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Derivados de triazina disustituidos farmacéuticamente activos
Descripcion

La presente invenciéon se refiere a derivados de triazina disustituidos y/o los sales farmacéuticamente
aceptables de ellos, el uso de estos derivados como agentes farmacéuticamente activos, en especial para la
profilaxis y/o el tratamiento de enfermedades celulares proliferativas, enfermedades inflamatorias y inmunoldégicas,
enfermedades cardiovasculares y enfermedades infecciosas. Ademas la presente invencion esta dirigida hacia una
composicion farmaceutica conteniendo al menos uno de los derivados de triazina disustituidos y/o sus sales
farmacéuticamente aceptables.

Se consideran miembros de la familia de quinasas dependiente de ciclina (CDK) que desencadenan el
pasaje por el ciclo celular como blancos terapéuticos atractivos, en especial para cancer. Miembros de la familia
CDK que controlan otros procesos tal como la transcripcion y el procesamiento del ARN ganaron menos atencién
hasta ahora, aunque evidencia experimental para su envolvimiento en diferentes procesos patolégicos esta
surgiendo. Como un regulador general de la transcripcion CDK9 es un blanco terapéutico para el tratamiento de
enfermedades tal como inflamacion, replicacion de virus tal como VIH, VEB y VHC, cancer y hipertrofia cardiaca.

CDK9 regula la transcripcion via la fosforilizaciéon de ARN polimerasa Il al igual que factores regulatorios
adicionales, asi habilitando una elongacién productiva de transcripcion. Ciertos subgrupos de genes, en particular
genes codificando ARNs o proteinas con un recambio rapido como genes de expresion inmediata temprana de la
respuesta inflamatoria, genes activados por NF-KappaB (Brasier 2008, Cell Cycle 7:17, 2661-2666, Hargreaves et al.
(2009) Cell 138, 129-145); y genes antiapoptoticos tal como miembros de las familias MCL-1 y Bcl-2 parecen estar
particularmente sensibles a la inhibicion de CDK9.

Adicionalmente fue reportado que el crecimiento hipertréfico de cardiomiocitas esta relacionado con la
activacion de CDK9. Ademas virus como el virus de la inmunodeficiencia humana reclutan CDK9 de manera activa a
transcriptos nacientes de ARN, facilitando su replicacion. La dependencia de la expresion de genes antiapoptoticos
sobre la actividad de CDK9 los hace un blanco farmacéuticamente atractivo para varias formas de leucemia tal como
la leucemia linfocitica cronica (LCC), leucemia mielégena aguda (LMC) y leucemia linfoblastica aguda, y tumores
sélidos como cancer de préstata, pulmén, colon, mama y pancreas. Ademas inhibidores de CDK9 fueron activos en
modelos de apoplejia (Osuga 2000, PNAS 97 (18): 10254-10259).

Para articulos de resefia, vea Wang 2009 (Trends in Pharmaceutical Sciences 29:6, 302-313), y Kohoutek,
2009 (Cell Division 2009, 4:19).

Es el objetivo de la presente invencion de provisionar compuestos y/o sales farmacéuticamente aceptables
de ellos que se pueden usar como agentes farmacéuticamente activos, en especial para la profilaxis y/o el
tratamiento de enfermedades celulares proliferativas, enfermedades inflamatorias, enfermedades inmunes,
enfermedades cardiovasculares y enfermedades infecciosas, al igual composiciones que comprenden al menos uno
de esos compuestos y/o sales farmacéuticamente aceptables de ellos como ingredientes farmacéuticamente activos.

Este objetivo estd alcanzado por los compuestos y/o sus sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo
con la reivindicacion independiente 1, los compuestos de la presente invencidon para uso como agentes
farmacéuticamente activos, el uso de los compuestos de la presente invencion para la preparacion de una
composicion farmacéutica para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades infecciosas, incluyendo enfermedades
oportunistas, enfermedades inmunoldgicas, enfermedades autoinmunolédgicas, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades celulares proliferativas, inflamacion, disfuncién eréctil y apoplejia de acuerdo con la reivindicacién
independiente 7, el uso de compuestos de la presente invenciéon como inhibidores de la proteina quinasa CDKO9.

Mas caracteristicas, aspectos y detalles ventajosos de la invencion son evidentes de las reivindicaciones
dependientes, la descripcion, los ejemplos y los dibujos.

Los novedosos compuestos de triazina disustituidos de acuerdo con la presente invencion estan definidos
por la formula general (I) en la que
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N SN
R1\ITI/LN)\R2

H

Formula ()

R' representa

en donde

L es -CH2-, -CH2CH>-, 0 -CF2-;

R? es -SO2NH2, -SO2NH(CH3), -SO2N(CH3)2, -SO2NH(CH2CH20CH3), -NHSO2CH3, -NHSO2CH2CHs,
-NHSO2CH2CH2CH3s, -NHSO2CF3, -SO2CH3, -NHSO2NHz2, -SO(NH)CHs;

R%es -H, -CHs, -F, -Cl, o -CF3;

R? representa

/Y—R84—R85
B

(R3S

[\

i L/

98

x

1100

en donde el grupo -B-Y-R8-R® es -OCHs, -OCH2CHs, -OCH2CH2CHs, -OCH2CH2CH2CHs, -OCH(CHs)2, -

OPh,-OCH2Ph, -OCHz(4-piridilo) ;
R83 es -H, -F, 0 -Cl;

xes0,162;

o enantidmeros, formas estereoisoméricas, mezclas de enantiomeros, diaestereémeros, mezclas de diaestereémeros,

hidratos, solvatos, formas de sal acidas, tautdémeros, y racematos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La expresion tautémero se definecomo un compuesto organico que es interconvertible por una reaccion
quimica llamada tautomerizacién. Una tautomerizacion puede ser catalizada preferiblemente por bases o 4cidos u

otros compuestos apropiados.

Se prefiere un compuesto de Formula (1), en el que
el sustituyente -L-R® es -CH2SO2NHz, -CH2CH2SO2NH2,
CH2SO(NH)CH3;
Rtes-H;y
R2? es 2-metoxifenil, 4-fluoro-2-metoxifenil, o 6-fluoro-2-metoxifenil.

Se prefieren los siguientes residuos de R2:

-CF2S02NH2,

-CH2NHSO2NHz2,

-SO(NH)CHs,
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En una realizacion particularmente preferida la presente invencion se refiere a compuestos de formula (1),
en los que R’ representa

L—R3

en el que

el sustituyente -L-R3 es -CH2SO2NH;
R* es -H;
R? representa 2-metoxifenil, 4-fluoro-2-metoxifenil o 2-benciloxifenil,

o sus sales, solvatos o sales de solvatos y especialmente la sal clorhidrica o la sal trifluoroacética.

En ofra realizacién particularmente preferida la presente invencion se refiere a compuestos de la férmula (1)
seleccionados de
3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B1),
3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-sulfonamida (C1),
3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-metansulfonamida (B2),
3-[(4-(2-benciloxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B13),
o sus sales, solvatos o sales de solvatos y especialmente la sal clorhidrica o la sal trifluoroacética.

En ofra realizacién particularmente preferida la presente invencion se refiere a 3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-
1,3,5-triazin-2-il)amino]-bencenometanosulfonamida, o sus sales, solvatos o sales de solvatos y especialmente la sal
clorhidrica o la sal trifluoroacética.

En otra realizacion particularmente preferida la presente invenciéon se refiere a clorhidrato de 1-(3-{[4-(4-
fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}enil)-metansulfonamida.

En un aspecto adicional de la presente invencién, los compuestos nuevos de acuerdo con la férmula
general (I) representan compuestos quirales. Los compuestos nuevos de acuerdo con la féormula general (I)
representan un racemate , o un S o un enantiomero R o una mezcla de isémeros.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de acuerdo con la férmula general (1)
se selecciona del grupo de compuestos representados en la Tabla 1 siguiente:
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Tabla 1
compuesto estructura nomenclatura
No.
H
Hz"\‘ m O/C 3
B1 ¢\ )‘\N/ 3-[(4-(2-metoxifenil)-1 ,3,§-triazin-2-il)amino]-
o \o N benceno-metansulfonamida
H
HJ\I\/@\N N‘/\N O/C |
3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
7
B2 (//\\o H)\/K(j\ il)amino]-benceno-metansulfonamida
H2N\/©\N N\/\N -
B3 N )\N/ 3-[(4-(5-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
0 H illamino]-benceno-metansulfonamida
Hz"\‘ N‘/\N o/c "
B4 5 4\\ )\N _ .3-[(4-.(6-fluoro-2-metoxifeniI)-1,3,5-_triazin-2-
Y N illamino]-benceno-metansulfonamida
H
HJ\I\/@\N N‘/\N O/C |
B5 F \\ )\N/ 3-[(4-(3,5-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-
0 H 2-il)amino]-benceno-metansulfonamida
H
HZI‘\J N‘ X o/C :
A & 3-[(4-(4-cloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
B6 S\ LA ;
o H illamino]-benceno-metansulfonamida
H
2N\/©\N N‘/\N O/C |
4 )\N/
o\ 3-[(4-(5-cloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
B7 H ; . -
illamino]-benceno-metansulfonamida
H,N N oM
AL
AN = 3-[(4-(2-metoxi-4-trifluorometil-fenil)-1,3,5-
B8 o H triazin-2-ilJamino]-benceno-
metansulfonamida
N NN o
B9

