31 mmol) y se
calentd a 90°C durante 1 h. Se removieron el solvente y el reactivo en exceso bajo presion reducida y el residuo se
purificd por cromatografia en columna (CHCl3:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para producir 32 mg (90 %) de 25. RMN "H (500
MHz, CDCl3): 6 8.36 (br s, 1H), 8.13 (br s, 2H), 3.88 (s, 6H), 3.87 (m, 4H), 2.46 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 1.99 (s, 6H); RMN
3C (166 MHz, CDCl3): 5 172.2, 169.4, 168.9, 160.4, 158.9, 96.1, 95.9, 54.7, 54.3, 46.1, 43.8, 24.7; MS (m/z): [M+H]"
463.2.

(26) 2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidina-4,6-diamina

Una mezcla de 25 (50 mg, 0.108 mmol), NaOH 1 N (acuoso) (2 mL) en 4 mL de metanol se agit6é a 60°C durante 1 h. Se
removieron los solventes bajo presion reducida y el residuo se purificd por TLC preparatoria para dar 39 mg (95 %) de
26. RMN "H (500 MHz, CDCls):  5.19 (s, 1H), 4.48 (s, 4H), 3.88 (s, 6H), 3.87 (m, 4H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s, 3H); MS
(m/z): [M+H]" 378.9.

YKS5 (4)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

A una solucién de 26 (0.370 g, 0.977 mmol) y EtsN (0.988 g, 9.77 mmol) en 10 mL de dioxano anhidro se adiciond
cloruro de acriloilo (0.855 g, 9.77 mmol) gota a gota bajo bafio de agua. La mezcla resultante se agitd a temperatura
ambiente durante 24 h. El solvente se removid bajo presidon reducida y el residuo se purificé por TLC preparatoria
(CHCI3:MeOH-NH; (7N), 10:1) para dar 0.211 g (50 %) de 4. RMN "H (500 MHz, CDCl3): 5 7.96 (br s, 1H), 7.04 (s, 1H),
6.41 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 6.17 (dd, J = 16.8, 10.3 Hz, 1H), 5.78 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.83 (br s, 2H), 3.88 (s, 6H), 3.87
(m, 4H), 2.47 (m, 4H), 2.35 (s, 3H); RMN °C (166 MHz, CDCl3): 5 169.3, 168.8, 162.6, 162.5, 158.3, 154.9, 128.9,
127.1, 86.7, 78.2, 53.1, 52.4, 44.5, 41.9; HRMS (m/z): [M+H]" calculado para CigHzsNgOsS, 433.1770; encontrado
433.1750; HPLC: (a) H20O + 0.1 % TFA (b) ACN + 0.1 % TFA (5 a 95 % ACN en 10 min.) Rt = 6.28 min.

YK20 (6) - N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio) pirimidin-4-il)octanamida

A una solucién de 26 (20 mg, 0.049 mmol) y EtsN (49 mg, 0.49 mmol) en 1 mL de dioxano anhidro se adicion6 cloruro
de octanoilo (80 mg, 0.49 mmol) gota a gota. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 12 h. El
solvente se removi6 bajo presion reducida y el residuo se purificé por TLC preparatoria (CHCl3:MeOH-NH3 (7N), 10:1)
para dar 17 mg (71 %) de 6. RMN "H (500 MHz, CDCl3): 5 8.01 (br s, 1H), 6.97 (s, 1H), 4.86 (br s, 2H), 3.89 (s, 6H), 3.86
(m, 4H} 2.46 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 2.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.62 (m, 2H), 1.20-1.30 (m, 8H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H);
RMN "°C (166 MHz, CDCls): & 172.7, 171.1, 170.4, 164.3, 160.0, 156.7, 87.9, 80.1, 54.9, 54.2, 46.3, 43.7, 37.7, 31.6,
29.1,29.0, 25.2, 22.6, 14.1; HRMS (m/z): [M+H]" calculado para C23Ha7NgO3S, 505.2709; encontrado 505.2701; HPLC:
(a) H2O + 0.1 % TFA (b) ACN + 0.1 % TFA (5 a 95 % ACN en 10 min.) Rt = 7.98 min.

Esquema de Sintesis 2

El Esquema 2 de Sintesis proporciona ejemplos para sintetizar los compuestos 28-36, YK30 (15), y YK31 (16).
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Reactivos y condiciones: (a) NaH, EtOH, reflujo, 12 h, 89 %; (b) PMBCI, NaH, DMF, 0°C a temperatura ambiente, 12 h,
97 %; (c) NIS, MeCN, temperatura ambiente, 1 h, 96 %; (d) 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina, neocuproina, Cul, K2COs3,
DMSO, 120°C, 16 h, 80 %; (e) Ac20, DMAP, 110°C, 2 h, 89 %; (f) TFA, CHCl3, 62°C, 24 h, 92 %; (g) HF/piridina, NaNO,
0°C, 1 h, 46 %; (h) 1-metilpiperizina, DMF, 90°C, 1 h, 91 %; (i) NaOH, H,O, MeOH, 60°C, 1 h, 93 %; (j) cloruro de
acriloilo, EtsN, dioxano, temperatura ambiente, 12 h, 40 % o cloruro de propionilo, EtsN, dioxano, temperatura ambiente,
12 h, 66 %.

(28)-2-amino-4,6-dietoxipirimidina

A una solucion de 2-amino-4,6-dicloropirimidina (1.0 g, 6.09 mmol) en 20 mL de etanol absoluto se adicion6 NaH (0.585
g, 24.39 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla se agit6 bajo reflujo durante 12 h. El solvente se removié bajo
presion reducida y el residuo se disolvio en diclorometano y se lavé con salmuera. El solvente se evaporé y el solido
resultante se purifico por cromatografia en columna (hexano:EtOAc, 4:1) para dar 1.0 g (89 %) de 28. RMN 'H (500
MHz, CDCl;): 8 5.42 (s, 1H), 4.78 (br s, 2H), 4.24 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 6H); MS (m/z): [M+H]" 183.9.

(29)-4,6-dietoxi-N,N-bis(4-metoxibencil)pirimidin-2-amina

A una solucién de 28 (1.00 g, 5.46 mmol) en 20 mL de DMF a 0°C, NaH (0.524 g, 21.83 mmol) se adiciond y se agit6 a
temperatura ambiente durante 10 min. Se adicioné cloruro de 4-metoxibencilo (1.88 g, 12.0 mmol) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se extinguié con etanol y el solvente se removié bajo presion
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reducida. El residuo se disolvio en EtOAc, se lavé con salmuera, se secod sobre MgSO, y se concentrd para dar un
residuo que se purifico por cromatografia en columna (hexano:EtOAc, 4:1) para dar 2.25 g (97 %) de 29. RMN "H (500
MHz, CDCl3): 6 7.18 (d, J = 8.1, 4H) 6.84 (d, J = 8.1, 4H), 5.38 (s, 1H), 4.70 (s, 4H), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.79 (s,
6H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 6H) RMN 3C (166 MHz, CDCls): 6 171.5, 161.4, 158.6, 130.9, 129.0, 113.7, 78.6, 61.8, 55.2,
48.1, 14.6; MS (m/z): [M+H]" 424.2.

(30)-5-yodo-4,6-dietoxi-N,N-bis(4-metoxibencil)pirimidin-2-amina

A una solucion de 29 (2.2 g, 5.2 mmol) en 50 mL de acetonitrilo, se adicion6 N-yodosuccinimida (1.7 g, 8 mmol) y se
agitd a temperatura ambiente durante 1 h. El solvente se removid bajo presion redumda y el residuo se purificé por
cromatografia en columna (hexano: EtOAc, 4:1) para dar 2.75 g (96 %) de 30. RMN "H (500 MHz, CDCls): & 7.17 (m,
4H), 6.84 (m, 4H), 4.68 (s, 4H), 4.34 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.80 (s, 6H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 6H); RMN 13’C (166 MHz,
CDCI3/DMS0-J6): 5 168.3, 160.4, 158.2, 130.1, 128.4, 113.2, 62.6, 54.8, 48.1, 44.2, 14.1; MS (m/z): [M+H]" 550.1.

(31) 2-(2-(bis(4-metoxibencil)amino)-4,6-dietoxipirimidin-5-iltio)pirimidina-4,6-diamina

Una mezcla de 30 (2.75 g, 5.0 mmol), 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina (0.71 g, 5.0 mmol), neocuproina (0.226 g, 1.0
mmol), yoduro de cobre (0.190 g, 1.0 mmol), y carbonato de potasio (1.38 g, 10.0 mmol) en 60 mL de DMSO se agit6 a
120°C durante 16 h. Se removié el solvente bajo presién reducida y el residuo se purificd parcialmente por
cromatografia en columna (CH2Cl:MeOH-NH; (7N), 20:1) para dar 2.2 g (80 %) de 31 impuro [MS (m/z): [M+H]" 564.2],
que se uso sin purificacion adicional en el siguiente paso.

(32) N,N'-(2-(2-(bis(4-metoxibencil)amino)-4,6-dietoxipirimidin-5-iltio) pirimidina-4,6-diil)diacetamida

Una solucién de 31 (1.2 g, 2.19 mmol) y DMAP (0 013 g, 0.11 mmol) en 20 mL de anhidrido acético se agité a 110°C
durante 2 h. El solvente se removié bajo presion redu0|da y el residuo se purific6 por cromatografia en columna
(hexano:EtOAc, 1:1) para dar 1.2 g (89 %) de 32. RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 8.22 (s, 2H), 7.21 (d, J = 8.5 Hz, 4H),
6.86 (d, J = 8.5 Hz, 4H), 4.70 (s, 4H) 4.32 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.80 (s, 6H), 2.16 (s, 6H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H); MS
(m/z): [M+H]" 648.1.

(33) N,N'-(2-(2-amino-4,6-dietoxipirimidin-5-iltio)pirimidina-4,6-diilJdiacetamida

Una solucion de 32 (2.00 g, 3.09 mmol) en 20 mL de TFA:CHCI3 (1:1) se calent6 a 62°C durante 24 h. Se removieron el
TFA en exceso y el solvente bajo presién reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna (CH,Cl,:MeOH,
20:1) para dar 1.15 g, (92 %) de 33 [MS (m/z): [M+H]" 407.8].

(34) N,N'-(2-(2-fluoro-4,6-dietoxipirimidin-5-iltio) pirimidina-4,6-diil) diacetamida

Se adicioné 33 (1.5 g, 3.68 mmol) a un tubo de plastico equipado con una barra de agitacion y enfriado a 0°C. Entonces
se adiciond una solucion de HF/piridina (3.0 mL, 120 mmol). Después de varios minutos, se adicion6 NaNO- (0.380 g,
5.52 mmol) en porciones durante un periodo de 20 minutos con agitacion. Se agité vigorosamente durante 50 minutos
adicionales a 0°C. Se adicioné CaCOs3 (12.0 g, 120 mmol) para destruir el exceso de HF. La mezcla se extrajo con
CH.Cl, y se purifico por cromatografia en columna (CH2ClzMeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 0.76 g (46 %) de 34. RMN 'H
(500 MHz, CDCls3): 6 8.47 (br s, 1H), 7.85 (br s, 2H), 4.44 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.17 (s, 6H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 6H); MS
(Wiz): [M+H]+ 411.3.

(35) N,N'-(2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)pirimidina-4,6-diil\diacetamida

A una solucién de 34 (0.165 g, 0.402 mmol) en 3 mL DMF se adicion6 1-metilpiperazina (400 mg, 4.4 mmol) y se calentd
a 90°C durante 1 h. El solvente se removio6 bajo presion reducida y el reS|duo se purifico por cromatografia en columna
(CH2Cl :MeOH-NHs3 (7N), 10:1) para producir 0.180 g (91 %) de 35. RMN "H (500 MHz, CDCls): & 8.35 (br s, 1H), 8.06
(br s, 2H), 4.35 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.82 (m, 4H), 2.43 (m, 4H), 2.36 (s, 3H), 2.15 (s, 6H), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 6H); MS
(m/z): [M+H]" 491.2.

(36)-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidina-4,6-diamina

Una mezcla de 35 (0.130 g, 0.265 mmol), NaOH 1 N (acuoso) (2 mL) en 7 mL de metanol se agité a 60°C durante 1 h.
El solvente se removio bajo preS|on reducida y el residuo se purificé por TLC preparatoria (CH2Cl,:MeOH, 10:1) para dar
0.100 g (93 %) de 36. RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 5 5.17 (br s, 1H) 4.48 (s, 4H), 4.34 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.83 (m, 4H),
2.47 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 6H); MS (m/z): [M+H]" 407.1.

YK30 (15)-N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida
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A una solucién de 36 (20 mg, 0.049 mmol) y EtsN (49 mg, 0.49 mmol) en 1 mL de dioxano anhidro se adicion6 cloruro
de acriloilo (44 mg, 0.49 mmol) gota a gota. La mezcla resultante se agitd6 a temperatura ambiente durante 12 h. El
solvente se removié bajo presion redumda y el residuo se purifico por TLC preparatoria (CHCIl3:MeOH-NH3 (7N), 10:1)
para dar 9 mg (40 %) de 15. RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 8.14 (br s, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.40 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 6.19
(dd, J = 16.9, 10.4 Hz, 1H), 5.77 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 4.83 (br s, 2H), 4.35 (q, J = 7.0 Hz, 4H), 3.83 (m, 4H), 2.46 (m,
4H), 2.35 (s, 3H), 1.28 (t, J = 7.0 Hz, 6H); RMN 13’C (166 MHz, DMSO-d6): 6 170.1, 169.2, 164.8, 164.2, 159.4, 156 .4,
131.3, 128.1, 87.5, 79.9, 62.0, 54.3, 46.6, 43.2, 14.4; HRMS (m/z): [M+H]" calculado para CxoH29NgO3S, 461.2083;
encontrado 461.2096; HPLC: (a) H20 + 0.1 % TFA (b) ACN + 0.1 % TFA (5 a 95 % ACN en 10 min.) Rt = 5.57 min.

YK31 (16)-N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio) pirimidin-4-il)propionamida

A una solucién de 36 (20 mg, 0.049 mmol) y EtsN (49 mg, 0.49 mmol) en 1 mL de dioxano anhidro se adicion6 cloruro
de propionilo (45 mg, 0.49 mmol) gota a gota. La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 12 h. El
solvente se removid bajo presion redumda y el residuo se purifico por TLC preparatoria (CHCIl3:MeOH-NH3 (7N), 10:1)
para dar 15 mg (66 %) de 16. RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 8.17 (br s, 1H), 6.95 (s, 1H), 4.84 (br s, 2H), 4.35 (q, J = 7.5,
4H), 382(m 4H), 2.44 (m, 4H), 2.34 (s, 3H), 2.34 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.28 (t, J = 7.5 Hz, 6H), 1.15 (t, J = 7.5 Hz, 3H);
RMN *C (166 MHz, CDCI3) 6 173.3, 170.6, 170.5, 164.2, 160.0, 156.7, 87.7, 80.3, 62.4, 54.9, 46.3, 43.7, 30.6, 14.5,
9.1; HRMS (m/z): [M+H]" calculado para CaoH31NgO3S, 463.2240; encontrado 463.2253; HPLC: (a) H20 + 0.1 % TFA (b)
ACN + 0.1 % TFA (5a95 % ACN en 10 min.) Rt = 6.22 min.

Esquema de Sintesis 3

El Esquema 3 de Sintesis proporciona ejemplos para sintetizar los compuestos 38-43, YK57 (11), y YK56 (10).

|
N

NH; NH, F [ j
N )\ N a N )\ N b N 2\ N [ N d
~ A /K/k ~ )\/K =~
o cl 07 XN 0(CHLCHO)H 0 O(CH,CH,0)4H )N\/lNk
NN
37 3 s o O(CH,CH;O)H
4

[ :l [Nj N)\|N
e f NATXY g
)N\ —_— Nél\lN e 0)\?\?\ —_—
- /g/lh\l\ 07 N 0(CHCH,0)H o N )\N &
(o} O(CH,CH,0)H S \)J\ M 1
N N
| o —
# HZNJ\)\NHZ I\
" 43 O\L o}
OJ\/
I
| @
o .,
\O)ﬁ)\o h o ! o
S
| XN N \L
\)k /\\/kNHZ \LO N NHg o
5 R :
° /&
VK57 11 \L YK56 10 I J\/\/

93



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 608 670 T3

Reactivos y condiciones: (a) H(OCH2CH,)sOH, DMF 80°C 3 h, 83 %; (b) HF/piridina, NaNO,, 0°C, 42 %; (c) 1-
metilpiperazina, DMF, 90°C, 1 h, 91 %; (d) NIS, CHsCN, temperatura ambiente, 1.5 h, 85 %; (e) 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina, neocuproina, Cul, KsPO4, DMSO, 150°C, 2.5 h, 73 %; (f) cloruro de acriloilo, EtsN, CH2Cl,, 0°C a
temperatura ambiente, 8 h, 38 %; (g) NaOH, H.O, THF, temperatura ambiente, 6 h, 52 %; (h) D-biotina, DCC, DMAP,
CHCly, sonicato, 8 h, 72 %.

(38)-2-(2-(2-(2-(2-amino-6-metoxipirimidin-4-iloxi)etoxi) etoxi)etoxi)etanol

A 7.28 g (37.5 mmol) de tetraetilenglicol disuelto en 20 mL de DMF se adicionaron 0.900 g (37.5 mmol) de NaH y la
suspension resultante se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se adicionaron 2.0 g (12.5 mmol) de
2-amino-4-cloro-6-metoxipirimidina y la mezcla de reaccion se calenté a 80°C durante 3 h. El solvente se removié bajo
presion reducida y el residuo aceitoso se purificd por cromatografia en columna (EtOAc:MeOH, 100:0 a 95:5) para dar
3.30 g (83 %) de un aceite 38. TLC (EtOAc:MeOH, 95:5 v/v): Rf = 0.24; RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 5.48 (s, 1H), 5.08
(br's, 2H), 4.39 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.79 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.60-3.73 (m, 12H), 3.21 (br s, 1H); RMN "*C
(166 MHz, CDCl3): 8 172.6, 172.0, 162.4, 80.2, 72.8, 70.86, 70.80, 70.77, 70.57, 69.7, 65.6, 61.8, 53.9; MS (m/z): [M+H]"
318.1.

(39)-2-(2-(2-(2-(2-fluoro-6-metoxipirimidin-4-iloxi)etoxi) etoxi)etoxi)etanol

Se adicionaron 1.55 g (4.88 mmol) de 38 a un tubo de plastico equipado con una barra de agitacién y enfriado a 0°C.
Entonces se adicioné una solucién de HF/piridina (1.22 ml, 48.8 mmol). Después de varios minutos, se adicionaron
0.505 g (7.32 mmol) de NaNO3 en porciones durante un periodo de 20 minutos con agitacion. Se agité vigorosamente
durante 70 minutos adicionales a 0°C y a temperatura ambiente durante 3 horas. Luego, se adicionaron 15 ml de CH.Cl,
y 4.88 g de CaCOs3 (48.8 mmol) y la mezcla se agitdé durante 5 horas a temperatura ambiente. Entonces se filtré sobre
un embudo de disco sinterizado y el sélido se lavd con EtOAc (4 x 25 ml). El filtrado combinado se filtré sobre celita, se
concentrd bajo presion reducida y el residuo aceitoso se purificé por cromatografia en columna (EtOAc:MeOH, 100:0 a
95:5) para dar 0.65 g (42 %) de un aceite 39. TLC (EtOAc): Rf = 0.19; RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & 5.99 (s, 1H), 4.48-
4.50 (m, 2H), 3.95 (s, 3H), 3.80-3.84 (m, 2H), 3.58-3.75 (m, 12H), 2.56 (br s, 1H); RMN "°C (166 MHz, CDCl3): & 173.7
(d, J =15.7 Hz), 173.0 (d, J = 15.7 Hz), 161.6 (d, J = 215.9 Hz), 88.0 (d, J = 6.8 Hz), 72.5, 70.70, 70.68, 70.57, 70.37,
69.2, 66.6, 61.8, 54.7; MS (m/z): [M+H]" 321.2.

(40) 2-(2-(2-(2-(6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-4-iloxi)etoxi)etoxi)etoxi)etanol

Se disolvieron 0.55 g (1.72 mmol) de 39 en 40 ml de DMF y se adicionaron 1.72 g (17.2 mmol) de 1-metilpiperazina y se
calentaron a 90°C durante 1 h. Se removieron el solvente y el reactivo en exceso bajo presion reducida y el residuo
aceitoso se purifico por cromatografia en columna (CH2Cl:MeOH-NHs (7N), 20:1) para dar 0.63 g (91 %) de un aceite
40. TLC (CH2Clz:MeOH-NH3 (7N), 20:1 viv): Rf = 0.24; RMN "H (500 MHz, CDCl3): 5 5.40 (s, 1H), 4.42 (t, J = 5.0 Hz,
2H), 3.85 (s, 3H), 3.80 (t, J = 5.1 Hz, 4H), 3.65-3.73 (m, 12H), 3.60 (t, J = 4.5 Hz, 2H), 2.44 (t, J = 5.1 Hz, 4H), 2.33 (s,
3H); RMN "°C (166 MHz, CDCls): & 172.0, 171.3, 160.7, 78.5, 72.6, 71.8, 70.64, 70.55, 70.33, 69.5, 65.1, 61.7, 54.9,
53.5, 46.2, 43.7; MS (m/z): [M+H]" 401.3.

(41) 2-(2-(2-(2-(5-yodo-6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-iloxi)etoxi)etoxi)etoxi)etanol

A 0.600 g (1.50 mmol) de 40 disuelto en 20 ml CH3zCN se adicioné 0.581 g (2.58 mmol) de N-yodosuccinimida y la
solucion se agité durante 1.5 h a temperatura ambiente. El solvente se removio bajo presiéon reducida y el residuo
aceitoso se purificéd por cromatografia en columna (CHCIls:MeOH:EtsN, 90:10:2) para dar 0.670 g (85 %) de un aceite 41.
TLC (CHCI3:MeOH:Et:N, 90:10:2 v/iv/v): Rf = 0.29; RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 4.46 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 3.92 (s, 3H),
3.86 (m, 4H), 3.57-3.83 (m, 14H), 2.46 (m, 4H), 2.33 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 527.2.

(42)-2-(2-(2-(2-(5-(4,6-diaminopirimidin-2-iltio)-6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-iloxi)etoxi)etoxi) etoxi)etanol

Se calentaron a 150°C durante 2.5 horas 0.620 g (1.18 mmol) de 41, 0.501 g (2.36 mmol) K3PO,, 0.053 g (0.236 mmol)
neocuproina, 0.045 g (0.236 mmol) yoduro de cobre, y 0.184 g (1.30 mmol) 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina en 14 ml DMSO.
El solvente se removio bajo presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna (CHCl3:MeOH:EtsN, 99:1:2
a 95:5:2) para dar 0.465 g (73 %) de 42. TLC (CHClz:MeOH:Et:N, 85:15:2 viviv): Rf = 0.35; RMN "H (500 MHz, CDCl5): 5 5.18
(s, 1H), 4.94 (br s, 4H), 4.45 (t, J = 4.2 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.80-3.86 (br s, 4H), 3.74 (t, J = 4.2 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 4.7 Hz,
2H), 3.51-3.63 (m, 10H), 2.46 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 2.35 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 541.4.

(43) - Acrilato de 2-(2-(2-(2-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-2-iltio)-6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-
iloxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo

A 0.100 g (0.185 mmol) de 42 en 2 ml de CH,Cl; a 0°C se adicionaron 0.037 g (51 pl, 0.370 mmol) de EtsN. Entonces a
0°C se adicionaron 0.117 g (105 pl, 1.30 mmol) de cloruro de acriloilo. Después de 5 minutos se removié el bafio de
hielo y se continud la agitacion a temperatura ambiente. Después de 2 horas adicionales, se adicionaron 0.037 g (51 pl,
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0.370 mmol) de EtsN y 0.050 g (45 pl, 0.555 mmol) de cloruro de acriloilo y la agitacion se continué durante 6 horas
adicionales. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida y el residuo se purificé por TLC preparatoria
(CH2Cl:MeOH-NH;z (7N), 12:1) para producir 0.049 g (38 %) de 43. RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & 8.16 (br s, 1H), 7.06
(s, 1H), 6.39-6.42 (m, 2H), 6.10-6.27 (m, 2H), 5.76-5.83 (m, 2H), 4.92 (s, 2H), 4.49 (br s, 2H), 4.29 (br s, 2H), 3.89 (s,
3H), 3.86 (s, 4H), 3.51-3.74 (m, 12H), 2.48 (s, 4H), 2.37 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 649.4.

YK57 (11) - N-(6-amino-2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi) _etoxi)etoxi)-6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

A 0.042 g (0.0647 mmol) de 43 disueltos en 0.8 ml de THF se adicionaron 0.2 mL de 0.5 N NaOH a temperatura
ambiente y se agitd durante 6 horas. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida y el residuo se purifico
por TLC preparatoria (CHCl3:MeOH-NH; (7N), 10:1) para producir 0.020 g (52 %) de 11. RMN "H (500 MHz, CDCls): &
8.38 (s, 1H), 7.07 (s, 1H), 6.42 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 6.24 (dd, J = 16.7, 10.3 Hz, 1H), 5.77 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.95 (br
s, 2H), 4.49 (br s, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.86 (br s, 4H), 3.51-3.74 (m, 14H), 2.47 (br s, 4H), 2.36 (s, 3H); HRMS (m/z):
[M+H]" calculado para C2sH39NsO7S, 595.2662; encontrado, 595.2658; HPLC: (a) H2O + 0.1 % TFA (b) ACN + 0.1 %
TFA (5295 % ACN en 10 min.) Rt = 5.05 min.

YK56 (10) - 5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(5-(4-acrilamido-6-
aminopirimidin-2-iltio)-6-metoxi-2-(4-metil-piperazin-1-il)pirimidin-4-iloxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo

Se trataron con ultrasonido durante 8 horas en un tubo sellado 5.0 mg (0.0084 mmol) de 11, 7.0 mg (0.0287 mmol) D-
(+)-biotina, 1.0 mg (0.0084 mmol) DMAP, 14.0 mg (0.0679 mmol) DCC en 2 ml de CHxCl,. La mezcla de reaccion se
concentrd bajo presion reducida y el residuo se purific6 por TLC preparatoria (CHCl3:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para
producir 5.0 mg (72 %) de 10. RMN "H (500 MHz, CDCl3): 5 9.58 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.41-6.43 (m, 2H), 6.19 (br s, 1H),
5.77 (br s, 1H), 5.73 (dd, J = 7.3, 4.3 Hz, 1H), 5.31 (br s, 2H), 4.5-4.6 (m, 2H), 4.41-4.47 (m, 1H), 4.35-4.4 (m, 1H), 4.15-
4.25 (m, 2H), 3.85-3.93 (br s, 7H), 3.5-3.75 (m, 12H), 3.14-3.19 (m, 1H), 2.93 (dd, J = 12.9, 4.9 Hz, 1H), 2.84 (d, J = 12.7
Hz, 1H), 2.56 (br s, 4H), 2.41 (s, 2H), 2.28 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.37-1.78 (m, 6H); RMN "*C (166 MHz, CDCl3): & = 173.2,
170.7, 170.2, 169.4, 164.6, 164.3, 163.7, 159.5, 156.6, 130.6, 128.3, 88.3, 77.2, 70.5, 70.2, 70.1, 69.3, 68.8, 65.8, 63.1,
61.8, 59.9, 55.2, 54.2, 53.8, 45.4, 42.9, 40.1, 33.4, 29.3, 27.9, 27.8, 24.4; HRMS (m/z): [M+H]" calculado para
C3sHs3N1009S2, 821.3438; encontrado, 821.3439; HPLC: (a) H20 + 0.1 % TFA (b) ACN + 0.1 % TFA (5a 95 % ACN en
10 min.) Rt = 7.10 min.

Esquema de Sintesis 4

El Esquema 4 de Sintesis proporciona ejemplos para sintetizar los compuestos 45-50, YK54 (12), y YK55 (9).
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Reactivos y condiciones: (a) TsCl, NaOH, THF, H.0, 0°C, 2 h, 78 %; (b) piperazina, CH3CN, 75°C 12 h, 66 %; (c) 24,
DMF, 90°C, 2 h, 79 %; (d) NaOH, MeOH, H,0, 60°C, 2 h, 98 %; (e) cloruro de acriloilo, EtsN, CH2Cl,, 0°C, 7 h, 36 %; (f)
NaOH, THF, HxO, 3 h, 75 %; (g) D-biotina, DCC, DMAP, CH.Cl>, sonicacion, 13 h, 85 %; (h) cloruro de acriloilo, EtsN,
CHxClIy, 0°C, 6 h, 41 %

(45) - 4-metilbencenosulfonato de 2-(2-(2-(2-hidroxietoxi) etoxi)etoxi)etilo

A 0°C se enfriaron 2.0 g (10.3 mmol) de tetraetilenglicol en 10 ml de THF. Se adicionaron 0.200 g (5 mmol) de NaOH en
2 ml de agua destilada y se agit6é durante 30 minutos. Entonces, se adicion6 lentamente 0.491 g (2.58 mmol) de cloruro
de p-toluenosulfonilo lentamente y se continu6é agitando a 0°C durante 2 horas. El solvente se removid bajo presion
reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna (hexano:EtOAc, 50:50 a 10:90) para dar 0.705 g (78 %)
de un aceite 45. TLC (hexano:EtOAc, 10:90 v/v): R = 0.26; RMN H (500 MHz, CDCl3): 6 7.80 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.34
(d, J =8.1Hz, 2H), 4.16 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 3.59-3.74 (m, 14H), 2.45 (s, 3H); MS (m/z): [M+Na]" 371.3.

(46) - 2-(2-(2-(2-(piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etanol

Durante 12 horas a 75°C se calentaron 0.705 g (2.02 mmol) de 45 y 0.697 g (8.09 mmol) de piperazina en 45 ml de
CH3CN. Se removieron el solvente y el reactivo en exceso bajo presion reducida y el residuo aceitoso se purificd por
cromatografia en columna (CH2Cl2:MeOH:MeOH-NH3 (7N), 90:5:5 a 90:0:10) para dar 0.350 g (66 %) de un aceite 46.
RMN "H (500 MHz, CDCls): & 3.72 (m, 2H), 3.58-3.70 (m, 12H), 2.91 (m, 4H), 2.59 (br m, 2H), 2.49 (m, 4H); MS (m/z):
[M+H]" 263.3.

(47) - N,N'-(2-(2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi) _etil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio) _pirimidina-4,6-
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diil)diacetamida

A 0.430 g (1.12 mmol) de 24 en 27 ml de DMF se adicionaron 0.310 g (1.18 mmol) de 46 y se calenté a 90°C durante 2
horas. El solvente se removié bajo presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna
(CH2Cl::MeOH, 10:1) para dar 0.552 g (79 %) de 47. RMN H (500 MHz, CDCl3): & 8.38 (br s, 2H), 8.13 (s, 1H), 3.88 (br
s, 10H), 3.57-3.74 (m, 14H), 2.66 (br s, 2H), 2.58 (br s, 4H), 2.15 (s, 6H); MS (m/z): [M+H]" 625.5.

(48) - 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4 ,6-diaminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-ilpiperazin-1-il)etoxi)etoxi) etoxi)etanol

A 0.520 g (0.832 mmol) de 47 se adicionaron 25 ml de MeOH y 7 ml de 10 % NaOH (acuoso) y la suspension se agit6 a

60°C durante 2 horas. El solvente se removié bajo presion reduC|da y el residuo se purific6 por cromatografia en
columna (CH,Cl2:MeOH, 15:1) para dar 0.440 g (98 %) de 48. RMN 'H (500 MHz, CDCI3) 0 5.17 (s, 1H), 4.60 (br s, 4H),
3.88 (br's, 10H), 3.57-3.77 (m, 14H), 2.67 (br s, 2H), 2.59 (br s, 4H); MS (m/z): [M+H]" 541.4.

(49) Acrilato de 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxi-pirimidin-2-il)piperazin-1-
il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo

A 22.6 mg (0.042 mmol) de 48 en 3 ml de CH.Cl, a 0°C se adicionaron 83.6 mg (116 ul, 0.836 mmol) de EtsN. A 0°C se
adicionaron 11.4 mg (10.2 pl, 0.126 mmol) de cloruro de acriloilo. Después de 1 hora se adicionaron 11.4 mg adicionales (10.2
pl, 0.126 mmol) de cloruro de acriloilo. Esto se repitié cinco veces mas durante un tiempo total de reaccion de 7 horas (cloruro
de acriloilo total, 79.8 mg, 71.7 pl, 0.882 mmol). La mezcla de reaccion se concentrd bajo preS|on reducida y el residuo se
purificd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH, 10: 1) para producir 9.8 mg (36 %) de 49. RMN "H (500 MHz, CDCls): & 8.10 (br
s, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.35-6.45 (m, 2H), 6.10-6.20 (m, 2H), 5.73-5.85 (m, 2H), 4.90 (br s, 2H), 4.32 (br s, 2H), 3.89 (br s, 10H),
3.60-3.70 (m, 12H), 2.69 (br s, 2H), 2.61 (br s, 4H); MS (m/z): [M+H]" 649.5.

YK54 (12) N-(6-amino-2-(2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi) etoxi)etil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio) pirimidin-
4-il)acrilamida

A 8.0 mg (0.012 mmol) de 49 disueltos en 1.6 ml de THF se adicionaron 0.4 mL de NaOH 0.5 N a temperatura ambiente
y se agit6é durante 3 horas. La mezcla de reaccion se concentro bajo preS|on reducida y el residuo se purifico por TLC
preparatoria (CH2Cl:MeOH, 10:1) para producir 5.5 mg (75 %) de 12. RMN H (500 MHz, CDCls): 5 8.65 (s, 1H), 7.03
(s, 1H), 6.36 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.11 (m, 1H), 5.70 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 5.14 (br s, 2H), 3.88 (br s, 4H), 3.85 (s, 6H),
3.57-3.75 (m, 15H), 2.70 (br s, 2H), 2.62 (br s, 4H); HRMS (m/z): [M+H]" calculado para CasH3gNgO7S, 595.2662;
encontrado, 595.2684. HPLC: (a) H20 + 0.1 % TFA (b) ACN + 0.1 % TFA (5 a 95 % ACN en 10 min.) Rt = 6.05 min.

(50) - 5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4,6-diaminopirimidin-
2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il) piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo

Durante 13 horas en un tubo sellado se trataron con ultrasonido 50.0 mg (0.0925 mmol) de 48, 90.0 mg (0.37 mmol) D~(+)-biotina, 11.3
mg (0.0925 mmol) DMAP, 153.0 mg (0.74 mmol) DCC en 15 ml de CH,Cl,. La mezcla de reaccion se evaporé a sequedad y el residuo
se cromatografio en columna (CH.Cl;:MeOH-NH; (7N), 20:1 a 10:1) para dar 50 impuro que se purificé por TLC preparatoria
(CHCI3:MeOH-NHs (7N), 10:1) para producir 60.0 mg (85 %) de 50. RMN "H (500 MHz, CDCl3): 5 5.27 (brs, 1H), 5.18 (s, 1H), 4.82 (br's,
1H), 4.59 (br s, 4H), 4.49 (m, 1H), 4.32 (m, 1H), 4.22 (m, 2H), 3.88 (br s, 10H), 3.60-3.75 (m, 12H), 3.15 (m, 1H), 2.92 (m, 1H), 2.90 (m,
1H), 269 (m, 2H), 2.60 (m, 4H), 2.34 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 1.37-1.78 (m, 6H); HRMS (m/z): [M+H]" calculado para CaxHsiN1gOsS,,
767.3333; encontrado 767.3361.

YK55 (9) - 5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno [3,4-d] imidazol-4-il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-acrilamido-6-
aminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo

A 50.0 mg (0.065 mmol) de 50 en 10 ml de CH>Cl, a 0°C se adicionaron 195.4 mg (271 pl, 1.953 mmol) de Et3N.
Entonces se adicionaron 17.7 mg (15.9 yl, 0.196 mmol) de cloruro de acriloilo a 0°C. Después de 1 hora se
adicionaron 17.7 mg adicionales (15.9 pyl, 0.196 mmol) de cloruro de acriloilo. Esto se repitié cuatro veces mas
durante un tiempo total de reaccion de 6 horas (cloruro de acriloilo total, 106.2 mg, 95.4 ul, 1.17 mmol). La
mezcla de reaccidén se concentré bajo presidn reducida y el reS|duo se purific6 por TLC preparatoria
(CHCIl3:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para producir 22.0 mg (41 %) de 9. RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & 8.99 (s, 1H),
7.09 (s, 1H), 6.40 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 6.31 (dd, J = 16.7, 9.9 Hz, 1H), 5.79 (br s, 1H), 5.74 (d, J = 10.8 Hz, 1H),
5.09 (s, 2H), 5.08 (s, 1H), 4.50 (m, 1H), 4.36 (m, 1H), 4.21 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.87 (s, 10H), 3.6-3.75 (m, 12H),
3.16 (m, 1H), 2.91 (dd, J = 12.8, 5.0 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 2.70 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 2.61 (t, J = 4.8
Hz, 4H), 2.31 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.37-1.8 (m, 6H); RMN °C (166 MHz, CDCl3): 5 172.9, 170.4, 169.5, 164.1,
164.0, 163.2, 159.3, 156.3, 130.3, 127.9, 88.1, 78.9, 69.9, 69.8, 69.7, 68.5, 68.0, 62.8, 61.4, 59.6, 57.7, 57.1,
54.9, 53.5, 52.5, 42.9, 39.9, 33.1, 27.8, 27.6, 24.0; HRMS (m/z): [M+H]+ calculado para C35H53N100932,
821.3438; encontrado 821.3455; HPLC: (a) H.O + 0.1 % TFA (b) ACN + 0.1 % TFA (5 a 95 % ACN en 10 min.)
Rt = 6.98 min.
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Esquema 5. Preparacion de Cy3B-YKS5 (57)

Reactivos y condiciones: a. piperazina, DMF, 90°C, 1 h, b. N-(4-bromobutil)ftalamida, DMF, 80°C, 1 h, c. hidrazina, THF,
temperatura ambiente, 16h, d. NaOH, metanol, 60°C, 1 h, e. di-t-butildicarbonato, EtsN, CH,Cl,, temperatura ambiente,
2h, f. cloruro de acriloilo, EtsN, CH2Cl,, g. TFA CHxCl, (1:4), temperatura ambiente, 1 h, h. Cy3B-OSu, DMF,
temperatura ambiente, 12 h

(51) N,N'-(2-((4,6-dimetoxi-2-(piperazin-1-il)pirimidin-5-i)tio)pirimidina-4,6-diil)Jdiacetamida

Una solucion de 24 (100 mg, 0.26 mmol) y piperazina (45 mg, 0.52 mmol) en 5 mL de DMF se calent6 a 90°C durante 1
hora. El solvente se removid bajo presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna (CHxCly:
MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 84 mg (72 %) de 51. RMN "H (500 MHz, CDCls) & 8.20 (s, 1H), 8.03 (s, 2H), 3.87 (s,
6H), 3.80 (m, 4H), 3.45 (m, 4H), 2.08 (s, 6H); MS (m/z): [M+H]" 449.1.

(52) N,N'-(2-((2-(4-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butil) piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-il)tio)pirimidina-4,6-
diil)diacetamida

Una solucién de 51 (50 mg, 0.111 mmol) y N-(4-bromobuitil)ftalimida (125 mg, 0.446 mmol) en 5 mL de DMF se calenté
a 80°C durante 1 hora. El solvente se removié bajo presion reducida. El residuo se purific6 por cromatografia en
columna (CH,Cl::MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 61 mg (86 %) de 52. MS (m/z): [M+H]" 650.1.

(53) 2-((2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-il)tio)pirimidina-4,6-diamina [YK91]

A una solucién de 52 (61 mg, 0.095 mmol) en 3 mL de THF se adicion6 hidrazina (100 yL). La mezcla resultante se
agitoé durante 16 h a temperatura ambiente, luego el solvente se evapord bajo presion reducida. Al residuo se adiciond
metanol (10 ml), hidroxido de sodio (500 mg) y la mezcla se calent6 a 60°C durante 1 hora. El solvente se removié bajo
presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna (CH2Cl.:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 25 mg
(60 %) de 53. RMN "H (500 MHz, CDCl3) 5 5.16 (s, 1H), 4.58 (s, 4H), 3.87 (s, 6H), 3.71 (m, 4H), 2.75 (m, 2H), 2.50 (m,
4H), 2.36 (m, 2H), 1.68 (m, 2H), 1.60 (m, 2H); MS (m/z): [M+H]" 436.1.

(54) 4-(4-(5-(4,6-diaminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)butilcarbamato de ter-butilo
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A una solucion de 53 (80 mg, 0.18 mmol) y EtsN (100 pL) en 3 mL de CHCl, se adicion6 dicarbonato de di-t-butilo (39
mg, 0.18 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2h. El solvente se evaporo bajo presion reducida,
el residuo se purificé por cromatografia en columna (CH2Clz: MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 95 mg (95 %) de 54 que se
llevé a la siguiente reaccion.

(55) (4-(4-(5-((4,6-diaminopirimidin-2-il)tio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)butil)carbamato de ter-butilo

A una solucion de 54 (95 mg, 0.18 mmol) y Et3sN (94 pl) en 5 mL de CHCl; se adicion6 cloruro de acriloilo en porciones.
La reaccién se monitorizé por TLC, cuando desaparecio el SM, la reaccion se extinguié al adicionar metanol bajo
condiciones de enfrlamlento El producto se purificé por TLC preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 48
mg (46 %) de 55. RMN "H (500 MHz, CDCl3) & 8.21 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.42 (m, 1H), 6.32 (m, 1H), 5.79 (m, 1H), 3.88
(s, 6H), 3.87 (m, 4H), 3.15 (m, 2H), 2.49 (m, 4H), 2.39 (m, 4H), 1.59 (m,4H), 1.44 (s, 9H); MS (m/z): [M+H]" 590.4.

(56) N-(6-amino-2-((2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-il)tio)pirimidin-4-il)acrilamida

La solucién de 55 (48 mg, 17 mmol) en 20 % TFA-CH.CI; se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. El solvente
se removio bajo presion redumda y el residuo se seco bajo alto vacio para dar 31 mg (80 %) de 56 que se uso sin
purificacion adicional. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & 7.01 (s, 1H), 6.40 (m, 1H), 6.29 (m, 1H) 5.80 (m, 1H), 3.88 (s, 6H),
3.86 (m, 4H), 2.75 (t, J = 7.5, 2H), 2.54 (m, 4H), 2.45 (m, 2H), 1.59 (m, 4H); MS (m/z): [M+H]" 490.2.

(57) Cy3B-YK5

Una solucion de Cy3B-OSu (1 mg, 0.00178 mmol) y 56 (1.74 mg, 0.0035 mmol) en 100 yL de DMF se agit6é a
temperatura ambiente durante 12 horas. El producto se purificé por HPLC para dar 57 (0.54 mg, rendimiento de 30 %).
MS (m/z): [M+H]" 1312.4.

0
se"alNs o ol ngw O3
OCH;  HN
o o b
58 0
OCH, NH; OCH NH;
d /™ N = e /™ N N= f
7 N 7 N\
— HN AN ,N‘<N_ S—<\N / ——  BocHN AV N ,N'<N_ S_<\N / —
OCH; NH, OCH NH,
YK91 53 54
o / 0, /
OCH, NH
JE OCH; " NH ok _(/N < _(N_
= —— N S—\
BocHN A\, N N*’}S_(\ / — N= N—4
— N N OCH;  NHp
OCH, NH,
55 59

Esquema 6. Preparacion de cuentas de YK5 (59).

Reactivos y condiciones: a. 1-Boc-piperazina, Nal, K.COs, acetona, reflujo, 22 h; b. CH2CIl:TFA (4:1), temperatura
ambiente, 1 h; c. 24, K,CO3, 90°C, 1.5 h; d. hidrato de hidrazina, MeOH, temperatura ambiente, 2 h, luego 1 M NaOH,
55°C, 2 h; e. di-t-butildicarbonato, EtsN, CH,Cl,, temperatura amblente 20 h; f. cloruro de acriloilo, EtsN, CH,Cl,, 0°C, 2
h; g. CH,ClxTFA (4:1), temperatura ambiente, 45 min.; h. Affi-Gel™™ 10 cuentas, DIEA, DMAP, DMF, 3 h.

(58) 4-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butil)piperazina-1-carboxilato de ter-butilo

Se adicionaron N-(4-Bromobutil)ftalimida (1.95 g, 6.89 mmol) y yoduro de sodio (81 mg, 0.537 mmol) a una suspension
de K,COs3 (1.64 g, 11.88 mmol) y 1-Boc-piperazina (1.00 g, 5.37 mmol) en acetona (25 mL) y se someti6 a reflujo
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durante 22 horas. La mezcla de reaccion se filtré y el sélido se lavo con acetona (3 x 50 mL). El filtrado se concentrd y el
residuo se purifico por cromatografia en columna (hexano:EtOAc, 7:3 a 0:1) para dar 2.08 g (100 %) de 58. RMN 'H
(500 MHz, CDCls): 6 7.84 (dd, J = 3.0, 5.4 Hz, 2H), 7.71 (dd, J = 3.0, 5.4 Hz, 2H), 3.71 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.38-3.43 (m
4H), 2.32-2.40 (m, 6H), 1.70 (m, 2H), 1.53 (m, 2H), 1.45 (s, 9H); MS (m/z): [M+H]+ 388.4.

(52) N,N'-(2-(2-(4-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butil) piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidina-4,6-
diil)diacetamida

A 58 (429.7 mg, 1.11 mmol) en CH2Cl, (12 mL) se adicioné TFA (3 mL) gota a gota y se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida y el TFA se removi6 al co-evaporar con
MeOH varias veces y al secar bajo alto vacio durante la noche. A esto se adicioné K,CO3 (384 mg, 2.78 mmol) y DMF
(21 mL) y la suspension resultante se agitoé a temperatura ambiente durante 10 min. Entonces se adicioné 24 (424 mg,
1.11 mmol) y la suspension se calenté a 90°C durante 90 minutos. El solvente se removio bajo presion reducida y el
residuo se purifico por cromatografia en columna (CHClo:MeOH, 100:1 a 40:1) para dar 0.355 g (49 %) de 52. RMN 'H
(500 MHz, CDCls): 6 8.35 (br s, 1H), 7.82-7.88 (m, 4H), 7.72 (dd, J = 3.1, 5.5 Hz, 2H), 3.88 (s, 6H), 3.84 (m, 4H), 3.74 (t,
J=7.2 Hz, 2H), 2.48 (m, 4H), 2.43 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.16 (s, 6H), 1.74 (m, 2H), 1.59 (m, 2H); MS (m/z): [M+H]" 650.5.

YK91 (53) 2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidina-4,6-diamina

Se adicion6 52 (0.355 g, 0.546 mmol) en MeOH (10 mL) a hidrato de hidrazina (797 L, 0.820 g, 16.4 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 2 h. Luego se adicionaron 5 mL de NaOH 1 M y la mezcla de reaccion se calenté a 55°C
durante 2 horas. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presién reducida y el reS|duo se purificd por cromatografia en
columna (CH2Clz:MeOH-NH3 (7N), 20:1 a 5:1) para dar 0.228 g (96 %) de 53. RMN 'H (500 MHz, CDCls/MeOH-ds): &
5.22 (s, 1H), 3.88 (s, 10H), 2.72 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.53 (m, 4H), 2.42 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.46-1.62 (m, 4H); MS (m/z):
[M+H]" 436.4.

(54) 4-(4-(5-(4,6-diaminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)butilcarbamato de ter-butilo

Se adicioné 53 (0.221 g, 0.507 mmol) en CH.Cl, (6 mL) EtsN (107 yL, 77 mg, 0.761 mmol) y dicarbonato de di-t-butilo
(0.133 g, 0.611 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 20 h. La mezcla de reaccién se concentré bajo presion
reducida y el reS|duo se purificod por cromatografia en columna (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 100:1 a 30:1) para dar 0.254 g
(93 %) de 54. RMN "H (500 MHz, CDCl3): 8 5.19 (s, 1H), 4.41 (s 4H), 3.89 (m, 10H), 3.14 (m, 2H), 2.50 (m, 4H), 2.40 (t,
J- 6.8 Hz, 2H), 1.54-1.63 (m, 4H), 1.44 (s, 9H); MS (m/z): [M+H]" 536.5.

(55) 4-(4-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)butilcarbamato de ter-butilo

A 80 mg (0.149 mmol) de 54 en 8 ml de CH,Cl, a 0°C se adicionaron 414 pl (298 mg, 2.98 mmol) de EtsN. Entonces, se
adicionaron 14.5 pl (16.2 mg, 0.179 mmol) de cloruro de acriloilo. Después de 30 minutos, se adicionaron 14.5 pl
adicionales de cloruro de acriloilo a 0°C. Esto se repitié6 dos veces mas para un tiempo total de reacciéon de 2 horas
(cloruro de acriloilo total, 58 pl, 64.8 mg, 0.716 mmol). La reaccion se extinguié por la adicion de MeOH 1 mL y luego se
concentrd bajo presion reducida. El reS|duo se purificé por TLC preparatoria (CH2Cl.:MeOH-NH3 (7N), 15:1) apara
producir 42.5 mg (48 %) de 55. RMN "H (500 MHz, CDCl3): & 7.78 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.42 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 6.18
(dd, J =10.4, 16.9 Hz, 1H), 5.80 (d, J = 10.2, 1H), 5.15 (br s, 1H), 4.80 (br s, 2H), 3.89 (s, 10H), 3.14 (m, 2H), 2.54 (m
6H), 1.58 (m, 4H), 1.44 (s, 9H); MS (m/z): [M+H]+ 590.5.

(59) Cuentas de YK5

Una solucién de 55 (45 mg, 0.076 mmol) en 3 ml de CH,CI; se adicion6 a 0.75 mL de TFA gota a gota a temperatura
ambiente. Después de la agitacion durante 45 minutos, la mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida. Se
removio el TFA al co-evaporar con MeOH varias veces y al secar bajo alto vacio durante la noche para producir un
residuo que se disolvié en DMF (2 mL) y se adicioné a 4.2 mL (0.0636 mmol) de cuentas Affi-Gel"™ 10 (pre-lavadas, 3 x
6 mL de DMF) en un recipiente de sintesis de péptido en fase sdlida. Se adicionaron 100 pyL de N,N-diisopropiletilamina
y varios cristales de DMAP y esto se agit6é a temperatura ambiente durante 3 horas. Entonces, el solvente se removid y
las cuentas se lavaron durante 10 minutos cada vez con CH2Cl» (4 x 10 mL), DMF (4 x 10 mL), y i-PrOH (3 x 10 mL).
Las cuentas de YK5 (59) se almacenaron en i-PrOH a -80°C.

100



10

15

20

ES 2 608 670 T3

0O

o ¢ N-Boc OCH;, HNk
—o0 0 N N=
s 7N \ }
N N S ¢
©i§N_/_/‘ ab NN %N} —<\N p o
3 o OCHs
58 60
OCHs . NH, JE \ooH3 . NH, )
/™ N = d %
HZN\/\/—N\_/N—(’ N S_<}\1 / BocHN\/\/—N\_JN’_(N___ S"(\N y, _
N= .
OCH3 OCH3
YK93 61 62
o o, |
OCHs NH . OCHs NH
N N=
\ —_— /N A\
BocHN\/\/_N _< S_<\ HZNJV_NLJN—«N_ S‘<\N /
OCHs | OCHs
63 YK94 64
/
o. |

Esquema 7. Preparacion de Cuentas de YK71 (65).

Reactivos y condiciones: a. CH2Cl:TFA (4:1), temperatura ambiente, 1 h; b. N-(2-(2-fluoro-4,6-dimetoxipirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)acetamida, K,COs, 90°C, 1.5 h; c. hidrato de hidrazina, MeOH, temperatura ambiente, 20 h, luego
50°C, 3 h; d. dicarbonato de di-t-butilo, EtsN, CH,Cl,, temperatura ambiente, 20 h e cloruro de acriloilo, EtsN, CH,Cl5,
0°C, 1.5 h; f. CH2Clo: TFA (4:1), temperatura ambiente, 45 min.; g. cuentas Affi-Gel"® 10, DIEA, DMAP, DMF, 3 h.

(60) N-(2-(2-(4-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butil) piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acetamida

A 58 (402.4 mg, 1.04 mmol) en CH2ClI, (12 mL) se adicioné TFA (3 mL) gota a gota y se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida y el TFA se removié al co-evaporar con
MeOH varias veces y al secar bajo alto vacio durante la noche. A esto se adicion6 K;CO3 (359 mg, 2.6 mmol) y DMF (20
mL) y la suspension resultante se agité a temperatura ambiente durante 10 min. Entonces se adicioné N-(2-(2-fluoro-
4,6-dimetoxipirimidin-5- iItio)pirimidin-4 iI)acetamida (338 mg, 1.04 mmol) y la suspensién se calenté a 90°C durante 90
minutos. El solvente se removidé bajo presion reducida y el reS|duo se purific6 por cromatografia en columna
(CH2Cl:MeOH, 100:1 a 40:1) para dar 0.60 g (97 %) de 60. RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 8.34 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 7.85
(dd, J = 3.0, 5.4 Hz, 2H), 7.81 (br s, 1H), 7.59-7.71 (m, 3H), 3.88 (s, 6H), 3.85 (m, 4H), 3.74 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.49 (m,
4H), 2.43 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.18 (s, 3H), 1.75 (m, 2H), 1.60 (m, 2H); MS (m/z): [M+H]* 593.4.

YKO93 (61) 2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina

A 60 (0.600 g, 1.01 mmol) en MeOH (28 mL) se adiciond hidrato de hidrazina (813 pL, 0.836 g, 16.7 mmol) y se agit6 a
temperatura ambiente durante 20 horas. Entonces se adicioné hidrato de hidrazina adicional (813 uL, 0.836 g, 16.7
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mmol) y la mezcla de reaccion se calenté a 50°C durante 3 horas. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion
reducida y el reS|duo se purificd por cromatografia en columna (CH2Cl;:MeOH-NH3 (7N), 80:1 a 10:1) para dar 0.370 g
(87 %) de 61. RMN "H (500 MHz, CDCl3/MeOH-dy): 5 7.85 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 6.11 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 3.88 (s, 10H),
2.71 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.53 (m, 4H), 2.42 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.47-1.63 (m, 4H); MS (m/z): [M+H]" 421.3.

(62) 4-(4-(5-(4-aminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)butilcarbamato de ter-butilo

A 61 (0.370 g, 0.880 mmol) en CH,CI; (10 mL) se adiciono EtsN (186 pL, 134 mg, 1.32 mmol) y dicarbonato de di-t-butilo
(0.230 g, 1.06 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 20 horas. La mezcla de reacciéon se concentrd bajo
presién reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna (CH2Cl;:MeOH:MeOH-NH3 (7N), 100:1:0 a
50:0:1) para dar 0.44 g (96 %) de 62. RMN "H (500 MHz, CDCls): & 7.97 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 6.05 (d, J = 5.8 Hz, 1H),
5.21 (brs, 1H), 4.76 (br s, 2H), 3.89 (s, 6H), 3.87 (m, 4H), 3.15 (m, 2H), 2.49 (m, 4H), 2.40 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.54-1.63
(m, 4H), 1.44 (s, 9H); MS (m/z): [M+H]" 521.3.

(63) 4-(4-(5-(4-acrilamidopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)butilcarbamato de ter-butilo

A 100 mg (0.192 mmol) de 62 en 10 ml de CH,Cl, a 0°C se adicionaron 533 pl (384 mg, 3.84 mmol) de EtsN.
Entonces se adicionaron 19 pl (21 mg, 0.23 mmol) de cloruro de acriloilo. Después de 30 minutos, a 0°C se
adicionaron 19 pl adicionales de cloruro de acriloilo. Esto se repitié una vez mas para un tiempo total de reaccién
de 1.5 horas (cloruro de acriloilo total, 57 ul, 63 mg, 0.69 mmol). La reaccion se extinguié por la adicion de 2 mL
de MeOH y luego se concentré bajo presion reducida. El reS|duo se purificd por TLC preparatoria (CH2Cl2:MeOH-
NH3 (7N), 20:1) para producir 72 mg (65 %) de 63. RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & 8.83 (br s, 1H), 8.36 (d, J = 5.2
Hz, 1H), 7.85 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 6.28 (dd, J = 10.2, 16.9 Hz, 1H), 5.81 (d, J = 10.2 Hz,
1H), 5.23 (br s, 1H), 3.87 (s, 6H), 3.85 (m, 4H), 3.16 (m, 2H), 2.48 (m, 4H), 2.40 (m, 2H), 1.57 (m, 4H), 1.44 (s,
9H); RMN "°C (166 MHz, CDCl3): 5 171.4, 171.0, 164.4, 160.1, 1589 157.4, 156.1, 130.4, 129.7, 106.0, 79.1,
78.9, 58.2, 53.4, 52.9, 43.6, 40.5, 28.5, 28.0, 24.3; MS (m/z): [M+H]* 575.3.

YK94 (64) N-(2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida

A 70 mg (0.122 mmol) de 63 en 4 ml de CH,ClI; se adicioné 1 mL de TFA gota a gota a temperatura ambiente. Después
de la agitacion durante 45 minutos, la mezcla de reaccidn se concentrd bajo presion reducida. Se removié el TFA al co-
evaporar con MeOH varias veces y al secar bajo alto vacio durante la noche para producir 64 como sal de TFA y se uso
sin purificacion adicional. RMN 'H (500 MHz, CDCls/MeOH-d4): & 8.33 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 8.19 (br's, 1H), 8.03 (d, J =
6.1 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 6.40 (dd, J = 10.6, 16.9 Hz, 1H), 5.88 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.90 (s, 6H), 3.55-3.72
(m, 2H), 3.38-3.54 (m, 2H), 3.19 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.94-3.13 (m, 4H), 1.86-1.95 (m, 2H), 1.73-1.82 (m, 2H); RMN "*C
(166 MHz, CDCl3/MeOH-ds): & 171.4, 170.2, 165.4, 159.9, 158.9, 155.7, 130.5, 129.9, 106.2, 79.2, 56.2, 54.4, 51.5,
40.7, 38.6, 24.1, 20.6; MS (m/z): [M+H]" 475.4.

(65) Cuentas de YK71

Una solucion de 64 (~ 0.122 mmol) en DMF (4 mL) se adicion6 a 6.8 mL de (0.102 mmol) de cuentas Affi-Gel™ 10 (pre-
lavadas, 3 x 10 mL de DMF) en un recipiente de sintesis de péptidos en fase sdlida. Se adicionaron 100 yL de N,N-
diisopropiletilamina y varios cristales de DMAP y esto se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas. Entonces el
solvente se removid y las cuentas se lavaron durante 10 minutos cada vez con CH,Cl; (4 x 10 mL), DMF (4 x 10 mL), e
i-PrOH (3 x 10 mL). Las cuentas de YK71 (65) se almacenaron en i-PrOH a -80°C.
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Esquema 8. Sintesis de TT-6 (72).

Reactivos y condiciones: a. ftalimida potasica, DMF, 110°C, 18 h; b. cloruro de p-tosilo, Ets3N, DMAP, CH,CI,, 5°C a
temperatura ambiente, 24 h; c. 1-Boc-piperazina, K,COs, dioxano, 80°C, 22 h; d. CH2Clx:TFA (4:1), temperatura
ambiente, 1 h; e. 24, K.CO3, DMF, 90°C, 1.5 h; f. NH2NH,, MeOH, temperatura ambiente, 2 h entonces 1M NaOH (aq.),
50°C, 1.5 h; g. D-biotina, EDCI, DMAP, CHClIs, tratar con ultrasonido, 2 h; h. cloruro de acriloilo, EtsN, CH-Cl,, 0°C.

(66) 2-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etil) isoindolina-1,3-diona

45 (1.22 g, 3.5 mmol) y ftalimida potasica (0.713 g, 3.85 mmol) se suspendieron en DMF anhidra (10 mL) y se
calentaron a 110°C durante 18 h. La mezcla de reaccién se concentrd bajo presion reducida y el residuo se disolvié en
CHClI; (50 mL) y se lavd con HCI 1M (2 x 20 mL), salmuera (2 x 20 mL), se seco sobre MgSOQ., y se filtrd. El solvente se
removio bajo presion reducida para dar un aceite que se purificd por cromatografia en columna (EtOAc) para dar 0.95 g
(84 %) de 66. RMN-"H (500 MHz, CDCl3):  7.85 (dd, J = 3.1, 5.4 Hz, 2H), 7.72 (dd, J = 3.0, 5.5 Hz, 2H), 3.91 (t, J = 5.9
Hz, 2H), 3.75 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.55-3.73 (m, 12H); MS (m/z): [M+Na]* 346.1.

(67) 4-metilbencenosulfonato de 2-(2-(2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo

Una solucién de 66 (0.95 g, 2.7 mmol), EtsN (395 L, 0.287 g, 2.8 mmol) y DMAP (33 mg, 0.27 mmol) en CHxCl; (30 mL)
se enfrid a 5°C con bafio de hielo. Se adicion6 cloruro de tosilo (0.515 g, 2.7 mmol) en porciones a 5°C y después de 30
minutos se movio el bafio de hielo y se continué una agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de
reaccion se adicion6 a un embudo de separacion y se lavo con HCI 1N (2 x 25 mL), agua (25 mL), y salmuera (2 x 25
mL). La capa organica se seco sobre MgSO, se filtré y concentrd para dar un aceite que se purificd por cromatografia
en columna (hexano:EtOAc, 6:4 a 4:6) para dar 1.12 g (87 %) de 67. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): 5 7.84 (dd, J = 3.1, 5.4
Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.72 (dd, J = 3.0, 5.5 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.14 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.89 (1,
J=5.9Hz, 2H), 3.73 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.48-3.68 (m, 10H), 2.44 (s, 3H); MS (m/z): [M+Na]" 500.0.

(68) 4-(2-(2-(2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)etoxi)etoxi) etoxi)etil)piperazina-1-carboxilato de ter-butilo

67 (1.10 g, 0.0023 mol) en dioxano (25 mL) se adicion6 a 1-Boc-piperazina (1.07 g, 0.0058 mol) y K-CO3 (1.37 g, 0.0099
mol) y se calent6 a 80°C durante 22 horas. Se removi6 el solvente bajo presion reducida y el residuo se tomé en CH,Cl,
(100 mL) y se lavé con agua (2 x 50 mL) y salmuera (2 x 50 mL). La capa organica se secd sobre MgSOQs, se filtré y
concentro a un aceite que se purificé en cromatografia en columna (CH2Cl;:MeOH-NH3; (7N), 1:0 a 30:1) para dar 0.819
(72 %) de 68. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): § 7.84 (dd, J = 3.1, 5.4 Hz, 2H), 7.71 (dd, J = 3.0, 5.5 Hz, 2H), 3.90 (t, J = 5.9
Hz, 2H), 3.74 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.52-3.67 (m, 10H), 3.43 (m, 4H), 2.57 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.43 (m, 4H), 1.45 (m, 9H);
MS (m/z): [M+H]" 492.1.
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(69) N,N’-(2-(2-(4-(2-(2-(2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) etoxi)etoxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-
iltio)pirimidina-4,6-diildiacetamida

A 68 (542 mg, 1.10 mmol) en CH2Cl; (28 mL) se adicioné TFA (7 mL) gota a gota y se agit6 a temperatura ambiente durante 1
hora. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida y se removié el TFA por co-evaporacion con MeOH varias
veces y se secd bajo alto vacio durante la noche. A esto se adicionaron K;COs3 (381 mg, 2.76 mmol) y DMF (20 mL) y la
suspension resultante se agitd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Entonces se adicion6 24 (421 mg, 1.1 mmol) y la
suspension se calenté a 90°C durante 90 minutos. El solvente se removié bajo presion reducida y el residuo se purificd por
cromatografia en columna (CH2Cl:MeOH, 100:1 a 25:1) para dar 0.537 g (65 %) de 69. RMN-"H (500 MHz, CDCls): 5 8.35 (s,
1H), 7.84 (dd, J = 3.1, 5.5 Hz, 2H), 7.81 (bs, 2H), 7.71 (dd, J = 3.1, 5.5 Hz, 2H), 3.83-3.92 (m, 12H), 3.74 (t, J = 5.8 Hz, 2H),
3.55-3.67 (m, 10H), 2.64 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.56 (m, 4H), 2.15 (s, 6H); MS (m/z): [M+H]" 754.2.

(70) 2-(2-(4-(2-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etoxi)etil)-piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio )pirimidina-4 ,6-diamina

69 (300 mg, 0.398 mmol) en MeOH (9 mL) se adiciond a hidrato de hidracina (580 pL, 598 mg, 11.9 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 2 horas. Entonces se adicion6 NaOH 1M (4.5 mL) y la mezcla de reaccion se calenté a
50°C durante 1.5 horas. La mezcla de reaccion se concentré a sequedad y el residuo se purificé por cromatografia en
columna (CH,Cl:MeOH, 60:1 a 10:1) para dar 0.214 g (93 %) de 70. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): § 5.16 (s, 1H), 4.56 (s,
4H), 3.84-3.91 (m, 10H), 3.61-3.69 (m, 10H), 3.51 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.86 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.66 (t, J = 5.7 Hz, 2H),
2.57 (m, 4H); MS (m/z): [M+H]* 540.1.

(71) N-(2-(2-(2-(2-(4-(5-(4,6-diaminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)-etoxi)etil )-5-(2-
oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanamida

20.0 mg (0.0371 mmol) de 70, 18.1 mg (0.0741 mmol) de D-(+)-biotina, DMAP (cat.), 14.2 mg (0.0741 mmol) de EDCl en 1 ml
de CHCI; se trataron con ultrasonido durante 2 horas en un tubo sellado. La mezcla de reaccion se evaporo a sequedad y el
residuo se purificd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NHs (7N), 10:1) para dar 15.6 mg (55 %) de 71. RMN-"H (500 MHz,
CDCl3/MeOH-ds): 8 5.23 (s, 1H), 4.49 (m, 1H), 4.30 (m, 1H), 3.86-3.91 (m, 10H), 3.60-3.72 (m, 12H), 3.40 (m, 2H), 3.12-3.18
(m, 1H), 2.91 (dd, J = 5.0, 12.9 Hz, 1H), 2.72 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 2.68 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 2.60 (m, 4H), 2.19 (dd, J =21, 7.7
Hz, 2H), 1.38-1.76 (m, 6H); MS (m/z): [M+H]" 766.25.

TT-6 (72) N-(2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-2-iltio]-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)-piperazin-1-
il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)-5-(2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanamida

A 15 mg (0.020 mmol) de 71 en 2 ml de CHCl, a 0°C se adicionaron 83 pl (60 mg, 0.6 mmol) de EtsN. Entonces se
adicionaron 3.3 pl (3.6 mg, 0.04 mmol) de cloruro de acriloilo en CH,Cl; (0.5 mL) gota a gota a 0°C. Después de 1 hora,
se adicionaron gota a gota 3.3 yl adicionales de cloruro de acriloilo en CH2Cl, (0.5 mL). Esto se repitié cuatro veces mas
a 30 minutos. Intervalos para un tiempo total de reaccion de 3.5 horas (cloruro de acriloilo total, 19.8 pl, 21.6 mg, 0.24
mmol). La reaccion se extinguio por la adicion de 1 mL de MeOH y luego se concentré bajo presion redu0|da El residuo
se purificé por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH; (7N), 10:1) para producir 6.0 mg (37 %) de 72. RMN-"H (500 MHz,
CDCls): 6 9.57 (s, 1H), 7.13 (s, 1H), 6.94 (br s, 1H), 6.53 (br s, 1H), 6.32-6.45 (m, 2H), 5.72 (dd, J = 2.4, 9.0 Hz, 1H),
5.58 (br s, 2H), 5.19 (br s, 1H), 4.48 (m, 1H), 4.34 (m, 1H), 3.82-3.93 (m, 10H), 3.55-3.77 (m, 12H), 3.39 (m, 2H), 3.08-
3.15(m, 1H), 2.89 (dd, J = 5.1, 12.9 Hz, 1H), 2.81 (m, 2H), 2.72 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 2.70 (m, 4H), 2.19 (m, 2H), 1.38-
1.76 (m, 6H); RMN-">C (166 MHz, CDCl3): § 173.6, 171.0, 170.3, 165.1, 164.8, 163.8, 159.8, 157.1, 130.9, 128.8, 88.7,
79.5, 71.0, 70.4, 70.3, 70.2, 69.5, 62.3, 59.9, 57.3, 56.0, 54.2, 53.4, 52.5, 43.6, 40.7, 39.2, 354, 28.5, 28.0, 25.7; MS
(m/z): [M+H]" 820.3.
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Reactivos y condiciones: a. 3-aminobencenotiol, neocuproina, Cul, K;CO3;, DMF, 125°C, 20 h, b. cloruro de propionilo,
EtsN, CH.Clz, 0°C hasta temperatura ambiente, c. CHCI3:TFA (11), 62°C, 22 h, d. HF/piridina, NaNO,, 0°C hasta
temperatura ambiente, e. 46, DMF, 90°C, 75 mm, f. D-biotina, DCC, DMAP, CH,Cl,, tratar con ultrasonido, 6 h

Esquema 9. Sintesis de YK140 (75), YK141 (77), YK142 (78)

(73) 5-(3-aminofeniltio)-4,6-dimetoxi-N,N-bis(4-metoxibencil)pirimidin-2-amina

Una mezcla de 20 (0.521 g, 1.0 mmol), 3-aminobencenotiol (106 pl, 0.125 g, 1.0 mmol), neocuproina (42 mg, 0.2 mmol),
yoduro de cobre (38 mg, 0.2 mmol), y carbonato de potasio (0.415 g, 3.0 mmol) en DMF (10 mL) se agité a 125°C
durante 20 horas. El solvente se removié bajo presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna
(hexano:EtOAc, 75:25) para dar 0.183 g (35 %) de 73. RMN-"H (500 MHz, CDCls): § 7.23 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 7.00 (t, J =
7.8 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 6.54 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.76 (s, 4H), 3.89 (s,
6H), 3.81 (s, 6H), 3.59 (br s, 2H); MS (m/z): [M+H]" 519.0.

(74) N-(3-(2-(bis(4-metoxibencil)amino)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)fenil)propionamida

A 183 mg (0.353 mmol) de 73 en 10 mL CH.CI; se adicioné EtsN (492 L, 357 mg, 3.53 mmol) y se enfrié a 0°C con
bafio de hielo. Se adicion6 gota a gota una solucion de cloruro de propionilo (168 pL, 179 mg, 1.765 mg) en CH.Cl; (5
mL) y se agitd a la mezcla de reaccion. Después de 20 minutos. El bafio de hielo se removio y la agitacion se continud
durante 40 minutos adicionales. Se adicionaron 2 mL de MeOH para extinguir la reaccion y el solvente se removi6 bajo
presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna (hexano:EtOAc, 70:30 a 60:40) para dar 0.188 g
(93 %) de 74. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): & 7.47 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 8.5 Hz, 4H), 7.17 (t, J = 7.9 Hz, 1H),
7.08 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.87 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 6.83 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.77 (s, 4H), 3.89 (s, 6H), 3.81 (s, 6H), 2.36
(a,J =7.5Hz, 2H), 1.26 (t, J = 7.5 Hz, 3H); MS (m/z): [M+Na]" 597.1.