H2
| |
04\\ )\N/ 3-[(4-(2-metoxi-5-trifluorometil-fenil)-1,3,5-
o H triazin-2-il)amino]-benceno-
metansulfonamida
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(continuacioén)

compuesto estructura nomenclatura
No.
T LT
\
(//\\ & 3-[(4-(5-hidroximetil-2-metoxifenil)-1,3,5-
B10 0 H O triazin-2-il)amino]-benceno-
metansulfonamida
OH
B11 3-[(4-(5-formil-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
illamino]-benceno-metansulfonamida
B12 07\\ O & 3-[(4-(2-etoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-
o H benceno-metansulfonamida
H;T N‘ S O/\©
B13 N )\ & 3-[(4-(2-benciloxifenil)-1,3,5-triazin-2-
0 H illamino]-benceno-metansulfonamida
NH, NN 0 i
_S ! — 1-(3-{[4-(2-fenoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
B14 2
o7y NN illamino}fenil)-metansulfonamida
HN m O/\
B15 /‘ w 3-[(4-(1,3-benzodioxol-4-il)-1,3,5-triazin-2-
(\}) N illamino]-benceno-metansulfonamida
HN XN 0o B
“ X |
B16 AN 7 = 3-[(4-(2-((4-piridinil)metoxi)fenil)-1,3,5-triazin-
0 H 2-il)amino]-benceno-metansulfonamida
H HC
Y
° | 3(4-(2-(4-(tert-
B17

" X o bgto_xicar_bonil_amino)butoxi)fenil)-1 ,3,5-
\ | triazin-2-il)amino]-benceno-
) metansulfonamida
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(continuacion)

compuesto estructura nomenclatura
No.
H
v D O O
3-[(4-(4-metoxipiridin-3-il)-1,3,5-triazin-2-
7 =
B18 o/\(\) N ‘ N illamino]-benceno-metansulfonamida
=
_ _ 3-[(4-(3-metoxipiridin-4-il)-1,3,5-triazin-2-
B19 o/\(\) N | o illamino]-benceno-metansulfonamida
=
NT N
HQN\/@\N)\ 3-[(4-(2-((morfolin-4-il)metil)fenil)-1,3,5-
B20 AN NG triazin-2-il)amino]-benceno-
0 H metansulfonamida
Hzf‘\l N7 S 3-[(4-(2-((piperidin-1-il)metil)fenil)-1,3,5-
B21 _ N)‘\/ triazin-2-ilJamino]-benceno-
o\ Moo metansulfonamida
VH 3-[(4-(2-(ciclopropilamino-metil)fenil)-1,3,5-
B22 HZT N‘/\N triazin-2-ilJamino]-benceno-
AN )\N/ metansulfonamida
0 H
HJ\‘\/©\,\/LN\
B23 & \\ 7 X 3-[(4-(6-aminopiridin-3-il)-1,3,5-triazin-2-
o H ‘ P ilJamino]-benceno-metansulfonamida
H2
PP
B24 O/\\ N/KN/ 3-[(4-(2-(metoximetil)fenil)-1,3,5-triazin-2-
° " illamino]-benceno-metansulfonamida
NN o
c1 o\g\/(j\N | > 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-
benceno-metansulfonamida
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(continuacion)

compuesto estructura nomenclatura
No.
N‘/\N o
0
D1 A\ )\N/ 2-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
; ’\\‘ H illamino)fenil]-etansulfonamida
2
e
9 |
o A/@\)\N/ 2-[3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-
D2 i N ; . X .
i 2-il)amino)fenil]-etansulfonamida
2
S
E1 HN | _ 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-
H b benzamida
o}
NN o/CH3
F1 <;©\N | = 6-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-
O/ H 2,3-dihidro-1H-indol-1-sulfonamida
o=
i
/@\N N‘ ) O/CHS
H,C_ O _ rac-S-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
G1 o~ T,:’\/é H)\N)\é il)amino)fenil]-N-etoxicarbonil-S-metil-
Hy sulfoximida
H
Q1
Ox, N)\N/ 4-(2-metoxifenil)-N-(3-nitrofenil)-1,3,5-triazin-
H1 %’g By 2-amina
H2
" HN R o 3-[(4-(2-(4-aminobutoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-
| \ ilJamino]-benceno-metansulfonamida
AN 7
o
NN oM
|
H m/ N-(3-aminofenil)-4-(2-metoxifenil)-1,3,5-
J1 N L\ )
H triazin-2-amina
0 e
K1

-l \
" 2> ~ N)\N/ N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
: H H ilJamino)fenil]-metansulfonamida
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(continuacion)

compuesto estructura nomenclatura
No.
L1 o\” N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
illamino)fenil]-propansulfonamida
c
ﬁ /©\ N‘/\N H
M1 e W N)\N/ N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
’ H H ilyamino)fenil]-acetamida
o N oM
IPYS® femiy 1351
N1 N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
o H il)amino)fenil]-N’-fenil-urea
HZN\/@\ N‘/\N O/CH3
AN N)\/
o} H 3-[(4-(2-metoxi-5-(metilamino-metil)fenil)-
(o) 1,3,5-triazin-2-il)amino]- benceno-
metansulfonamida
s
H
‘ AN O/CHZ
P1 )\N/ 4-(2-metoxifenil)-N-fenil-1,3,5-triazin-2-amina
H
N ‘HVQ e o | tert-butil-[4-((3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-
a1 o4 A Ao 1,3,5-triazin-2-
° ! illamino)fenil)metilsulfonamido) butil]-
carbamato
e H N/\N Q/Wg
A P N-(4-aminobutil)-1-[3-((4-(4-fluoro-2-
R1 ! L metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-
- | metansulfonamida
CH,
/@\ N|/\N o
o
o || /l\/ 4-(2-metoxifenil)-N-(3-(metilsulfonil)fenil)-
S1 \T N N 1,3,5-triazin-2-amina
CHj;
[e]
°~ Y
T N|H /M 4-[(4-(2-metoxifenyl)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-
: N N/ benceno-metansulfonamida
Fo_F
NH, NN - _ -
U1 SI )l\ _ 1-[3-({4-[4-fluoro-2-(trifluorometil)fenil]-1,3,5-
o\ N N triazin-2-il}amino)fenil]-metansulfonamida
(0] H
F
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(continuacioén)

compuesto estructura nomenclatura
No.
PO J\
’T‘ﬁ )N|\ N ? 1-[3-({4-[4-fluoro-2-(propan-2-iloxi)fenil]-
u2 29 = 1,3,5-triazin-2-il}Jamino)fenil]-
o7\ N N
(o] H metansulfonamida
F
r ]
U3 O//S\\ N)\N/ 1-(3-{[4-(2-ciano-4-fluorofenil)-1,3,5-triazin-2-
0 H illamino}fenil)-metansulfonamida
F
(0]
NH, NN HNJ\ N-[5-fluoro-2-(4-{[3-
u4 | _ (sulfanoilmetil)fenillamino}-1,3,5-triazin-2-
.S
oY NN ilYfenil]-acetamida
F
NH, NN O/W , . . .
| | 1-[3-({4-[2-(ciclopropilmetoxi)-4-fluorofenil]-
Us o N~ N 1,3,5-triazin-2-ilJamino)fenil]-
o H metansulfonamida
F
NH, NN 07
ueé _S ! Pz F 1-(3-{[4-(3,4-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-
0 \é) ﬁ N triazin-2-ilJamino}fenil)-metansulfonamida
F
NH, NN o7
S )l\ I~ . . .
u7 o7\ N N 1-(3-{[4-(4,5-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-
0 H triazin-2-ilJamino}fenil)-metansulfonamida
F
F
RV
ASNF NSN 07
us | | 4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-N-[6-
Na N N/)\@ (metilsulfonil)piridin-3-il]-1,3,5-triazin-2-amina
H
F
(o}
. F
OH
F trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-
B1’ P _CH, | triazin-2-il)Jamino]-benceno-
Hz'i‘ )N|\ SN0 metansulfonamida
S =
0™\ N N
0 H

10
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(continuacion)
compuesto estructura nomenclatura
No.

1O, L
1-(3-{[4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-
B2’ S N)\N/ ilami i i

2-illJamino}fenil)-metansulfonamida
clorhidrato

trifluoroacetato de  3-[(4-(2-benciloxifenil)-

B13’ N 1,3,5-triazin-2-il)amino]- benceno-
2\/©\ )\ /\© metansulfonamida
S /L i
o) \\
(0]

OH

trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-

c1 X O/CHs triazin-2-ilJamino]-benceno-
o | metansulfonamida
o\ )\ 7
\QS N N
| H
H,N
CF,COOH
NH NN o7 trifluoroacetato  de  1-(3-{[4-(4-fluoro-2-
B2” |2 )|\ metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil)-
O//S\\ N N/ metansulfonamida
] H

Los compuestos de la presente invencion pueden formar sales con acidos organicos y inorganicos o bases.
Ejemplos para acidos apropiados para una tal formacién de sal por adiciéon acida son acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido acético, acido citrico, acido oxalico, acido maldnico, acido
salicilico, acido p-aminosalicilico, acido malico, acido fumarico, acido succinico, acido ascérbico, acido maléico,
acido sulfénico, acido fosfénico, acido perclérico, acido nitrico, acido férmico, acido propidnico, acido glucénico,
acido lactico, acido tartarico, acido hidroximaléico, acido piravico, acido fenilacético, acido benzoico, acido p-
aminobenzoico, &acido p-hidroxibenzoico, acido metansulfénico, acido etansulfénico, acido nitroso, acido
hidroxietansulfénico, acido etilensulfénico, acido p-toluensulfénico, acido naftilsulfénico, acido sulfanilico, acido
canforsulfénico, acido quinico, acido mandélico, acido o-metilmandélico, hidrato de acido bencenosulfénico, acido
picrico, acido adipico, acido d-o-toliltartarico, acido tartrénico, acido (o, m, p)-téluico, acido naftilaminosulfénico,
acido trifluoroacético y otros acidos minerales o carboxilicos bien conocidos a los expertos en la materia. Los sales
se preparan al poner en contacto la forma de base libre con una cantidad suficiente del acido deseado para producir
un sal de manera convencional. Se prefieren los sales mesilatos, clorhidricos y trifluoroacéticos y especialmente se
prefieren el sal trifluoroacético y el sal clorhidrico.

En el caso que los compuestos inventivos llevan grupos acidos los sales pueden ser formados con bases
inorganicas u organicas. Ejemplos para bases inorganicas u organicas apropiadas son por ejemplo NaOH, KOH,
NH4OH, hidréxido de tetraalquilamonio, lisina o argenina y similares. Los sales pueden ser preparados de manera
convencional usando métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo por tratar una solucién de un compuesto de
la férmula general (I) con una solucién de un acido seleccionado desde el grupo mencionado anteriormente.

Sintesis de compuestos
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La sintesis de la triazina disustituida de la invencion de acuerdo con la presente invencién esta realizada
preferencialmente de acuerdo con las sequencias sintéticas generales, mostradas en los esquemas 1 a 3.

Esquema 1
R—O\
AN B—R?2 PO
X N N N N
N~ N H,N—R? | R—O |
| )\ > R1\ )\ )\ —_— R1\ )\ )\ 2
N N Cl N N R
Cl N~ cCl | Pd |
H catalisis H

En un primer paso 2,4-dicloro-1,3,5-triazina reacciona con anilinas R'NH2 para dar 2-arilamino-4-cloro-
1,3,5-triazinas. La reaccién esta realizada con un equivalente de la anilina en un solvente inerte como DMF, THF,
DME, dioxano o un alcohol como isopropanol, o mezclas de tales solventes. Preferibilmente la reaccién se realiza en
una temperatura debajo de la temperatura ambiental de tal manera que la mezcla reactiva estd mantenida
homogénica. Condiciones preferidas usan una base adicional como trietilamina o N,N-diisopropiletilamina.

En un segundo paso el intermediario 2-arilamino-4-cloro-1,3,5-triazina reacciona con el derivado de &cido
borénico R2-B(OR)2 para dar compuestos de la férmula (). El derivado de acido boronico puede ser un acido
bordnico (R = —H) o un éster del acido borénico, p.ej. su éster isopropilico (R = —CH(CHz3)2), preferencialmente un
éster derivado de pinacol en el que el intermediario de acido borénico forma un 2-aril-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolano (R-R = —C(CHj3)2-C(CHzs)2—). Los dos R representan independienemente uno del otro preferibilmente
hidrégeno o una cadena alquilica de 1-10 4tomos de carbono o una cadena cicloalquilica de 3 a 12 atomos de
carbono o los dos residuos R representan juntos un residuo derivado de pinacol. La reaccidon de acoplamiento esta
catalizada por catalizadores Pd, p.ej. por catalizadores pd(0) como paladio de los tetrakis (trifenilfosfina)
[Pd(PPhs)4], tris(dibencilideno-acetona)dipaladio(0) [Pdz(dba)s], o por catalizadores Pd(ll) como paladio-dicloro-
bis(trifenilfosfina) [Pd(PPhs3)2Clz], acetato del paladio(ll) y trifenilfosfina o mas preferidamente del [1,1-
bis(difenilfosfino)ferrocen] dilcloropaladio. La reaccion es preferencialmente realizada en una mezcla de un solvente
como dioxano, DMF, DME, THF o isopropanol con agua y en la presencia de una base como bicarbonato sédico
acuoso o KsPOas.

Esquema 2
R—O ,
NN R—O/B_R '\f/\N H.N—R' 1 J\/\)N\
Cl)l\N)\CI P—d> C')\N)\Rz 7 R\'Tl N R
catalisis H

La sintesis de 1,3,5-triazinas de la formula (I) empezando con 2,4-dicloro-1,3,5-triazina puede ser realizada
en orden inverso de los pasos de reaccion del esquema 1, de tal manera que en un primer paso la reaccion de la
triazina con un derivado de acido borénico esta seguida en un segundo paso por la reaccién del intermediario de
triazina con un anilina. Condiciones preferidas para la reaccion de acoplamiento del primer paso son calentar los
agentes reactivos en tolueno con paladio-dicloro-bis(trifenilfosfina) [Pd(PPhs)2Cl2] como catalizador en la presencia
de sodio o potasio carbonato como base.

Esquema 3
NH
R
0 O H Vo NR NN
(H3C),N—CH(OR), H |
= —_— R1 =
RZJ\NHZ RZJ\N)\N(CHa)z \N)\N)\RZ
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Compuestos de la formula () pueden ser preparados por la metodologia descrita en J. Org. Chem. 60
(1995), 8428-8430. Amidas primarias R>~CONH2 son calentadas con acetales y preferibilmente acetales dialquilicos
de N,N-dimetilformamida, preferidamente con su aceral dimetilico o dietilico, en particular con el acetal dimétilico (R
= —CHBa). El intermediario N-acil-formamidina no es aislado y en seguida convertido en 1,3,5-triazinas de la férmula
(1) por calentar con una guanidina R'-NH-C(NH)NHz2. Preferencialmente la reaccién esta realizada por calentar los
agentes reactivos en dioxano en la presencia de una base como tert-butéxido de potasio.

Varios compuestos de la formula (l) pueden ser preparados por conversion de los sustituyentes que estan
ligados a los anillos aromaticos R' y/o R? a otros sustituyentes usando reacciones estandares conocidos a los
expertos en la materia. Por ejemplo, un grupo nitro puede ser reducido a un grupo amino, tal grupo amino puede ser
convertido en una sulfonamida por una reaccién con un cloruro sulfonilico, a un carboxamida por reacciéon con un
cloruro carbonilico u otro derivado activado de un acido carboxilico, a un urea por reaccién con un isocianato.
Sustituyentes de carbamato pueden ser disociados a grupos amino, en particular carbamatos tert-butilicos por
reaccion con acidos como acido trifluoroacético o acido clorhidrico. Grupos formilicos pueden ser convertidos en
grupos aminometilicos por reaccion con aminas primarias bajo condiciones de una aminacion reductiva.

Métodos de Uso

En otro aspecto de la presente invencién los compuestos novedosos de acuerdo con la formula general (1)
son usados como agente farmacéuticamente activo.

En una realizacion, la presente invencion esta dirigida a los compuestos de férmula general (19 para su uso
en la profilaxis y/o tratamiento de enfermedades infecciosas incluyendo enfermedades oportunistas, enfermedades
inmunoldgicas, enfermedades autoinmunes, enfermedades cardiovasculares, enfermedades celulares proliferativas,
inflamacién, disfuncién eréctil y apoplejia.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser usados para inhibir la actividad o la expresiéon de
CDK9. Por ende, se espera que los compuestos de la féormula () son valiosos como agentes terapéuticos. De
acuerdo, la presente invencion provisiona en otra realizacion un método de tratar enfermedades relacionadas a o
mediatizadas por la actividad de CDK9 en un paciente que necesita un tal tratamiento, comprendiendo la
administracion de una cantidad efectiva de un compuesto de la formula (I) como definido anteriormente a un
paciente. En ciertas realizaciones las enfermedades relacionadas a la actividad de CDK9 son enfermedades
celulares proliferativas, en particular cancer.

El término “tratar” o “tratamiento” como usado através de este documento es usado de manera
convencional, p.ej. la gestion o la atencion a un sujeto con el fin de combatir, mitigar, reducir, aliviar, mejorar la
condicién de una enfermedad o de un disturbio, tal como un carcinoma.

El término “sujeto” o “paciente” incluye organismos capaces de sufrir de una enfermedad celular proliferativa
o de una enfermedad asociada con una muerte celular programada (apoptosis) reducida o insuficiente, o que
puedan beneficiar de otra manera de la administracion de un compuesto de la invencién, tal como humanos o
animales no humanos. Humanos preferidos incluyen pacientes humanos que sufren de o estan destinados a sufrir
de una enfermedad celular proliferativa o de un estado asociado, como descrito aqui. El término “animales no
humanos” incluye vertebrados, p.ej. mamiferos tales como primates no humanos, oveja, vaca, perro, gato y
rodentes, p.ej. ratones, y no mamiferos, tales como gallinas, anfibios, reptiles etc.

El término “enfermedades relacionadas a o mediatizadas por CDK9” debe incluir enfermedades asociadas
con o envolviendo la actividad de CDK9, por ejemplo la hiperactividad de CDK9, y condiciones que acomparian
estas enfermedades. Ejemplos de “enfermedades relacionadas con o mediatizadas por CDK9” incluyen
enfermedades que resultan de una actividad aumentada de CDK9 a causa de mutaciones en genes que regulan la
actividad de CDK9 tal como LARP7, HEXIM1/2 o 7sk snRNA, o enfermedades que resultan de una actividad
aumentada de CDK9 a causa de una activacion del complejo CDK9/ciclina T/ARN polimerasa |l por proteinas virales
tal como HIV-TAT o HTLV-TAX o enfermedades que resultan de una actividad aumentada de CDK9 a causa de una
activacion de una ruta de sefiales mitogénicas.