YK140 (75) N-(3-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio) fenil)propionamida

Se calentaron 188 mg (0.327 mmol) de 74 en 5 mL de CHCI3:TFA (1:1) a 62°C durante 22 horas. Se removid el solvente
bajo presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna (hexano:EtOAc, 1:1 a 4:6) para dar 90 mg
(83 %) de 75. RMN-"H (500 MHz, CDCls):  7.43 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.15 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.95-7.06 (m, 3H), 6.74-
6.85 (m, 2H), 3.90 (s, 6H), 2.36 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 1.26 (t, J = 7.6 Hz, 3H); HRMS (m/z): [M+H]" calculado para
C15H19N4O3S, 335.1178; encontrado, 335.1183.

(76) N-(3-(2-fluoro-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)fenil)-propionamida

Se adicionaron 60 mg (0.178 mmol) de 75 y piridina (250 pL) a un tubo de plastico equipado con una barra de
agitacion enfriado a 0°C. Entonces se adicion6 una solucion de HF/piridina (300 yL, 12 mmol). Después de
varios minutos, se adicionaron 20 mg (0.290 mmol) de NaNO; y se agit6 vigorosamente durante 90 minutos
adicionales a 0°C y a temperatura ambiente durante 3 horas. Entonces se adicionaron 5 ml de CH>Cl, y 100 mg
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de CaCOs3 y la mezcla se agitd durante 5 horas a temperatura ambiente. Entonces se filtré sobre un embudo de
discos sinterizado y el sélido se lavé con EtOAc. El filtrado se filtr6 sobre celita, se concentré bajo presion
reducida y el residuo se purifico por TLC preparatoria (hexano:EtOAc, 60:40) para dar 35 mg (58 %) de 76.
RMN-"H (500 MHz, CDCl3): § 7.35 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.17 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.96-7.05 (m, 1H), 6.75-6.90 (m,
2H), 4.01 (s, 6H), 2.36 (g, J = 7.5 Hz, 2H), 1.23 (t, J = 7.5 Hz, 3H); MS (m/z): [M+H]" 338.2.

YK141 (77) N-(3-(2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)
fenil)propionamida

A 35 mg (0.104 mmol) de 76 en 2 ml de DMF se adicionaron 30 mg (0.114 mmol) de 46 y se calenté a 90°C
durante 75 min. Se removid el solvente bajo presion reducida y el residuo se purificé por TLC preparatoria
(CH2Cly :MeOH-NH; (7N), 15:1) para dar 44.2 mg (74 %) de 77. RMN 'H (500 MHz, CDCI3): 5 7.51 (d, J = 7.2
Hz, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.14 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.80 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 3.94 (s, 4H), 3.89 (s, 6H),
3.60-3.80 (m, 15H), 2.60-2.82 (m, 6H), 2.35 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.21 (t, J = 7.4 Hz, 3H); HRMS (m/z): [M+H]"
calculado para C,7H42N507S, 580.2805; encontrado, 580.2806.

YK142 (78) 5-(2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il) pentanoato de 2-(2-(2-(2-(4-(4,6-dimetoxi-5-(3-
propionamidofeniltio)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)etoxi)etoxi) etoxi)etilo

Durante 6 horas en un tubo sellado se trataron con ultrasonido 29 mg (0.050 mmol) de 77, 36 mg (0.147 mmol)
D-(+)-biotina, DMAP (4.5 mg, 0.037 mmol), 61 mg (0.296 mmol) DCC en 5 ml de CH2Cl,. La mezcla de reaccién
se evaporo6 a sequedad y el residuo se purificé por TLC preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 36
mg (90 %) de 78. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): & 7.45-7.53 (m, 2H), 7.13 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.77 (d,
J = 6.5 Hz, 1H), 5.90 (s, 1H), 5.35 (s, 1H), 4.46-4.53 (m, 1H), 4.27-4.33 (m, 1H), 4.18-4.26 (m, 2H), 3.85-4.00
(m, 10H), 3.63-3.74 (m, 12H), 3.10-3.18 (m, 1H), 2.90 (dd, J = 4.5, 10.7 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.61
(m, 4H), 2.42 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.36 (m, 4H), 1.10-1.82 (m, 9H); HRMS (m/z): [M+H]" calculado para
C37H56N709S2, 806.3581; encontrado, 806.3566.
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Esquema 10. Sintesis de YK129 (83), YK130 (84), YK139 (85), YK149 (86), TT-2 (87), TT-3 (88), TT-4 (89).
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Reactivos y condiciones: a. N-metilpiperazina, DMF, 90°C, 2.5 horas; b. NIS, TFA, CH3CN, temperatura ambiente, 1.5
horas; c. 3-aminobencenotiol, neocuproina, Cul, KsPO4, DMF, 125°C, 17 horas; d. RCOCI, EtsN; e. RCOOH, DCC, THF,
temperatura ambiente; f. CH.Cl,: TFA (4:1), temperatura ambiente.

(80) 4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

Durante 2.5 horas a 90°C se calentaron 5 g (0.0286 mol) de 2-cloro-4,6-dimetoxipirimidina (79) y 7.93 mL (7.16 g,
0.0715 mol) de N-metilpiperazina en 22 mL de DMF. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida y el
residuo se tomoé en 200 mL de CH.Cl,. Esto se lavd con salmuera (3 x 50 mL), se sec6é sobre MgSO., se filtrd y
concentré para dar 6.51 g (95 %) de 80. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): & 5.37 (s, 1H), 3.85 (s, 6H), 3.82 (m, 4H), 2.44 (m,
4H), 2.33 (s, 3H); RMN-"°C (166 MHz, CDCls): § 172.0, 160.8, 77.8, 55.0, 53.4, 46.3, 43.7; MS (m/z): [M+H]" 239.2.

(81) 5-yodo-4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

A 1.59 g (6.67 mmol) de 80 en 40 mL de acetonitrilo se adicionaron 1.80 g (8.01 mmol) de N-yodosuccinimida, 0.771 mL (1.14 g,
10.0 mmol) de TFA y se agité a temperatura ambiente durante 1.5 horas. La mezcla de reaccion se concentrd a sequedad y el
residuo se tomé en 100 mL de CHxCl; y se lavé con NaHCOz al 5 % (3 x 50 mL), se seco sobre MgSQsa, se filtr y se concentré
para dar un residuo que se purificd por cromatografia en columna (CH2Cl:MeOH-NH;3 (7N), 1:0 a 20:1) para producir 2.06 g (86
%) de 81. RMN-"H (500 MHz, CDCla): & 3.93 (s, 6H), 3.82 (m, 4H), 2.47 (m, 4H), 2.36 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 365.1.

YK133 (82) 3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)anilina

Una mezcla de 81 (0.500 g, 1.37 mmol), 3-aminobencenotiol (146 pl, 0.172 g, 1.37 mmol), neocuproina (86 mg, 0.411
mmol), yoduro de cobre (78 mg, 0.411 mmol), y fosfato de potasio (0.582 g, 2.74 mmol) en DMF (15 mL) se agité a
125°C durante 17 horas. El solvente se removié bajo presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia en
columna (CH,Clo:MeOH-NH;3 (7N), 100:1 a 30:1) para dar 0.253 g (51 %) de 82. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): & 6.97 (t, J
= 8.0 Hz, 1H), 6.46-6.51 (m, 1H), 6.36-6.40 (m, 2H), 3.88-4.03 (m, 10H), 2.52 (m, 4H), 2.38 (s, 3H); RMN-"°C (166 MHz,
CDCl3): & 171.8, 160.1, 146.9, 139.5, 129.6, 116.2, 112.2, 112.1, 81.1, 55.0, 54.6, 46.3, 43.8; HRMS (m/z): [M+H]"
calculado para C17H24N50,S, 362.1651; encontrado, 362.1649.

YK129 (83) N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)fenil)acrilamida

A una solucién de 82 (10 mg, 0.027 mmol) y EtsN (50 pL, 36 mg, 0.36 mmol) en 1 mL de CH2Cl, se adicion6 cloruro de
acriloilo (22 yL, 24.4 mg, 0.27 mmol). La reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 12 horas, luego se extinguié
al adicionar MeOH frio. El solvente se evapor6 bajo presion reducida y el residuo se purificé por TLC preparatoria
(CH2Cl::MeOH-NH; (7N), 20:1) para dar 6.0 mg (54 %) de 83. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): & 7.49 (m, 1H), 7.36 (m, 1H),
7.14 (m, 2H), 6.84 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.36 (m, 1H), 6.22 (m, 1H), 5.73 (m, 1H), 4.02 (m, 4H), 3.90 (s, 6H), 2.70 (m, 4H),
2.50 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 416.4.

YK130 (84) N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)poropionamida

A una solucién de 82 (10 mg, 0.027 mmol) y EtsN (50 pL, 36 mg, 0.36 mmol) en 1 mL de CH2Cl, se adicion6 cloruro de
propionilo (22 pL, 24.4 mg, 0.27 mmol). La reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 12 horas luego se
extinguid al adicionar MeOH frio. Se evapord el solvente bajo presion reducida y el residuo se purificd por TLC
preparatoria (CH,Cl:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 7.3 mg (65 %) de 84. RMN-"H (500 MHz, CDCls): & 7.44 (d, J=7.5
Hz, 1H), 7.13 (m, 2H), 7.04 (s, 1H), 6.78 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 3.93 (m, 4H), 3.90 (s, 6H), 2.55 (m, 4H), 2.36 (s, 3H), 2.33
(9, J =7.2 Hz, 2H), 1.21 (t, J = 7.2 Hz, 3H); HRMS (m/z): [M+H]+ calculado para CzoH2sNs03S, 418.1913; encontrado,
418.1910.

YK139 (85) N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)fenil)ciclopropanocarboxamida

A una solucion de 82 (10.9 mg, 0.0302 mmol) y EtsN (21 pl, 15.3 mg, 0.151 mmol) en CHxCI; (1 mL) se adiciond cloruro
de ciclopropanocarbonilo (14 pl, 15.8 mg, 0.1508 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Se removié
el solvente bajo presion reducida y el residuo se purifico por TLC preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar
7.9 mg (61 %) de 85. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): & 7.49 (m, 1H), 7.29 (s, 1H), 7.13 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.97 (s, 1H), 6.78
(d, J = 7.6 Hz, 1H), 3.88-3.95 (m, 10H), 2.48 (m, 4H), 2.36 (s, 3H), 1.05-1.13 (m, 1H), 0.74-0.96 (m, 4H); HRMS (m/z):
[M+H]" calculado para Cz1H2sNs03S, 430.1913; encontrado, 430.1897.

YK149 (86) 2-amino-N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

A una solucion de 82 (20 mg, 0.0552 mmol) en THF (1 mL) se adicioné Boc-glicina (9.7 mg, 0.0552 mmol) y DCC (12
mg, 0.058 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 5 horas. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion
reducida y el residuo se purificd por TLC preparatoria (EtOAc:MeOH-NH3; (7N), 20:1) para dar un soélido que se disolvio
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en 2 mL de CH.CI,:TFA (4:1) y se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccién se concentré
bajo presion reducida y el residuo se purificd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 13.9 mg (60
%) de 86. RMN-"H (500 MHz, CDCls/MeOH-da): 5 7.38 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.15 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.79 (d,
J =7.6 Hz, 1H), 3.86-3.97 (m, 10H), 3.52 (s, 2H), 2.58 (m, 4H), 2.41 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]* 419.1.

TT-2 (87) N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)fenil)ciclobutanocarboxamida

Durante 2 horas a temperatura ambiente se agitaron 82 (10 mg, 0.028 mmol), EtsN (19.5 yl, 14.2 mg, 0.14 mmol) y
cloruro de ciclobutanocarbonilo (9.6 ul, 10.0 mg, 0.084 mmol) en CH.ClI, (1 mL). El solvente se removié bajo presion
reducida y el residuo se purifico por TLC preparatoria (EtOAc:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 4.1 mg (33 %) de 87.
RMN-"H (500 MHz, CDCls): § 7.50 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.14 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.00 (s, 1H), 6.94 (br s, 1H), 6.77 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 3.90 (br s, 10H), 3.07 (m, 1H), 2.50 (m, 14H), 2.14-2.42 (m, 7H), 1.82-2.02 (m, 2H); MS (m/z): [M+H]" 444.1.

TT-3 (88) N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)fenil)ciclohexanocarboxamida

Durante 3 horas a temperatura ambiente se agitaron 82 (10 mg, 0.028 mmol), EtsN (19.5 yl, 14.2 mg, 0.14 mmol) y
cloruro de ciclohexanocarbonilo (11.4 yl, 12.3 mg, 0.084 mmol) en CH>Cl, (1 mL). El solvente se removid bajo presion
reducida y el residuo se purificé por TLC preparatoria (EtOAc:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 12 mg (91 %) de 88.
RMN-"H (500 MHz, CDCls): & 7.50 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.18 (s, 1H), 7.13 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.02 (s, 1H), 6.76 (d, J = 7.7
Hz, 1H), 3.90 (br s, 10H), 2.51 (m, 4H), 2.38 (s, 3H), 2.11-2.22 (m, 1H), 1.19-1.96 (m, 10H); MS (m/z): [M+H]" 472.0.

TT-4 (89) N-(3-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)fenil)benzamida

Durante 3 horas a temperatura ambiente se agitaron 82 (10 mg, 0.028 mmol), EtsN (19.5 ul, 14.2 mg, 0.14 mmol) y
cloruro de benzoilo (9.8 pl, 11.8 mg, 0.084 mmol) en CH>Cl» (1 mL). El solvente se removié bajo presion reducida y el
residuo se purificé por TLC preparatoria (EtOAc:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 8.6 mg (66 %) de 89. RMN-"H (500
MHz, CDCls): §7.83 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.74 (br s, 1H), 7.59 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 6.4 Hz, 1H), 7.47 (t, J=7.8
Hz, 2H), 7.20 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.13 (s, 1H), 6.86 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.87-3.93 (m, 10H), 2.50 (m, 4H), 2.37 (s, 3H);
MS (m/z): [M+H]" 466.1.
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Esquema 11. Sintesis de TT-5 (95).

Reactivos y condiciones: a. PhB(OH)z, Na,COs3, Pd(OAc),, PPhs, DME, 95°C, 15-20 h; b. N-metilpiperazina, DMF, 90°C,
1.5 horas; c. NIS, TFA, CH3CN; d. 3-aminobencenotiol, neocuproina, Cul, KsPO4, DMF, 120°C, 12 horas; e. Boc-glicina,
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DCC, THF, temperatura ambiente, 12 horas; f. CH>Cl,: TFA (4:1), temperatura ambiente.

(91) 2-cloro-4-fenilpirimidina

A una mezcla de 2,4-dicloropirimidina (90) (50 mg, 0.336 mmol), acido fenilborénico (41 mg, 0.336 mmol), carbonato de
sodio (110 mg en 0.5 mL de agua) y DME (2.5 mL) se adicion6 acetato de paladio (3.8 mg, 0.0168 mmol) y trifenilfosfina
(8.8 mg, 0.0336 mmol). La mezcla de reaccion se calenté a 95°C durante 20 horas. El solvente se removi6 bajo presion
reducida y el residuo se tomé en diclorometano (20 mL), se lavé con agua (3 x 5 mL), se secd sobre MgSQOa, y se
concentré para dar un residuo que se purificé por TLC preparatoria (hexano:EtOAc, 8:2) para producir 41 mg (64 %) de
91. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): & 8.63 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 8.06-8.11 (m, 2H), 7.64 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 7.47-7.57 (m, 3H);
RMN-"3C (166 MHz, CDCl3): 5 167.2, 161.9, 159.8, 135.1, 131.9, 129.1, 127.4, 115.2.

(92) 2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenilpirimidina

A una solucion de 91 (38 mg, 0.201 mmol) en 0.5 mL de DMF se adicion6 1-metilpiperazina (56 ul, 50 mg, 0.31 mmol) y
se calentd a 90°C durante 1.5 horas. Se removio el solvente bajo presion reducida y el residuo se purifico por TLC
preparatoria (CH2Cl,:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para producir 49

mg (95 %) de 92. RMN-"H (500 MHz, CDCls): & 8.36 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 8.01-8.09 (m, 2H), 7.43-7.50 (m, 3H), 6.92 (d, J
= 5.2 Hz, 1H), 3.96 (m, 4H), 2.50 (m, 4H), 2.34 (s, 3H); RMN-'3C (166 MHz, CDCls): 5 164.4, 162.1, 158.4, 137.8, 130.6,
128.8, 127.1, 105.8, 55.2, 46.4, 43.9; MS (m/z): [M+H] 255.1.

(93) 5-yodo-2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenilpirimidina

A 92 (49 mg, 0.193 mmol) en acetonitrilo (1.4 mL) se adiciond TFA (59 pl, 88 mg, 0.772 mmol), N-yodosuccinimida (43
mg, 0.193 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. Se evaporé el solvente y el residuo se tomé en
diclorometano (15 mL), se lavé con Na,COs al 10 % (2 x 5 mL), agua (5 mL), se secé sobre MgSQs, y se concentro para
dar un residuo que se purifico por TLC preparatoria (CH2Cl;:MeOH, 10:1) para producir 67 mg (92 %) de 93. RMN-"H
(500 MHz, CDCls): & 8.60 (s, 1H), 7.65-7.73 (m, 2H), 7.42-7.49 (m, 3H), 3.86 (m, 4H), 2.45 (m, 4H), 2.33 (s, 3H); RMN-
3C (166 MHz, CDCl3): 5 167.5, 165.8, 160.9, 140.3, 129.7, 129.3, 128.1, 76.2, 55.0, 46.4, 43.9; MS (m/z): [M+H]" 380.9.

(94) 3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenilpirimidin-5-iltio)anilina

Una mezcla de 93 (37.6 mg, 0.099 mmol), 3-aminobencenotiol (12 pl, 13.6 mg, 0.109 mmol), neocuproina (6.2 mg,
0.0297 mmol), yoduro de cobre (5.7 mg, 0.0297 mmol), y carbonato de potasio (42 mg, 0.198 mmol) en DMF (1.4 mL)
se agité a 110°C durante 12 horas. El solvente se removié bajo presion reducida y el residuo se purifico por TLC
preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 10 mg (27 %) de 94. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): § 8.45 (s, 1H),
7.71 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 7.32-7.42 (m, 3H), 6.99 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 2.0, 6.4 Hz,
1H), 6.36 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 3.97 (m, 4H), 3.60 (br s, 2H), 2.52 (m, 4H), 2.37 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 378.1.

TT-5 (95) 2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenilpirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

A una solucién de 94 (5 mg, 0.0133 mmol) en THF (0.5 mL) se adicion6é Boc-glicina (2.3 mg, 0.0133 mmol) y DCC (3
mg, 0.0146 mmol). Después de la agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente, se evaporé el THF y se
adicionaron 0.5 mL de CH2C12:TFA (4:1). La solucion se agitdé durante 45 minutos, luego se concentr6 a sequedad bajo
presion reducida para dar un residuo que se purificé por TLC preparatoria (CH2Clo:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 2 mg
(35 %) de 95. RMN-"H (500 MHz, CDCl3/MeOH-d,): & 8.45 (s, 1H), 7.69 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35-7.45 (m, 4H), 7.31 (m,
1H), 7.17 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.96 (m, 4H), 3.36 (s, 2H), 2.86 (m, 4H), 2.38 (s, 3H); MS (m/z):
[M+H]" 435.0.

z—

z—

. . & &
NAN 2 N/KN b /"L c /'L d
—_— _— —_— —
O )@ Ay Ay
© o )l\) | Z
90 96 sno” oo
97 !
98

109



10

15

20

25

30

35

ES 2 608 670 T3

() (] "

N
1 A

N|)§N ﬁg Nl\N TT-7 100: CHs-
. _

eno)\/ OJ\H TT-8 101 Ph-
s S

TT-9 102 NH,CHo-

TT-18 103: NH,CHCH;-

NH, OYNH

99 R TT-19 104: NH,CHCH(CHg)y-

100-105
TT-20 105: NH

Esquema 12. Sintesis de TT-7 (100), TT-8 (101), TT-9 (102), TT-18 (103), TT-19 (104), TT-20 (105).

Reactivos vy condiciones: a. alcohol bencilico, KOH, 18-corona-6, tolueno, temperatura ambiente, 1 hora; b. N-
metilpiperazina, DMF, 80°C, 1.75 horas; c. NIS, TFA, CH3sCN, temperatura ambiente, 1 hora; d. 3-aminobencenotiol,
neocuproina, Cul, K,CO3s, DMF, 120°C, 18 horas; e. Ac,O, CH,Cl, o PhCOCI, EtsN, CH.Cly; f. RCOOH, DCC, THF,
temperatura ambiente, 12 horas; g. CH2Cl: TFA (4:1), temperatura ambiente.

(96) 4-(benciloxi)-2-cloropirimidina

A una solucion de 2,4-dicloropirimidina (90) (2.0 g, 0.0134 mmol) en tolueno (20 mL) se adicion6 alcohol bencilico (1.53
ml, 1.59 g, 0.0147 mol), KOH (0.82 g, 0.0147 mol) y 18-corona-6 (0.177 g, 0.00067 mol) y se agité6 a temperatura
ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (400 mL) y se lavé con agua (3 x 50 mL), se seco
sobre MgSO., se filtrd y se concentrd para dar un sélido blanco que se cromatografié (hexano:CH2Cl,, 1:1 a 3:7) para
dar 2.09 g (71 %) de una mezcla de 96 con 2-(benciloxi)-4-cloropirimidina regioisomérica (relacion relativa 75:25 por
RMN-"H, respectivamente); MS (m/z): [M+Na]" 243.1.

(97) 4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

A una solucion de 96 (2.09, 0.00947 mol; contiene regioisémeros) en DMF (34 mL) se adicioné 1-metilpiperazina (3.15
mL, 2.85 g, 0.0284 mol) y se calentdé a 80°C durante 1.75 horas. El solvente se removié bajo presion reducida y el
residuo se tomd en EtOAc (350 mL) y se lavo con salmuera (3 x 50 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 50
mL) y las capas organicas combinadas se secaron sobre MgSQOs, se filtré y se concentré para dar un aceite que se
purific por cromatografia en columna (EtOAc:MeOH-NH; (7N), 1:0 a 25:1) para dar 1.88 g (70 %) de 97. RMN-"H (500
MHz, CDCls): § 8.06 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.35 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 6.03
(d, J = 5.6 Hz, 1H), 5.35 (s, 2H), 3.83 (m, 4H), 2.45 (m, 4H), 2.33 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 284.9.

(98) 4-(benciloxi)-5-yodo-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

A 97 (0.937 g, 0.0033 mol) en acetonitrilo (16 mL) se adiciond TFA (1.02 mL, 1.51 g, 0.0132 mol) y N-yodosuccinimida
(0.965 g, 0.0043 mol) y se agit6é a temperatura ambiente durante 1 hora. Entonces se adicionaron 7 mL de Na;CO3 al 10
% (0.70 g, 0.066 mol) y se agité durante 2 minutos. La mezcla de reaccién se concentré a sequedad y el residuo se
tomo6 en CHCl, (200 ml) y se lavo con NaxCOs al 10 % (2 x 50 mL), tiosulfato de sodio al 10 % (50 mL) y salmuera (50
mL). La capa organica se seco sobre MgSOQO., se filtrd6 y se concentré para dar un aceite que se purificé por
cromatografia en columna (CH2Cl::MeOH-NH3 (7N), 50:1) para producir 1.31 g (97 %) de 98. RMN-'H (500 MHz,
CDCl3): 8 8.27 (s, 1H), 7.44 (d, d = 7.4 Hz, 2H), 7.37 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 5.40 (s, 2H), 3.79 (m,
4H), 2.42 (m, 4H), 2.32 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 411.0.

(99) 3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)anilina

Una mezcla de 98 (0.985 g, 2.40 mmol), 3-aminobencenotiol (255 pl, 300.5 mg, 2.40 mmol), neocuproina (150 mg, 0.72
mmol), yoduro de cobre (137 mg, 0.72 mmol), y carbonato de potasio (0.663 g, 4.80 mmol) en DMF (25 mL) se agit6 a
120°C durante 18 horas. El solvente se removié bajo presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en
columna (CH,Cl2:MeOH-NH;3 (7N), 50:1 a 20:1) para dar 0.75 g (77 %) de 99. RMN-"H (500 MHz, CDCl3): & 8.24 (s, 1H),
7.16-7.30 (m, 5H), 6.99 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.38-6.46 (m, 2H), 5.38 (s, 2H), 3.84 (m, 4H), 3.56
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(br's, 2H), 2.45 (br s, 4H), 2.33 (s, 3H); RMN-"C (166 MHz, CDCls): & 169.3, 164.5, 161.4, 158.1, 146.9, 138.5, 136.8,
129.6, 128.3, 127.7, 127.4, 117.6, 113.6, 112.6, 67.6, 54.8, 46.2, 43.9; MS (m/z): [M+H]" 408.1.

TT-7 (100) N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)Jacetamida

A 99 (5.2 mg, 0.013 mmol) en CH,Cl, (0.2 mL) se adicioné anhidrido acético (1.5 L, 1.6 mg, 0.0156 mmol) y se agit6 a
temperatura ambiente durante 4 horas. Entonces se concentré a sequedad bajo presion reducida para dar un residuo
que se purificd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 4.5 mg (79 %) de 100. RMN-"H (500 MHz,
CDCl3/MeOH-ds): 8 8.24 (s, 1H), 7.54 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.22-7.27 (m, 3H), 7.13-7.20 (m, 3H), 7.09 (s, 1H), 6.87 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 5.36 (s, 2H), 3.85 (m, 4H), 2.49 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 2.10 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 450.1.

TT-8 (101) N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)benzamida

Durante 2 horas a temperatura ambiente se agitaron 99 (14 mg, 0.034 mmol), EtsN (24 pl, 17.2 mg, 0.17 mmol) y cloruro
de benzoilo (12 pl, 14.3 mg, 0.102 mmol) en CH2Cl> (1 mL). El solvente se removié bajo presion reducida y el residuo se
purificd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH; (7N), 25:1) para dar 13.6 mg (78 %) de 101. RMN-'H (500 MHz,
CDCl3/MeOH-ds): 5 8.26 (s, 1H), 7.84 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.69 (dd, J = 1.4, 8.2 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.47 (t, J
= 7.9 Hz, 2H), 7.14-7.27 (m, 7H), 6.93 (dd, J = 0.9, 7.9 Hz, 1H), 5.37 (s, 2H), 3.85 (m, 4H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s, 3H);
RMN-"C (166 MHz, CDCl3/MeOH-d,): & 168.6, 166.3, 164.2, 161.3, 138.6, 138.3, 136.4, 134.8, 131.8, 129.3, 128.6,
128.3, 127.7, 127.5, 127.2, 123.4, 118.8, 117.9, 100.1, 67.8, 54.6, 45.9, 43.6; MS (m/z): [M+H]" 512.1.

TT-9 (102) 2-amino-N-(3-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)Jacetamida

99 (30 mg, 0.0736 mmol) en THF (3 mL) se adicionaron a Boc-glicina (14.2 mg, 0.081 mmol), DCC (16.7 mg, 0.081
mmol) y se agité a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida y
el residuo se purificd por TLC preparatoria (CH2Cl,:MeOH-NH3 (7N), 25:1) para dar un aceite que se disolvié en 2.5 mL
de CH2C12:TFA (4:1) y se agitd a temperatura ambiente durante 45 minutos. La mezcla de reaccion se concentrd bajo
presion reducida y el residuo se purifico por TLC preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 24.6 mg (72 %)
de 102. RMN-"H (500 MHz, CDCly/MeOH-da): & 8.24 (s, 1H), 7.50 (dd, J = 1.2, 8.1 Hz, 1H), 7.31 (m, 1H), 7.22-7.27 (m,
3H), 7.13-7.20 (m, 3H), 6.86 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 5.37 (s, 2H), 3.85 (m, 4H), 3.39 (s, 2H), 2.49 (m, 4H), 2.35 (s, 3H);
RMN-"C (166 MHz, CDCl3/MeOH-d,): & 171.4, 168.5, 164.1, 161.2, 138.2, 138.1, 136.4, 129.2, 128.2, 127.6, 127.2,
123.0, 118.2, 117.0, 67.7, 54.5, 45.8, 44.6, 43.5; MS (m/z): [M+H]" 465.3.

TT-20 (105) N-(3-(4-(bencilioxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)pirrolidina-2-carboxamida

99 (8.6 mg, 0.0211 mmol) en THF (0.5 mL) se adicionaron Boc-L-prolina (5 mg, 0.0232 mmol), DCC (5 mg, 0.0232
mmol) y se agitaron a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccidon se concentrd bajo presion
reducida y el residuo se disolvio en 0.35 mL de CH2C12:TFA (4:1) y se agitdé a temperatura ambiente durante 45
minutos. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida y el residuo se purificd por TLC preparatoria
(CH2Cl:MeOH-NH;z (7N), 15:1) para dar 6.0 mg (57 %) de 105. RMN-"H (500 MHz, CDCls): § 9.63 (s, 1H), 8.26 (s, 1H),
7.58 (dd, J = 1.2, 8.1 Hz, 1H), 7.31 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.12-7.17 (m, 3H), 7.22-7.26 (m, 3H), 6.83 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
5.36 (s, 2H), 3.80-3.91 (m, 5H), 3.04-3.11 (m, 1H), 2.94-3.00 (m, 1H), 2.47 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 2.15-2.25 (m, 1H), 1.98-
2.06 (m, 1H), 1.70-1.81 (m, 1H); MS (m/z): [M+H]" 505.2.
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Esquema 13. Sintesis de TT-12 (115), TT-13 (116), TT-14 (117), TT-15 (118), TT-16 (119), TT-17 (120)

Reactivos vy condiciones: a. alcohol p-metoxibencilico, KOH, 18-corona-6, tolueno, temperatura ambiente, 1 hora, b. N-
metilpiperazina, DMF, 80°C, 1.5 horas, c. NIS, TFA, CHsCN, temperatura ambiente, 1 hora, d. 3-aminobencenotiol,
(1)tiofeno-2-carboxilato de cobre, KoCO3s, DMF, 120°C, 25 horas, e. Ac,O, CH,Cl,, temperatura ambiente, 3 horas, f.
CHCI,:TFA (1:1), temperatura ambiente, 4 horas, g. POCls, 60°C, 2 horas, h. ROH, NaH, DMF, 80°C, 1.5 horas, i. BF3-
MeOH, relujo, 5 horas, j. RCOOH, DCC, THF, temperatura ambiente, 12 horas, k. CH.Cl»:TFA (4:1), temperatura
ambiente o CH»Cly:piperidina (9:1), temperatura ambiente

(106) 2-cloro-4-(4-metoxibenciloxi)pirimidina

2,4-dicloropirimidina (90) (2.0 g, 0.0134 mmol) en tolueno (20 mL) se adicion6 a alcohol p-metoxibencilico (1.84 ml, 2.04
g, 0.0147 mol), KOH (0.825 g, 0.0147 mol) y 18-corona-6 (0.177 g, 0.00067 mol) y se agitd6 a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (350 mL), se lavd con agua (2 x 50 mL), se secd sobre
MgSO., se filtré y se concentré para dar un aceite que se purificd por cromatografia en columna (hexano:CHxCly, 1:1 a
3:7) para dar 2.39 g (71 %) de una mezcla de 106 con 4-cloro-2-(4-metoxibenciloxi)pirimidina regioisomérica (relacién
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relativa 78:22 por RMN-"H, respectivamente).

(107) 4-(4-metoxibenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

A una solucion de 106 (2.39, 0.0095 mol; contiene regioisémeros) en DMF (34 mL) se adicioné 1-metilpiperazina (3.16
mL, 2.85 g, 0.0285 mol) y se calent6 a 80°C durante 1.5 horas. El solvente se removié bajo presion reducida y el residuo
se tomo en EtOAc (350 mL) y se lavd con salmuera (3 x 50 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 50 mL) y las
capas organicas combinadas se secaron sobre MgSOys, se filtraron y se concentraron para dar un aceite que se Purificc’)
por cromatografia en columna (EtOAc:i-PrOH: EtsN, 40:1:1 % a 20:1:1 %) para dar 2.10 g (70 %) de 107. RMN-"H (500
MHz, CDCl3): & 8.05 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.00 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 5.27
(s, 2H), 3.84 (m, 4H), 3.81 (s, 3H), 2.46 (m, 4H), 2.34 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 315.2.

(108) 5-yodo-4-(4-metoxibenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

A 107 (1.16 g, 3.69 mmol) en acetonitrilo (18 mL) se adicion6 N-yodosuccinimida (1.08 g, 4.80 mmol), TFA (1.14 mL,
1.68 g, 14.76 mmol), y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Entonces se adicionaron 15.6 mL de Na,COs al
10 % (1.56 g, 14.76 mmol) y se agitd durante 2 minutos. La mezcla de reaccion se concentr6 a sequedad y el residuo se
tomo6 en CHCl, (200 ml) y se lavo con NaxCOs al 10 % (2 x 50 mL), tiosulfato de sodio al 10 % (50 mL) y salmuera (50
mL). La capa organica se seco sobre MgSOQO., se filtrd6 y se concentré para dar un aceite que se purificé por
cromatografia en columna (CH2Clz:MeOH-NH; (7N), 50:1) para producir 1.44 g (85 %) de 108. RMN-"H (500 MHz,
CDCl3): 5 8.26 (s, 1H), 7.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.33 (s, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.80 (m, 4H), 2.44 (m,
4H), 2.33 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 441.0.

(109) 3-(4-(4-metoxibenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)anilina

Una mezcla de 108 (1.14 g, 2.59 mmol) y carbonato de potasio (0.716 g, 5.18 mmol) en DMF (37 mL) se evacud y
retrollené con argdn tres veces. Se adiciond tiofeno-2-carboxilato de cobre(l) (0.198 g, 1.04 mmol) y se evacud y
retrollen6 con argén dos veces. Se adiciond 3-aminotiofenol (330 pl, 0.389 g, 3.11 mmol) y la mezcla de reaccién se
calentd a 120°C durante 25 h. El solvente se removid bajo presion reducida y el residuo se purifico por cromatografia en
columna (CH,Cl,:MeOH-NH;3 (7N), 200:1 a 40:1) para dar 0.933 g (82 %) de 109. RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 8.23 (s,
1H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.98 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H),6.44 (d, J=7.9
Hz, 1H), 6.40 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 5.30 (s, 2H), 3.86 (m, 4H), 3.79 (s, 3H), 3.55 (br s, 2H), 2.47 (m, 4H), 2.35 (s, 3H); RMN
3C (166 MHz, CDCl3): & 168.6, 164.4, 161.4, 159.2, 146.8, 138.6, 129.5, 129.3, 128.8, 117.6, 113.7, 113.6, 112.5,
100.1, 67.4, 55.3, 54.8, 46.2, 43.9; MS (m/z): [M+H]" 438.3.

TT-11 (110) N-(3-(4-(4-metoxibenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

A una soluciéon de 109 (0.933 g, 2.13 mmol) en CHCl; (6 mL) se adicion6 anhidrido acético (242 uL, 261 mg, 2.56
mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con CH2Cl, (90 mL) y se lavo
con NaxCOs3 al 10 % (2 x 25 mL), se sec6 sobre MgSOQa, se filtré y concentré bajo presion reducida para dar un residuo
que se purificd por cromatografia en columna (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 200:1 a 50:1) para dar 0.895 g (88 %) de 110.
RMN "H (500 MHz, CDCls): & 8.24 (s, 1H), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.16 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
6.85-6.93 (m, 3H), 6.78 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.31 (s, 2H), 3.88 (m, 4H), 3.78 (s, 3H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 2.12 (s,
3H); MS (m/z): [M+H]" 480.1.