El término “hiperactividad de CDK9” se refiere a una actividad enziméatica aumentada de CDK9 en
comparacion con células normales no enfermas, o se refiere a una actividad aumentada de CDK9 que lleva a una
proliferacion celular no deseada, o a una muerte celular programada (apoptosis) reducida o insuficiente, o a
mutaciones que llevan a una activacion constitutiva de CDKO.

El término “enfermedades celulares proliferativas” incluye enfermedades que envuelven la proliferacién no
deseada o incontrolada de una célula y incluye enfermedades que envuelven una muerte celular programada
(apoptosis) reducida o insuficiente. Los compuestos de la presente invencion pueden ser utilizadas para prevenir,
inhibir, bloquear, reducir, diminuir, controlar etc. la proliferacion celular y/o la divisiéon celular, y/o a producir
apoptosis. Este método comprende la administraciéon a un sujeto en necesidad de esto, incluyendo un mamifero,
incluyendo un humano, de una cantidad de un compuesto de esta invenciéon, o de un sal farmacéuticamente
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aceptable, isdbmero, polimorfo, metabolita, hidrato o solvato de ello que es efectivo para tratar o prevenir esta
enfermedad.

Enfermedades infecciosas incluyendo infecciones oportunistas

El término "enfermedades infecciosas" comprende infecciones causadas por virus, bacterias, priones,
hongos y/o parasitos.

Especialmente se dirige a enfermedades infecciosas inducidas por virus, incluyendo enfermedades
oportunistas. En una realizacion preferida de este aspecto las enfermedades infecciosas inducidas por virus,
incluyendo enfermedades oportunistas, estdn causadas por retrovirus, retrovirus endégenos humanos (HERVSs),
hepadnavirus, herpesvirus, flaviviridae y/o adenovirus. Preferencialmente los retrovirus estan seleccionados de
lentivirus u oncoretrovirus, en que el lentivirus esta seleccionado preferencialmente del grupo que comprende: VIH-1,
VIH-2, virus de la inmunodeficiencia felina (FIV), virus de la inmunodeficiencia bovina (BIV), virus de la
inmunodeficiencia simiana (SIV), quimeras de VIH y VSI (VSHI), virus de la artritis encéfalitis caprina (CAEV), virus
Maedi Visna (VMV) o virus de la anemia infecciosa equina (EIAV), preferencialmente VIH-1 y VIH-2, y el
oncoretrovirus esta prefencialmente seleccionado de HTLV-I, HTLV-Il o virus de la leucemia bovina (BLV),
prefencialmente HTLV-l y HTLV-II.

El hepadnavirus esta prefencialmente seleccionado de VHB, virus de la hepatitis de la ardilla (GSHV) o
virus de la hepatitis de la marmota (WHV), prefencialmente VHB, el herpesvirus esta seleccionado del grupo que
comprende: virus del herpes simplex tipo | (HSV-1), virus del herpes simplex tipo Il (HSV-II), virus de Epstein-Barr
(VEB), virus varicela-zoster (VVZ), citomegalovirus humano (CMVH) o herpesvirus humano 8 (HVH-8),
preferencialmente CMVH, y los flaviviridae estan seleccionados de VHC, virus del Nilo occidental o virus de la fiebre
amarilla.

Se entiende que todos los virus mencionados anteriormente comprenden también cepas viricas resistentes
a los mecicamentos.

Ejemplos para enfermedades infecciosas son SIDA, enfermedad alveolar de la hidatide (AHD,
echinococcosis), amibiasis (infeccion por Entamoeba histolytica), infeccion por Angiostrongylus, anisakiasis, antrax,
babesiosis (infeccion por Babesia), infeccion por Balantidium (balantidiasis), infeccion por Baylisascaris
(nematelminto del mapache), bilharzia (esquistosomiasis), infeccion por Blastocystis hominis (blastomicosis),
borreliosis, botulismo, diarrea de Brainerd, brucelosis, EEB (encefalopatia espongiforme bovina), candidiasis,
capillariasis (infeccion por Capillaria), SFC (sindrome de fatiga crénica), enfermedad de Chagas (tripanosomiasis
americana), varicela (virus varicela-zoster), infeccion por Chlamydia pneumoniae, célera, ECJ (enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob), clonorquiasis (infeccién por Clonorchis), LMC (Larva migrans cutaneo (infeccidon por
anquilostoma), coccidioidomicosis, conjuntivitis, coxsackievirus A 16 (enfermedad de "la mano, el pie y la boca"),
criptococosis, infeccion por Cryptosporidium (criptosporidiosis), Culex mosquito (vector del virus del Nilo occidental),
ciclosporiasis (infeccion por Ciclospora), cisticercosis (neurocisticercosis), infeccion por Cytomegalovirus, dengue /
fiebre del dengue, infeccién por Dipylidium (tenia de perro y gato), fiebre hemorragica viral del Ebola, echinococcosis
(enfermedad alveolar de la hidatide), encefalitis, infeccion por Entamoeba coli, infeccion por Entamoeba dispar,
infeccion por Entamoeba hartmanni, infeccion por Entamoeba histolytica (amibiasis), infeccion por Entamoeba
polecki, enterobiasis (infeccion de oxiuros), infeccién por Enterovirus (Non-Polio), infecccion por virus de Epstein-
Barr, infecccion por Escherichia coli, infeccion de origen alimentario, glosopeda, dermatitis fungal, gastroenteritis,
enfermedad estreptocdcica del grupo A, enfermedad estreptocécica del grupo B, enfermedad de Hansen (lepra),
sindrome pulmonar por hantavirus, infestacion de piojos de la cabeza (pediculosis), infecccion por Helicobacter
pylori, enfermedad hematoldgica, infeccion por el virus Hendra, hepatitis (VHC, VHB), Herpes Zoster (culebrilla),
infeccion por VHI, ehrliquiosis humana, infeccién por virus parainfluenza humano, influenza, isosporiasis (infeccion
por Isospora), fiebre de Lassa, leishmaniasis, kala azar (kala azar, infeccion por Leishmania), lepra, piojos (piojos del
cuerpo, de la cabeza, pubicos), enfermedad de Lyme, malaria, fiebre hemorragica de Marburgo, sarampidn,
meningitis, enfermedades de origen en mosquitos, infeccion por el complejo de Mycobacterium avium (MAC),
infeccion por Naegleria, infecciones nosocomiales, infeccién intestinal no patégena por amebas, oncocercosis
(ceguera del rio), opistorquiasis (infeccidon por Opisthorcis), infeccion por Parvovirus, peste, NNC (neumonia por
Pneumocystis carinii), polio, fiebre Q, rabia, infeccion por Virus sincitial respiratorio (VSR), fiebre reumatica, fiebre de
Rift Valley, infeccion por Rotavirus, infeccién por nematodas, salmonelosis, Salmonella enteritidis, sarna, shigelosis,
herpes, enfermedad del suefio, viruela, infeccidon por estreptococo, infecciéon por tenias (infeccidon por Taenia),
tétano, sindrome del shock téxico, tuberculosis, Ulceras (enfermedad de la Ulcera péptica), fiebre del Valle, infeccion
por Vibrio parahaemolyticus, infeccion por Vibrio vulnificus, fiebre hemorragica viral, verrugas, enfermedades
infecciosas transmitidas por el agua, infeccion por virus del Nilo occidental (encefalitis del Nilo occidental), tos ferina,
fiebre amarilla.

Enfermedades inmunolégicas
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Enfermedades inmunoldgicas son, por ejemplo, asma y diabetes, enfermedades reumaticas y autoinmunes,
SIDA, rechazo de organos y tejidos trasplantados (vea abajo), rinitis, enfermedades pulmonares obstructivas
cronicas, osteoporosis, colitis ulcerosa, sinusitis, lupus eritematoso, infeccciones recurrentes, dermatitis atépica /
eccema, y alergias ocupacionales, alergias alimentarias, alergias a medicamentos, reacciones anafilacticas severas,
anafilaxis y otras manifestaciones de enfermedades alérgicas, al igual de problemas no comunes tal como
inmunodeficiencias primarias, incluyendo estados de deficiencia de anticuerpos, inmunodeficiencias mediadas por
células (p.ej. inmunodeficiencia combinada severa, sindrome de DiGeorge, sindrome de hiper IgE, sindrome de
Wiskott-Aldrich, ataxia-telangiectasia), canceres inmunomediadas y defectos de glébulos blancos.

En enfermedades autoinmunes, tal como lupus eritematoso, artritis reumatoide (AR), esclerosis multiple
(EM), diabetes mellitus inmunomediada o del tipo 1, glomerulonefritis inmunomediada, esclerodermia, anemia
perniciosa, alopecia, pénfigo, pénfigo vulgar, miastenia gravis, enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedad
de Crohn, psoriasis, enfermedades autoinmunes de la tiroides y enfermedad de Hashimoto, dermatomiositis,
sindrome de Goodpasture, miastenia gravis pseudoparalitica, oftalmia simpatica, uveitis facdgena, hepatitis crénica
agresiva, cirrosis biliar primaria, anemia hemolitica autoinmune, enfermedad de Werlhof. Células especificas atacan
de manera incontrolada los proprios tejidos y o6rganos del cuerpo (autoinmunidad), produciendo reacciones
inflamatorias y otros sintomas serios y enfermedades.

La tiroiditis de Hashimoto es una de las enfermedades autoinmunes mas frecuentes. “Enfermedades
autoinmunes” se refiere a una categoria de mas de 80 enfermedades crénicas, cada una de natura muy diferente,
que pueden afectar todo desde las glandulas endocrinas (como la tiroides) a drganos como rifiones, al igual que el
sistema digestivo.

Hay muchas enfermedades autoinmunes diferentes, y cada una de ellas puede afectar el cuerpo de
maneras diferentes. Por ejemplo la reacciéon autoimmune esta dirigida contra el cerebro en la esclorosis multiple y
contra los intestinos en la enfermedad de Crohn. En otras enfermedades autoinmunes tal como el lupus eritematoso
(lupus) los tejidos y érganos afectados pueden variar entre los individuos con la misma enfermedad. Una persona
con lupus puede tener la piel y las articulaciones afectadas mientras otra puede tener el piel, la rifién y los pulmones
afectados. Finalmente, el dafio a ciertos tejidos puede ser permanente, como con la destruccién de las células
pancreaticas que producen insulina en la diabetes mellitus del tipo 1.

Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son, por ejemplo, hipertrofia cardiaca, cardiopatia congénita en el
adulto, aneurisma, angina estable, angina inestable, angina de pecho, edema angioneurdético, estenosis de la valvula
aortica, aneurisma adrtico, aritmia, displasia aritmogénica del ventriculo derecho, arteriosclerosis, malformaciones
arteriovenosas, fibrilacion atrial, sindrome de Behget, bradicardia, tamponada cardiaca, cardiomegalia,
cardiomiopatia congestiva, cardiomiopatia hipertréfica, cardiomiopatia restrictiva, prevencion de enfermedades
cardiovasculares, estenosis carotidea, hemorragia cerebral, sindrome de Churg-Strauss, diabetes, anomalia de
Ebstein, complejo de Eisenmenger, embolismo por colesterol, endocarditis bacteriana, displasia fibromuscular,
defectos cardiacos congénitas, enfermedades cardiacas, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedades de las
valvulas cardiacas, ataque cardiaco, hematoma epidural, hematoma subdural, enfermedad de Hippel-Lindau,
hiperemia, hipertensién, hipertension pulmonar, crecimiento hipertréfico, hipertrofia del ventriculo izquierdo,
hipertrofia del ventriculo derecho, sindrome del corazén derecho hipoplastico, hipotension, claudicacién intermitente,
cardiopatia isquematica, sindrome de Klippel-Trenaunay-Weber, sindrome medular lateral, sindrome de QT largo,
prolapso de la valvula mitral, enfermedad de Moya Moya, sindrome del nédulo linfatico mucocutanéo, infarte
miocardiaco, isquemia miocardiaca, myocarditis, pericarditis, enfermedades vasculares periféricas, phlebitis,
poliarteritis nodosa, atresia pulmonar, enfermedad de Raynaud, restenosis, sindrome de Sneddon, estenosis,
sindrome de la vena cava superior, sindrome X, taquicardia, arteritis de Takayasu, telangiectasia hemorragica
hereditaria, telangiectasia, arteritis temporal, tetralogia de Fallot, tromboangiitis obliterans, trombosis,
tromboembolismo, atresia tricuspida, venas varicosas, enfermedades vasculares, vasculitis, vasospasmo, fibrilacion
ventricular, sindrome de Wiliams, enfermedad vascular periférica, Ulceras de las piernas, trombosis venosa
profunda, sindrome de Wolff-Parkinson-White.

Se prefieren hipertrofia cardiaca, cardiopatia congénita en el adulto, aneurismas, angina, angina de pecho,
aritmias, prevencion de enfermedades cardiovasculares, cardiomiopatias, insuficiencia cardiaca congestiva, infarte
miocardiaco, hipertensiéon pulmonar, crecimiento hipertréfico, restenosis, estenosis, trombosis y arteriosclerosis.
Enfermedades proliferativas

En todavia otra realizacion la enfermedad celular proliferativa se selecciona del grupo que comprende:

adenocarcinoma, melanoma de coroides, leucemia aguda, neurinoma del acustico, carcinoma ampular,
carcinoma anal, astrocitoma, carcinoma de células basales, cancer de pancreas, tumor desmoide, cancer de

vejiga, carcinoma bronquial, cancer de mama, linfoma de Burkitt, cancer de cuerpo, sindrome CUP
(carcinoma de origen primario desconocido), cancer colorectal, cancer intestinales pequeios, tumores
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intestinales pequenos, cancer del ovario, carcinoma de endometrio, ependimoma, tipos de cancer epitelial,
tumores de Ewing, tumores gastrointestinales, cancer gastrico, carcinomas de la vesicula biliar, cancer de
utero, cancer de cervix, glioblastomas, tumores ginecoldgicos, tumores de los oidos, la nariz y la garganta,
neoplasias hematolégicas, leucemia hematoldgica de células pilosas, cancer de uretra, cancer de piel, cancer
de piel de los testiculos, tumores cerebrales (gliomas), metastasis cerebrales, cancer testicular, tumor de
hipofisis, carcinoides, sarcoma de Kaposi, cancer de laringe, tumor de células germinales, cancer de hueso,
carcinoma colorectal, tumores de cabeza y cuello (tumores del area del oido, de la nariz y de la garganta),
carcinoma de colon, craniofaringiomas, cancer oral (cancer en el area de la boca y sobre los labios), cancer
del sistema nervioso central, cancer de higado, metastases de higado, leucemia, tumor de parpado, tumor de
pulmén, cancer de los nédulos linfaticos (linfomas de Hodgkin, no Hodgkin), linfomas, cancer de estémago,
melanoma maligno, neoplasia maligna, tumores malignos del tracto gastrointestinal, carcinoma de mama,
cancer rectal, meduloblastomas, melanoma, meningiomas, enfermedad de Hodgkin, micosis fungoide, cancer
de la nariz, neurinoma, neuroblastoma, cancer de rifién, carcinomas de células renales, oligodendroglioma,
carcinoma de esofago, carcinomas osteoliticas y carcinomas osteoplasticas, osteosarcomas, carcinoma de
ovario, carcinoma de pancreas, cancer de pene, plasmocitoma, cancer de préstata, cancer de faringe,
carcinoma rectal, retinoblastoma, cancer de vagina, carcinoma de tiroides, enfermedad de Schneeberg,
cancer de esotfago, espinaliomas, linfoma de células T (micosis fungoide), timoma, carcinoma de tubo,
tumores del ojo, cancer de uretra, tumores urolégicos, carcinoma urotelial, cancer de vulva, apariencia de
verruga, tumores de tejido blando, sarcoma de tejido blando, tumor de Wilms, carcinoma de cervix, cancer de
lengua, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo, carcinoma ductal in situ, carcinoma lobular in
situ, carcinoma pulmonar de células pequefas, carcinoma pulmonar de células no pequefias, adenoma
bronquial, blastoma pleuropulmonar, mesotelioma, glioma de tronco del encéfalo, glioma hipotalamico,
astrocitoma cerebelar, astrocitoma cerebral, tumores neuroectodermales, tumores pineales, sarcoma de
utero, canceres de las glandulas salivales, adenocarcinomas de las glandulas anales, tumores de mastocitos,
tumores de pelvis, tumores de Uretra, canceres renales papilares hereditarios, canceres renales papilares
esporadicos, melanoma intraocular, carcinoma hepatocelular (carcinomas de células del higado con o sin la
variante fibrolamelar), colangiocarcinoma (carcinoma de conducto biliar intrahepatico), colangiocarcinoma
hepatocelular mixto, carcinoma de células escamosas, melanoma maligno, cancer de células de Merkel,
cancer de piel no melanoma, cancer de hipofaringe, cancer de nasofaringe, cancer de orofaringe, cancer de
la cavidad bucal, cancer de células escamosas, melanoma oral, linfoma relacionado con SIDA, linfoma
cutaneo de células T, limfoma del sistema nervioso central, histiocitoma fibroso maligno, linfosarcoma,
rabdomiosarcoma, histiocitosis  maligna, fibrosarcoma, hemangiosarcoma, hemangiopericitoma,
leiomiosarcoma, carcinoma de mama en caninos y carcinoma de mama en felinos.

Se prefieren los siguientes tipos de cancer: leucemias incluyendo pero no limitado a leucemia linfocitica
cronica, leucemia mielogénica cronica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia de linaje
mixto, cancer de vejiga, cancer de mama, carcinoma de mama, cancer del sistema nervioso central, carcinoma de
colon, cancer gastrico, cancer de pulmoén, cancer de riidn, melanoma, tumores de cabeza y cuello (tumores del
oido, la nariz y de la garganta), cancer de ovario, carcinoma de ovario, cancer de cervix, carcinoma de cervix,
glioblastomas, cancer de pancreas, carcinoma de pancreas, cancer de prostata, cancer de estébmago, cancer de piel,
cancer de piel de los testiculos, linfoma de Hogdkin, cancer de higado, metastasis de higado y carcinomas de
células renales.

Inflamacién

La inflamacion esta mediada preferencialmente por las citoquinas TNF-a, IL-18, GM-CSF, IL-6 y/o IL-8.

Como descrito anteriormente los compuestos de acuerdo con la formula general (I) son agentes
farmaceuticamente activos por la profilaxis y/o el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Por ende se usan estos
compuestos para la fabricacién de una formulacién farmacéutica para la profilaxis y/o el tratamiento de inflamaciones
y enfermedades inflamatorias en mamiferos, incluyendo humanos.