(111) N-(3-(4-hidroxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio fenil)acetamida

A una solucién de 110 (0.872 g, 1.82 mmol) en CH2Cl> (4 mL) se adicioné TFA (4 mL) gota a gota durante 5 minutos y
se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcla de reaccién se concentrd bajo presion reducida y se seco
bajo alto vacio durante la noche para dar 111 que se usé sin purificacién adicional. MS (m/z): [M+H]" 360.2.

(112) N-(3-(4-cloro-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

Durante 2 horas a 65°C se calentaron 111 (~1.82 mmol) y POCIs (5 mL). Después de enfriar a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccion se adicioné a un vaso de laboratorio que contiene trozos de hielo. Después de la extincion completa
de POCIs;, se adicioné cuidadosamente Na,CO3 sdlido hasta pH ~ 9. Esto se transfirid a un embudo de separacion y se
extrajo con CH,Cl, (4 x 60 mL), se secd sobre MgSOQs., se filtré y concentrd a un sdlido que se purificé por cromatografia
en columna (CH,Cl:MeOH-NH;3 (7N), 200:1 a 50:1) para dar 0.215 g (31 %) de 112. RMN "H (500 MHz, CDCls): & 8.37
(s, 1H), 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.16-7.25 (m, 2H), 6.89 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 3.88 (m, 4H), 2.47 (m, 4H), 2.34 (s, 3H),
2.14 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 378.2.

(113A) N-(3-(4-(ciclopentilmetoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)Jacetamida
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A ciclopentanometanol (21.3 pL, 19.9 mg, 0.198 mmol) disuelto en DMF (250 pL) se adicion6 NaH (4.3 mg, 0.179 mmol)
y la suspension resultante se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente. Entonces se adicion6 112 (15 mg,
0.0397 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté a 80°C durante 1.5 horas. Se adicion6 MeOH (1 mL) y se agité durante
5 minutos luego la mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida para dar un residuo que se purificé por TLC
preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH; (7N), 20:1) para dar 13.9 mg (79 %) de 113A. RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 5 8.23 (s,
1H), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.10-7.22 (m, 3H), 6.86 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 4.16 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.86 (m, 4H), 2.48 (m,
4H), 2.35 (s, 3H), 2.19 (m, 1H), 2.09 (s, 3H), 1.56-1.67 (m, 2H), 1.40-1.55 (m, 4H), 1.10-1.20 (m, 2H); MS (m/z): [M+H]"
442.1.

(114A) 3-(4-(ciclopentilmetoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)anilina

113A (13.9 mg, 0.0315 mmol) en metanol (1 mL) se adicion6 a BF3-MeOH (47 uL, 53.6 mg, 0.378 mmol) y se someti6 a
reflujo durante 5 horas. Entonces se adiciond EtsN, la mezcla de reacciéon se concentré para dar un reS|duo que se
purificd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH; (7N), 20:1) para dar 11 mg (87 %) de 114A. RMN 'H (500 MHz,
CDCls3): 6 8.22 (s, 1H), 6.98 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.55 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.45 (s, 1H), 6.43 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.17 (d, J
= 6.7 Hz, 2H), 3.86 (m, 4H), 3.58 (br s, 2H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 2.23 (m, 1H), 1.59-1.68 (m, 2H), 1.43-1.58 (m,
4H), 1.13-1.23 (m, 2H); MS (m/z): [M+H]" 400.3.

TT-12 (115) 2-amino-N-(3-(4-(ciclopentilmetoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

114A (11 mg, 0.0275 mmol) en THF (1 mL) se adicioné a Boc-glicina (5.3 mg, 0.030 mmol), DCC (6.2 mg, 0.030 mmol)
y se agité a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida y el
residuo se purificé por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar un residuo que se disolvioé en 1.25 mL
de CH2CI:TFA (4:1) y se agitd a temperatura ambiente durante 45 minutos. La mezcla de reaccién se concentré bajo
presion reduC|da y el residuo se purificé por TLC preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 10.3 mg (82 %)
de 115. RMN 'H (500 MHz, CDCls/MeOH-da): 8 8.21 (s, 1H), 7.44 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.17 (t, J = 8.0 Hz,
1H), 6.86 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 4.17 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 3.84 (m, 4H), 3.41 (s, 2H), 2.51 (m, 4H), 2.36 (s, 3H), 2.21 (m,
1H), 1.57-1.67 (m, 2H), 1.42-1.57 (m, 4H), 1.10-1.22 (m, 2H); MS (m/z): [M+H]" 457 .4.

(113B) N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenoxipirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

A fenol (19 mg, 0.198 mmol) disuelto en DMF (250 yL) se adicioné NaH (4.3 mg, 0.179 mmol) y la solucién resultante se
agitd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Entonces se adiciond 112 (15 mg, 0.0397 mmol) y la mezcla de
reaccion se calentd a 80°C durante 1.5 horas. Se adicion6 MeOH (1 mL) y se agité durante 5 minutos, y entonces la
mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida para dar un reS|duo que se purificé por TLC preparatoria
(CH2Cl:MeOH-NH; (7N), 20:1) para dar 16.2 mg (94 %) de 113B. RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 8.35 (s, 1H), 7.40 (d, J
= 7.7 Hz, 1H), 7.30-7.36 (m, 3H), 7.28 (br s, 1H), 7.15-7.23 (m, 2H), 7.02 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
3.65 (m, 4H), 2.36 (m, 4H), 2.28 (s, 3H), 2.13 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 436.2.

(114B) 3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenoxipirimidin-5-iltio)anilina

113B (16.2 mg, 0.037 mmol) en metanol (1 mL) se adicioné BF3-MeOH (55 L, 63.3 mg, 0.446 mmol) y se someti6 a
reflujo durante 5 horas. Entonces se adicioné EtsN, la mezcla de reaccidon se concentré para dar un residuo que se
purlflco por TLC preparatoria (hexano:CHCl2:EtOAc:MeOH-NH3 (7N), 2:2:1:0.5) para dar 6.5 mg (45 %) de 114B. RMN
'H (500 MHz, CDCl3): 5 8.34 (s, 1H), 7.33 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.18 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.01-7.07 (m, 3H), 6.63 (d, J=7.8
Hz, 1H), 6.56 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 6.47 (dd, J = 2.2, 8.0 Hz, 1H), 3.63 (m, 6H), 2.37 (m, 4H), 2.30 (s, 3H); MS (m/z):
[M+H]+ 394.3.

TT-13 (116) 2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-fenoxipirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

114B (6.5 mg, 0.0165 mmol) en THF (0.65 mL) se adicion6 a Fmoc-glicina (5.4 mg, 0.018 mmol), DCC (3.8 mg, 0.018
mmol) y se agité a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida y
el residuo se purificd por TLC preparatoria (hexano:CHzClo:EtOAc:MeOH-NH3 (7N), 2:2:1:0.5) para dar un residuo que
se disolvié en CH2Cl» (0.9 mL) y piperidina (0.1 mL) y se agité a temperatura ambiente durante 5 horas. La mezcla de
reaccion se concentrd bajo presion redu0|da y el residuo se purificéd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 15:1)
para dar 3.5 mg (47 %) de 116. RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 9.34 (br s, 1H), 8.36 (s, 1H), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.47
(s, 1H), 7.33 (t, J = 8.2 Hz, 2H), 7.22 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.18 (t, J= 7.4 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 6.96 (d, /= 7.9
Hz, 1H), 3.68 (m, 4H), 3.46 (s, 2H), 2.40 (m, 4H), 2.31 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]+ 451.1.

(113C) N-(3-(4-(ciclopentiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio Yfenil)acetamida

A ciclopentanol (11.8 L, 11.2 mg, 0.13 mmol) disuelto en DMF (200 pL) se adicioné NaH (2.8 mg, 0.117 mmol) y la
suspension resultante se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente. Entonces se adicioné 112 (10 mg, 0.026
mmol) y la mezcla de reaccion se calenté a 80°C durante 2 horas. Se adicion6 MeOH (1 mL) y se agité durante 5
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minutos luego la mezcla de reaccién se concentrd bajo presion reducida para dar un residuo que se purificd por TLC
preparatoria (CH,Clo:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 8.5 mg (77 %) de 113C. RMN "H (500 MHz, CDCl3): & 8.21 (s, 1H),
7.41(d, J=7.9 Hz, 1H), 7.10-7.19 (m, 3H), 6.86 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.39 (m, 1H), 3.86 (m, 4H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s,
3H), 2.14 (s, 3H), 1.63-1.86 (m, 4H), 1.45-1.56 (m, 4H); MS (m/z): [M+H]" 428.2.

(114C) 3-(4-(ciclopentiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il) pirimidin-5-iltio)anilina

113C (8.5 mg, 0.020 mmol) en metanol (0.75 mL) se adicioné BF3-MeOH (30 pL, 34.1 mg, 0.24 mmol) y se someti6 a
reflujo durante 5 horas. Entonces se adiciond EtsN, la mezcla de reacciéon se concentré para dar un reS|duo que se
purificé por TLC preparatoria (CH,Cl;:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 7.2 mg (94 %) de 114C. RMN 'H (500 MHz,
CDCls): 6 8.20 (s, 1H), 6.98 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.55 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 6.46 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 6.43 (dd, J= 2.0, 7.9 Hz,
1H), 5.40 (m, 1H), 3.86 (m, 4H), 3.58 (br s, 2H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 1.67-1.87 (m, 4H), 1.51-1.62 (m, 4H); MS
(mlz): [M+H]" 386.2.

TT-14 (117) 2-amino-N-(3-(4-(ciclopentiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenilJacetamida

A una solucién de 114C (7.2 mg, 0.0187 mmol) en THF (0.5 mL) se adicion6 Boc-glicina (3.6 mg, 0.0206 mmol) y DCC
(4.3 mg, 0.0206 mmol). Después de agitar durante la noche a temperatura ambiente, el THF se evapordé y se
adicionaron 0.5 mL de CH.CI,:TFA (4:1). La solucion se agitd durante 45 minutos, luego se concentré a sequedad bajo
presion reducida para dar un residuo que se purificd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 7.4
mg (89 %) de 117. RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 9.29 (br's, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.16
(t, J=8.0 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 5.40 (m, 1H), 3.86 (m, 4H), 3.45 (s, 2H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 1.61-1.86
(m, 4H), 1.44-1.57 (m, 4H); MS (m/z): [M+H]" 443.2.

(113D) N-(3-(4-(ciclohexiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

A ciclohexanol (14 pL, 13.0 mg, 0.13 mmol) disuelto en DMF (200 pL) se adicioné6 NaH (2.8 mg, 0.117 mmol) y la
suspension resultante se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente. Entonces se adicion6 112 (10 mg, 0.026
mmol) y la mezcla de reaccion se calenté a 80°C durante 2 horas. Se adicion6 MeOH (1 mL) y se agit6 durante 5
minutos, luego la mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida para dar un residuo que se purlflco por TLC
preparatoria (hexano:CH2Clx:EtOAc:MeOH-NH3 (7N), 2:2:1:0.5) para dar 2.9 mg (25 %) de 113D. RMN 'H (500 MHz,
CDCl3): 6 8.23 (s, 1H), 7.43 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.12-7.19 (m, 2H), 7.06 (br s, 1H), 6.88 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.05 (m, 1H),
3.85 (m, 4H), 2.50 (m, 4H), 2.36 (m, 3H), 2.14 (s, 3H), 1.22-1.80 (m, 10H); MS (m/z): [M+H]" 442.2.

(114D) 3-(4-(ciclohexiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)anilina

Se adicioné 113D (2.9 mg, 0.0066 mmol) en metanol (0.5 mL) a BF3-MeOH (10 yL, 11.2 mg, 0.079 mmol) y se sometio
a reflujo durante 5 horas. Entonces se adiciond EtsN, la mezcla de reacciéon se concentrd para dar un reS|duo que se
purificé por TLC preparatoria (CH,Cl:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 2.4 mg (92 %) de 114D. RMN 'H (500 MHz,
CDCls3): 6 8.22 (s, 1H), 6.98 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.57 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 6.48 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz,
1H), 5.05 (m, 1H), 3.86 (m, 4H), 3.58 (br s, 2H), 2.51 (m, 4H), 2.37 (s, 3H), 1.22-1.80 (m, 10H); MS (m/z): [M+H]" 400.2.

TT-15 (118) 2-amino-N-(3-(4-(ciclohexiloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

A una solucién de 114D (2.4 mg, 0.006 mmol) en THF (0.25 mL) se adicion6 Boc-glicina (1.2 mg, 0.0066 mmol) y DCC
(1.4 mg, 0.0066 mmol). Después de la agitacion durante la noche a temperatura ambiente, se evaporo THF y se
adicionaron 0.25 mL de CH,CI2:TFA (4:1). La solucién se agité durante 45 minutos, luego se concentré a sequedad bajo
presion reducida para dar un residuo que se purificd por TLC preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 2.5
mg (93 %) de 118. RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 5 9.28 (br's, 1H), 8.24 (s, 1H), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.17
(t, J=7.9 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.06 (m, 1H), 3.84 (m, 4H), 3.45 (s, 2H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s, 3H), 1.22-1.80
(m, 10H); MS (m/z): [M+H]" 457 1.

(113E) N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-ilmetoxi)pirimidin-5-iltio) fenil)acetamida

A 3-piridilcarbinol (15.5 yL, 17.4 mg, 0.159 mmol) disuelto en DMF (200 pL) se adicioné NaH (3.4 mg, 0.143 mmol) y la
suspension resultante se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente. Entonces se adicioné 112 (12 mg, 0.0318
mmol) y la mezcla de reaccion se calenté a 80°C durante 1.5 horas. Se adicion6 MeOH (1 mL) y se agit6é durante 5
minutos, luego la mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida para dar un residuo que se purificé por TLC
preparatoria (hexano:CHzCly:EtOAc:MeOH-NH; (7N), 2:2:1:0.5) para dar 11.8 mg (83 %) de 113E. MS (m/z): [M+H]"
451.3.

(114E) 3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-ilmetoxi) pirimidin-5-iltio)anilina

113E (11.8 mg, 0.026 mmol) en metanol (1 mL) se adicion6 a BF3-MeOH (39 pL, 44.3 mg, 0.312 mmol) y se sometio a
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reflujo durante 5 horas. Se adiciono EtsN, luego la mezcla de reaccién se concentrd para dar un residuo que se purifico
por TLC preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 7 mg (66 %) de 114E. RMN "H (500 MHz, CDCly/MeOH-
d4): 6 8.45(d, J=4.9 Hz, 1H), 8.43 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.50 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.27 (dd, J= 5.0, 7.8 Hz, 1H), 7.01 (t, J
=7.8 Hz, 1H), 6.47-6.55 (m, 3H), 5.39 (s, 2H), 3.88 (m, 4H), 2.52 (m, 4H), 2.37 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 409.3.

TT-16 (119) 2-amino-N-(3-(2-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(piridin-3-ilmetoxi)pirimidin-5-iltio)fenil)acetamida

A una solucién de 114E (6 mg, 0.015 mmol) en THF (0.5 mL) se adicioné Boc-glicina (3 mg, 0.016 mmol) y DCC (3.3
mg, 0.016 mmol). Después de agitar durante la noche a temperatura ambiente, el THF se evaporé y se adicionaron 0.35
mL de CH,Cl2:TFA (4:1). La solucién se agité durante 45 minutos, luego se concentré a sequedad bajo presion reducida
para dar un residuo que se purifico por TLC preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 15:1) para dar 6.1 mg (88 %) de 119.
RMN "H (500 MHz, CDCl3/MeOH-d,): 5 9.31 (br's, 1H), 8.50 (m, 2H), 8.28 (s, 1H), 7.50 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.42 (m, 1H),
7.33 (s, 1H), 7.11-7.25 (m, 2H), 6.86 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 5.40 (s, 2H), 3.87 (m, 4H), 3.46 (s, 2H), 2.48 (m, 4H), 2.36 (s,
3H); MS (m/z): [M+H]" 466.2.
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Esquema 14. Sintesis de TT-10 (121).

Reactivos y condiciones: a. Fmoc-glicina, DCC, THF, temperatura ambiente, 12 horas; b. CH.Cl:piperidina (9:1),
temperatura ambiente, 2h.

TT-10 (121) 2-amino-N-(3-(4-(4-metoxibenciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)fenilJacetamida

109 (10 mg, 0.0228 mmol) en THF (1 mL) se adicion6 a Fmoc-glicina (7.5 mg, 0.0251 mmol), DCC (5.2 mg, 0.0251
mmol) y se agité a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida y
el residuo se disolvié en CH,Cl; (0.9 mL) y piperidina (0.1 mL) y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La
mezcla de reaccién se concentrod bajo presion reducida y el residuo se purificd por TLC preparatoria (CH2Clo:MeOH-NH3
(7N), 15:1) para dar 8.2 mg (73 %) de 121. RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 9.20 (br s, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.60 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 7.17-7.20 (m, 2H), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.30 (s, 2H), 3.88
(m, 4H), 3.78 (s, 3H), 3.44 (s, 2H), 2.48 (m, 4H), 2.35 (s, 3H); MS (m/z): [M+H]" 495.2.
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Esquema 15. Sintesis de YK171 (126), YK172 (127), YK173 (129), YK174 (130), YK175 (131).

Reactivos y condiciones: a. N-metilpiperazina, K,CO3;, DMF, 130°C, 16 h; b. NIS, CH3CN, temperatura ambiente, 2h; c.
3-aminobencenotiol, neocuproina, Cul, K,CO3, DMF, 130°C, 16 h; d. RCOCI, EtsN; e. RCOOH, EDCI, THF, temperatura
ambiente; f. CH,Cl2:TFA (4:1), temperatura ambiente.

(123) 1-(6-metoxipiridin-2-il)-4-metilpiperazina

A una solucién de 2-bromo-6-metoxipiridina (122) (150 mg, 0.8 mmol) y 1-metilpiperazina (240 mg, 2.4 mmol) en 2 ml de
DMF se adiciond de K>,CO3 (220 mg, 1.6 mmol) y la mezcla resultante se calent6 a 130°C durante 16 horas. El solvente
se evaporo bajo presion reducida y el residuo se purificéd por cromatografia en columna con (5-10 % MeOH en CH2Cl,)
para dar 145 mg (88 %) de 123. RMN "H (500MHz, CDCls): 5 7.41 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.16 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.08 (d, J
= 8.0 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.54 (m, 4H), 2.51 (m, 4H), 2.54 (s, 3H); RMN "°C (125 MHz, CDCls): & 163.1, 158.3, 140.1,
98.2,98.1, 54.8, 52.9, 46.2, 45.1; MS (m/z): [M+H]" 208.4.

(124) 1-(5-yodo-6-metoxipiridin-2-il)-4-metilpiperazina

A una soluciéon de 123 (124 mg, 0.6 mmol) en 5 mL de acetonitrilo se adiciond N-yodosuccinimida (203 mg, 0.9 mmol) y
la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El solvente se evaporo bajo presion reducida y el
residuo se Purificé por cromatografia en columna con (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 1:0 a 85:15) para dar 190 mg (95 %) de
124. RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 6 7.70 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.02 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.60 (m, 4H), 2.62 (m,
4H), 2.39 (s, 3H); RMN *C (125MHz, CDCls): & 177.7, 160.5, 157.8, 148.6, 100.7, 61.7, 54.2, 45.5, 44.5; MS (m/z):
[M+H]" 334.1.

(125) 2-((2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-il)tio)pirimidin-4-amina

La mezcla de 124 (100 mg, 0.3 mmol), 4-aminopirimidina-2-tiol (39 mg, 0.3 mmol), K:CO3; (83 mg, 0.6 mmol),
neocuproina (11 mg, 0.05 mmol), y Cul (10 mg, 0.05mmol) en DMF (3 ml) se calenté a 130°C durante 16 horas. El
solvente se removidé bajo presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna (CH,Cl;:MeOH-NH3
(7N), 1:0 a 85:15) para dar 60 mg (60 %) de 125. RMN "H (500 MHz, CDCl3): & 7.95 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.5
Hz, 1H), 6.20 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.05 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.01 (s, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.62 (m, 4H), 2.54 (m, 4H), 2.36 (s,
3H); RMN C (125 MHz, CDCls): & 171.9, 162.9, 162.5, 158.6, 156.2, 147.8, 101.1, 98.6, 97.6, 54.6, 53.6, 46.0, 44.6;
MS (m/z): [M+H]" 333.5.
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YK171 (126) N-(2-((2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-il)tio)pirimidin-4-il)propionamida

A una solucién de 125 (20 mg, 0.06 mmol) en 1.5 mL CH,Cl, y EtsN (100 pL) se adiciono cloruro de propionilo en
CH-CI; gota a gota. Al término (por TLC), la reaccion se extinguié al adicionar MeOH frio. El solvente se removié bajo
presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna con (MeOH-NH3 (7N) 2-10 % en CHCl, para dar
18 mg (80 %) de 126. RMN "H (500 MHz, CDCls): & 8.53 (bs, 1H), 8.34 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.58
(d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.21 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.63 (m, 4H), 2.52 (m, 4H), 2.41 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.36 (s,
3H), 1.08 (t, J = 7.2 Hz, 3H); RMN "*C (125MHz, CDCl3): & 173.4, 172.2, 171.7, 162.9, 158.8, 157.3, 147.6, 105.6, 98.7,
96.7, 54.6, 53.7, 46.0, 44.6, 30.6, 8.96; MS (m/z): [M+H]" 389.3.

YK172 (127) N-(2-((2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-il)tio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida

A una solucién de 125 (20 mg, 0.06 mmol) en 1.5 mL CH.Cl, y EtsN (100 pL) se adicioné cloruro de ciclopropanocarbonilo en
CH,Cl, gota a gota. Al término (por TLC), la reaccion se extinguié al adicionar MeOH frio. El solvente se removi6 bajo presion
reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna con (MeOH-NHz (7N) 2-10 % en CHCly) para dar 21 mg (90 %)
de 127. RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 8.87 (brs, 1H), 8.31 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
6.20 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.62 (m, 4H), 2.52 (m, 4H), 2.36 (s, 3H), 1.61 (m, 1H), 1.08 (m, 2H), 0.88 (m, 2H); RVN °C
(125MHz, CDClz): 6 176.4, 173.5, 171.7, 162.9, 158.8, 157.2, 147.6, 105.7, 98.6, 96.7, 54.7, 53.6, 46.1, 44.6, 14.0, 7.7; MS (m/z):
[M+H]" 401.3.

(128) 3-((2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-il) tio)anilina

Una mezcla de 124 (100 mg, 0.3 mmol), 3-aminobencenotiol (37 mg, 0.3 mmol), K.CO3 (83 mg, 0.6 mmol), neocuproina
(11 mg, 0.05 mmol) y Cul (10 mg, 0.05 mmol) en DMF (3 ml) se calenté a 130°C durante 16 horas. El solvente se
removio bajo presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna (CH.Cl2:MeOH-NH3 (7N), 1:0 a
85:15) para dar 60 mg (60 %) de 128. RMN 'H (500MHz, CDCls): & 7.54 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.96 (m, 1H), 6.51 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 6.41 (m, 2H), 6.19 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.62 (m, 4H), 2.54 (m, 4H), 2.36 (s, 3H); RMN °C (125
MHz, CDCl3): 6 162.7, 158.4, 147.5, 146.8, 139.5, 129.5, 117.1, 113.0, 112.2, 99.8, 98.9, 54.6, 53.7, 46.1, 44.8; MS
(mlz): [M+H]" 331.2.

YK173 (129) N-(3-((2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il) piridin-3-il)tio)fenil)propionamida

A una soluciéon de 128 (20 mg, 0.06 mmol) y EtsN (100 yL) en 1.5 mL CH,Cl, se adicioné cloruro de propionilo en
CHCI; gota a gota. Al término (por TLC), la reaccion se extinguié al adicionar MeOH frio. El solvente se removié bajo
presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna con (MeOH-NHs (7N) 2-10 % en CH.Cl,) para
dar 15 mg (70 %) de 129. RMN "H (500 MHz, CDCl3): & 7.55 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.22 (br s, 1H),
7.14 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.08 (s, 1H), 6.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.20 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.47 (m, 4H), 2.57
(m, 4H), 2.36 (s, 3H), 2.33 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.19 (t, J = 7.2 Hz, 3H); MS (m/z): [M+H]" 387.2.

YK174 N-(3-((2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-il)tio)fenil)ciclopropanocarboxamida

A una solucion de 128 (20 mg, 0.06 mmol) y EtsN (100 pL) en 1.5 mL CH.Cl, se adicion6 cloruro de
ciclopropanocarbonilo en CH2Cl» gota a gota. Al término (por TLC), la reaccion se extinguié al adicionar MeOH frio. El
solvente se removio bajo presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna con (MeOH-NH3 (7N) 2-
10 % en CH.Cly) para dar 16 mg (70 %) de 130. RMN H (500 MHz, CDCl3) & 7.61 (s, 1H), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.20
(br s, 1H), 6.88 (m, 2H), 6.55 (m, 1H), 5.95 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.63 (s, 3H), 3.37 (m, 4H), 2.29 (m, 4H), 2.09 (s, 3H),
1.25 (m, 1H), 0.78 (m, 2H), 0.57 (m, 2H); RMN "C (125 MHz, CDCl3) 5 176.4, 172.1, 162.7, 158.4, 147.5, 139.3, 138.7,
129.2,122.2, 117.5, 116.8, 99.0, 54.6, 53.6, 46.1, 44.7, 13.9, 7.9; MS (m/z): [M+H]" 398.3.

YK175 (131) 2-amino-N-(3-((2-metoxi-6-(4-metilpiperazin-1-il)piridin-3-il)tio)fenil)acetamida

A una solucion de 128 (20 mg, 0.06 mmol) en CH,CI; (1 ml) se adicioné Boc-glicina (10.6 mg, 0.06 mmol), DMAP (1.0
mg), EtsN (10 pL) y EDCI (11 mg, 0.06 mmol). La solucidn resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 horas.
El solvente se evapord bajo presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia en columna (CH2Clo:MeOH-NH3
(7N), 1:0 a 85:15) para dar 26 mg (90 %) de residuo. A esto se adicionaron 5 ml de 10 % de TFA-CHCl, y se agit6 a
temperatura ambiente durante 1 hora. El solvente se evapor6 bajo presidon reducida y el residuo se purificod por
cromatografia en columna (CH2Clz:MeOH-NH3 (7N), 1:0 a 85:15) para dar 16 mg (85 %) de 131. RMN 'H (500MHz,
CDCl3): 6 9.26 (br s, 1H), 7.55 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.28 (s,1H), 7.15 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.82 (d,
J=8.0, 1H), 6.21 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.62 (m, 4H), 3.42 (s, 2H), 2.54 (m, 4H), 2.36 (s, 3H); RMN °C (125
MHz, CDCIs): & 170.6, 162.7, 158.4, 147.5, 139.4, 138.0, 129.3, 122.5, 117.5, 116.5, 99.4, 98.9, 54.6, 53.6, 46.0, 45.1,
44.7; MS (m/z): [M+H]" 388.3.

Ejemplo 2: Construccién de Modelo de Homologia de Hsp70 Humana (hHsp70) y Disefo de YK5
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Para disefiar inhibidores/moduladores de Hsp70, se emplearon diferentes planteamientos computacionales tal como
modelado de homologia, SiteMap y acoplamiento para determinar el modelo 3D de la Hsp70 humana (hHsp70), para
identificar probables sitios de union y para evaluar las interacciones proteina/ligando, respectivamente. No esta
disponible informacion de la estructura cristalina de longitud completa de la proteina hHsp70, y se plane6 para
construccién un modelo 3D teérico (modelo de homologia) de hHsp70. Como se describe por Wallner et al., el factor
mas importante en la construccion del modelo de homologia es la exactitud de alineacién y la eleccion de las mejores
estructuras de plantilla. Se seleccionaron tres estructuras cristalinas de plantilla que comparten alta identidad de
secuencia (mas de 50 %) con el receptor de interés para construir el modelo de homologia de la proteina hHsp70. La
estructura cristalina N-terminal de la proteina hHsp70 (PDB ID: 1S3X) fue la mejor plantilla disponible para los
aminoacidos de N-término (Met1-Gly382, hHsp70). No hay estructura cristalina para el SBD de hHsp70, de modo que la
estructura de Hsp70 de E. coli (DNAK) (PDB ID: 2KHO), que comparte una similitud de 62 % con hHsp70, se seleccion6
como la plantilla para modelar un segmento del SBD (Asp385-GIn538, E. coli.; Asp383-Ala541, hHsp70). Finalmente, la
estructura cristalina de Hsp70 de C. elegans (PDB ID: 2P32) se usé como una plantilla para los aminoacidos de C-
término (Leu543- Ser614, C. elegans; Leu542-Gly613, hHsp70). Los aminoacidos C-terminales (614-641) de hHsp70 no
tenian una estructura de plantilla, por lo tanto no se modelaron. Como se sugiere por Chothia y Lesk, después de la
seleccion de la plantilla, la alineacion de la plantilla y la capacidad para detectar las similitudes estructurales en base a
la secuencia de aminoacidos determina la calidad total del modelo. Se alinearon los residuos de hHsp70. Se ha
reportado por Wallner et al., que para secuencias de proteina cercanamente relacionadas con alta similitud, la
alineacion es mas frecuentemente 6ptima. En el presente estudio, 606 de los 613 residuos fueron idénticos a las tres
plantillas implementadas (PDB ID: 1S3X, PDB ID: 2KHO, PDB ID: 2P32), indicando alineacion 6ptima. Después de la
alineacion de las cadenas laterales de residuos, se insertaron exitosamente los aminoacidos ausentes en la estructura
de plantilla (PDB ID: 2KHO), tal como Lys384, Ser385, Glu386, Asn387 y Arg509 (hHsp70), usando un procedimiento
automatizado o semiautomatizado en Prime. El modelo de homologia obtenido de esta manera con tubo asas
intracelulares y extracelulares basadas en la estructura de plantilla (excluyendo los términos). Todas las regiones de asa
(33 asas) se optimizaron usando la herramienta de refinacion de asa en Prime para generar conformaciones firmes para
las asas. Finalmente, el modelo de proteina obtenido se sometié a una utilidad de asistente de preparacion de proteina,
seguida por rigurosa minimizacion de energia para relajar los contactos desfavorables.

Anteriormente se ha mostrado por Wallner et al., que la desviaciéon rms entre la plantilla y la proteina modelada es un
buen método de validacién. La sobreposicion de los atomos de estructura en el NBD del modelo de homologia y la
estructura de plantilla (PDB ID: 1S3X) da una desviacion rms de 1.01 A y una buena puntuacién de alineacion de 0.05,
validando el presente modelo.

El modelo de homologia creado de esta manera contiene 613 residuos de aminoacido y tiene dos dominios principales,
un NBD y un SBD, conjuntamente unidos por un ligador flexible (Figura 2a). El dominio de ATPasa N-terminal exhibe un
pliegue de hexocinasa tipo actina y tiene dos lébulos globulares, | (subdominios 1A y IB) y Il (subdominios IIA y 1IB).
Doce hélices a y dieciséis hojas 3 compilan el NBD, que corrobora con las estructuras cristalinas del NBD. El SBD C-
terminal se puede dividir adicionalmente en dos subdominios funcionalmente pertinentes; una intercalacién de dos -
hojas de cuatro hebras que contiene el subdominio de unién a péptido (SBD-B) y un subdominio de cuatro a-hélices
(SBD-a), también llamado el dominio de tapa. En la ausencia de una estructura cristalina de longitud completa de este
chaperon terapéuticamente importante, este modelo de homologia es util para determinar sitios de unién para el disefio
de inhibidores de Hsp70, por métodos tales como pero no limitados al disefio basado en estructura y examen virtual.

Prediccion de sitios: para una estrategia de disefio basado en estructura, se identificaron por SiteMap los sitios de union
potencial en hHsp70 tratables para seleccién de inhibidores de molécula pequefa. SiteMap considera varios
descriptores fisicos tales como tamafio, grado de encierro/exposicion, hermeticidad, fuerzas de van der Waals, caracter
hidréfobo/hidroéfilo, y las posibilidades de unidn a hidrogeno, para determinar un sitio potencial. Haciéndolo asi al enlazar
conjuntamente puntos de sitio que mas probablemente van a contribuir a la interaccion proteina/ligando o
proteina/proteina.

SiteMap examina la estructura completa y clasifica los sitios. El tamafio del sitio (medido por el nimero de puntos de
sitio encontrados), la abertura relativa del sitio (medida por las propiedades de exposicion y encierro) y la hermeticidad
del sitio (medida por el término de contacto, y el caracter hidréfobo e hidréfilo del sitio) contribuyen significativamente
hacia la clasificacion. Para explorar extensivamente los sitios de unién disponibles en Hsp70, SiteMap se configuré para
retornar hasta 10 sitios. Se percibieron qué sitios pobremente clasificados, tal como los sitios 6-10, estuvieron en las
superficies (no mostradas en la Figura 2). Estos son artefactos del modelo computacional, que encuentra sitios que
corresponden a superficies exteriores y que tienen menor puntuacion S. Por lo tanto, se configuré SiteMap para regresar
hasta cinco sitios de unién, probables, clasificados en la proteina hHsp70 modelada por homologia. Estos cinco sitios
tienen una puntuacion S de 0.80 o mayor, que se recomienda por T. A Halgreen para definir un sitio verosimil de unién.

Otro criterio importante para la determinacion del sitio de unién es la capacidad de farmacobilidad del sitio, como se
describe por la puntuacion D en SiteMap. Esto incluye términos que promueven la unién a ligando, tal como tamafio
adecuado y asilamiento de solventes, pero se contrarresta con un término que penaliza la hidrofilicidad incrementada.
De acuerdo a T. A. Halgreen, los sitios se clasifican en no convertible en farmaco, dificil a farmaco y convertible en
farmaco. Los sitios no convertibles en farmaco son fuertemente hidréfilos, de tamafio relativamente pequefio, con poco
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0 ningun caracter hidréfobo, y se caracterizan por un valor de puntuacién D menor de 0.83. Los sitios dificiles son
suficientemente hidréfilos para requerir administracion como un profarmaco, pero son menos hidréfobos que un sitio
tipico de union, y se definen por un valor de puntuacién D entre 0.83 y 0.98. Los sitios convertibles en farmaco son de
tamafio razonable, encierro razonable e hidrofobicidad razonable, de hidrofilicidad no excepcional y tienen un valor de
puntuacion D mayor de 0.98.

Entre los cinco sitios (Sitios 1-5) previstos por SiteMap (Figura 2), los Sitios 3, 4 y 5 tienen muy pocos puntos de sitio, la
cavidad es pequefia y el sitio es poco profundo. Como resultado, es dificil generar suficiente afinidad de union para
estos sitios. El sitio 2, que incluye la ranura ocupada por los ligandos enddégenos ATP y ADP, tiene un tamafo razonable
(puntos de sitio: 178), y una puntuacion S razonablemente alta. En la inspeccioén visual, el Sitio 2 tiene una ranura
relativamente mas pequefia, y consiste principalmente de aminoacidos hidréfilos. En la ausencia de regiones adecuadas
para interacciones hidrofobas, es potencialmente mas dificil seleccionar como objetivo, como se representa por una
puntuacion D relativamente menor (0.91). El Sitio 1, localizado en una regiéon hendida fuera del dominio de unién de
ATP/ADP, y flanqueado por las sub-regiones Ib y IIb, es de tamafio mas grande (puntos de sitio: 385), tiene una ranura
mas grande y consiste de aminoacidos hidréfilos e hidréfobos, haciéndolo un sitio mas convertible en farmaco
(puntuacién D: 1.00). Tomando conjuntamente las puntuaciones S y D, su tamafio, su caracter hidréfobo e hidrofilo
equilibrado, las propiedades de exposicion y encierro, se predice que el Sitio 1 es la cavidad mas convertible en
farmaco, y de esta manera se coloco enfoque en este nuevo Sitio 1 alostérico para disefio adicional de inhibidores de
Hsp70.