Enfermedades inflamatorias pueden emanar de condiciones inflamatorias infecciosas y no infecciosas que
pueden resultar de una infecciéon por un organismo invasivo o de causas irritativas, traumaticas, metabolégicas,
alérgicas, autoinmunes o idiopaticas, como mostrado en la lista siguiente.

l. infecciones agudas

A. viral B. bacteriana
Il causas no infecciosas
M. enfermedades croénicas (granulomatosas)

bacteriana B. espiroquetal
C. micotico (fungal) D. idiopatico
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V. enfermedades alérgicas, inmunes y idiopaticas
A. reacciones de hipersensitividad
B. enfermedades inmunes y idiopaticos
V. condiciones inflamatorias miscelaneas
A. infecciones por parasita
B. causas de inhalacion:

- lesion aguda (termal)
- polucion y alergia inhalativa
- carcindégenos

C. lesion por radiacion:
- radionecrosis

Las inflamaciones o enfermedades inflamatorias pueden ser provocadas por organismos invasivos tal como
virus, bacterias, priones y parasitos y por causas irritativas, traumaticas, metabdlicas, alérgicas, autoinmunes o
idiopaticas.

Las siguientes bacterias estan conocidas de causar enfermedades inflamatorias: mycoplasma pulmonis
(causa p.ej. enfermedades pulmonares cronicas (EPC), enfermedad murina respiratoria crénica), ureaplasma
urealyticum (causa neumonia en recién nacidos), mycoplasma pneumoniae y chlamydia pneumoniae (causa asma
cronico), C. pneumoniae (causa arteriosclerosis, faringitis a neumonia con empiema, enfermedad cardiaca coronaria
humana), helicobacter pylori (causa enfermedad cardiaca coronaria humana, Ulceras de estdmago).

Los siguientes virus son conocidos por causar enfermedades inflamatorias: herpesvirus, en particular
cytomegalovirus (causa enfermedad cardiaca coronaria humana).
las enfermedades inflamatorias también incluyen el sistema nervioso central (SNC), enfermedades inflamatorias
reumaticas, enfermedades inflamatorias vasculares, enfermedades inflamatorias del oido medio, enfermedades
inflamatorias intestinales, enfermedades inflamatorias de la piel, enfermedades inflamatorias de uveitis,
enfermedades inflamatorias de la laringe.

Ejemplos por enfermedades inflamatorias del sistema nervioso central (SNC) son enfermedades algicas,
proteotecosis, enfermedades bacterianas, formacion de abscesos, meningitis bacterial, enfermedades inflamatorias
idiopaticas, meningoencefalitis eosinofilica, polioencefalomielitis en felinos, meningoencefalomielitis granulomatosa,
meningitis, meningitis/arteritis responsiva a esteroides, meningitis / meningoencefalitis miscelanea,
meningoencefalitis en galgos, encefalitis necrotizante, meningoencefalomielitis piogranulomatosa, cerebelitis
idiopatica en caninos, enfermedades micéticas del SNC, encefalomielitis parasitica, enfermedades inducidas por
priones, encefalopatia espongiforme felina, encefalitis/encefalomielitis protozoal, toxoplasmosis, neosporosis,
sarcocistosis, encefalitozoonosis, tripanosomiasis, acantamebiasis, babesiosis, leishmaniasis, enfermedades de
rickettsias, fiebre de las Montafias Rocosas, ehrliquiosis canina, envenamiento por salmoén, enfermedades virales,
enfermedad de Aujeszky, enfermedad de Borna, encefalomielitis viral de herpes canino, encefalomielitis de moquillo,
encefalomielitis de moquillo en animals inmaduros, encefalomielitis de recaida crénica, encefalitis de moquillo post-
vaccinal, virus de inmunodeficiencia en felinos, peritonitis infecciosa felina, virus de leucemia felino, hepatitis
infecciosa canina, encefalitis por virus La Crosse, encefalitis por parvovirus, rabia, rabia post-vaccinal.

Ejemplos para enfermedades inflamatorias reumaticas son artritis reumatoide, esclerodermia, lupus,
polimiositis, dermatomiositis, artritis psoriatica, espondilitis anquilosante, sindrome de Reiter, artritis reumatoide
juvenil, bursitis, tendinitis (tendonitis) y fibromiositis.

Ejemplos para enfermedades inflamatorias de vasos sanguineos son vasculitis, autoanticuerpos en
vasculitis, poliangiitis miscroscépica, arteritis de células gigantes, arteritis de Takayasu, vasculitis del sistema
nervioso central, tromboangiitis obliterans (enfermedad de Buerger), vasculitis segundaria a infecciones bacteriales,
fungales y parasiticas, vasculitis y artritis reumatoide, vasculitis en lupus eritematoso sistémico, vasculitis en
miopatias inflamatorias idiopaticas, policondritis recidivante, vasculitis sistémica en sarcoidosis, vasculitis y
neoplasias y vasculitis inducida por medicamentos.

Ejemplos para enfermedades inflamatorias del oido medio son otitis media supurativa aguda, miringitis
bulosa, miringitis granular y otitis media supurativa crénica que pueden manifestarse como enfermedades de
mucosa, colesteatoma, o los dos.

Ejemplos para enfermedades inflamatorias intestinales son colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 261958573

Ejemplos para enfermedades inflamatorias de la piel son dermatosis inflamatorias agudas, urticaria,
dermatitis espongiotica, dermatitis por contacto alérgica, dermatitis por contacto irritante, dermatitis atopica, eritema
multiforme (EM menor), sindrome de Stevens-Johnson (SSJ, EM mayor), necrolisis epidérmica téxica (NET),
dermatosis inflamatorias crénicas, psoriasis, liquen plano, lupus eritematoso discoide y acné vulgar.

Uveitis son inflamaciones localizadas en y/o sobre el ojo y pueden estar asociadas con inflamaciones en
otra parte del cuerpo. En la mayoria de las circunstancias los pacientes que tienen uveitis como parte de una
enfermedad en otra parte del cuerpo son conscientes de esa enfermedad. La mayoria de los pacientes con uveitis
no tienen una enfermedad sistémica asociada que es evidente. Las causas de la uveitis pueden ser causas
infecciosas, sindromes de enmascaramiento, enfermedades inmunomediadas presuntas y/o sindromes limitados en
primer lugar al ojo.

Los siguientes virus estan asociados con inflamaciones; virus de inmunodeficiencia humana - |, virus del
Herpes simplex, virus del Herpes zoster y citomegalovirus.

Inflamaciones causadas, inducidas, iniciadas y/o aumentadas por bacterias o espiroquetas son
tuberculosis, lepra, proprionobacterium, sifilis, enfermedad de Whipple, leptospirosis, brucelosis y enfermedad de
Lyme.

Inflamaciones causadas, inducidas, iniciadas y/o aumentadas por parasitas (protozdicas o helminticas) son
toxoplasmosis, acanthamoeba, toxocariasis, cisticercosis, oncocercosis.

Inflamaciones causadas, inducidas, iniciadas y/o aumentadas por hongos son histoplasmosis,
coccidioidomicosis, candidiasis, aspergilosis, esporotricosis, blastomicosis y criptococosis.

Sindromes de enmascaramiento son, por ejemplo, leucemia, linfoma, retinitis pigmentosa y retinoblastoma.

Enfermedades inmunomediadas presuntas pueden estar seleccionadas del grupo que comprende
espondilitis anquilosante, enfermedad de Behget, enfermedad de Crohn, reaccion a medicamentos o de
hipersenitividad, nefritis intersticial, artritis reumatoide juvenil, enfermedad de Kawasaki, esclerosis mdltiple, artritis
psoriaca, sindrome de Reiter, policondritis recidiva, sarcoidosis, sindrome de Sjégren, lupus eritematoso sistémico,
colitis ulverativa, vasculitis, vitiligo, sindrome de Vogt Koyanagi Harada.

Sindromes limitados en primer lugar al ojo son, por ejemplo, epiteliopatia pigmentaria placoide multifocal
aguda, necrosis retinal aguda, retinocoroidopatia en perdigonada, ciclitis heterocrémica de Fuchs, crisis
glaucomatociclitica, uveitis inducida por lentes, coroiditis multifocal, pars planitis, coroiditis serpiginosa, oftalmia
simpatética y trauma.

Ejemplos para enfermedades inflamatorias de laringe son enfermedad por reflujo gastroesofagico
(laringofaringeal), laringitis pediatrica, infecciones de laringe agudas en adultos, enfermedades crénicas
(granulomatosis), enfermedades alérgicas, inmunes y idiopaticas y condiciones inflamatorias miscelaneas.

La laringitis pediatrica esta conocida como una infeccién aguda (viral o bacterial) tal como laringotraqueitis
(croup), supraglotitis (epiglotitis), difteria, y causas no infeccionales son por ejemplo croup espasmaddico y laringitis
traumatica.

Infecciones de laringe agudas en adultos son, por ejemplo, laringitis viral, infeccion comun de las vias
respiratorias superiores, laringotraqueitis, herpes simplex, laringitis bacterial, supraglotitis, absceso laringeal y
gonorrea.

Enfermedades cronicas (granulomatosis) pueden estar seleccionadas del grupo que comprende
enfermedades bacterianas, tuberculosis, lepra, escleroma, actinomicosis, tularemia, muermo, enfermedades de
espiroquetas (sifilis), enfermedades micéticas (fungales), candidiasis, blastomicosis, histoplasmosis,
coccidiomicosis, aspergilosis, enfermedades idiopaticas, sarcoidosis y granulomatosis de Wegener.

Enfermedades alérgicas, inmunes y idiopaticas son, por ejemplo, reacciones de hipersensitividad,
angioedema, sindrome de Stevens-Johnson, enfermedades inmunes y idiopaticas, infecciones en un huésped
inmunocomprometido, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, penfigoide cicatricial, policondritis recidiva,
sindrome de Sjégren y amiloidosis.

Condiciones inflamatprias misceldneas son, por ejemplo, infecciones de parasitas, triquinosis,
leishmaniasis, esquistosomiasis, Syngamus laryngeus, laringitis por inhalacion, lesion aguda (termal), polucién y
alergia inhalatoria, carcinégenos, lesidon por radiacion, laringitis por radiacion, radionecrosis, abuso vocal,
hemorragia en las cuerdas vocales, disfonias por tensién muscular y Ulcera de contacto y granuloma.
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Apoplejia

Los compuestos inventivos de acuerdo con la formula general (I) igual que los sales farmaceuticamente
aceptables de ellos sirven también para el tratamiento de apoplejia.

Los compuestos de acuerdo con la formula general (1) igual que los sales farmaceuticamente aceptables de
ellos estan usados como inhibidores de una proteina quinasa, preferencialmente como un inhibidor de una proteina
quinasa celular.

Preferentemente, dicha proteina quinasa celular consiste de proteina quinasas dependientes de ciclina
(CDKs).

Las proteina quinasas dependientes de ciclina pueden ser seleccionadas del grupo que comprende: CDK1,
CDK2, CDK3, CDK4, CDK5, CDK6, CDK7, CDK8, CDK9, CDK10, CDK11, CrkRS (Crk7, proteina quinasa 7
relacionada a CDC2), CDKL1 (similar a quinasa dependiente de ciclina 1), KKIALRE, CDKL2 (similar a quinasa
dependiente de ciclina 2), KKIAMRE, CDKL3 (similar a quinasa dependiente de ciclina 3), NKIAMRE, CDKL4, similar
a similar a quinasa dependiente de ciclina 1), CDC2L1 (similar a ciclo de division cellular 2 - 1), PITSLRE B, CDC2L1
(similar a ciclo de division cellular 2 - 1), PITSLRE A, CDC2L5 (similar a ciclo de division cellular 2 - 5), PCTK1
(PCTAIRE proteina quinasa 1), PCTK2 (PCTAIRE proteina quinasa 2), PCTK3 (PCTAIRE proteina quinasa 3) o
PFTK1 (PFTAIRE proteina quinasa 1).

Particularmente preferido, dicha proteina quinasa dependiente de ciclina es CDK9. Asi los compuestos de
acuerdo con la férmula general (1) igual que los sales fartmacéuticamente aceptables de ellos estan usados como un
inhibidor de CDKO.

Ademas, los compuestos de acuerdo con la invencién muestran un potencial alto (demostrado por un valor
ICs0 bajo) para inhibir la actividad de CDK9. En el contexto de la presente invencién el valor ICso en respecto a CDK9
puede ser determimado por los métodos descritos en la seccion de Métodos mas abajo. Preferibilmente esta
determinado segun el método descrito en la seccion 3.6.

De manera sorprendente se mostrd que los compuestos de acuerdo con la formula general (1) igual que los
sales farmacéuticamente aceptables de ellos inhiben selectivamente CDK9 en comparaciéon a otras proteina
quinasas dependientes de ciclina. Por ende los compuestos de acuerdo con la formula general (I) igual que los sales
farmacéuticamente aceptables de ellos estan usados como inhibidores selectivos de CDK9.

Compuestos de la presente invencion particularmente preferidos de acuerdo con la formula (I) demuestran
una inhibicién mas fuerte de CDK9 que de CDK2. En el contexto de la presente invencion el valor ICso en respecto a
CDK2 puede ser determimado por los métodos descritos en la secciéon de Métodos mas abajo. Preferibilmente esta
determinado segun el método descrito en la seccion 3.5.

Ademas, los compuestos de la presente invencion de acuerdo con la férmula (1) median una actividad
antiproliferativa en lineas de células tumorales tales como HelLa, MaTu/ADR, H460, DU145, CACO-2 o B16F10. En
el contexto de la presente invencion los valores ICso de los compuestos con respecto a estas lineas celulares se
determinan preferencialmente de acuerdo con los métodos descritos mas abajo.

Compuestos preferidos de la presente invencion median una actividad antiproliferativa particularmente
fuerte en la linea celular tumoral Hela.

Como se usa aqui, un “inhibidor” de quinasa se refiere a cualquier compuesto capaz de regular hacia abajo,
diminuir, suprimir o regular de otra manera la cantidad y/o la actividad de una quinasa. Se puede alcanzar la
inhibicion de estas quinasas por cualquier de una variedad de mecanismos conocidos en la técnica, inclyuendo pero
no limiado a ligar directamente al polipéptido de la quinasa, denaturalizar o inactivar de otra manera la quinasa, o
inhibir la expression del gen (p.ej. transcripcion a mARN, translacién a un polipéptido naciente y/o modificaciones
finales del polipéptido a una proteina madura) que codifica la quinasa. En general inhibidores de quinasa pueden ser
proteinas, polipéptidos, acidos nucleicos, moléculas pequenas y otros residuos quimicos.

Como se usa aqui el término “inhibitorio” o “inhibicién” se refiere a la capacidad de un compuesto de regular
hacia abajo, diminuir, reducir, suprimir, inactivar o inhibir al menos parcialmente la actividad de una enzima, o la
expression de una enzima o proteina y/o la replicacion viral.

Los compuestos mostradas explicitamente en tabla 1 estan preferidos para el uso en estos métodos o
indicaciones revelados aqui. Es otro aspecto de la presente invencion que al menos un compuesto de acuerdo con
la férmula general (l) usado como agente farmacéuticamente activo puede ser administrado en combinacién con
otros compuestos terapéuticos.
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Para la indicacion VHI compuestos de acuerdo con la féormula general (I), preferencialmente estos para
CDK9 como mostrado en tabla 4 pueden ser administrados en combinacion con agentes antiretrovirales
seleccionados de las siguientes cinco clases:

1) inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa inversa (INTIs),

2) inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa (INNTIs),
3) inhibidores de la proteasa (IP),

4) inhibidores de fusién o

5) estimulos inmunoldgicos.

Composiciones farmacéuticas y combinaciones de farmacos

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a combinaciones de farmacos y composiciones
farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto de la férmula general () como ingrediente activo junto con
al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable, excipiente y/o diluente y opcionalmente junto con uno o mas
agentes antitumorales o con uno o mas farmacos antiretrovirales. Como se usa aqui el término “combinacién de
farmaco” se refiere a una combinacion de al menos un agente farmacéuticamente activo o agentes terapéuticos con
o sin mas ingredientes, vehiculo, diluentes y/o solventes. Como se usa aqui el término “composicién farmacéutica”
se refiere a una formulaciéon galénica de al menos un agente farmacéuticamente activo junto con al menos otro
ingrediente, vehiculo, diluente y/o solvente.

Los compuestos de la formula (I) pueden ser administrados como unico agente farmacéutico o en
combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales, en que la combinacién de farmacos causa ningunos
efectos adversos inaceptables. Esta terapia combinada incluye la administracién de una sola formulaciéon con una
dosificacién farmacéutica que contiene un compuesto de la férmula (I) y uno o mas agentes terapéuticos adicionales,
agentes en forma de una sola composicion farmacéutica, igual que la administracion del compuesto de la férmula (1)
y de cada uno de los agentes terapéuticos adicionales en su propria formulacién con una dosificacién farmacéutica
por via separada, es de decir en su propria formulacion farmacéutica distinta. Por ejemplo, un compuesto de la
férmula (I) y un agente terapéutico pueden ser administrados a un paciente juntos en una sola formulacién con una
dosificacién farmacéutica oral tal como un comprimido o una capsula, o cada agente puede ser administrado en
composiciones farmacéuticas distintas.

Cuando se usan composiciones farmacéuticas distintas el compuesto de la féormula (I) y uno o mas agentes
terapéuticos adicionales pueden ser administrados a practicamente el mismo tiempo (p.ej. conjuntamente) o a
tiempos escalonados separados (p.ej. sequencialmente).