Para reconocer las propiedades del sitio completo, en los Sitios 1 y 2 se generaron mapas hidréfobos/hidréfilos. Estos
mapas toman en cuenta el sitio como una totalidad, en contraste al modelo superficial donde sélo se consideran los
atomos receptores mas cercanos. Estos mapas muestran explicitamente la forma del sitio, y sugieren la extension de
las regiones hidréfobas e hidrdfilas. El Sitio 2 es principalmente de un caracter hidréfilo, con poco caracter hidréfobo. En
contraste, el Sitio 1 tiene un caracter equilibrado, tanto con regiones hidréfobas como hidréfilas presentes. Estos
resultados soportan adicionalmente la mayor farmacobilidad del Sitio 1.

Interacciones Proteina/Ligando y Disefo de Inhibidores:

A la fecha, se conocen pocas moléculas parea modular la actividad de Hsp70. Se han identificado varias moléculas que
tienen como objetivo el SBD, que incluyen 15-desoxiespergualina y acil-benzamidas de acidos grasos. Un péptido de
pequefio peso molecular disefiado para unirse al SBD de la Hsp70 bacteriana, estimulé su actividad de ATPasa. Entre
los agentes que tienen como objetivo el NBD estan las dihidropirimidinas y los miméticos de nucledtidos. Las
dihidropirimidinas se descubrieron en un examen que mide la actividad de ATPasa de Hsp70 de levadura. La
identificacion de inhibidores competitivos de ATP ha probado ser dificil. Williamson et al., describieron analogos basados
en adenosine disefiados para unirse con la cavidad de ATPasa. La Hsp70 corresponde a la familia tipo actina de las
ATPasa, y una alta homologia estructural, especialmente dentro de su dominio de ATPasa, existe entre estas proteinas.
Como resultado, tomados conjuntamente con el mas pobre caracter tipo farmaco de este sitio como se determina
anteriormente, no es claro si el desarrollo de competidores directos de ATP es el planteamiento mas favorable para
Hsp70. Por lo tanto elegimos el Sitio 1 para seleccion de objetivo.

Figura 21: La alineacion de secuencia de proteina de hHsp70 de longitud completa (NUmero de acceso: P08107),
proteina hHsp70 N-terminal (PDB ID: 1S3X), estructura de Hsp70 de E. coli (DNAK) (PDB ID: 2KHO) y C. elegans (PDB
ID: 2P32). Las anotaciones de residuos estan subrayadas y los residuos conservados se exhiben en un color similar.
Las secuencias que definen el Sitio 1 de cavidad alostérica se muestran en cuadros. Los aminoacidos importantes en
estas secuencias interactian con los ligandos designados en la presente.

Para identificar los inhibidores de Hsp70 que seleccionan como objetivo de forma especifica el Sitio 1, se disefiaron y
sintetizaron varias bibliotecas quimicas de espacio quimico no explorado adecuadas para interactuar con sus ranuras
estructurales. El Sitio 1 también contiene una cisteina potencialmente reactiva, Cys267, y para aprovechar una
interaccion covalente potencial, se incorporé una funcionalidad de acrilamida (NH-C (=0O)-CH=CH;) dentro de la
biblioteca quimica disefiada. El disefio y prueba con retroalimentacion util, como se ejemplifica en la Figura 3, dio por
resultado la identificacion de YK5 (Figura 2). A fin de confirmar la unién de YKS5 al Sitio 1 y para estudiar las potenciales
interacciones de ligando/proteina, el compuesto YK5 se acoplé en cada uno de los cinco sitios previstos por SiteMap. La
investigacion de las interacciones de unién, de la orientacion del compuesto y de los valores Glidescore concluyd que
YK5 se une mas favorablemente al Sitio 1. El mejor modo de unién derivado por acoplamiento de YK5 en el Sitio 1 se
muestra en la Figura 2c.

Tabla 13: SiteMap predijo sitios de unién para inhibidores/moduladores en proteina hHsp70

Sitio de Union Posicion Puntuacion S Puntuacion D Tamafo

Sitio 1 IBylB 1.05 1.00 365
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Sitio de Union Posicion Puntuacion S Puntuacion D Tamafio
Sitio 2 Ay lIA 1.12 0.91 178
Sitio 3 SBD-B 1.06 0.98 95
Sitio 4 SBD-B y SBD-a 0.94 0.97 83
Sitio 5 Dominio de ligador 0.78 0.71 51

A fin de validar adicionalmente las interacciones de unién propuestas, YK20, que se prevé que es de menor afinidad
para Hsp70, se acoplé en el Sitio 1 de unidn, alostérico. Diferente de YK5, todas las actitudes acopladas de YK20 se
orientaron fuera de la cavidad de unién y tienen una pobre puntuaciéon G. A fin de determinar la razén potencial para
esta orientacion, se revistid YK20 con YK5 unido a hHsp70 modelada por homologia, para mostrar que YK20 tiene
potencial choque estérico que da cuenta de su pobre actividad inhibitoria.

Ejemplo 3: Caracterizacién de Nuevos Moduladores

Para identificar inhibidores de Hsp70, se sintetizaron varias bibliotecas quimicas de quimico no explorado disefiadas
para interactuar con las ranuras estructurales de la regién N-terminal (Figura 2, seccion a). Este dominio acomoda dos
regiones potencialmente convertibles en farmaco. Una es el sitio de unién a nucleétido (representado como Sitio 2 en la
Figura 2, seccidon a), que tiene un caracter principalmente hidréfilo, y por lo tanto es potencialmente mas dificil de
seleccionar como objetivo. La segunda es una ranura de unién mas grande y potencialmente mas tipo farmaco,
localizada en una regidon hendida fuera del dominio de unién a nucleétido, y flanqueada por las sub-regiones Ib y llb
(representada como Sitio 1 en la Figura 2, seccion a). Las Hsp70 también contienen varias cisteinas potencialmente
reactivas, dos de las cuales estan localizadas en la vecindad de los dos sitios convertibles en farmaco potenciales
(Figura 2, seccion a). Para aprovechar estos residuos, se incorporé una funcionalidad de acrilamida en algunos de los
derivados disefiados, sondeando la posible formacién de enlaces covalentes entre el inhibidor y los residuos de cisteina
en la unién a proteina (Figura 2, seccion a). Hay precedente para el uso de una “ojiva” de acrilamida en el desarrollo de
inhibidores irreversibles de EGFR y HER2, tal como CI-1033 (Canertinib) (Fig. 2, seccion b) y EKB-569 (Pelitinib),
compuestos en ensayos clinicos para cancer. EGFR y HER2, igual que las Hsp70s, contienen una cisteina reactiva en
su sitio regulador.

De acuerdo con una hipotesis de trabajo que en las células de cancer, los inhibidores de Hsp70 tendran el resultado
fenotipico de los inhibidores de Hsp90 en tanto que carecen de una induccién de Hsp70 de retroalimentacion, se
examinaron estos agentes en ensayos fenotipicos anteriormente desarrollados por Chiosis lab para Hsp90 tumoral.
Estos ensayos se disefiaron para leer las huellas celulares de la inhibicion de Hsp90, tal como la degradaciéon de un
onco-cliente de Hsp90 en el antecedente genético pertinente y la inhibicion asociada del crecimiento de células
tumorales. La induccion de Hsp70 se analiz6 para excluir aquellos que activaron HSF-1. Para asegurarse que a las
concentraciones farmacologicamente pertinentes, los compuestos van a actuar probablemente de forma selectiva a
través de un mecanismo mediado por Hsp70, se seleccionaron sélo aquellos activos a concentraciones similares en
todos los ensayos. Se sonded adicionalmente la unién a Hsp90 para excluir inhibidores directos de Hsp90.

Varias entidades de un nuevo nucleo molecular, las 2,5'-tiodipirimidinas que son parte de un género mas grande que se
llama en la presente como YK, fueron activas por estos criterios (Figura 2, seccion a). La metodologia de sintesis para
montar el nicleo molecular de YK se presenta en los Esquemas del Ejemplo 1.

Un derivado identificado de la presente estrategia de disefio y examen fue YKS5 (Figura 2, seccion b) de cuya sintesis se
describe en la presente.

Como se evidencia en las células de cancer de mama SKBr3, YK5, pero no el derivado de control YK20 (20 uM), que
inhibe al objetivo con menor afinidad, indujo la degradacion de las cinasas HER2, Raf-1 y Akt, las tres de las cuales son
proteinas onco-clientes de Hsp90, conocidas en este contexto celular (Figura 3, seccién a). Adicionalmente, la tirosina-
proteina-cinasa no oncogénica CSK, una c-Src relacionada a tirosina-cinasa, permanecio6 sin afectar por los agentes de
YKy el inhibidor directo de Hsp90 PU-H71 (Figura 3, seccién a). YK5 también indujo apoptosis en estas células como
se evidencia por la escision de PARP (Fig. 3, seccion a). De acuerdo con los informes anteriores de inhibidores directos
de Hsp90, y como se observa aqui con PU-H71 (Figura 3, seccion a), las proteinas B-actina y el co-chaperén p23 de
Hsp90 cuyos niveles son insensibles a la inhibicién de Hsp90, permanecieron sin cambio en la adicion celular de los YK
(Figura 3, seccion a).

La induccion de retro-alimentacion de Hsp70 no se detectdé con YK5 a concentraciones donde se degradan los onco-
clientes de la maquinaria de Hsp90 (Figuras 3, seccién a y b). Entre tanto, en estas células, los inhibidores directos de
Hsp90 activaron potentemente una respuesta de choque térmico, como se evidencia por la induccion de Hsp70 (Fig. 3,
PU-H71 en la seccion a, y PU24FCl en la seccion b). Diferente de los inhibidores directos de Hsp90 PU-H71 y PU24FCl,
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los derivados de YK fallaron en competir con un derivado de geldanamicina fluorescentemente marcado, GM-Cy3B,
para la union a Hsp90 (Fig. 3, seccion c).

En las células de cancer de mama SKBr3, la degradacion de las proteinas onco-clientes de Hsp90 por YK5 se presentd
a bajas concentraciones crecientes macromolares (Figura 3, seccién a) que también condujo a la inhibiciéon de la
proliferacion celular (Figura 3, seccion d), sugiriendo que en este intervalo de concentracion, la actividad biolégica de
YKS5 se canaliza probablemente a través de la inhibicién de una maquinaria funcional de Hsp90, potencialmente por un
mecanismo de unién a Hsp70.

YK5 es un compuesto que se une selectivamente a Hsp70 en células de cancer. Para confirmar que Hsp70 es
responsable de la actividad de YK5, se disefié un derivado biotinilado de YK5, el YK55 (Figura 4, seccion a). La sintesis
de YK55 se describe en la presente. En otras modalidades, otros compuestos de la presente materia se pueden
biotinilar y usar de acuerdo a los métodos descritos en la presente.

La adicion de KY55, pero no de D-biotina, a células seguido por aislamiento en cuentas de estreptavidina, identificé una
banda principal alrededor de 70 kDa (Figura 4, seccion b), que compitié de una manera dependiente de la dosis por YK5
soluble (Figura 4, seccion c). El analisis por cromatografia liquida-espectro de masa en tandem (LC/MS/MS) de
digestiones peptidicas obtenidas de esta banda confirmé la presencia de dos isoformas inducibles de Hsp70 (Hsp70-1y
Hsp70-6), y de Hsc70, el miembro constitutivo de Hsp70. Su identidad se investigdé adicionalmente por Western Blot,
para demostrar las Hsp70 pero no la Hsp90 en las reducciones de YK55 (Figura 4, seccion d).

Para investigar la etapa de ciclo de Hsp70 mas sensible a YK5, se analizaron complejos de co-chaperones aislados por
cuentas de YK55 y se compararon a aquellos identificados por un anticuerpo anti-Hsp70s (Figura 4, seccion e,
izquierda). Las cuentas de YK55 atraparon preferencialmente Hsp70 en el complejo con sus co-chaperones activadores,
Hsp40 y Hsp110, en tanto que los aislados de Ab carecieron del factor de intercambio de nucleétidos, Hsp110. Debido a
que el Ab anti-Hsp70s BB70 puede agotar los niveles celulares de Hsp70 y Hsc70, pero es débil en atrapar Hsp70s en
una conformacion unida a co-chaperon (es decir, Hsp110), fue posible sondear adicionalmente la especificidad de las
cuentas de YK55 para Hsp70s (Figura 4, seccion e, derecha). Especificamente, cuando se incuba con BB70 pero no los
extractos irrelevantes agotados de Hsp70s de IgG, las cuentas de YK55 fallaron en interactuar significativamente con
Hsp110, confirmando que la interaccion de YK55 con Hsp110 se presento a través de un complejo mediado por Hsp70s.
YK5 soluble agoté de una manera dependiente de la dosis a las cuentas de YK55 para la union a los complejos de
Hsp70 (Figura 4, seccion f).

En la incubacion de células con YK55, se formé una fuerte y selectiva interaccion, no interrumpida por lavados de alta
concentracion de sal (NaCl 1M) ente el agente y Hsp70s (Figura 4, seccion b). YK5 contiene una funcionalidad de
acrilamida que puede crear un enlace covalente en la unién a proteina. Para compuestos donde la unién irreversible
juega un papel, el valor de unién inhibitoria media (IC50) para la unién consiste de dos componentes, uno que refleja la
union reversible y otro que refleja la unidén covalente subsiguiente, y depende del grado al cual se ha presentado la
interaccion covalente. En realidad, la incubaciéon de células durante una a cuatro horas con YK55, conduce a un
incremento progresivo en la cantidad de la banda 70 kDa inmovilizada (Figura 5, seccion a), que por
inmunotransferencias anti-biotina y Hsp70, se sugirid que es una especie que contiene YK55-Hsp70 (Figura 5, seccion
b). Se detectd una débil interaccién o ninguna interaccion de YK55 con Grp 75 y Grp78, los miembros de la familia de
Hsp70 mitocondriales y del reticulo endoplasmico, respectivamente, bajo estas condiciones (Figura 5, seccién b).

La elucion de complejos de proteina de cuentas de YK55-estreptavidina en condiciones suficientemente rudas para
interrumpir la mas hermética unién no covalente conocida, el complejo de estreptavidina-biotina, confirmé que en
realidad se formé una especie de YK55-Hsp70 covalentemente unida cuando las células se incubaron con YK55 (Figura
5, seccion c). La digestion con tripsina de las especies de Hsp70s unidas a YK55, pero no de reducciones de BB70, un
anticuerpo anti-Hsp70s, identificd dos picos m/z en 1867.915 y 1372.649 unidades de masa atdmica (Figura 5, seccion
b). Estos picos corresponden a YK55 (820.34 Da) unido a LRTAC*’ERAK y YK55 que carecen de la biotina (YK55-
Biotina) (594.26 Da) unida a TAC**’ERAK, respectivamente. No se observo marcacion de estos péptidos cuando los
aislados de YK55-Hsp70s se redujeron y alquilaron usando beta-mercaptoetanol y acrilamida, respectivamente. Se
realizo la secuenciacion espectrométrica de masa de LRTAC?’(YK55)ERAK para confirmar adicionalmente la identidad
de secuencia (no mostrada).

La secuencia TACERAK se conserva en Hsp70s citosolica humana, pero es divergente en Grp75 y Grp78, consistente
con su carencia de interaccion con YK55 bajo condiciones similares (Fig. 5, seccion b). Colectivamente, estos datos
sugieren la derivatizacion especifica de Hsp70s citosdlica por YK55.

YKS5 inhibe las principales funciones bioquimicas de Hsp70s. Entonces, se investigo la unién de YK5 a Hsp70s para ver
si interfiere con sus actividades bioquimicas principales, especificamente el replegado de una proteina cliente
desnaturalizada y su actividad de ATPasa. Las actividades de Hsp70 se estimulan por proteinas de Hsp40 y factores de
intercambio de nucledtidos, tal como Hsp110. Los humanos tienen varias Hsp40s citosdlicas, entre las cuales Hdj1,
DJA1, DJA2 y DJA4, y se reporté recientemente que DJA1 proporciona la estimulacion mas fuerte de Hsc70. La
actividad de ATPasa, en tanto que DJA2 no es mas eficiente al promover el replegado de un sustrato de polipéptido de
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Hsc70, luciferasa de luciérnaga. La YKS5 inhibié de forma dependiente a la dosis el replegado de luciferasa por Hsc70
purificada y DJA2 (Figura 6, seccion a) e inhibié parcialmente la velocidad estimulada de ATPasa de Hsc70 (Figura 6,
seccion b). Debido a que la unién de YK5 al dominio N-terminal de Hsp70 no obstruye el sitio de ATPasa, su efecto mas
probable resulta de la interrupcion de la coordinacién esencial de los dominios N- y C-terminales. Las funciones
bioquimicas nucleo de Hsp70 se inhibieron por YK5 en condiciones de ensayo que no favorecen la formacion de
enlaces covalentes, sugiriendo ademas de reactividad covalente, un ajuste apropiado para YK5 en el sitio activo del
objetivo o diana.

YK5 inhibe la formacion de complejos activos de Hsp70/Hsp90/oncoproteina. Se sugiere que Hsp70 facilita la funcion
del complejo multi-chaperdn de Hsp90 y actua en el paso inicial de la formacion de complejo al cargar proteinas cliente
sobre el complejo de Hsp90 a través de la proteina intermedia HOP. Los clientes de Hsp90 son varias proteinas cliente
activadoras y de soporte de malignidad con papeles importantes en el desarrollo y progreso de la transformacion celular
patégena. Ademas de las oncoproteinas, la Hsp90 regula el factor de trascripcion, factor-1 de coque térmico (HSF-1), el
regulador principal de una respuesta de choque térmico en respuesta a agravios celulares. La Hsp90 se une a HSF-1y
mantiene el factor de trascripcién en un estado monomeérico. En la exposicidon de células a un inhibidor de Hsp90 o a
elementos que inducen estrés celular, el chaperdn se disocia de HSF-1, y permite trimerizarse, entra el nucleo y se une
a los elementos de respuesta de choque térmico encontrados en los promotores de proteinas de choque térmico,
incluyendo Hsp70 y su activador, Hsp40.

YKS5 interfiri6 de una forma dependiente de la dosis con la formacién de los complejos de Hsp90 (Figura 6, seccion c,
izquierda y parte intermedia) sin afectar la expresion celular de los chaperones de componentes complejos (Figura 6,
seccion ¢, derecha). La inhibiciéon de la formacion del complejo de Hsp90 por YK5 conduce a liberacion y
desestabilizacion de onco-proteinas (Figura 6, seccion d), pero no tiene efecto en la activacion de HSF-1 (Figura 6,
seccion e). De acuerdo con la carencia de desestabilizacion del complejo de Hsp90/HSF-1 por YKS5, sélo los inhibidores
de Hsp90 de choque térmico y directos, pero no YK5, conducen en la formacion de trimeros de HSF-1 (Figura 6,
seccion e). Estos resultados dan evidencia de soporte a la hipotesis que la competencia de trascripcion de HSF-1 se
reprime por la asociacion con una Hsp90 y ningun complejo que contiene Hsp70s. También muestran que la accion
reguladora de onco-proteinas de la maquinaria de Hsp90 se puede diferenciar de sus efectos en HSF-1, por inhibicion
de Hsp70s en etapa posterior. A este respecto, YK5 llega a ser una herramienta quimica para estudiar el efecto
biolégico de la inhibicion de la maquinaria de Hsp90 en un ambiente de supresiéon de HSF-1 quimico. Las ventajas de
esta intervencién son evidentes con respecto a las manipulaciones genéticas de HSF-1, permitiendo el analisis temporal
y espacial del ambiente celular. La alteraciéon de complejo de Hsp90 por YK5 toma lugar a bajas concentraciones
micromolares crecientes (Figura 6c, parte infermedia) a las cuales también se presenta la degradacion de las proteinas
onco-clientes de Hsp90 (Figura 3a). Colectivamente, YK5 inhibié el crecimiento de células SKBr3 y degradé la
oncoproteina cliente HER2 de Hsp70/Hsp90 a concentraciones que interrumpieron la formacion de complejos de
Hsp70/Hsp90, sugiriendo que, en este intervalo de concentracion, la actividad bioldgica de YK5 se canalizé
parcialmente a través de la interrupcion de una maquinaria funcional de Hsp90. La interrupcién del complejo de
maquinaria/onco-proteina de Hsp90 por YK5, se asocio con desestabilizacion de onco-proteinas y su aceleracion
de depuracion celular, como se demuestra por vida media reducida de proteina (Figura 7b), y reduccion
consecuente en los niveles celulares de estado estable de la oncoproteina (Figura 7a). La confirmacién adicional
de un efecto mediado por la maquinara de Hsp90, y consistente con la degradacién de proteinas cliente de la
maquinaria de Hsp90 mediante la ruta de proteosoma en la inhibicion del chaperdn, los inhibidores de proteosoma
pero no los inhibidores de otras enzimas proteoliticas, rescatando de forma eficiente la degradacion de las onco-
proteinas por YK5 (Figura 7c).

Colectivamente, estas modalidades demuestran que la actividad biolégica de YK5 y otros compuestos relacionados de
la presente materia con respecto a la regulacion de proteinas onco-clientes, es, al menos parcialmente, una
consecuencia de su capacidad para interferir con la formacion del complejo intermedio activo de la maquinaria de
Hsp90, que conduce a procesamiento celular inapropiado de proteinas onco-clientes de Hsp90 y da por resultado su
degradacion subsiguiente, principalmente por el proteosoma.

Ejemplo 4: Relacion Estructural-Actividad en la Serie YK.

Para confirmar adicionalmente que una dependencia absoluta del valor de IC50 con reactividad del inhibidor de YK5 no
puede ser dependiente del componente de la IC50 que refleja unidn reversible (no covalente), se llevaron a cabo
estudios pertinentes de relaciones de estructura-actividad. En realidad, la reduccién de la acrilamida, como en YK30, a
etilamida, como en YK31 (Figura 8a), retuvo mecanismo de accién activado por Hsp70, y disminuyé la actividad
bioldgica por sélo 30 veces (Figura 8a y no mostrado). Ademas, el mantenimiento de la acrilamida pero no el cambio de
la cadena de etilenglicol desde la posicion R1, como en YK54 y su version biotinilada YK55, a R2 como en YK57 y su
version biotinilada YK56, disminuyé la actividad biolodgica por aproximadamente 20-25 veces (Figuras 8b y 8c). En
algunas modalidades, los compuestos de la presente materia con actividad bioldgica disminuida, en comparacion a
otros compuestos de la presente materia, aun pueden tener suficiente actividad para lograr la inhibicién o la unién de
enzimas o proteinas seleccionadas a concentraciones Utiles de IC50 o constantes Utiles de unioén.

Colectivamente, estos datos indican que la interaccion de YK5, y otros compuestos relacionados de la presente materia,
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con Hsp70s consiste de dos elementos, uno que refleja la unién reversible y otro subsecuente la modificacion covalente
de cisteina.

En tanto que hay un interés que una entidad de acrilamida puede reaccionar indiscriminadamente con proteinas no
relacionadas al objetivo que da por resultado efectos pleiotropicos, la incubacion de células con YK55 dio por resultado
selectivamente la formacion de aductos de YK55-Hsp70 (Figuras 4 y 5). Ademas, los agentes que dan por resultado la
oxidacion no especifica de cisteinas se conoce que incrementan el mal plegado de proteinas celulares y conducen a
activacion protectora a consecuencia de una respuesta de choque térmico, fendmeno no observado con YK5. A la
concentracion fisiolégicamente pertinente de 10 uM, YK5 también fue inerte cuando se probo contra 359 cinasas (Figura
6f). Estos hallazgos confirman que a las concentraciones probadas, YK5 es un modulador especifico de Hsp70s, y de
esta manera, una herramienta apropiada para analizar el significado de la inhibicion farmacolégica de Hsp70s en
sistemas bioldgicos in vitro.

Los esfuerzos de descubrimiento de farmacos tienden a evitar moléculas que exhiben cinética no competitiva, una
precaucion entendible considerando los potenciales eventos de toxicologia asociados con la inhibicion irreversible. No
obstante, al menos 25 agentes en uso clinico como agentes anti-cancer y anti-microbianos son modificadores
covalentes de proteinas. Se puede razonar que para aglutinantes irreversibles, hay una menor necesidad de mantener
altas concentraciones de farmaco en la circulacion sistémica, y de esta manera una vez que se logra la inhibicion
objetivo, los efectos permanecen hasta que se sintetiza una nueva proteina objetivo. Ademas, para proteinas con una
afinidad relativamente alta para ATP, tal como las Hsp70s, se puede argumentar que en la presencia de altos niveles
celulares de ATP, la inhibicion objetivo irreversible ofrece una ventaja terapéutica. Colectivamente, estas observaciones
sugieren que si se logra un equilibrio entre el metabolismo de primera pasada y la inhibicion y distribucion objetivo
suficiente a costo de toxicidad limitada, los inhibidores reversibles pueden tener un papel significativo en terapias anti-
cancer.

Para YKS5, los presentes datos demuestran que los inhibidores reversibles retienen un mecanismo mediado por Hsp70,
sugiriendo que se puede eliminar por completo el grupo acrilamida y se pueden identificar potentes inhibidores
reversibles al mejorar la entalpia de la unién. En realidad, otras modalidades de la presente muestran compuestos de la
presente materia con un modo de interaccion reversible de Hsp70 (Figura 9, Figura 10 y Figura 11). La adicién de estos
compuestos de la presente materia a varias células de cancer dio por resultado la degradacién de proteinas onco-
clientes pertinentes e indujo apdptosis de una manera similar a YK5. Por lo tanto, estas modalidades demuestran que se
puede lograr una importante actividad como se describe en la presente por los compuestos de la presente materia que
interactian con Hsp70 ya sea por un modo de unioén irreversible o reversible. En una modalidad particular, estos
compuestos interactiian con el Sitio 1 descrito anteriormente.

También se han reportado esfuerzos para investigar la pertinencia bioldgica de la inhibicién de Hsp70 por moléculas
pequenas. Esto sugiere que las Hsp70 no son tan facilmente dirigibles al objetivo como la Hsp90. Recientemente, se
han descrito varios moduladores de Hsp70, sin embargo estos compuestos son de baja potencia y no estan
completamente claros sus efectos pleiotropicos potenciales en la fisiologia celular. También se conoce poco de su modo
de interaccion con las isoformas de Hsp70. Ademas, estos compuestos se basan en nucleos moleculares de
caracteristicas limitadas tipo farmaco. Adicionalmente, de manera sorprendente, se observé una respuesta apoptética
baja o ninguna en células de cancer con varios de estos inhibidores de Hsp70, una paradoja aparente considerando las
potentes funciones anti-apoptéticas reportadas de la Hsp70.

Ademas, la manipulacion genética de Hsp70 conduce a hallazgos en conflicto. Havik et al reportd que la reduccion
individual o mezclada en la expresion de Hsp70 y Hsc70 en dos células de cancer de mama SKBr3 y MCF-7, en tanto
que reduce la viabilidad celular, no exhibié6 capacidad para recudir la actividad del complejo de chaperén de
Hsp90/Hasp70. Por otra parte, la transfeccion simultanea que tiene como objetivo tanto Hsc70 como Hsp70 inhibi6 las
funciones de Hsp90 en células de cancer de colon HCT116. Nylansted et al., encontraron que el agotamiento de Hsp70
también conduce a erradicacion de glioblastoma, y de xenoinjertos de carcinoma de colon y mama, en tanto que en
células de cancer de prostata, otros reportaron sélo sensibilizacion a agentes anti-cancer.

En contraste a las estrategias mencionadas anteriormente, el presente trabajo identifica YK5, un modulador dual y
selectivo de Hsp70 y Hsc70, disefiado en nucleo molecular potencialmente convertible en farmaco, tratable con la
quimica medicinal extensiva. También en contraste a las estrategias anteriores, YK5 y los compuestos relacionados de
la presente materia han mostrado tener potentes propiedades antiproliferativas, por las muchas medidas descritas en la
presente, sin ser toxicos a células normales.

Ejemplo 5: Modulacién Farmacoldgica de Hsp70 Interfiere con Huellas Principales de Malignidad

La transformacion de células normales en células malignas es un proceso de multiples pasos, que requiere la
acumulacién de varias alteraciones genéticas que tienen influencia en los procesos reguladores clave en la célula.
Hanahan y Weinberg describieron seis rasgos fenotipicos esenciales que se requieren para el desarrollo del fenotipo
maligno completo, referido como las “seis caracteristicas” del cancer. Para cada rasgo caracteristico, se ha identificado
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al menos una proteina cliente de la maquinaria de Hsp90 que tiene la capacidad de regular este proceso, y los
inhibidores directos de Hsp90 tienen la capacidad de tener influencia en las seis de estas caracteristicas. Habiendo
desarrollado un regulador farmacolodgico de Hsp70, entonces se investigé el papel de Hsp70 en la maquinaria de Hsp90
con respecto a las caracteristicas del cancer.

Las células de cancer se caracterizan por proliferacion anormal. Ciertos clientes de la maquinaria de Hsp90, tal como
Akt y Raf-1, son jugadores principales en las vias necesarias para el crecimiento de supervivencia de tumores, y se
regulan por Hsp90 en la mayoria de tumores. Consistente con la participacion de las Hsp70s en estas funciones de
Hsp90, se observa una degradacion dependiente de la dosis y una inactivacion de estas moléculas ubicuas activadoras
de tumor en la adiciéon de YK5 y compuestos relacionados de la presente materia a una variedad de células de cancer,
incluyendo células de cancer de mama SKBr3 y MDA-MB-468, el carcinoma pulmonar de células pequefias NCI-H526 y
la leucemia mieloide aguda MOLM-13 (Figura 3, 7-10 y Tabla 1). Otros onco-clientes de Hsp90, especificos a un
fenotipo maligno particular, también fueron sensibles a YK5. En el caso de la linea de células de cancer de mama
SKBr3, se activa la transformacion por la sobre-expresion de la tirosina-cinasa HER2, que activa las vias de
sefializacion promoviendo el crecimiento celular y la supervivencia celular. La estabilidad de HER2 en esta célula se
regula por Hsp90, y la inhibicién de chaperén por inhibidores directos de Hsp90 da por resultado la degradacion de
HER2 (Figura 3). El receptor de andrégeno (AR) mutante expresado en células de cancer de préstata LNCaP y la cinasa
mutante FLT-3 caracteristica de leucemia mieloide aguda y expresada en células MOLM-13, ambos clientes en la
magquinaria de Hsp90, también fueron sensibles a YK5 y compuestos relacionados de la presente materia descrita en la
presente (Figuras 10a y 15d). STAT3 y PDK1, activados en células de cancer triple-negativas y STAT5, activado en
leucemias, también fueron sensibles a YK5 y compuestos relacionados de la presente materia descrita en la presente
(Figuras 9-11, 15d).

Concordante con un mecanismo comun de accién a través de la inhibicién del complejo patégeno Hsp70/Hsp90, los
inhibidores directos de Hsp90 PU-H71 y PU24FCl, asi como YKS5 inhibieron el crecimiento de todas las células de
cancer probadas, a pesar de su origen y antecedente genético (Figura 12a y Tabla 1). Se probaron células de cancer de
mama triple-negativas MDA-MB-468, células de cancer de mama SKBr3 HER2+, células de cancer de prostata LNCaP
mARH+, células de leucemia mieloide aguda MOLM-13 y Kasumi-1, células de linfoma de células B grandes difusas OCI-
Ly7 y células de carcinoma hepatocelular HuH7. YK5 también inhibié el crecimiento de tumores xenoinjertados MDA-
MB-468 (Figura 12b). En células de cancer, las concentraciones medias inhibitorias de crecimiento (Glsos) registradas
para YK5 estuvieron en alta concordancia con su potencia para degradar onco-clientes de Hsp90. De forma colectiva,
estos resultados sugieren que adicionalmente, a la dosis farmacoldégicamente pertinente, la actividad biolégica de YK5
es un reflejo de su objetivo, la inhibicion de Hsp70.

La proliferacion anormal en células de cancer se asocia con la desregulacion del ciclo celular, y varios componentes
moleculares de la transicion a través del ciclo celular se controlan por la maquinaria de Hsp90. Los inhibidores directos
de Hsp90 conducen a la deteccion del ciclo dependiente de la célula, y ciertas células, tal como SKBr3, se bloquean en
una etapa Go/G1, en tanto que otras tal como MDA-MB-468, en G,/M. De acuerdo con este mecanismo de seleccion de
objetivo de la maquinaria de Hsp90, YK5 tiene un efecto similar en el ciclo celular en estas células (Figura 12c,
izquierda). Sus efectos se asociaron con el agotamiento de proteinas del ciclo celular dependiente de la maquinaria de
Hsp90, tal como la proteina reguladora de G2/M, CDK1 en MDA-MB-468, y la proteina reguladora de G4, Ciclina D1 en
SKBr3 (Figura 12c, derecha). Ademas, se encontraron estas proteinas en el complejo con Hsp70 aislado de YKS5 (Figura
12d).

La invasion en tejidos adyacentes y la metastasis a sitios distantes son caracteristicas importantes de células de cancer
malignas y son la causa de 90 % de las muertes por cancer en humanos. La invasion y metastasis son procesos
complejos y requieren acciones coordinadas de una gran variedad de genes, incluyendo muchas cinasas. Varias
proteinas comprendidas en el incremento del potencial metastatico de células de cancer se regulan por Hsp90,
incluyendo la ruta de PI3K/Akt, una ruta de sefializacion clave que activa la invasion de células tumorales. En las células
de cancer de mama MDA-MB-231 altamente metastaticas, la inhibicion de esta ruta es suficiente para reducir su
potencial invasivo. De forma concordante, YK5, que disminuyé los niveles celulares de Akt activado, como se evidencia
por reduccion en Akt fosforilado en Ser473 (Figura 12e, superior), inhibié la capacidad de las células MDA-MB-231 para
invadir a través de Matrigel (Figura 12e, inferior). Colectivamente, estos hallazgos demuestran que la modulacion
famacolégica de Hsp70 a través de un mecanismo mediado por YK5, imita parcialmente los efectos de los inhibidores
directos de Hsp90 con respecto a la degradacion de onco-proteinas, a la inhibicion de la proliferacion y ciclo de células
anormales, y a la reduccion de potencial invasivo. De manera similar, también se puede esperar que otros compuestos
de la presente materia tengan también estas mismas actividades.

La evasion de apoptosis es otra caracteristica importante del cancer. Las células de cancer sufren muerte celular
significativa cuando se estimulan con YK5, y para ciertas lineas de células de cancer este efecto fue consistentemente
mayor que en la inhibicion directa de Hsp90 (Figuras 3a y 13). En tanto que en ciertas células, tal como MDA-MB-468,
OCI-Ly7 y MOLM-13, se observa aniquilacion considerable e igual en la inhibicién de Hsp90 por PU24FCl y la inhibicion
de Hsp70 por YKS5, otras, tal como LNCaP, SKBr3 y HuH7, parecen ser mas sensibles hacia la inhibicién de Hsp70
(Figura 12a). El efecto de aniquilacion celular reducida en estas células se reportd para otros inhibidores de Hsp90 de
distintos quimiotipos, sugiriendo una consecuencia especifica relacionada al objetivo, y no un evento no especifico, tal
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como el metabolismo potencial de inhibidor de Hsp90.

Para determinar si la muerte celular por YK5 fue atribuible al apdptosis, se trataron células con YK5 y se analizaron
(Figura 13) los efectos en la morfologia, asi como en varios efectores y mediadores de la apoptosis. Para cuantificar el
numero de células que sufren apodptosis, las células se tifieron con naranja de acridina/bromuro de etidio (AO/EB) y se
analizaron bajo un microscopio de fluorescencia para el porcentaje de células viables, apoptoticas (tempranas y tardias)
y necréticas. Los cultivos celulares tratados con YK5 demostraron un incremento significativo y preferencial dependiente
de la dosis en células que muestran las caracteristicas morfolégicas de la apoptosis, tal como encogimiento y
fragmentacion nuclear (Figura 13a, izquierda y Figura 13b). La cuantificacion de estos experimentos después de 24
horas de tratamiento, mostré que aproximadamente 5 % de las células estaban sufriendo apoptosis en células Kasumi-1
de leucemia mieloide aguda (AML) tratadas con vehiculo, y su nimero incremento6 a 70 % cuando se estimulé con YK5
10 uM (Figura 13a, derecha). Se observo sélo 9 % de muerte celular apoptética en condiciones idénticas con PU24FCl
(Figura 13a, derecha). El efecto apoptotico incrementado de YK5 en comparacion a inhibidores directos de Hsp90 se
observé en otras células de cancer, tal como en células de cancer de mama y prostata (no mostrado). Mas sensibles a
YKS5 fueron las células de cancer pancreatico. Cuando se probd en un panel que consiste de células Mia-PaCa2, AsPC-
1, BxPC3 y PL45, YK5 (10 uM) indujo apdptosis significativa después de soélo 24-48 horas de tratamiento (Figura 13b y
no mostrado), un hallazgo notable considerando el alto umbral anti-apoptético del cancer pancreatico, y su resistencia a
las terapias.

A nivel molecular, se demostré la apoptosis por YK5 y compuestos relacionados de la presente materia en células de
cancer por un incremento en activacion y escision de caspasa-3 (Figuras 9, 10, 14) y PARP (Figura 13c). Estos efectos
en los marcadores apoptéticos se presentaron a concentraciones de YK5 en concordancia con su actividad anti-
proliferativa y su capacidad para degradar onco-proteinas dependientes de la maquinaria de Hsp90, sugerente de un
mecanismo de acciéon comun mediado por Hsp70 de YKS5 en las caracteristicas de cancer.

Ejemplo 6. YK5 Induce Apdptosis a Través de Vias Mediadas por Hsp70 y Hsp90.

Se ha documentado que tanto Hsp70 como Hsp90 inhiben la apdptosis. La Hsp70 protege a las células de una amplia
variedad de estimulos apoptoticos y necréticos, y se cree que niveles elevados de Hsp70 aumentan la supervivencia de
células tumorales. En concreto, se ha reportado que Hsp70 inhibe la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
que precede a la liberacion tanto del citocromo-C como de AIF de la mitocondria. También se ha sefalado un efecto
directo de Hsp70 en el citocromo ¢, Apaf-1 y AIF. También se documenté la implicacién de Hsp70 en un paso temprano
en la transduccion de sefales apoptéticas mediante la supresion de la cinasa JNK activada por estrés. Ademas, se
encontré que Hsp70 media la proteccion de la citotoxicidad de TNF, para unirse y modular la actividad y localizacion de
factores anti-apoptdéticos tal como Bcl2, y para promover la degradacion e inactivacion de factores pro-apoptoticos tal
como p53 y c-myc. De esta manera, Hsp70 inhibe la apdptosis al regular varios elementos clave de las vias apoptéticas
intrinsecas y extrinsecas. En contraste, la regulacion de la apodptosis por Hsp90 es mas limitada, y las moléculas
principales anti-apoptéticas reguladas por Hsp90 son Akt y Bcl-xL. En tanto que se regulan varias moléculas anti-
apoptdticas, los dos chaperones, Hsp90 y Hsp70 no son inhibidores ubicuos de la apdptosis en cancer. Su efecto se
manifiesta de una manera especifica de la transformacion que es dependiente de la funcionalidad y entramado celular
de las vias apoptoticas.

A lo largo de estas lineas, se reportd recientemente que en células SKBr3, la inactivacion de Hsp90 detiene su
crecimiento y conduce a la degradaciéon de Akt pero falla en inducir apoptosis apreciable. En contraste estos agentes
inducen apéptosis masiva en células de carcinoma pulmonar de células pequefias NCI-H526. Todo lo contrario, el
tratamiento de células con MAL3-101, un agente que interfiere con la activacion de Hsp70 por J-proteinas, o con
cuercetina y KNK437, ambos inhibidores inducibles de la expresion de Hsp70, da por resultado muerte celular sustancial
por apoptosis en SKBr3 pero no en NCI-H526. La reduccién de la expresién de Hsp70 por secuencias antisentido
también indujo muerte celular considerable en células SKBr3. Colectivamente, estos estudios propusieron Hsp70 un
regulador importante de vias apoptéticas en SKBr3 pero no en NCI-H526, y por el contrario, indicaron Hsp90 como un
regulador principal de la apoptosis en NCI-H526 pero no en SKBr3. Actuando de forma simultanea en las vias de Hsp90
y Hsp70, YK5 y los compuestos relacionados de la presente materia inducen apoptosis significativa tanto en células
SKBr3 (Figura 13c) como en células NCI-H526 (Figura 14 y no mostrado).

Ademas de inhibir la supervivencia celular auténoma, la induccién de la expresion de Hsp70 se reporta que vuelve a las
células altamente resistentes a muerte celular inducida por factor de necrosis tumoral (TNF), estrés oxidativo, radiacion
UV, sobre-expresion de caspasa-3, y varios farmacos quimioterapéuticos. De acuerdo con este efecto en Hsp70, YK5
incremento el efecto apoptético de TNFa en células de cancer de mama, triple-negativas, MDA-MB-468 (Figura 13e).

Colectivamente, estos hallazgos sugieren que la inhibicion dual de Hsp70 y Hsc70 induce apdptosis en un espectro de
tumores mayor que la inhibicién sola de Hsp90 o Hsp70, indicando una potencia terapéutica potencial incrementada de
estos inhibidores en canceres. También muestran que los compuestos de la presente materia descrita en la presente
pueden potenciar el efecto terapéutico de otras intervenciones.
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La apoptosis incrementada observada con YK5 en comparacién a inhibidores directos de Hsp90 también se puede
explicar parcialmente por su incapacidad para inducir una respuesta de choque térmico de retroalimentacién. En tanto
que se ha mostrado que ciertos tumores son susceptibles a apdptosis después de inhibicién directa de Hsp90, una
induccion de retroalimentacion de Hsp70 en la inhibicion directa de Hsp90 limita la citotoxicidad de estos agentes en
muchos tipos de tumores. A nivel de proteina, la induccion de la sintesis de proteina de Hsp70 se ha demostrado para
todos los inhibidores conocidos de Hsp90, y se ha observado tanto de forma pre-clinica como de manera clinica. De
manera preferencial los inhibidores directos de Hsp90 son citotoxicos a células que se suprimieron de HSF-1, y aln una
regulaciéon descendente a corto plazo de Hsp70 en ciertas células de cancer por ARNsi y planteamiento antisentido las
hace mas sensibles a inhibidores de Hsp90. A lo largo de estas lineas, moléculas pequefias que imparten activacion de
HSF-1 también sensiblizan células a la inhibicion de Hsp90. Adicionalmente, ciertas células tumorales que fallan en
favorecer la expresion de niveles de Hsp70 parecen ser particularmente sensibles a la inhibicion de Hsp90. La induccién
de Hsp70 por otras intervenciones se documenta que da por resultado citoproteccion, y la evidencia experimental
sugiere que el nivel celular de Hsp70 es un parametro critico para susceptibilidad a apdptosis. Considerando estas
capacidades principales anti-apoptéticas, la incapacidad de YK5 para inducir Hsp70 y activar HSF-1 (Figura 3), al
menos en parte, da cuenta de su mayor citotoxicidad (Figura 12a) y respuesta apoptética (Figura 13) en comparacioén a
inhibidores directos de Hsp90. De acuerdo adicionalmente con esta observacion, los inhibidores de Hsp90 fueron mas
toxicos a células de cancer pre-tratadas con YK5, o cuando se adicionaron conjuntamente agentes inhibitorios de Hsp90
y Hsp70.

Colectivamente, estos hallazgos sugieren que la inhibicion farmacoldgica dual de Hsp70 y Hsc70 tienen la capacidad de
tener influencia en una multitud de caracteristicas oncogénicas, conduciendo un ataque comprensivo del fenotipo
maligno y dando por resultado letalidad de células de cancer.

Ademas, los presentes datos demuestran que la inhibicion de Hsp70 tiene un efecto mas profundo en la apdptosis en
comparacion a la inactivacion de Hsp90, sugiriendo una potencia terapéutica potencial incrementada de estos
inhibidores en canceres.

Ejemplo 7: Inhibicién Farmacoldgica de Hsp70 es Selectivamente Téxica a Células de Cancer.

Debido a que Hsp70 ayuda en las funciones de mantenimiento de células normales, tal como el plegado de polipéptidos
recién sintetizados, el replegado de proteinas malplegadas, y la transcolocaciéon de proteinas a través de membranas
bioldgicas, permanece no claro si las interacciones farmacolégicas que tienen como objetivo ambas isoformas de Hsp70
y Hsc70, tal como YKS5, son no téxicas a estas células. Para afrontar esta materia, se evalué el efecto citotoxico de YK5
en un panel de células normales, especificamente leucocitos de sangre periférica (PLB) obtenidos de donadores
sanguineos saludables y fibroblastos normales cultivados, tal como las células de colon CCD18Co y las células de
pulmén MRC-5 (Figuras 14a-c). La muerte celular fue minima en células normales después de la inactivacion
farmacologica de Hsp70 por YK5 por medida de la actividad metabdlica (Figura 14a, superior), activacion de apoptosis
(Figura 14b, 14c) e inspeccion visual de morfologia celular (Figura 14c, inferior). Entre tanto, en condiciones similares,
las células de cancer experimentaron muerte significativa cuando se estimularon con YK5 (Figuras 14a-14c). En los
especimenes primarios de AML, YK5 indujo potente muerte celular en poblaciones de blastocitos, en tanto que las
células no tumorales encontradas dentro de la misma muestra de paciente fueron significativamente menos afectados
por el tratamiento. Ademas, cuando tejido fresco obtenido en cirugias de un paciente con un carcinoma ductal infiltrante
pobremente diferenciado de estado ER, PR, HER2 se tratdé ex vivo con YK5 (5 uM), no se observé ningun cambio
relacionado al tratamiento en vasos sanguineos normales y estroma, sino apoptosis masiva en células tumorales (60 %
de células tumorales se murié o agonizdé en 24 horas después de la adicion de YK5) (no mostrado). Colectivamente,
estos hallazgos indican que YK5 y los compuestos relacionados de la presente materia son selectivamente toxicos a
células de cancer.

Conjuntamente con los hallazgos de manipulaciones genéticas de Hsp70, donde la lentificacion de las isoformas de
Hsp70 fue menos tdxica en lineas de células no tumorigenas que en células de cancer, la mayor sensibilidad de células
de cancer hacia la expresion de Hsp70 e inactivacion de funcion se puede justificar por un modelo semejante al modelo
de “adiccion de oncogen” propuesto por Weinstein. En este modelo, la degradacion de un cliente especifico de Hsp70
en el contexto genético apropiado (por ejemplo HER2 en células con sobre-expresion de la tirosina-cinasas) por YK5 dio
por resultado apdptosis y/o diferenciacion, en tanto que su degradacion en células normales tiene poco o ningun efecto.
Se ha usado este modelo para justificar el desarrollo clinico de inhibidores directos de Hsp90 en una amplia variedad de
tipos de tumor.

Sin embargo, no se puede excluir un uso mas sofisticado de las Hsp70 en células de cancer, que se pueden seleccionar
selectivamente como objetivo por la molécula pequefia de YK5, de una manera ciertos inhibidores de Hsp90
seleccionan especies tumorales de Hsp90. Para investigar esta posibilidad, se midio la interacciéon de cuentas de YK55
con extractos de células normales y de cancer. En un primer experimento, se llevaron a cabo experimentos de
precipitacion quimica de una célula normal, MRC-5 y una célula de cancer, SKBr3 con concentraciones crecientes de
cuentas de YK55 (Figura 14c, seccion superior). Las cuentas de TK55 interactuaron fuertemente con una especie de
Hsc/p70 unida a Hsp40 en las SKBr3. En las MRC-5, la interaccion fue mas débil, y la especie de Hsp40 indetectable en
la reduccion de YK55. Para aumentar los niveles de Hsp en las células MRC-5, estas células se expusieron a
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tratamiento de choque térmico antes del paso de precipitacion quimica. ElI choque térmico elevo la expresion de las
Hsp70s y las Hsp40s, pero no alter6 la selectividad y afinidad de YK55 (Figura 14d, secciéon del medio). Se
determinaron hallazgos similares en extractos cerebrales. Aunque este tejido tiene alta expresion de Hsc70, comparable
a células de cancer, la especie Hsp70 en extractos cerebrales interactia débilmente con YK55 (Figura 14d, seccion
inferior).

En un segundo experimento, se probo la capacidad de YK5 soluble para competir por la unién por YK55 a la especie de
Hsp70 de células normales y de cancer (Figura 14e). De forma interesante, la unidon de cuentas de YK55 a la especie
Hsp70 de extractos de células de cancer SKBr3 se compitié por concentraciones micromalares bajas de YKS5, en tanto
que una concentracion de YK5 que excedié 200 p M fue necesaria para observar el desplazamiento de las Hsp70s
expresadas en las células MRC-5 (Figura 14e). La interaccion de YK5 fue aun mas débil con Hsp70 humana
recombinante (Figura 14e).

Hsp70 en células de cancer existe en complejos heterogéneos, con especies de Hsp70 unidas a co-chaperdn y proteina
onco-cliente probablemente para coexistir en cualquier momento con Hsp70 libre y Hsp70 unida a co-chaperén. El
analisis en este contexto y hallazgos de la Figura 15, indican que las especies de Hsp70 que estan unidas a onco-
proteinas son mas sensibles a la competicion con YK5 soluble, sugiriendo una mayor afinidad de YK5 para estas
especies de Hsp70.

Colectivamente, estos resultados sugieren que los compuestos de la presente materia, tal como YK5, pueden tener una
mayor afinidad para las especies de Hsp70s expresadas en células malignas, y ademas pueden preferir estas especies
de Hsp70 que estan unidas a co-chaperones y onco-proteinas, proporcionando una explicacion potencial de la
sensibilidad selectiva observada de células de cancer a los compuestos de la presente materia, tal como YKS5, y de la
sensibilidad incrementada de las onco-proteinas a inhibicién inducida por los compuestos de la presente materia.

Ejemplo 8. Ensayo de Polarizacién de Fluorescencia de Competicién de Cy3B-K5 de Hsp70

Debido a que YK5 y los compuestos relacionados de la presente materia se unen con mayor afinidad a complejos de
Hsp/c70 encontrados en células de cancer que a proteina recombinante (Figura 14d, e), se disefid un ensayo de
polarizacién de fluorescencia (FP) que midié la unién competitiva de YK5 marcado con cy3B o compuestos relacionados
de la presente materia a complejos de Hsp/c70 de lisado de cancer. En principio, los lisados celulares se pre-incubaron
con un compuesto de la presente materia descrito en la presente, y en la adiciéon y equilibrio de YK5-cy3B, la sefal se
lee en un lector de placa Analyst GT. El ensayo se desarrolld6 para un formato de 96 concavidades y permite una
evaluacion rapida de los compuestos (Figura 16).

Preparacion de Lisado de Células de Cancer Humanas: La linea de células de cancer de mama de humano MDA-MB-
468 se obtuvo de la American Type Culture Collection (Manassas, VA) y se cultivé como se indica por el vendedor. Las
células se recolectaron y congelaron para ruptura de las membranas y luego se disolvieron en amortiguador de unién
con inhibidores adicionados de proteasa y fosfatasa para formar el lisado. Los lisados se almacenaron a -80°C antes del
uso. Se determin6é el contenido total de proteina usando el equipo de ensayo de acido bicinconinico (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Ensayo de FP de competicion de Cy3B-K5 de Hsp70: Se realizaron mediciones de FP usando placas de
microtitulo de 96 concavidades, negras (Corning # 3650), donde tanto la excitacién como la emision ocurrié
de la parte superior de la concavidad. El amortiguador de unién de FP de Hsp70 contuvo lo siguiente:
HEPES-K 25 mM, pH=7.2, NaCl 20 mM, CaCl, 200 uM, KOAc 110 mM, Mg(OAc), 2 mM, NP40 al 0.01 %.
Cada concavidad de ensayo contuvo 20 ug de lisado celular y el inhibidor de YK en 75 ul de amortiguador. La
mezcla se mantuvo en un agitador durante 10 minutos, luego se incubd a 37°C durante 2 horas. El trazador
se adiciono a cada concavidad dando por resultado una concentracion final de Cy3B-YK5 3nM y un volumen
final de 100 pL. Entonces se realizd la medicién en un lector de placa Analyst GT (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). Se uso6 un tiempo de integracion de 100 ms, y la altura Z se ajusté a 3 mm (media). La
polarizacién de excitacion se ajustd a estatica, y la polarizacion de emision se ajusté a dinamica. Para cyB3-
YK5, se usaron un filtro de excitacion a 530 nm y un filtro de emisién a 580 nm con un espejo dicroico de 561
nm. Todos los valores de FP se expresaron en unidades de milipolarizacién (mP). Los valores de mP se
calcularon usando la ecuacién mP = 1000 x [(/S - ISB) — (/P — IPB))/[(IS - ISB)] + (IP - IPB), donde IS es la
medicién de intensidad de emisién paralela, Ip es la medicién de muestra de intensidad de emision
perpendicular, e ISB e ISP son las correspondientes mediciones para el fondo (amortiguador). La
fluorescencia total se determiné como 2 x IP + [S.

Como se puede ver en la Figura 16, se adicionaron concentraciones crecientes de los inhibidores indicados
en ftriplicado a la placa de ensayo y se realizdé el ensayo de FP como se indica anteriormente. El efecto
competitivo se expres6 como porcentaje de control y se calculé al dividir el valor de milipolarizacién (mP;
sustrayendo cy3B-YK5 libre) de las concavidades de inhibidor por el mP promedio (sustrayendo cy3B-YK5
libre) de controles (cy3B-YK5 y lisado celular con vehiculo DMSOQO) en cada placa. Se graficé la union de
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ligando contra la concentracién de inhibidor log1o, y los valores de ECso se calcularon usando un parametro
de ajuste a la curva de minimos cuadrados no lineal en Prism 4.0. Puntos, media; barras, s.d. La Figura 16
indica que la adicion de los compuestos indicados de la presente materia, agotaron de forma dependiente de
la dosis la union de YK5-cy3B a Hsp70 en el lisado celular.

Ejemplo 9. YK5 Atrapa Hsp70 en Una Conformacién Unida a Proteina Cliente. Uso de YK5 Inmovilizado en Soporte
Soélido para Identificar Onco-Proteinas Especificas de Cancer: STAT1 en Cancer de Mama

Las cuentas de YK55 aislan preferentemente Hsp70 en complejo con varias onco-proteinas especificas de tumor
(Figuras 15a-d). La pre-incubacion de lisados celulares con YK5, disminuy6 de una manera dependiente de la dosis, la
capacidad de las cuentas de YK55 para interactuar con las Hsp70s, y dio por resultado el desplazamiento de onco-
proteinas unidas (Figura 15c). Debido a que el Ab anti-Hsp70s BB70 puede agotar los niveles celulares de Hsp70 y
Hsc70, pero es débil en atrapar las Hsp70s en un co-chaperdn (es decir, Hsp110) y la conformacion unida a onco-
proteina cliente, se sonded la especificidad de las cuentas de YK55 para las Hsp70s. Especificamente, cuando se
incuba con BB70 pero no extractos irrelevantes agotados de Hsp70s de IgG, las cuentas de YK55 fallaron en interactuar
significativamente con Hsp110 y Raf-1, confirmando que la interaccion de YK55 con Hsp110 y Raf-1 se presento a
través de un complejo mediado por Hsp70s (Figura 15a, derecha).

Colectivamente, estos hallazgos indican que YK5 aisla Hsp70 en una conformacion de onco-cliente, sugiriendo el uso
de cuentas de YK55 o compuestos relacionados de la presente materia en el descubrimiento de clientes de Hsp70
dependientes del tipo de tumor, que confiere la posibilidad sin precedentes de investigar la interactoma de las Hsp70s
de cancer en un ambiente celular endégeno. Estos esfuerzos son criticos para el descubrimiento de mecanismos
asociados con sensibilidad de tumores a inhibicion de Hsp70, para disefiar terapias combinatorias racionales que
incluyen los compuestos de la presente materia descritos en la presente e inhibidores de cuentas de YK aislaron onco-
proteinas activadas y vias, y para una traduccion racional de los compuestos de la presente materia descrita en la
presente y de otros inhibidores de Hsp70 al tratamiento de cancer.

Para validar la utilidad de las cuentas de YK55, la mezcla de Hsp70s aislada por YK55, pero no por biotina, se mostré
primero que contiene un cliente establecido de Hsp70s tal como la serina-treonina-cinasa Raf-1 (Figura 15a, izquierda).
Las cuentas de YK55 fallaron en interactuar de forma significativa con la cinasa oncogénica Raf-1 en células agotadas
de Hsp70, confirmando que la interaccion de YK55 con el producto oncogénico se presentd a través del complejo
mediado por las Hsp70s (Figura 15, derecha).

Entonces, se probo si las Hsp70s, como la Hsp90, tienen la capacidad de interactuar con onco-proinas especificas a un
antecedente genético. Se encontraron varias oncoproteinas, comprendidas ya sea en la sefalizaciéon incrementada a
través de una ruta patogénica o en el ciclo celular anormal, en complejo con las Hsp70s. Estas, también conocidas
como interactores de Hsp90, incluyen Ciclina D1 y la cinasa HER2 en las células de cancer de mama SKBr3 que
sobreexpresan HER2, cinasa 1 dependiente de ciclina (CDK1) y cinasa-1 dependiente de fosfoinositida (PDK1) en las
células de cancer de mama MDA-MB-468 y receptor de andrégeno (AR) mutante en las células de cancer de prostata
LNCaP (Figuras 15b, c). La pre-incubacién de lisados celulares con YK5, disminuy6 de una manera dependiente de la
dosis la capacidad de las cuentas de YK55 para interactuar con las Hsp70s, y dio por resultado el desplazamiento de
onco-proteinas unidas (Figura 15c).

Colectivamente, estos datos demuestran que las cuentas de YK5 aislan varios productos de oncogenes
regulados por Hsp70 que se proporcionan al efectuar la sefializacion anormal especifica de la célula. La
inhibicion de estos productos de oncogén en el contexto genético correcto conduce a inhibicion tumoral y
apoptosis, y de esta manera su degradacion se puede usar como un ensayo funcional (es decir, biomarcadores
de respuesta) para evaluar la respuesta clinica a los compuestos descritos en la presente de la presente
materia. Los inhibidores de estos productos de oncogén también se pueden usar en combinacién con los
compuestos de la presente materia descritos en la presente para disefar terapias personalizadas con resultado
mejorado. Para identificar los productos pertinentes de oncogén sensibles a la inhibicion de Hsp70 por las
composiciones de materia, relacionadas, descritas en la presente, se describe aqui el uso de cuentas de YK55.

Investigacion de la Interactoma de las Hsp70s en Tumores de Mama

Las HSP son proteinas ubicuamente expresadas con funciones muy amplias en el plegado y translocacion celular de
una variedad de proteinas. En tanto que estas funciones de mantenimiento son bien conocidas y han sido el sujeto de
investigacion intensa, ahora esta llegando a ser claro que los chaperones se acogen en células patégenas para llevar a
cabo distintos y especializados papeles especificos de la enfermedad.

Para el chaperon de Hsp90, estas funciones en la malignidad se han descifrado principalmente a través del
descubrimiento de un inhibidor de molécula pequefia, la geldanamicina. En contraste, la carencia de moléculas
pequefas que modulen selectivamente a las Hsp70s en este contexto y los hallazgos algo contradictorios por medio de
manipulaciones genéticas de Hsp70 y Hsc70, ha reprimido nuestra capacidad para entender completamente la
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implicacion de Hsp70 y Hsc70 en formacion maligna. Debido a que YK5 y los compuestos relacionados de la presente
materia son moduladores de Hsp70s con un nuevo mecanismo de accion, que fija las Hsp70s en complejo con
proteinas onco-clientes y moléculas reguladoras de apoptosis, esto permite la oportunidad Unica para investigar de
forma neutral la interactoma de las Hsp70s en la célula de cancer.

Secuencia SEQID Cuentas de control Cuentas de Cuentas de | Cuentas de
NO YK55 de MDA- | control YK55 de SKBr3
de MDA-MD-468 MB-468
de SKBr3

intensidad intensidad intensidad intensidad
(RIFHDLLSQLDDQY | SEQ ID 9.51E+07 5.32E+07
SR(F) NO:5
(RIFNQAQSGNIQST | SEQ ID 5.44E+07
VMLDK(Q) NO:6
(RIFNQAQSGNIQST | SEQ ID 5.50E+07
VmLDK(Q) NO:7
(R)IGLNVDQLNMLG | SEQ ID 2.58E+08 1.60E+08
EK(L) NO:8
(K)LLGPNASPDGLI SEQ ID 1.34E+08
PWTR(F) NO:9
(K)SLEDLQDEYDFK | SEQ ID 8.30E+07
©) NO:10
(K)TELISVSEVHPSR | SEQ ID 3.97E+08
L) NO:11
(K)VMAAENIPENPL | SEQ ID 6.39E+07
K(Y) NO:12

Tabla 14. Un YKS5 inmovilizado en soporte sélido identifica STAT1 como un interactor de Hsp70 en las células de cancer
de mama. Complejos de proteinas aislados por cuentas de control, que tienen unida D-biotina, y por cuentas de YK55
en lisados de cancer de mama MDA-MB-468 humano y SKBr3 humano, se separaron en SDA-PAGE, se escindio una
banda de 90kDa, y las proteinas extraidas se digirieron y se analizaron por LC/MS/MS, como se describe en métodos.
Los aminoacidos en los paréntesis se escindieron del resto de la secuencia durante la extracciéon. El analisis de
secuencia identifico la banda que es STAT1.

Para llevar a cabo un analisis imparcial de la interactoma de las Hsp70s de cancer, se realizd un analisis protedmicos en
reducciones de cuentas de control y de YK55 a partir de células de cancer de mama SKBr3 y MDA-MB-468. Entre las
proteinas identificadas (Tabla 14) y validadas (Figura 17, Figura 18) de cargo estuvieron en el transductor de sefal y el
activador de transcripcion 1 y 3 (STAT1 y STAT3). YK55 falld en interactuar con los STAT en las células
inmunoagotadas de Hsp70s (Figura 18b), indicando que la unién de YK55 a los STAT se midié por Hsp70 y fue
especifica de Hsp70. De forma integrante, contrario a Raf-1 y otras oncoproteinas, la adicién de YK5 a células fallé en
reducir los niveles de estado estable de STAT1 (Figura 17a, derecha). Por otra parte, una reduccion en STAT3 activo
pero no en STAT1, como se evidencia por niveles bastantes disminuidos de p-STAT3, se observo en el tratamiento con
YK5 (Figura 17a, derecha).

Los STAT son una familia de factores de transcripcion con papeles criticos en la integracion de una variedad de
estimulos extracelulares. En tanto que la mayoria de los miembros de la familia de STAT, tal como STAT3 y el STAT5
se ha mostrado que promueve la oncogénesis, el STAT1 suprime la oncogénesis, sugiriendo que para sobrevivir, las
células de cancer necesitan desarrollar mecanismos opuestos para mantener de forma concomitante una expresion
incrementada de p-STAT3 y p-STATS5, en tanto que suprime los niveles de p-STAT1. En realidad, en células de cancer
de mama se encontré abundante p-STAT3 (Figuras 8-11, Figura 17), pero niveles escasamente detectables de STAT1
activado (Figuras 17, 18, ver niveles de p-STAT1 en células estimuladas con IFNy versus endégeno). Por lo tanto, se
pregunto si en las células de cancer, el ajuste fino en los niveles de las especies de p-STAT1 y p-STAT3 se puede
regular por las Hsp70s. Dado que la activacion de STAT1 puede promover la muerte celular, y debido a que las células
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de cancer de mama expresan STAT1, se tuvo como hipdtesis que la unién de las Hsp70s a STAT1 en estas células
puede jugar un papel al inhibir su funcién pro-apoptética, sugiriendo un posible mecanismo por el cual las células de
cancer protegen contra IFNy y el sistema inmunitario.

De acuerdo con esto, se encontré6 que IFNy tanto incrementa los niveles celulares de p-STAT1
(Figuras 18c, d) como induce apdptosis en células MDA-MB-468 (Figura 18c). Los efectos de IFNy en p-STAT1 se
aumentaron por YK5 (Figura 18c). La comparacion de los niveles de STAT1 y p-STAT1 en estas células, a aquellas
secuestradas por cuentas de YK55, indicd que la mayoria del STAT1 activado estuvo en complejo con YK5/Hsp70,
sugiriendo que la captura de p-STAT1 por las Hsp70s esta implicada en la inhibicién de la ruta de IFNy-STAT1.

El STAT1 es un efector principal de la sefializacion de interferén (IFNy). IFNy es una citocina producida por
células T y células aniquiladoras naturales con una funciéon inmunoestimuladora esencial que proporciona
defensa contra patogenos y el desarrollo de tumores. IFNy puede ejercer efectos antiproliferativos en una
amplia variedad de células tumorales, incluyendo aquellas de la mama, y estos efectos se canalizan a través de
STAT1. IFNy tiene efectos de vigilancia intrinseca tumoral en ratones inmunocompetentes, y estos efectos
requieren una ruta intacta de sefalizacion de JAK (cinasa Janus)-STAT. Especificamente, IFNy da por resultado
la fosforilacion de STAT1 el residuo 701 de tirosina y el residuo 727 de serina que conduce a
homodimerizacién, unién de ADN y activacién transcripcional de sus genes objetivos, varios con papeles
apoptoticos. La apoptosis y activacion de caspasa en respuesta a IFNy se abolié en células que carecen de
STAT1 funcional. De manera similar, células negativas a STAT1 muestran expresion reducida de caspasa y
apoptosis inducida por factor a de necrosis tumoral (TNFa) en comparacion a células cercanamente
correspondidas que expresan STAT1 funcional. Estos hallazgos indican que la activacion de STAT1 juega un
papel clave en la inducciéon de la apoptosis en respuesta a citocinas reguladoras, tal como IFNy o TNFa.
Adicionalmente, un estudio reciente mostré que ratones deficientes de tanto STAT1 como RAG2, una proteina
critica para recombinacién de V(D)J, estuvieron predispuestos a carcinomas espontaneos de glandula mamaria.
También se ha proporcionado evidencia que STAT1 es un regulador negativo de la angiogénesis, crecimiento y
metastasis de tumores.

Estos resultados indican que el uso de terapias de combinacién que incorporen los compuestos de la presente
materia como se describen en la presente tiene el potencial de estimular el efecto de interferén y permitir
respuestas inmunitarias a tumores mucho mas potentemente extendidos al bloquear un mecanismo
amortiguador relacionado al tumor. Este es un hallazgo excitante para ensayos de terapia de vacuna, sugiriendo
que la co-administracion de interferon biolégicamente activo con compuestos de la presente materia descritos
en la presente puede mejorar la eficiencia de vacuna y permitir el uso de una menor dosis de vacunacion.
Debido a que otras transformaciones patégenas dependen de la sefializacion de citocina/STAT1, tal como
infecciones microbianas y virales y complicaciones tardias de diabetes tipo Il, el presente trabajo sugiere que
terapias que incorporan inhibidores Hsp70s, ademas de canceres, también pueden tener un efecto potenciador
en el tratamiento de estas enfermedades.

La Unién de las Hsp70s es un Nuevo Mecanismo de Inhibicién de la Actividad Supresora Tumoral.

Para detallar el mecanismo de inhibicion de STAT1 por las Hsp70s, analizaron células MDA-MB-468 tratadas con IFNy
en diferentes puntos de tiempo en la presencia y ausencia de YK5, y de inhibidores de fosforilacion y desfosforilacion de
proteina, con el objetivo de medir fosforilacion de tirosina dependiente del tiempo del STAT1 en el residuo de Tyr701
(Figura 18e, f). En tanto que la presencia de YKS5, la fosforilacion de STAT1 alcanzé rapidamente niveles maximos, en la
ausencia del inhibidor de Hsp70s, su activacion se retraso y fallé en alcanzar una magnitud similar.

Puesto que el nivel total de p-STAT1 se determina por el equilibrio de los eventos de fosforilacion y desfosforilacion, la
fosforilacion prolongada de tirosina de células inhibidas de STAT1 con Hsp70 puede resultar ya sea de un incremento
en la actividad de la cinasa JAK o una disminucion en la actividad de proteina-tirosina-fosfatasa (PTPasa) hacia STAT1.

Para monitorizar la velocidad de desfosforilacion de STAT1, se empled una estrategia de pulso y persecucion en la
cual se adiciond estaurosporina, un inhibidor de proteina-cinasa, a las células pretratadas con IFNy durante 30
minutos, bloqueando abruptamente la fosforilacion continua de STAT1 por las JAK (Figura 18f, superior). El
nivel residual de STAT1 fosforilizado con tirosina entonces se determiné en varios puntos de tiempo posteriores.
En la ausencia de YK5, la fosforilacién con tirosina de STAT1 decliné inmediatamente, en tanto que en su
presencia, se prolongaron los niveles celulares de p-STAT1. Estos resultados indican que Hsp70s puede
atenuar la induccién de IFNy de la fosforilacion de STAT1 en células de cancer de mama, y los inhibidores de
Hsp70s facilitan la acumulacién de p-STAT1 debido a un retraso potencial en la desfosforilacion. Por
consiguiente, en la presencia de ortovanadato (Na3VOs4), un inhibidor no especifico de PTPasa, se presento la
fosforilacion de STAT1 casi tan eficientemente en células tratadas y no tratadas con YK5 (Figura 18f, inferior).
El bloqueo de la desfosforilacion de STAT1 por ortovanadato condujo a acumulacién nuclear del STAT1
fosforilizado con tirosina y su persistencia subsiguiente. De forma concordante, el pretratamiento de células
MDA-MB-468 con YK5 antes de la estimulacion con IFNy mejoré la transcolocacion nuclear de STAT1 activado
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(Figura 19a) e incrementd su eficiencia de uniéon a ADN (Figura 19). Estos resultados son consistentes con un
mecanismo por el que las Hsp70s retienen a p-STAT1 en una conformacién que altera la velocidad de
desfosforilacion de las PTPasas.

Ejemplo 10: Uso de YK5 Inmovilizado en Soporte Sdlido para Identificar Oncoproteinas Especificas de Cancer: STAT3
en Cancer de Mama

Como se indica en el Ejemplo 9, también se identific6 STAT3 en los aislados de cuentas de YK55 (Figura 17c).
Contrario a STAT1, el STAT3 se encontr6 frecuentemente que es constitutivamente activo en cancer de mama y los
tumores pueden llegar a ser adictos a STAT3. La fosforilacién con tirosina de STAT3 y la unién a ADN se ha encontrado
que se eleva en un gran numero de tumores de cancer de mama y lineas celulares. La evidencia sugiere que STAT3
puede activar la transcripcion de varios genes asociados al progreso del ciclo celular, supervivencia y transformacion
celular. Por el contrario, la inhibicion farmacolégica y negativa dominante de la actividad de STAT3 bloqued la
proliferacion y supervivencia de células de cancer de mama, sugiriendo colectivamente que la actividad de STAT3 se
requiere para el fenotipo transformado en cancer de mama.

Usando la estrategia experimental disefiada para STAT1, las Hsp70s juegan en STAT3 un efecto opuesto a aquel en
STAT1. Los presentes resultados indican que las Hsp70s facilitan la acumulaciéon de p-STAT3 celular al facilitar la
fosforilacion por cinasas y/o retrasar la desfosforilacion de STAT3 por las PTPasas. La activacion de STAT3 es
contingente en la fosforilacion de un residuo de tirosina conservado (Y705) por cinasas de tapa posterior, tal como
cinasa Janus 2 (JAK2). Colectivamente, se concluyd que la unién a las Hsp70s retiene el p-STAT3 en una conformacion
poco accesible a las PTPasas pero favorable a la fosforilacion de JAK, y es un mecanismo principal para mantener un
depdsito elevado de niveles de p-STAT3 en la célula. Junto con un mecanismo de regulacién de actividad de STAT3 por
la Hsp70, los compuestos de la presente materia descrita en la presente inactivan potentemente el STAT3 como se
indica por la reduccion de la fosforilacion del residuo de tirosina (Y705) en la presencia de los compuestos descritos
(Figuras 9b, 10a, 11b). De esta manera, los efectos promotores por p-STAT3 de las Hsp70s se invierten por YK5 y los
compuestos relacionados de la presente materia. La activacion persistente de la ruta de sefializaciéon de STAT3 se ha
documentado en una amplia variedad de canceres sanguineos y soélidos humanos y se asocia comunmente con una
prognosis peor. Entre las actividades promotoras de cancer atribuidas a la persistencia de sefializacion de STAT3 estan
aquellas comprendidas en la proliferacion celular, metastasis, angiogénesis, evasion inmunitaria de hospedador, y
resistencia a apoptosis. Se mostré aqui que la interferencia con la ruta de sefializaciéon de STAT por los compuestos de
la presente materia descrita en la presente es una nueva estrategia para inhibir la sefializacién de STAT anormalmente
activada en células cancerosas.

En conclusion, las modalidades incluidas en la presente muestran el uso de YK5 y su derivado biotinilado, YK55, para
investigar la interactoma de las Hsp70s citosolicas. Varios productos de oncogén activados en una amplia variedad de
tipos de cancer se identificaron por estas cuentas. Estos incluyen, pero no se limitan a HERZ, ciclina D1, Raf-1, STAT1,
y STAT3 en cancer de mama que sobreexpresa HER2, PDK1, STAT1, STAT3 y CDK1 en cancer de mama triple-
negativo y AR mutante en cancer de prostata. Estos proporcionan evidencia que los compuestos de la presente materia
descrita en la presente actian de manera combinada en varias vias oncogénicas activadas y tendran actividad en un
espectro grande de canceres. La unién de estas proteinas por Hsp70 se requiere para mantener su estabilidad
funcional, y la inhibicion de Hsp70 por YK5 y compuestos relacionados de la presente materia conduce a la
desestabilizacion de oncoproteinas y a la eliminacion subsiguiente por una ruta proteasémica, de manera alternativa a
su inactivacion.

Existe la necesidad de entender mejor las anormalidades moleculares que dan resultado al fenotipo transformado. Este
entendimiento puede conducir al desarrollo de tratamientos anti-cancer menos téxicos, en base a inhibidores de
moléculas promotoras de tumor. Debido a que la mayoria de los canceres se caracterizan por varias alteraciones
moleculares, es dificil en escenarios clinicos determinar la combinacion exacta de agentes molecularmente dirigidos a
objetivo que daran por resultado un mejor resultado. Uno puede imaginar usar cuentas de YK para “pescar” un
subconjunto de proteinas que lleguen a ser anormales en cada tipo de célula de cancer/cada tejido tumoral de paciente.
La informacion ganada de estos experimentos “pesca” se puede compilar al crear un mapa molecular de vias de
transformacion y especificas de cancer y de células. La generacion de un mapa de “anormalidades moleculares
especificas de tumor” permitira finalmente al facultativo disefiar una terapia personalizada para pacientes. Este mapa
protedmico tiene ventajas obvias con respecto a los mapas de signatura genética mas comunes, debido a que la
mayoria de los agentes anti cancer son moléculas pequefias que seleccionan como objetivo proteinas no genes, y
muchas moléculas pequefas que tienen como objetivo alteraciones moleculares especificas actualmente estan en
desarrollo. Estos esfuerzos pueden establecer la base para el disefio de terapias de combinacién con mejor eficacia y
menos toxicidad en el tratamiento de pacientes con canceres y, ademas, definir las alteraciones moleculares especificas
en un tumor particular, facilitando el desarrollo de nuevas terapias molecularmente dirigidas a objetivo.

Una modalidad de la presente materia proporciona un método para monitorizar el estado de tratamiento de un paciente
que se esta tratado para un tumor o trastorno proliferativo, que comprende enlazar covalentemente un compuesto de las
reivindicaciones 1 a 20 a un sustrato sdlido para formar un complejo sustrato-compuesto; obtener una primera muestra
bioldgica del paciente en un momento antes o durante el periodo de tratamiento; poner en contacto la muestra con el
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complejo de sustrato-compuesto para permitir que el complejo de sustrato-compuesto se ponga en contacto con el
complejo de HSP70; medir y registrar el tipo y cantidad de oncoproteina desplazada del complejo de HSP70; obtener
una segunda muestra bioldgica del paciente en un momento posterior durante el periodo de tratamiento y repetir el paso
de medir t y registrar el tipo y cantidad de oncoproteina desplazada del complejo de HSP70; comparar los resultados
con la medicién previa e identificar si se han inhibido o cambiado vias metabdlicas de oncoproteinas a otras vias de
oncoproteinas, e identificar si la terapia del paciente ha tenido un efecto benéfico.

Estas modalidades muestran también que el uso de YK5 y compuestos relacionados de la presente materia
identifican un nuevo mecanismo de regulacion de fosforilaciéon de proteinas en la célula. Especificamente, se
muestra que las Hsp70s actuan como un amortiguador celular para la actividad de STAT1 y STAT3 en células de
cancer de mama. Los presentes datos son indicativos de un mecanismo por el cual las Hsp70s se unen a STAT1y
STATS3, y retienen las proteinas en una conformacién que facilita y acelera (para STAT1) o que se desacelera
(para STAT3) su defosforilacion por fosfatasas. Por este mecanismo las Hsp70s disminuyen la p-STAT1 endogena
y disminuyen sus capacidades pro-apoptoticas y por el contrario, incrementan el p-STAT3 enddégeno y aumentan
sus capacidades de induccién de proliferacion.

No por ultimo, los presentes hallazgos sugieren que la inhibicion farmacoldgica de las Hsp70s a través de un
mecanismo de YKS5 tiene un efecto multi-modal en una amplia variedad de células de cancer y da por resultado un
ataque comprensivo en las caracteristicas principales del cancer. Este efecto se conecta altamente a la capacidad
de los compuestos de la presente materia descrita en la presente para deteriorar la estabilidad y funcion de
multiples oncoproteinas, y para restaurar la actividad de supresion de tumor. Juntamente con su carencia de
respuesta de choque térmico de retroalimentacion, el poco efecto citotoxico en células normales y potente
actividad en una amplia variedad de células de cancer de distinto antecedente genético, los presentes resultados
colocan a la inhibicion farmacolodgica dual de Hsp70 y Hsc70 como una nueva intervencion potencial anti-cancer.

Ejemplo 11. Uso de Compuestos de la Presente Materia para Realizar la Ablacién de Células Madre

YK5 aniquila potentemente células madre de cancer. La evidencia creciente sugiere que la leucemia mielogena aguda
(AML) se genera y mantiene por una subpoblacion relativamente rara, resistente a quimioterapia de células conocidas
como células madre de leucemia (LSC), que puede auto-renovarse, proliferar, y diferenciarse en blastos leucémicos.
Los pacientes quienes presentan una mayor proporcion de LSC fenotipicamente definidas demuestran una
supervivencia significativamente mas pobre libre de recaida que los pacientes con bajas proporciones de LSC. También,
una mayor proporcion de LSC en la diagnosis es altamente predictiva de enfermedad residual minima (MRD),
sugiriendo que las LSC son contribuyentes significativos a la MRD. Finalmente, se ha demostrado que, en tanto que
muchos farmacos pueden aniquilar blastos de leucemia, muy pocos realizan la ablacién de las LSC.

En especimenes primarios de AML, YK5 indujo muerte celular potente en blastos, células madre y poblaciones
progenitoras (Figura 20). Sorprendentemente, se observdé una alta sensibilidad de células madre de leucemia
fenotipicamente descritas y de blastos leucémicos totales (Figura 20b; barras rojas versus grises). Finalmente, las
células no tumorales encontradas dentro de la misma muestra de paciente fueron significativamente menos afectadas
por el tratamiento por YK5 (Figura 20, barras blancas). De esta manera, un compuesto con toxicidad de células madre
de cancer, tal como los YK, es de valor significativo para mejorar terapia de cancer.

Ejemplo 12: Métodos de Analisis

Reactivos. Se sinterizaron PU24FC1 y PU-H71 y se caracterizaron como se describe anteriormente. La sonda
fluorescente GM-cy3B basada en el inhibidor de Hsp90 de ansamicina, se sintetizd como se reporta. La sintesis y
caracterizacion de los compuestos de la presente materia descrita en la presente. Se obtuvieron leupeptina, MG 132,
MG 101, PMSF, propidio-yodo y factor-a de necrosis tumoral de Sigma-Aldrich; AEBSF de A.G.; Scientific; Z-VAD-FMK,
BOC-D-FMK, inhibidor de catepsina 1, calpeptina e IFNy - de Calbiochem. La proteina Hsp70 recombinante humana se
compro6 de Stressgen.

Lineas Celulares. Células de cancer humano MDA-MB-468, MDA-MB-231, LNCaP y fibroblastos de pulmén humano
normales MRC5 y células de colon humanas normales CCD18Co se compraron de la American Type Culture Collection
(Manassas, VA). Las células SKBR-3 fueron un obsequio del Dr. Neal Rosen, MSKCC, las células HuH7 fueron un
obsequio del Dr. Massague, MSKCC, OCI-Ly7, MOLM-13 y Kasumi-1 del Dr. S. Nimer, MSKCC y Mia-PaCa2, AsPC-1,
BxPC3 y PL45 fueron un obsequio del Dr. Bar-Sagi, NYU. Las células se cultivaron por rutinaria en DME/F12 (MDA-MB-
468, MDA-MB-231 y SKBr3) o en RPMI (LNCaP, MOLM-13, BxPC3, y AsPC-1 y Kasumi-1) o en MEM (MRCS5 vy
CCD18Co) o en IMDM (OClI-Ly7) o en DMEM (HuH7, Mia-Paca2, y PL45) complementado con 10 % de suero bovino
fetal, 1 % de L-glutamina, 1 % de penicilina y estreptomicina. Se aislaron los PBL (leucocitos de sangre periférica
humana) de la sangre de paciente comprada del New York Blood Center. Treinta y cinco ml de la suspension celular se
estratificd sobre 15 ml de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). Las muestras se centrifugaron a 2,000 rpm durante 40 min
a 4°C, y se recolecto la entrecara de leucocitos. Las células se colocaron en placa en medio RPMI con 10 % de FBS y
se trataron al siguiente dia con concentraciones apropiadas de YK5 durante los tiempos indicados.
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Cultivo y Aislamiento de Células Primarias. Las células de AML, humanas primarias se obtuvieron con consentimiento
informado. Toda la manipulacion y analisis de especimenes se aprobo por el Weill Cornell Medical College Institutional
Review Board. Las células mononucleares se aislaron usando separacion por gradiente de densidad de Ficoll-Placa
(Pharmacia Biotech, Piscataway, Nueva York). En algunos casos, las células se crioconservaron en medio de
congelacion que consiste del medio Dulbecco modificado de Iscove (IMDM), 40 % de suero bovino fetal (FBS), y 10 %
de dimetilsulfoxido (DMSO) o en CryoStor® CS-10 (Biolife).

Amortiguadores: Para lavar los complejos de proteina aislados en las cuentas de YK55 o BB70-Ab se us6 como se
indica ya sea amortiguador de alta concentracion de sal (Tris 20 mM pH 7.4, NaCl 1M, NP-40 al 0.1 %) o amortiguador
de baja concentracion de sal (Tris 20 mM, pH 7.4, NaCl 25 mM, amortiguador NP-40 al 0.1 %). Para eluir los complejos
de proteina de las cuentas de YK55, como se indica, se uso ya sea amortiguador A de elucion (Tris HCI 62.5 mM, pH
6.8, SDS al 2 %, glicerol al 10 %, 15.5 mg/ml de DTT, Azul de Bromofenol 0.02 mg/ml) y se hiruié la muestra a 100°C
durante 3 minutos o amortiguador B de elucion (SDS al 2 %, fosfato 50 mM, NaCl 100 mM, urea 6M y tiourea 2 mM) y
se incubd la muestra durante 15 min a temperatura ambiente, seguido por 15 min a 100°C.

Métodos de Computo: La secuencia de proteina y estructuras cristales se descargaron de la base de datos de NCBI y
RCSB, respectivamente. El modelo de homologia se construyo por Prime v2.0 y el modelo de homologia cruda se refind
adicionalmente por minimizacién usando Macromodel v9.6. Se realizé el analisis de SiteMap v2.2 en el modelo de
homologia resultante, seguido por disefio y acoplamiento de YK5 en el sitio alostérico previsto. Todos los calculos se
llevaron a cabo en la estacion de trabajo HP xw8200 con el sistema operativo Ubuntu 8.10 que usa Maestro v8.5.

Esquema de Numeracién de Residuo: La posicién de cada residuo de aminoacido en la proteina Hsp70 fue de acuerdo
a la numeracion de secuencia de hHsp70 (Numero de Acceso: P08107), propuesta por Milner et al., a menos que se
especifique de otro modo.

Construccion de Modelo de Homologia: El modelo de homologia se gener6é usando Prime v2.0. Las estructuras de
proteina del dominio de N-terminal de hHsp70 en el complejo con ATP (PDB ID: 1S3X), la Hsp70 de E. coli (DnaK)
vuelta compleja tanto con ADP como con el sustrato (péptido-NRLLLTG) (PDB ID: 2KHO), el dominio C-terminal de la
Hsp70 de C. elegans (PDB ID: 2P32) y la secuencia de aminoacidos de la proteina hHsp70 de longitud completa
(Numero de Acceso: P08107) se usaron para construccion del modelo. Para crear el modelo, la secuencia de proteina
de hHsp70 (Numero de Acceso: P08107) se introdujo como una secuencia de entrada en el asistente de preparacion de
estructura Prime. Se llevo a cabo una busqueda de homologia de secuencia para identificar plantillas que exhiban mas
de 50 % de homologia de secuencia. Esta busqueda condujo a la identificacion de tres estructuras cristalinas de plantilla
(PDB ID: 1S3X, 2KHO y 2P32). La secuencia de hHsp70 de longitud completa y las plantillas se alinearon usando
parametros por defecto de Prime. En la opcion de estructura de construccion de Prime, los aminoacidos Met1-Gly382
(hHsp70) se seleccionaron de PDB ID:1S3X, los aminoacidos Asp385-GIn538 (E. coli) es decir, Asp383-Ala541
(hHsp70) de PDB ID: 2KHO vy, finalmente, los aminoacidos Leu543-Ser614 (C. elegans), es decir, Leu542-Gly613
(hHsp70) de PDB ID: 2P32. Los residuos de aminoacido (614-641, hHsp70) no se modelaron debido a que hay
estructura de plantilla para estos aminoacidos C-terminales. La estructura entonces se construy6 usando posiciones de
atomos de las porciones alineadas de las plantillas, tomando en cuenta las contribuciones del solvente, del ligando
(ADP), del campo de fuerza, y otras mediante una serie de algoritmos implementados en Prime. Se optimizaron las
discontinuidades estructurales al insertar separaciones de plantilla para mas de veinte residuos. Se refinaron todas las
asas con los ajustes de parametros por defecto de Prime.

Preparacion de Estructura: La estructura de proteina hHsp70 modelada por homologia se refiné para SiteMap y calculos
de acoplamiento usando el asistente de preparacion de proteina disponible en Maestro 8.5. Las cargas atdmicas
parciales se asignaron de acuerdo al campo de fuerza de OLPS-AA. Para obtener una estructura 3D mas confiable de
hHsp70, el modelo de homologia se sometié adicionalmente a una serie de pasos de minimizacion de energia que
consistieron de 5,000 iteraciones de gradiente descendente mas empinado (SD) y conjugado (CG), hasta que la energia
del gradiente de raiz de minimos cuadrados (rms) fue menor de 0.001 kcal mol"A™.

Prediccion de Sitio de Unién: El modelo de homologia refinado de hHsp70 se sometié a investigacion computacional con
la finalidad de determinar los probables sitios convertibles en farmaco usando parametros por defecto implementados en
SiteMap v2.2 de Maestro v8.5. Un calculo de SiteMap se divide en tres etapas como se describe por T. Halgren. En la
primera etapa, se seleccionan puntos pertinentes de sitio en base a las propiedades geométricas y energéticas, y los
puntos se agrupan en conjuntos para definir los sitios. Entonces, se computan propiedades hidréfobas, hidréfilas, y
otras, clave, a puntos de rejilla y se preparan los mapas de contorno. Finalmente, las propiedades del sitio, tal como la
puntuacion del sitio (puntuaciones S), la puntuacion de convertibilidad a farmaco (puntuacién D), tamafio, encierro,
hidréfilo e hidréfobo se computan. Los sitios potenciales de unién a receptor se clasifican en base a puntuaciones Sy
puntuaciones D.

A fin de determinar un sitio apropiado de unién a farmaco, SiteMap reconoce un sitio que puede unirse fuertemente a
ligandos (mayor puntuacion S), pero no lo clasifica como farmacohable, si los ligandos activos de mas alta actividad
contienen estructuras cargadas, tal como aquellas del sustrato natural de fosfato, y de esta manera son de caracter
bastante diferente a farmaco (menor puntuacion D).
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Preparacion de Estructura de Ligando: Se construyeron el modulador de hHsp70 (YK5) y los moduladores recién
disefiados usando el diccionario de fragmento de Maestro v8.5. La geometria de los moduladores se optimizé por el
programa Macromodel v9.6 usando el campo de fuerza de OLPS-AA.

Acoplamiento a Ligando. Se corrieron los calculos de acoplamiento en el modo de precisién normal (SP) de Glide v4.0.
Se prepararon rejillas usando la herramienta de generacion de rejillas de receptor en Glide al seleccionar sitios de
entrada individual obtenidos por SiteMap (Sitios 1-5) como ligando de entrada. El sitio de unién, para el cual se
calcularon y almacenaron las varias rejillas energéticas se define en términos de dos cubos concéntricos; el cuadro
delimitador, que debe contener el centro de cualquier actitud de ligando aceptable, y el cuadro de encierro, que debe
contener todos los atomos de ligando de una actitud aceptable. Los cuadros de delimitacion y de encierro se definen por
cubos con una longitud de borde de 12A y 30A, respectivamente, que se centran en el punto medio de la distancia mas
larga de 4tomo-atomo de ligando. Las actitudes con desviacién de rms de menos de 0.5A y un desplazamiento atémico
maximo de menos de 1.3A se eliminaron para excluir la redundancia. El factor de escala para los radios de van der
Waals se aplicé a aquellos atomos con cargas parciales absolutas menores o iguales a 0.15 (factor de escala a 0.8) y
0.25 (factor de escala a 1.0) electrones por ligando y proteina, respectivamente. La variable maxkeep que ajusta el
numero maximo de actitudes generadas durante la fase inicial del calculo de acoplamiento se ajusté a 5000, y la
variable keep best que ajusta el nimero de actitudes por ligando que introduce la minimizacién de energia se ajusté a
1000. El protocolo de minimizacion de energia incluye una constante dieléctrica de 4.0 y 1000 pasos de gradiente de
conjugado. Al término de cada calculo de acoplamiento, se permite generar a lo mucho 100 actitudes por ligando. La
mejor conformacion acoplada se eligié considerando la orientacion y la puntuacion Glide (puntuacion G).

Western Blot. Se cultivaron células a 60-70 % de confluencia y se trataron con inhibidor o vehiculo DMSO durante los
tiempos indicados. Se prepararon lisados de proteina en Tris 50 Mm, pH 7.4, NaCl 150 mM y amortiguador de lisis de
NP-40 al 1 %. Se midieron las concentraciones de proteina usando el equipo BCA (Pierce) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Los lisados de proteina (10-50 pg) se resolvieron por SDS-PAGE, se transfirieron sobre
membrana de nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos primarios indicados: anti-erbB2 de conejo (1:250, 28-
0004, Zymed), anti-Hsp90 de raton (1:500, SPA-830, Stressgen), anti-Hsp40 de conejo (1:1000, SPA-400, Stressgen),
anti-HOP de raton (1:1000, SRA-1500 Stressgen), anti-Hsc70 de conejo (1:500, SPA-816, Stressgen), anti-receptor de
androgenos de raton (1:500, 554225, Biosciences), anti-Flt-3 de conejo (1:500, sc-480, Santa Cruz), antibiotina de ratén
(1:250, B7653, Sigma-Aldrich), anti-Hsp90 de raton (1:1000, SMC-107, Stressmarq), anti-HSF1 de conejo (1:500, SPA-
901, Stressgen), anti-CDK1 de raton (1:1000, 905-777-100, Assay Designs), anti-ciclina D1 de ratén (1:125, 2926, Cell
Signaling), anti-caspasa 3 de conejo (1:500, 9665, Cell Signaling), antifosfo-STAT1 (Tyr 701) de conejo (1:250, 9171,
Cell Signaling), anti-STAT1 de ratén (1:1000, 610186, BD Biosciences), anti-Hsp70 de ratén (1:500, SPA-810,
Stressgen), anti-Akt de conejo (1:500, 9272, Cell Signaling), anti-fosfo-Akt (Ser 473) de conejo (1:500, 9271, Cell
Signaling), anti-Raf-1 de conejo (1:500, sc-133, Santa Cruz), anti-PARP (fragmento p85) de conejo (1:500, G7341,
Promega), anti-CSK de conejo (1:1000, sc-13074, Santa Cruz), anti-B-actina de ratén (1:2500, A1978, Sigma-Aldrich) y
anti-PI3K (p85) de conejo (1:4000, 06-195, Upstate). Las membranas entonces se incubaron con un anticuerpo
secundario correspondiente conjugado a peroxidasa (dilucion 1:3.000). El anti-p23 (JJ3) fue un obsequio del Dr. D. Toft.
Los anticuerpos anti-HIP, anti-Hsp90 (H9010) y anti-Hsp/c70 (BB70) se produjeron como se describe anteriormente.

Ensayo de Unién de Hsp90. Se realizaron mediciones en placas de microtitulo de 96 concavidades negras (Corning
#3650) como se describe anteriormente’. En resumen, cada placa de 96 concavidades contuvo Cy3B-GM 3 nM, Hsp90
10 nM (Stressgen #SPP-770) e inhibidor probado (soluciéon concentrada inicial en DMSO) en un volumen final de 100ul.
La placa se dej6 en un agitador a 4°C durante 24 h, y se registraron los valores de polarizacion de fluorescencia (FP) en
mP. Se determinaron los valores de ECso como las concentraciones de competidor a las cuales 50 % del Cy3B-GM se
desplazé. Las mediciones de FP se midieron en un instrumento Analyst GT (Molecular Devices).

Actividad de ATPasa de Hsc70 y el Repliegado de Luciferasa. Se purificaron las Hsc70, DJA1/DNAJA1, DJA2/DNAJA2
y Hsp110/Hsp105/HSPH1 de humano y se analizaron. Para medir la actividad de ATPasa de Hsc70, se preincubd
Hsc70 4 uM en amortiguador de ensayo (KOAc 100 mM, Hepes-KOH 20 mM, pH 7.5, MgOAc,; 5 mM) a 37°C durante 2
horas con diferentes concentraciones de YK5 o DMSO al 1 % como control con vehiculo. Se adicionaron DJA1 o DJA2
4 uM, Hsp110 1 uyM, ATP 2 mM y 5 uCi/ml u[SZP]-ATP (Perkin Elmer) y las reacciones se incubaron a 30°C. Se
terminaron las muestras en los puntos de tiempo con EDTA 37.5 mM y se analizaron por cromatografia de capa delgada
en polietilen-imina-celulosa (Mallinckrodt Baker) desarrollada en LiCl 0.5 M y acido férmico 0.5 M. EI ADP producido se
determind por cuantificacion de fésforo en imagen y se calcularon las velocidades enzimaticas lineales (Vinax) por
analisis de regresion. Para analizar el replegado de luciferasa, se desnaturalizé luciferasa de luciérnaga (Sigma) en
guanidinio-HCI 6 M vy ditiotreitol 1 mM durante 10 min. Se preincubd Hsc70 4 uM con farmaco o control de vehiculo
como antes. Se adicionaron DJA2 4 yM y ATP 2 mM, y se diluy6é rapidamente la luciferasa 1:100 a 5.4 nM en las
reacciones, que se incubaron a 30°C. A los 60 minutos sobre el punto de tiempo indicado, las muestras se diluyeron
2:25 en reactivo de ensayo de luciferasa (Promega) y se midid la actividad en un luminémetro Berthold Lumat LB9507.

Ensayo de Competicion de Hsp70 Usando Cuentas de YK55. Se prepararon lisados de proteina usando Tris 20 mM pH
7.4, NaCl 25 mM, amortiguador de lisis NP-40 al 0.1 %. Los extractos celulares se incubaron durante 3 horas a 4°C con
las concentraciones indicadas de competidor soluble en Tris 20 mM pH 7.4, NaCl 25 mM, amortiguador de NP-40 al 0.1
%. Entre tanto, se prepararon cuentas de YK55 al incubar cuentas de estreptavidina-agarosa (50 pl) (Thermo Scientific)
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con YK55 (50 o 100 M, como se indica) a 4°C durante 1 hora. En lavado de cuentas de tres veces con amortiguador,
los lisados que contienen competidor soluble, anteriores, se incubaron con las cuentas de YK55. Las muestras se
incubaron a 4°C durante la noche, se lavaron cinco veces con el amortiguador de lisis y se aplicaron a SDS-PAGE.

Ensayo de Polarizacion de Fluorescencia de Competicion de Cy3B-K5 de Hsp70: Se realizaron mediciones de FP
usando placas de microtitulo de 96 concavidades, negras (Corning # 3650), donde se presenta tanto la emision como la
excitacion desde la parte superior de la concavidad. El amortiguador de uniéon de FP de Hsp70 contuvo lo siguiente:
HEPES-K 25 mM, pH=7.2, NaCl 20 mM, CaCl, 200 uM, KOAc 110 mM, Mg(OAc), 2 mM, NP40 al 0.01 %. Cada
concavidad de ensayo contuvo 20 pg de lisado celular y el inhibidor de YK en 75 ul de amortiguador. La mezcla se
mantuvo en un agitador durante 10 minutos, luego se incubd a 37°C durante 2 horas. El trazador se adiciondé a cada
concavidad dando por resultado una concentracion final de Cy3B-YK5 3nM y un volumen final de 100 pL. Entonces se
realizdé la medicion en un lector de placa Analyst GT (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Se usé un tiempo de
integracion de 100 ms, y la altura Z se ajusté a 3 mm (parte media). La polarizacion de excitacion se ajusto a estatica, y
la polarizacion de emision se ajusto a dinamica. Para cyB3-GA, se usaron un filtro de excitacion a 530 nm y un filtro de
emisién a 580 nm con un espejo dicroico de 561 nm. Todos los valores de FP se expresaron en unidades de
milipolarizacion (mP). Los valores de mP se calcularon usando la ecuacion mP = 1000 x [(/S - ISB) — (IP — IPB)J/[(/S -
ISB)] + (/P - IPB), donde IS es la mediciéon de intensidad de emision paralela, /P es la medicion de muestra de
intensidad de emision perpendicular, e ISB e ISP son las correspondientes mediciones para el fondo (amortiguador). La
fluorescencia total se determiné como 2 x IP + /S.

Electroforesis en Gel Nativo. Las células se sometieron a choque térmico durante 45 minutos a 42°C o se trataron con el
inhibidor o vehiculo indicado durante 3 horas, y consecuentemente se lisaron en HEPES 20 mM, pH 7.9, NaCl 0.42 M,
MgCl2 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, amortiguador de glicerol al 25 %. Se cargaron muestras de setenta y cinco pg de proteina
sobre un gel de poliacrilamida de gradiente no desnaturalizante, de pre-corrida (gel de apilamiento al 4 %, gel de
separacion al 5 a 20 %) y se separaron en amortiguador de electroforesis de Tris 50 mM pH 8.0, glicina 0.38 M a 4°C
durante la noche. El gel se pre-equilibré en amortiguador de corrida de SDS-PAGE durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Las proteinas entonces se transfirieron de manera electroforética en amortiguador de Tris 50 mM, glicina 380
mM, SDS al 0.1 %, metanol al 20 % a 4°C en membrana de nitrocelulosa y se transfirieron por HSF-1.

Inmunoprecipitacion. Las células se recolectaron y lisaron en amortiguador de Tris 20 mm, pH 7.4, NaCl 25 mM, NP-40
al 0.1 %. Cada muestra contuvo 500 pg de una proteina total. Se adicion6 un anticuerpo apropiado (BB70 para Hsp70 y
H9010 para Hsp90) (5 ul) o IgG normal (5 pl) (como un control negativo) a cada muestra conjuntamente con cuentas de
proteina G-agarosa (30 pl) (Upstate) y se incubd a 4°C durante la noche. Las muestras se lavaron cinco veces con
amortiguador de lisis, y se aplicaron en SDS-PAGE seguido por un procedimiento normal de Western Blot.

Precipitacion Quimica. Se prepararon lisados de proteina usando amortiguador de lisis de Tris 20 mM, pH 7.4, NaCl 25
mM, NP-40 al 0.1 %. Se lavaron tres veces cuentas de estreptavidina-agarosa (50 pl) (Thermo Scientific) con
amortiguador de lisis, se adicion6 YK55 a las concentraciones indicadas y los complejos se incubaron a 4°C durante 1
hora. En un lavado de tres veces con amortiguador, las cuentas se adicionaron a la proteina celular total indicada en
amortiguador. Las muestras se incubaron a 4°C durante la noche, se lavaron cinco veces con amortiguador de lisis y se
aplicaron a SDS-PAGE.

Agotamiento de Hsp70. Se adicionaron cuatro ul de anticuerpo BB70 anti-Hsp70 o IgG normal de ratén y 30 pl de
suspension de proteina G-agarosa a 200 ug de lisado celular proteico MDA-MB-468 en amortiguador de Tris 20 mM, pH
7.4, NaCl 25 mM, NP-40 al 0.1 %. Después de la incubacion a 4°C durante 3 horas, las muestras se centrifugaron, el
sobrenadante se recolect6 y el sedimento de las cuentas se descartd. El procedimiento se repiti6 dos veces. Se
prepararon como se describe anteriormente cuentas de YK55 (100 uM de YK55 adicionado a 50 pl de cuentas de
estreptavidina), se adicionaron a los sobrenadantes y se incubaron a 4°C durante la noche. Las cuentas se lavaron 5
veces con amortiguador de Tris 20 mm pH 7.4, NaCl 25 mM, NP-40 al 0.1 % y se aplicaron a SDS-PAGE.

Unién Covalente. Se trataron células K562 con la cantidad indicada de YK55 durante el tiempo indicado. Las células se
recolectaron y lisaron en amortiguador de Tris 20 mM, pH 7.4, NaCl 25 mM, NP-40 al 0.1 %. El extracto celular (500 ng)
en 100 pl del amortiguador de lisis se incubd con cuentas de estreptavidina-agarosa durante 1 hora a 4°C. Las muestras
se lavaron cinco veces con el amortiguador de lisis o amortiguador de alto contenido de sal (Tris 20 mM pH 7.4, NaCl
1M, NP-40 al 0.1 %) y se sometieron a SDS-PAGE. Los geles se tifieron con plata de acuerdo al procedimiento del
fabricante (Invitrogen) o las proteinas se transfirieron sobre membrana de nitrocelulosa seguidas por
inmunotransferencia.

Protocolo de Prueba de Irreversibilidad. Se cultivaron células MDA-MB-468 en placas de 6 concavidades a
aproximadamente 80 % de confluencia. Los conjuntos de células se trataron con YK5 (10 uM) o vehiculo (DMSO)
durante 2 horas. Un conjunto de células tratadas con YK5 entonces se estimulé con 100 ng/mL de IFNy durante 30
minutos y los extractos se hicieron para Western Blot. El otro conjunto de células se lava libre del compuesto con medio
calentado, se incubo durante 2 horas, se lavd nuevamente, se incubd otras 2 horas, se lavd nuevamente, y luego se
incubo 4 horas adicionales. Este conjunto de células entonces se estimuld con IFNy y se hicieron extractos similares al
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primer conjunto de células.

Tratamientos con Cicloheximida. Las células se trataron con cicloheximida (a una concentracion final de 100 pg/mL) con
vehiculo adicionado o un compuesto de la presente materia durante los tiempos indicados. Las células se lisaron como
se indica anteriormente y las muestras resultantes se analizaron por Western Blot.

Las células se lisaron en amortiguador de lisis de Tris 50 mm, pH 7.4, NaCl 150 mM y NP-40 al 0.1 %. Las fracciones
insolubles de NP-40 se lisaron en Tris 50 mM pH 7.4 y SDS al 2 % y se hirvieron durante 15 minutos. Las proteinas se
separaron por SDS-PAGE seguido por un procedimiento normal de Western Blot. Las transferencias se visualizaron por
autoradiografia usando sistema mejorado de deteccion de quimioluminiscencia (GE Healthcare).

Densitometria. Los geles se exploraron en Adobe Photoshop 7.0.1 y se realiz6 el analisis densitométrico cuantitativo
usando el software Un-Scan-It 5.1 (Silk Scientific), Orem, UT.

Examen de Cinasa. Para la mayoria de los ensayos, se cultivaron cepas de fago T7 marcadas con cinasa en paralelo en
bloques de 24 concavidades en un hospedador de E. coli derivado de la cepa BL21. Se cultivd E. coli a fase logaritmica
y se infectd con fago T7 de una solucién concentrada congelada (multiplicidad de infeccién = 0.4) y se incubd con
agitacion a 32°C hasta lisis (90-150 min). Los lisados se centrifugaron (6000 x g) y se filtraron (0.2um) para remover los
desechos celulares. Las cinasas restantes se produjeron en células HEK-293 y se marcaron subsecuentemente con
ADN para deteccion por qPCR. Las cuentas magnéticas revestidas con estreptavidina se trataron con ligandos
biotinilados de molécula pequefia durante 30 minutos a temperatura ambiente para generar resinas de afinidad para
ensayos de cinasa. Las cuentas con ligandos se bloquearon con exceso de biotina y se lavaron con amortiguador de
bloqueo (SeaBlock (Pierce), BSA al 1 %, Tween 20 al 0.05 %, DTT 1 mM) para remover el ligando no unido y para
reducir la unién no especifica a fagos. Se montaron reacciones de unién al combinar cinasas, las cuentas de afinidad
con ligando y los compuestos de prueba en amortiguador de unién 1x (SeaBlock al 20 %, 0.17x PBS, Tween 20 al 0.05
%, DTT 6 mM). Los compuestos de prueba se prepararon como soluciones concentradas 40x en DMSO al 100 % y se
diluyeron directamente en el ensayo. Todas las reacciones se realizaron en placas de polipropileno de 384
concavidades a un volumen final de 0.04 ml. Las placas de ensayo se incubaron a temperatura ambiente con agitacion
durante 1 hora y las cuentas de afinidad se lavaron con amortiguador de lavado (1x PBS, Tween 20 al 0.05 %). Las
cuentas entonces se re-suspendieron en amortiguador de elucion (1x PBS, Tween 20 al 0.05 %, ligando de afinidad no
biotinilado 0.5 um) y se incubaron a temperatura ambiente con agitacion durante 30 minutos. La concentracion de
cinasa en los productos eluidos se midié por gPCR. La puntuacion de selectividad de KINOMEscan (S) es una medida
cuantitativa de la selectividad del compuesto. Se calcula al dividir el nUmero de cinasas que se unen al compuesto por el
numero total de distintas cinasas probadas, excluyendo variantes mutantes. TREEspol‘MR es una herramienta de
software de visualizacién de datos, patentada desarrollada por KINOMEscan. Las cinasas que se encuentra que se
unen se marcan con circulos rojos, donde los circulos grandes indican una unién de mayor afinidad. El dendograma de
las cinasas se adaptd y se reprodujo con permiso de Science and Cell Signaling Technology, Inc.

Ensayo de Inhibicién de Crecimiento. Se evaluaron los efectos antiproliferativos de los inhibidores usando el tinte azul
de Alamar. Este reactivo ofrece una rapida medicion objetiva de la viabilidad celular en cultivo celular, y usa el tinte
indicador resazurin para medir la capacidad metabdlica de células, un indicador de la viabilidad celular. En forma breve,
las células se colocaron en placas Costar de 96 concavidades. Para las células unidas (tal como SKBr3, MDA-MB-468,
LNCaP, MRCS5), se usaron 8000 células/concavidad. Para las células de suspension (tal como MOLM-13, Kasumi-1,
OCI-Ly7, PBL), se colocaron en placa 20,000 células/concavidad. Las células se dejaron incubar durante 24 horas a
37°C antes del tratamiento con el farmaco. Los farmacos se adicionaron en triplicado a las concentraciones indicadas, y
la placa se incub6 durante 72 horas. Se adicion6 Azul de Alamar (440 uM) y la placa se leyé 6 horas después usando el
Analyst GT (modo de intensidad de Fluorescencia, excitacion 530 nm, emision 580 nm, con espejo dicroico de 560 nm).
Los resultados se analizaron usando el software Sofmax Pro. Se calculé el porcentaje de inhibiciéon de crecimiento
celular al comparar lecturas de fluorescencia obtenidas de células tratadas versus de control, que da cuenta de la
poblacién celular inicial (tiempo cero). La IC50 se calculé como la concentracion de farmaco que inhibe el crecimiento
celular por 50 %.

Apoptosis.- Naranja de Acridina/Bromuro de Etidio. Se determind la apdptosis usando tincion doble de naranja de
acridina/bromuro de etidio (AO/EB). El naranja de acridina se toma tanto por células viables como no viables y emite
fluorescencia verde si se intercala en el acido nucleico (ADN) de doble hebra o fluorescencia roja si se une a acido
nucleico de hebra individual (ARN). El bromuro de etidio se toma s6lo por células no viables y emite fluorescencia roja
por intercalacion en el ADN. (1) Células viables tiene nucleos verdes uniformes con estructura organizada. (2) Células
apoptoticas tempranas (que audn tienen membranas intactas pero han empezado a sufrir escision de ADN) tienen
nucleos verdes, pero es visible la condensacion de cromatina perinuclear como fragmentos o parches vedes brillosos.
(3) las células apoptéticas tardias tienen nucleos naranja a rojo con cromatina condensada o fragmentada. (4) Las
células necroticas tienen nucleos uniformemente naranja a rojo con estructura organizada. En resumen, las células se
colocaron en placas Falcon de 20 mm y se incubaron durante 24 horas adicionales. Se adicionaron los farmacos a las
concentraciones indicadas durante 24 o 48 horas, las células se lavaron con PBS y se trataron con tripsina. Después de
la tincion con Naranja de Acridina y Bromuro de Etidio, las células se visualizaron con un microscopio fluorescente
(Zeiss Axiovert 40 CFL) y se contaron. Se determiné el porcentaje de células apoptéticas a partir de 200-300 células
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contadas en cada grupo.

Tincién Celular con Yoduro de Propidio y Analisis por Citometria de Flujo. También se puede determinar la presencia de
células con ADN fragmentado (indicacion de apoptosis) como células con un contenido de ADN menor de 2N (sub-Gy).
Para el andlisis de contenido de ADN, las células se lavaron en PBS enfriada con hielo y se fijaron en etanol a 70 %
durante 1 hora a 4°C. Las células fijas se centrifugaron a 1,200 rpm durante 5 minutos y se tifieron por incubaciéon en
PBS que contiene 50 ng/ml de yoduro de propidio (Sigma-Aldrich) y 50 ug/mL de ribonucleasa A libre de DNasa (Sigma-
Aldrich) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se analizd el contenido de ADN por citometria de flujo en FACScan
(BD Biosciences). Los datos se recolectaron con el software Cell Quest Pro (Becton Dickinson) de no menos de 10,000
células, y se analizaron con FlowJo (Ashland, OR).

Pulso-Repercusion. Células MDA-MB-468 se pre-trataron con 100 ng/ml de IFNy durante 30 minutos, luego se adicioné
YK5 10 uM durante 30 minutos, seguido por estauroesporina 500 nM o tratamiento con Na3zVO4 1 mM. Las células se
recolectaron a los tiempos indicados y se lisaron en amortiguador de lisis de Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM y NP-40
al 1 % y se sometieron a procedimiento de Western Blot.

Ensayo de Unién de ADN de STAT1 Activado. Se valoro6 la capacidad de unién a ADN del STAT1 por un ensayo basado
en ELISA (TransAM, Active Motif, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. De forma breve, se trataron
5x10° células MDA-MB-468 con IFNy (100 ng/ml), YK5 (10 uM) o la combinacion de IFNy (100 ng/ml) mas YK5 (1, 5y
10 uM). Se adicionaron diez microgramos de lisados celulares a las concavidades que contienen oligonucleétidos de
consenso de STAT pre—adsorbidos (5-TTCCCGGAA-3’). Para las células tratadas con IFNy, el ensayo se realiz6 en la
ausencia o presencia de 20 pmol de los oligonucleétidos competidores que contienen ya sea un sitio de unién de
consenso de STAT tipo silvestre o mutado. Se usaron células HelLa tratadas con interferén (5 ug por concavidad) como
controles positivos para el ensayo. Después de la incubacioén y lavado, se adiciond anticuerpo anti-STAT1a policlonal de
conejo (1:1000, Motivo Activo) a cada concavidad, seguido por anticuerpo secundario anti-conejo de HRP (1:1000,
Motivo Activo). Después de la adicion del sustrato de HRP, se leyé la absorbancia a 450 nm con una longitud de onda
de referencia de 655 nm (Synergy4, Biotek, Winooski, VT). En este ensayo, la absorbancia es directamente proporcional
a la cantidad de factor de trascripciéon unido a ADN presente en la muestra. Los experimentos se llevaron a cabo en
cuatro réplicas. Los resultados se expresaron como valores medios de absorbancia con SEM. Se obtuvieron valores P
por prueba T bilateral.

Microscopia Inmunofluorescente. Células MDA-MB-468 se trataron con 100 ng/ml de IFNy durante 30 minutos, entonces
se adicion6 un compuesto de la presente materia durante otros 30 minutos. Las células se fijaron en paraformaldehido
(4 %) a temperatura ambiente durante 15 minutos seguido por lavados con 1 x TBS (3-5 min). Las células entonces se
extinguieron durante 5 minutos con borohidruro de sodio al 0.1 % en 1 x TBS, se enjuagaron como se describe
anteriormente, seguido por incubacién con solucion de bloque que contiene 5.5 % de suero de becerro fetal normal y 0.1
% de Triton X-100 a temperatura ambiente para reducir la uniéon no especifica. Entonces las células se incubaron con
anticuerpo primario (anti-fosfo-STAT1 (Y701); Sefializacion Celular) durante 1 hora a temperatura ambiente seguido por
enjuague e incubacion adicional con anticuerpo secundario anti-conejo de cabra marcado con FITC (Invitrogen,
Camarillo, CA). Los portaobjetos se montaron en Vectashield con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para tincién nuclear
(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). La fluorescencia se monitorizd6 con un microscopio invertido Zeiss Axiovert
200M, con DAPI y conjuntos de filtro de isotiocianato de fluoresceina (FITC), y un ajuste de objetivo de 40x.

Ensayo de Invasion Celular. La capacidad de invasion de células MDA-MB-231 se examind usando un ensayo de
invasion de Matrigel de camara Boyden. Se pre-trataron células MDA-MB-231 colocadas en placa a 5x10°
células/concavidad en una placa de 6 concavidades (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), durante 24 horas con
DMSO y YK5 (1 uM). La viabilidad celular se estimé por exclusion de azul de triptano. En resumen, las células se tifieron
con azul de triptano y se contaron manualmente con un hemacitometro. Las células viables, que son células que
excluyen el azul de triptano, se lavaron tres veces con DMEM libre de suero y se re-suspendieron en 0.3 ml de DMEM
libre de suero. Se adicionaron numeros iguales de células viables (2x10°) al compartimiento superior de la camara
Boyden y el medio de tratamiento que contiene FBS al 10 % en DMEM se adicion6 a la camara inferior. Las camaras
Boyden contuvieron una membrana grabada con pistas de PET de 8 um, revestida con transconcavidades Matrigel (BD
Biosciences, San Jose, CA). Después de que las células se incubaron durante 20 horas a 37°C, las células que invaden
el lado inferior de la membrana se fijaron con fijador en metanol al 100 % durante 2 minutos, se tifieron en violeta cristal
al 0.5 % durante dos minutos, se enjuagaron en agua, y se examinaron bajo microscopio de campo brilloso. Las células
en diez campos por membrana se contaron en un objetivo x 100.

Ensayo de Apdptosis de Activacion de Caspasa 3/7. En una placa negra de 96 concavidades (Corning 3603), las células
se colocaron en placas excepto la columna de fondo (sin células) con 50ul de medio, y se dejo en la incubadora (37°C,
CO, al 5 %) para permitir que las células se unieran y llegaran al equilibrio. Se adicionaron compuestos en 50ul de
medio al intervalo de concentraciéon indicada durante los tiempos indicados. Se adicionaron 100ul del amortiguador de
ensayo (HEPES 100mM (pH 7.5), EDTA 2 mM, CHAPS al 0.1 %, 0.1mg/ml de PMSF, Mezcla de Inhibidor de Proteasa
Completa (Roche 1 697 498)) que contiene Z-DEVD-R110 (Molecular Probes R22120) a cada concavidad. Después de
la incubacion, se leyo la intensidad de fluorescencia con Analyst (Emision 485 Excitacion a 530).
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Precipitacion Quimica y Protedmica. Se prepararon lisados de proteina usando amortiguador de lisis de Tris 20 mM pH
7.4, NaCl 25 mM, NP-4 al 0.1 %. La estreptavidina-agarosa (Thermo Scientific) se lavo tres veces con amortiguador de
lisis, se adicion6 YK55 (100 uM) y los complejos se incubaron a 4°C durante 1 hora. En un lavado de tres veces con
amortiguador, las cuentas se adicionaron a 500 pg de proteina celular en amortiguador. Las muestras se incubaron a
4°C durante la noche, se lavaron cinco veces con el amortiguador de lisis y se aplicaron a SDS-PAGE. Los geles se
tifieron por el equipo de Tincién con Plata SilverQuest (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
bandas de proteina se cortaron y después de lavar con agua los cortes de gel se cortaron en piezas de 1 mm®, se
redujeron con DTT 10 mM en NH4HCO3 100 mM a 56°C durante 30 minutos, se alquilaron con una solucion de
yodacetamida 55 mM en NHsHCO3; 100 mM a temperatura ambiente en la oscuridad durante 20 minutos, y luego se
digirieron con tripsina (13 ng/ul) a 37°C durante la noche. Los péptidos se extrajeron con 100-200 pl de acetonitrilo al
66.6 % /acido férmico al 5 %, y el volumen del extracto peptidico combinado se redujo a ~10 pl en un SpeedVac antes
del analisis por MS. El analisis de espectrometria en masa en tandem con cromatografia liquida (LC-MS/MS) en la
instalacion Proteomics de Weill Cornell Medical College (WCMC) se realizé usando un LC en serie 1100 acoplado a un
espectrometro de masa de trampa iénica XCT plus (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). El sistema se equip6 con una
interfaz Agilent Chip Cube y una oblea de silicio “chip-columna” que integra una columna de enriquecimiento C18,
columna de resolucion C18, y emisor de nanoaspersion. Las digestiones de proteina en gel se cargaron y desalinearon
en la columna de enriquecimiento a una velocidad de flujo de 4 yL/min y luego se resolvieron a una velocidad de flujo de
0.35 pl/min en una columna 40 mm x 75 yM ZORBAX 300 C18 (Agilent). El gradiente de LC fue 3 a 45 % de Solvente B
durante 25 minutos, seguido por 45 a 90 % de Solvente B durante 5 minutos. El solvente A de la fase mévil fue acido
férmico al 0.1 % en ACN al 3 % y el Solvente B es acido formico al 0.1 % en ACN al 90 %. Se adquirieron espectros de
masa en modo de ién positivo con MS/MS automatizada dependiente de datos en los cuatro iones mas intensos de
exploraciones de MS de precursor. Se uso el software SPECTRUM MILL (Agilent) para procesar los datos naturales de
LC-MS/MS y para buscar bases de datos de proteina para identificacion de proteinas.

Precipitacion Quimica y Analisis de MS: 1: Nano-LC-MS/MS. Se trataron células K562 durante 4 horas con YK55 100
pM o D-biotina. Las células se recolectaron y lisaron en amortiguador de Tris 20 mm, pH 7.4, NaCl 25 mM, NP-40 al 0.1
%. El extracto celular tratado con YK55 (500 pg) en 100 pl del amortiguador de lisis se incub6 con cuentas de
estreptavidina-agarosa durante 1 hora a 4°C. El extracto celular tratado con D-biotina (500 pl) se incubé durante 1 hora
a 4°C con el anticuerpo BB70 (4 pl) unido a cuentas de proteina G-agarosa (30 ul) (Upstate). Las cuentas se lavaron
con amortiguador de alta concentracion de sal (NaCl 1 M), las proteinas se eluyeron por ebullicion en SDS al 2 %, se
separaron en un gel desnaturalizante y se tifieron con Coumassie de acuerdo al procedimiento del fabricante (Biorad).
Las proteinas resueltas en gel de las reducciones de BB70 y tratadas con farmaco YK55 se digirieron con tripsina, los
péptidos que contienen cisteina se redujeron y alquilaron usando beta-mercaptoetanol y acrilamida, como se describe
en (10). Las digestiones tripticas en gel se sometieron a un procedimiento de micro-limpieza en un volumen de lecho de
2 ul de cuentas de fase invertida Poros 50 R2 (Applied Biosystems — ‘AB’) se envasaron en una punta cargada de gel
Eppendorf, y el eluyente se diluy6 con acido férmico al 0.1 %. Se realizaron los analisis de las herramientas purificadas
por lote usando un espectréometro de masa OrbiTrap (Thermo Scientific LTQ XL Trampa Iénica Lineal), equipado con
una fuente de iones de nanoaspersion. Se cargan mezclas de péptidos (en 20 microL) en una columna de proteccion de
trampa (cartucho 0.3x5-mm PepMap C18 100 de LC Packings) usando un sistema Eksigent nano MDLC (Eksigent
Technologies, Inc) a una velocidad de flujo de 20 microL/min. Después del lavado, el flujo se invirti6 a través de la
columna de proteccion y los péptidos se eluyeron con un gradiente de MeCN al 5-45 % (en FA al 0.1 %) durante 85
minutos a una velocidad de flujo de 200 nL/min, sobre y en un columna PepMap C18 capilar de silice fusionada de 75
micrones por 15 cm (LC Packings); el eluyente se dirigié a una aguja de nano-electrorociado de silice fusionada (New
Objective) de 75 micrones (con orificio de 10 micrones). El voltaje de la aguja de ionizacion por electrorociado (ESI) se
ajustd a aproximadamente 1800 V. El analizador de masa se operé en modo de adquisicion de MS/MS dependiente de
datos, automatico; la energia de colision se ajusté automaticamente de acuerdo con el valor m/z de los iones de
precursor seleccionados para MS/MS. Las identificaciones iniciales de proteina de los datos de LC-MS/MS se hicieron
usando la maquina de busqueda Mascot (Matrix Science, version 2.2.04; www.matrixscience.com) y las bases de datos
NCBI (National Library of Medicine, NIH) e IPI (International Protein Index, EBI, Hinxton, RU). Se permitieron dos sitios
de escision triptica ausentes, tolerancia de masa iénica de precursor = 10ppm, tolerancia de masa iénica de fragmento =
0.8 Da, se permitieron modificaciones de proteina para Met-6xido, Cys-acrilamida y acetilacion N-terminal. Se aplico
tipicamente la puntuacion MudPit con “requiere remarcar rojo” activado, y usando puntuacién de umbral de significancia
p<0.01. Las cuentas peptidicas Unicas (o “cuentas espectrales”) y el por ciento de coberturas de secuencia para todas
las proteinas identificadas se exportaron a Excel para analisis adicional.

MALDI-reTOF-MS/MS: Las mezclas peptidicas resultantes de las digestiones en gel se analizaron por MS de tiempo de
vuelo de reflectdn de ionizacion/desorcion laser asistido con matriz (MALDI-reTOF) usando un instrumento BRUKER
UltraFlex TOF/TOF (Bruker Daltonics; Bremen, Alemania). Las masas experimentales seleccionadas (m/z) se tomaron
para buscar el segmento humano de una base de datos de proteinas, no redundante (“NR”; ~223,695 entradas; National
Center for Biotechnology Information; Bethesda, MD), utilizando el programa Mascot Peptide Mass Fingerprint (PMF),
version 2.2.04 para Windows (www.matrixscience.com), con una restriccion de exactitud de masa mejor de 35 ppm, y
dos sitios de escision ausentes maximos permitidos por péptido. Esto sirvié para confirmar la identidad de las proteinas
y para localizar diferencias entre los mapas peptidicos tripticos de los péptidos modificados (cisteina-acrilamida-
derivatizado). Los valores diferenciales de pico m/z se hicieron corresponder a las proteina identificadas, permitiendo la
presencia de grupos derivatizadores de farmaco a 820.34 (mas farmaco YK55) y 594.26 Daltons (mas farmaco YK55 sin
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el grupo biotina). Para confirmar los péptidos observados con fragmentos mono-isotdpicos calculados que corresponden
a los valores experimentales, se realizé la secuenciacion espectrométrica de masa de los péptidos seleccionados por
analisis MALDI-TOF/TOF (MS/MS) en las mismas muestras preparadas, usando el instrumento UltraFlex en el modo
“LIFT”. Se tomaron los espectros ionicos de fragmento para buscar NR usando el programa de Busqueda ldnica
MASCOT MS/MS (Matrix Science) y el equipo de herramienta de proteomics en linea disponible en
http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FraglonServlet.html. Los resultados se confirmaron manualmente.
Cualquier resultado tentativo obtenido de esta manera se verificé al comparar la serie idnica de fragmento generada por
computadora del péptido triptico predicho con los datos experimentales de MS/MS.

Xenoinjertos de Tumor. Ratones hembra atimicos nu/nu de cuatro a seis semanas de edad se obtuvieron de Taconic
(Farms INC). Los experimentos se llevaron a cabo bajo un protocolo aprobado por Institutional Animal Care and Use
Committee, y se siguieron las guias institucionales para el uso apropiado y humano de animales en investigacion. Se
implantaron subcutdneamente células MDA-MB-468 (1x10” células) en el flanco derecho de los ratones usando una
aguja de calibre 20 y se dejaron crecer. Antes de la administracion, se formuld una solucion de YK5:HCI en agua estéril.
Los ratones se inyectaron intratumoralmente (i.t.), 20 ul de la soluciéon de YK5 en un programa de dias alternos. La
concentracion del YKS5 inyectado se estimé por entendimiento mutuo al volumen tumoral, y se mantuvo a 10 uM a todo
lo largo del periodo experimental. Todos los ratones recibieron Augmentin (Amoxicilina/Clavulanato potasico; SmithKline
Beecham) en su agua de beber en tanto que estan en terapia. Los ratones se sacrificaron por eutanaS|a con CO.. Los
ratones (n=5) que tienen tumores MDA-MB-468 que alcanzan un volumen de 100-150 mm® se trataron
intratumoralmente (i.t.), en dias alternos. El volumen tumoral se determlno por medicion con calibradores Vernier, y el
volumen tumoral se calculé como el producto de su longitud x ancho? x 0.4. El volumen tumoral se expreso en los dias
indicados como el volumen tumoral medio + s.d., indicado para grupos de ratones. Se midieron los valores de por ciento
(%) de inhibicién de crecimiento tumoral en el dia final del estudio para los ratones tratados con farmaco en
comparacion con los tratados con vehiculo y se calculé como 100 x {1—[(Tratadopia fina — Tratadopia 1)/(Controlpia finai —
Controlpia 1)]}-

Estadisticas. Se analizaron los datos W por pruebas t bidimensionales no apareadas como se implementa en GraphPad
Prism (version 4; GraphPad Software). Un valor P de menos de 0.05 se considero significativo. A menos que se sefiale
de otro modo, los datos se presentan como la media £SD de duplicados o triplicados. Las barras de error representan la
SD de la media. Si esta presente un panel individual, los datos son representativos de dos experimentos individuales.

Ejemplo 13: Tratamiento de un Paciente

Un paciente esta sufriendo de cancer de mama. Al paciente se administra una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad farmacéuticamente efectiva del compuesto YK5 o un compuesto relacionado de la presente
materia. Se espera que el paciente se mejorara o recuperara del cancer de mama, y/o se desacelerara y/o inhibira la
proliferacién del cancer de mama.

Ejemplo 14: Tratamiento de un Paciente

Un paciente esta sufriendo de leucemia. Una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un compuesto de la presente materia se administra al paciente. Se espera que el
paciente se mejorara o recuperara de leucemia, y/o se desacelerara y/o inhibira la proliferacion del cancer de la
leucemia.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la materia actualmente descrita, que se describe, por claridad, en el contexto
de modalidades separadas, también se puede proporcionar en combinacién en una modalidad individual. Por el
contrario, varias caracteristicas de la materia actualmente descrita, que se describen, por brevedad, en el contexto de
una modalidad individual, también se pueden proporcionar de manera separada o en cualquier subcombinacion
adecuada.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la férmula 2a’

Y Y
N— N
x—( }34/ §Y
N N
Y Y

0 un estereoisémero, tautémero, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

cada X e Y se selecciona independientemente del grupo que consiste de alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; halo; un
grupo Caz.2acilo opcionalmente sustituido; un grupo -NR4Rs; un grupo -C(O)Rs; un grupo -(etoxi).-Rs, en donde n es 1-
12; un grupo alcoxicarbonilo opcionalmente sustituido; un grupo alquiloxi opcionalmente sustituido; un grupo amino
opcionalmente sustituido; un grupo nitro; y un grupo carboxilo;

R4 y Rs se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste de H; alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o
ramificado opcionalmente sustituido; y -C(O)Rs; y

cada Rg se selecciona independientemente del grupo que consiste de un alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; un grupo
alquiloxi opcionalmente sustituido; y un grupo alquilacrilato (tal como acrilato de etilo).

2. Un compuesto de la formula 2a”

Ry,
o) NR;R3
N— N §
/
X-<\N / S_<N~
o) NR4Rs
R/

2393
0 un estereoisémero, tautémero, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

cada Ry se selecciona independientemente del grupo que consiste de H; alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; halo; un
grupo Cz-2.acilo opcionalmente sustituido; un grupo -C(O)Re; y un grupo -(etoxi),-Rs, en donde n es 1-12;

R2, R3, R4, ¥ Rs se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste de H; alquilo, alquenilo, o alquinilo
recto o ramificado opcionalmente sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente
sustituido; un grupo Cj.2zacilo opcionalmente sustituido; un grupo -C(O)Rs; y un grupo alcoxicarbonilo opcionalmente
sustituido; y

X se selecciona del grupo que consiste de alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado opcionalmente sustituido; un
grupo carbociclico, heterociclico (por ejemplo 4-alquilpiperazina), arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; halo; un
grupo Ca.oacilo opcionalmente sustituido; un grupo -NR4Rs; un grupo -C(O)Rs; un grupo -(etoxi).-Rs, en donde n es 1-
12; un grupo alcoxicarbonilo opcionalmente sustituido; un grupo alquiloxi opcionalmente sustituido; un grupo amino
opcionalmente sustituido; un grupo nitro; y un grupo carboxilo; y

cada Rg se selecciona independientemente del grupo que consiste de un alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; un carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; un grupo alquiloxi
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opcionalmente sustituido; y un grupo alquilacrilato (tal como acrilato de etilo);
con la condicién que X no comprenda una estructura de anillo en puente.
3. El compuesto de conformidad con la reivindicacion 2, en donde:

cada Ri se selecciona independientemente del grupo que consiste de H; y alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o
ramificado opcionalmente sustituido;

R2, Rs, R4, ¥ Rs se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste de H; C1-C6alquilo recto o
ramificado opcionalmente sustituido; y -C(O)Res en donde Rs es un C1-C6alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado
opcionalmente sustituido; y

X se selecciona del grupo que consiste de un grupo alquilo, alquenilo, o alquinilo recto o ramificado opcionalmente
sustituido; un grupo carbociclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo opcionalmente sustituido; y halo, preferentemente:

en donde

cada R, se selecciona independientemente del grupo que consiste de C1-C6alquilo recto o ramificado y C1-C6alquilo
recto o ramificado sustituido, o

en donde

cada R; se selecciona independientemente de metilo y etilo;
NR2R3 es NHy;

NRsRs es NHC(O)-C1-C6alquilo o NHC(O)-C2-C6alquenilo; y

X es un anillo de piperazina enlazado a un atomo de nitrogeno, y el anillo de piperazina esta opcionalmente sustituido
con halo, haloalquilo, o C1-C6alquilo recto o ramificado, o

en donde:

cada Ry es el mismo o diferente y es metilo o etilo; y

R2, R3, y R4 son cada uno H;

Rs es -C(O)-metilo, -C(O)-etilo, o -C(O)-etenilo;

X es piperazina, 4-metilpiperazin-1-ilo, o 4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etil)piperazin-1-ilo.

4. El compuesto de conformidad con una de las reivindicaciones 1 a 3, seleccionado del grupo que consiste de:
N,N'-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida,
2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6 diamina,
N-(6-amino-2-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(dietilamino)propanamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(4-metilpiperazin-1-il)propanamida,
N,N'-(2-(2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida,
N,N'-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida,
N,N'-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida,

2-(4-(5-(4,6-diaminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)etanol,
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2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diamina,
2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diamina,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
N-(6-amino-2-(2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
N-(6-amino-2-(2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)octanamida,
N-(6-amino-2-(2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)octanamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)octanamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)octanamida,
N,N'-(2-(2-(4-butilpiperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida,
2-(2-(4-butilpiperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diamina,
N-(6-amino-2-(2-(4-butilpiperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(2-(4-butilpiperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)octanamida,
2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diamina,
N,N'-(2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-cloropropanamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida,
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diamina,
N,N'-(2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-2-bromoacetamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida,

N,N'-(2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diciclopropanocarboxamida,
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(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
N,N'-(2-(4,6-dietoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diil)diacetamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-2-bromoacetamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida,
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)furan-2-carboxamida,
N-(6-amino-2-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)}-3-(dimetilamino)propanamida,
6-(5-(4,6-diaminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-ilamino)hexan-1-ol,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acetamida,

N-(6-amino-2-(2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)acrilamida,

5-(2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-2-iltio)-4,6-
dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo,

5-((3aR,4R,6aS)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-
2-iltio)-6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-4-iloxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo,

N-(6-amino-2-(4-(2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etoxi)-6-metoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-
il)acrilamida,

5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-amino-6-
propionamidopirimidin-2-iltio)-4,6-dietoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo,

5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato de 2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-amino-6-(3-
(dimetilamino)propanamido)pirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo,

N-(6-amino-2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-acrilamido-6-aminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)piperazin- 1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etil )-5-
(2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanamida N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-
iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida,
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-N-metilacrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propiolamida,
N4-alil-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4,6-diamina,
2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-N4-(prop-2-inil)pirimidin-4,6-diamina,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-(2-(2-metoxietoxi)etil)piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,

N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-(2-(2-morfolinoetoxi)etil)piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
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N-(6-amino-2-(2-(4-(2-(2-(dimetilamino)etoxi)etil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-6-(3-morfolinopropilamino)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-6-(3-(dimetilamino)propilamino)pirimidin-4-il)acrilamida,
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-4-(dimetilamino)but-2-enamida,
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(furan-2-il)acrilamida,
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(tiofen-2-il)acrilamida,
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(piridin-3-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propiolamida,

o un estereoisémero, tautémero, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. El compuesto de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, seleccionado del grupo que consiste de:
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dietoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)piri-midin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,

6. Un compuesto de conformidad con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el compuesto contiene
ademas un marcador seleccionado entre grupos fluorescentes, grupos de biotina y grupos de avidina, preferentemente
en donde el marbete es un tinte fluorescente.

7. Una composicion farmacéutica, que comprende un compuesto de acuerdo a una de las reivindicaciones 1 a 3, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

8. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de las reivindicaciones 1 a 3 para usar en el tratamiento del
cancer o en un trastorno proliferativo en un animal; con la condicién que el compuesto tenga un valor ICso menor de 100
MM en ya sea la prueba para la inhibicién de crecimiento de células AML Kasumi-1, o en la prueba para inhibicion de
crecimiento en células de cancer de mama SKBr3, o ambos.

9. Un compuesto de conformidad con una de las reivindicaciones 1 a 3 para usar en el tratamiento de un tumor o
trastorno proliferativo en un animal, dicho tratamiento comprende

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto a un animal en necesidad del mismo;

de modo que el compuesto se una a un dominio alostérico de unién localizado fuera del sitio de unién a nucleétido de
Hsp70 y Hsc70; e

inhibe tanto Hsp70 como Hsc70; y de este modo

induce apoptosis en células tumorales o células asociadas con un trastorno proliferativo; sin inducir apoptosis en
células, estroma, o vasos sanguineos normales,

preferentemente:
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en donde el dominio alostérico de union se localiza en SEQ ID NO:1 y este dominio se define por uno o mas residuos de
aminoacido seleccionados del grupo que consiste de Thr13, Thr14, Tyr15, Lys56, Lys271, Arg269, Glu268, Arg264,
Thr265, Cys267, Leu237, Val238, Val260, Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234, Glu231, Asp69, Phe68, Tyr41,
Lys88, His89, Trp90, Pro91, Phe92, y combinaciones de estos.

10. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de las reivindicaciones 1 a 3 para usar en el tratamiento
de un tumor o en un trastorno proliferativo en un animal que comprende administrarla de modo que el compuesto se una
a un dominio de unién a ligando localizado en SEQ ID NO:1 definido por uno o mas residuos de aminoacido
seleccionados del grupo que consiste de Thr13, Thr14, Tyr15, Lys56, Lys271, Arg269, Glu268, Arg264, Thr265, Cys267,
Leu237, Val238, Val260, Arg261, Val59, Pro63, Thr66, Asn235, Asp234, Glu231, Asp69, Phe68, Tyr41, Lys88, His89,
Trp90, Pro91, Phe92, y combinaciones de estos.

11. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de las reivindicaciones 1 a 3 para usar en la inhibicién de
la actividad de Hsp70, en donde la Hsp70 contiene un dominio de unién a ligando en la proteina de SEQ ID NO:1, o una
variante de la misma, definido por uno o mas residuos de aminoacido seleccionados del grupo que consiste de Thr13,
Thr14, Tyr15, Lys56, Lys271, Arg269, Glu268, Arg264, Thr265, Cys267, Leu237, Val238, Val260, Arg261, Val59, Pro63,
Thr66, Asn235, Asp234, Glu231, Asp69, Phe68, Tyr41, Lys88, His89, Trp90, Pro91, Phe92, y combinaciones de estos;
que comprende

poner contacto el dominio de unién a ligando con un ligando para inhibir la actividad de Hsp70.
en donde dicho ligando es dicho compuesto de las reivindicaciones 1 a 3.

12. Un método para identificar la proteina asociada a Hsp70 en el tumor o las células asociadas con el trastorno
proliferativo, que comprende:

enlazar un compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 indirectamente o de forma directa a
un soporte solido

poner en contacto una muestra biolégica con el compuesto enlazado al soporte sélido para permitir que el compuesto se
una a cualquier complejo de Hsp70 presente en la muestra;

e identificar la proteina asociada a Hsp unida al compuesto;

para identificar la proteina asociada a Hsp en el tumor o las células asociadas con el trastorno proliferativo.
13. El compuesto seleccionado del grupo que consiste de:
N-(2-(2-amino-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acetamida,
N-(2-(2-fluoro-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acetamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acetamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acetamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acetamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)Jacetamida,
2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina,
2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina,
2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina,
2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,

N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,

146



10

15

20

25

30

ES 2 608 670 T3

N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,

1-6xido de 4-(5-(4-acetamidopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)-1-metilpiperazina,
N-(2-(2,4,6-trimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(2,4,6-trimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
N-(2-(2,4,6-trimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida,

1-6xido de 4-(5-(4-aminopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)-1-metilpiperazina,
1-6xido de 4-(5-(4-acrilamidopirimidin-2-iltio)-4,6-dimetoxipirimidin-2-il)-1-metilpiperazina,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
2-(4,6-dimetil-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina,
2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina,
N-(2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(2-(4-(4-aminobutil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)furan-2-carboxamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
(E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)furan-2-carboxamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
(E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)furan-2-carboxamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(piperidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
(E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)furan-2-carboxamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(pirrolidin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propionamida,
(E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida,

N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)furan-2-carboxamida,
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N-(2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)ciclopropanocarboxamida,
2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)-6-(trifluorometil)pirimidin-4-ol,

acrilato de 2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)-6-(trifluorometil)pirimidin-4-ilo,
ciclopropanocarboxilato de 2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)-6-(trifluorometil)pirimidin-4-ilo,
metacrilato de 2-(4,6-dimetoxi-2-morfolinopirimidin-5-iltio)-6-(trifluorometil )pirimidin-4-ilo,
N-(2-(4-(benciloxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
2-amino-N-(2-(4-(3-carbamimidoilfenoxi)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)Jacetamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)metacrilamida,
(Z)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
(E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-2-enamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-N-metilacrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)propiolamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-6-metoxipirimidin-4-il)acrilamida,
N-alil-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-amina,
2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)-N-(prop-2-inil)pirimidin-4-amina,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-(2-(2-metoxietoxi)etil)piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio )pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-(2-(2-morfolinoetoxi)etil)piperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
N-(2-(2-(4-(2-(2-(dimetilamino)etoxi)etil)piperazin-1-il)-4,6-dimetoxipirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida,
(E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il }-4-(dimetilamino)but-2-enamida,
(E)-N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)-3-(furan-2-il)acrilamida,
(E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il }-3-(tiofen-2-il)acrilamida,
(E)-N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il }-3-(piridin-3-il)acrilamida,
N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)etenosulfonamida,
1-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)but-3-en-2-ona,

0 un estereoisdémero, tautdmero, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

14. El compuesto de la reivindicacion 13, en donde el compuesto es N-(2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidin-
5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida.

15. El compuesto de la reivindicacion 5, en donde el compuesto es N-(6-amino-2-(4,6-dimetoxi-2-(4-metilpiperazin-1-
il)pirimidin-5-iltio)pirimidin-4-il)acrilamida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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