En particular, los compuestos de la presente invencion pueden ser usados en una composicion
farmacéutica fija o separada con otro agente antitumoral tal como agentes alquilizantes, antimetabolitas, agentes
antitumorales derivados de plantas, agentes de terapia hormonal, inhibidores de topoisomerasa, derivados de
camptotecina, inhibidores de quinasa, farmacos dirigidos a moléculas especificas, anticuerpos, interferones, y/o
modificadores de la respuesta bioldgica, compuestos antiangiogénicos y otros farmacos antitumorales. En este
aspecto lo siguiente es una lista no limitante de agentes segundarios que pueden ser usados en combinaciéon con
los compuestos de la presente invencion:

e Agentes alquilizantes incluyen, pero no estan limitados a mostaza de nitrégeno N- 6xido, ciclofosfamida,
ifosfamida, tiotepa, ranimustina, nimustina, temozolomida, altretamina, apazicuona, brostalicina,
bendamustina, carmustina, estramustina, fotemustina, glufosfamida, mafosfamida y mitolactol; compuestos
alquilizantes coordinados por platino incluyen, pero no estan limitados a cisplatina, carboplatina, eptaplatina,
lobaplatina, nedaplatina, oxaliplatina y satraplatina;

¢ Antimetabolitas incluyen, pero no estan limitados a metotrexato, 6-mercapto-purina-ribésido, mercapto-
purina, 5-fluorouracilo solo o en combinacién con leucovorina, tegafur, doxifluridina, carmofur, citarabina,
ocfosfato de citarabina, enocitabina, gemcitabina, fludarabina, 5-azacitidina, capecitabina, cladribina,
clofarabina, decitabina, eflornitina, etinilcitidina, arabinésido de citosina, hidroxiurea, melphalan, nelarabina,
nolatrexed, ocfosfita, disodio de premetrexed, pentostatina, pelitrexol, raltitrexed, triapina, trimetrexato,
vidarabina, vincristina y vinorelbina;

e Agentes de terapia hormonal incluyen, pero no estan limitados a exemestan, Lupron, anastrozol,
doxercalciferol, fadrozol, formestan, inhibidores de la 11-beta hidroxisteroide deshidrogenasa 1, inhibidores
de 17-alfa hidroxilasa/17,20 liasa tal como acetato de abiraterona, inhibidores de 5-alfa-reductasa tal como
finasteride y epristeride, antiestrégenos tal como tamoxifeno citrato y fulvestrant, Trelstar, toremifen, raloxifen,
lasofoxifen, letrozol, antiandrégenos tal como bicalutamida, flutamida, mifepristona, nilutamida, Casodex y
antiprogesteronas y combinaciones de ellos;

* Agentes antitumorales derivados de plantas incluyen, p.ej. estos seleccionados de inhibidores mitéticos, por
ejemplo epotilonas tal como sagopilona, ixabepilona y epotilona B, vinblastina, vinflunina, docetaxel y
paclitaxel;
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o Agentes citotéxicos inhibidores de topoisomerasa incluyen, pero no estan limitados a aclarubicina, doxo-
rubicina, amonafida, belotecan, camtotecina, 10-hidroxi-camptotecina, 9-amino-camptotecina, diflomotecan,
irinotecan, topotecan, edotecarina, epimbicina, etopdsido, exatecan, gimatecan, lurtotecan, mitoxantrona,
pirambicina, pixantrona, rubitecan, sobuzoxano, taflupésido y combinaciones de ellos;

e Inmunoldgicos incluyen interferones tal como interferon alfa, interferon alfa-2a, interferén alpha-2b,
interferon beta, interferon gamma-1a y interferon gamma-n1, y otros agentes inmunoestimulantes tal como
L19-IL2 y otros derivados de IL2, filgrastim, lentinan, sizofilan, TheraCys, ubenimex, aldesleukin,
alemtuzumab, BAM-002, dacarbazina, daclizumab, denileukin, gemtuzumab, ozogamicina, ibritumomab,
imiquimod, lenograstim, vacuno de melanoma (Corixa), molgramostim, sargramostim, tasonermin, tecleukin,
timalasin, tositumomab, vimlicin, epratuzumab, mitumomab, oregovomab, pemtumomab y Provenge; Merial
(vacuno de melanoma);

¢ Modificadores de la respuesta bioldgica son agentes que modifican los mecanismos de defensa de
organismos vivos o respuestas biolégicas tal como la supervivencia, crecimiento o diferenciacién de células
de tejido para dirigirlos a tener una actividad antitumoral; tales agentes incluyen, p.ej., krestin, lentinan,
sizofiran, picibanil, ProMune y ubenimex;

e Compuestos antiangiogénicos incluyen, pero no estan limitados a acitretin, aflibercept, angiostatina,
aplidine, asentar, axitinib, recentin, bevacizumab, alaninato de brivanib, cilengtida, combretastatina, DAST,
endostatina, fenretinida, halofuginona, pazopanib, ranibizumab, rebimastat, removab, revlimid, sorafenib,
vatalanib, esqualamina, sunitinib, telatinib, talidomida, ukrain y vitaxin;

e Anticuerpos incluyen, pero no estan limitados a trastuzumab, cetuximab, bevacizumab, rituximab,
ticilimumab, ipilimumab, lumiliximab, catumaxomab, atacicept, oregovomab y alemtuzumab;

¢ Inhibidores de VEGF tal como, p.€j., sorafenib, DAST, bevacizumab, sunitinib, recentin, axitinib, aflibercept,
telatinib, alaninato de brivanib, vatalanib, pazopanib y ranibizumab; Palladia

¢ Inhibidores de EGFR (HER1) tal como, p.ej., cetuximab, panitumumab, vectibix, gefitinib, erlotinib y Zactima;
¢ Inhibidores de HER2 tal como, p.ej., lapatinib, tratuzumab y pertuzumab;

e Inhibidores de mTOR tal como, p.ej., temsirolimus, sirolimus/rapamicina y everolimus;

e Inhibidores de c-Met;

e Inhibidores de PI3K y AKT;

¢ Inhibidores de CDK tal como roscovitina y flavopiridol;

¢ Inhibidores de puestos de control para la formacién de huso y agentes antimitéticos dirigidos a una
molécula tal como inhibidores de PLK, inhibidores de Aurora (p.ej. hesperadin), inhibidores de quinasas de
puestos de control y inhibidores de KSP;

¢ Inhibidores de HDAC tal como, p.ej., panobinostat, vorinostat, MS275, belinostat y LBH589;

e Inhibidores de HSP90 y HSP70;

¢ Inhibidores de proteasoma tal como bortezomib y carfilzomib;

e Inhibidores de serina-treonina quinasas incluyendo inhibidores de MEK (tal como p.ej. RDEA 119) y
inhibidores de Raf tal como sorafenib;

¢ Inhibidores de farnesiltransferasa inhibitors tal como, p.ej., tipifarnib;

¢ Inhibidores de tirosina quinasa tal como, p.ej., dasatinib, nilotibib, DAST, bosutinib, sorafenib, bevacizumab,
sunitinib, AZD2171, axitinib, aflibercept, telatinib, mesilato de imatinib, alaninato de brivanib, pazopanib,
ranibizumab, vatalanib, cetuximab, panitumumab, vectibix, gefitinib, erlotinib, lapatinib, tratuzumab,
pertuzumab y inhibidores de c-Kit; Palladia, masitinib;

* Agonistas de receptores de vitamina D;

¢ Inhibidores de proteina Bcl-2 tal como obatoclax, sodio de oblimersen y gosipol;

e Cumulo de diferenciacion para 20 antagonistas de receptores tal como p.e;j. rituximab;

¢ Inhibidores de ribonucledtido reductasa tal como p.ej. gemcitabina;

* Agonistas de receptor 1 de ligando induciendo apoptosis y necrosis tumoral tal como p.ej. mapatumumab;

o Antagonistas de receptores de 5-hidroxitriptamina tal como, p.ej., rEV598, xaliprode, clorhidrato de
palonosetron, granisetron, Zindol y AB-1001;

¢ Inhibidores de integrina incluyendo inhibidores de integrina alfa5-beta1 tal como, p.ej., E7820, JSM 6425,
volociximab y endostatina;

o Antagonistas de receptores andrégenos incluyendo p.ej. decanoato de nandrolona, fluoximesterona,
Android, Prost-aid, andromustina, bicalutamida, flutamida, apo-ciproterona, apo-flutamida, acetato de
clormadinona, Androcur, Tabi, acetato de ciproterona y nilutamida;

e Inhibidores de aromatasa tal como, p.ej., anastrozol, letrozol, testolactona, exemestan, aminoglutetimida y
formestan;

e Inhibidores de metaloproteinasa de matriz;

e Otros agentes anticancer incluyendo, p.ej., alitretinoina, ampligen, atrasentan bexaroten, bortezomib,
bosentan, calcitriol, exisulind, fotemustina, acido ibandrénico, miltefosina, mitoxantrona, L-asparaginasa,
procarbazina, dacarbazina, hidroxicarbamida, pegaspargasa, pentostatina, tazaroteno, Velcade, nitrato de
galio, canfosfamida, darinaparsin y tretinoina.

Se pueden usar también los compuestos de la presente invencién en el tratamiento de cancer en

combinacién con terapia de radiacién y/o una intervencion cirargica.
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Ademas se pueden usar los compuestos de la formula (I) como tales o en composiciones en las
investigaciones y la diagndstica, o como estandares de referencia analiticos y similares, que estan bien conocidos
en la técnica.
al menos un compuesto inventivo de acuerdo con la férmula general (1) y/o los sales farmacéuticamente aceptables
de ellos junto con al menos un farmaco antiretroviral, en especial con al menos uno de los farmacos mencionados
anteriormente.

Las composiciones farmacéuticas segun la presente invencidon comprenden al menos un compuesto de
acuerdo con la presente invencion como ingrediente activo junto con al menos un vehiculo, excipiente y/o diluente
farmacéuticamente aceptable (es de decir, no téxico). Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden ser preparadas en un vehiculo convencional sélido o liquido o en un diluente y un adyuvante convencional
producido farmacéuticamente en un nivel de dosificacion conveniente en una manera conocida. Las preparaciones
preferidas estana adaptadas a una aplicacién oral. Estas formas de aplicacién incluyen, por ejemplo, pastillas,
comprimidos, comprimidos recubiertos con pelicula, comprimidos recubiertos, capsulas, polvos y depositos.

Ademas la presente invencion incluye también preparaciones farmacéuticas para una aplicaciéon parenteral,
incluyendo dermal, intradermal, intragastral, intracutanea, intravasal, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
intranasal, intravaginal, intrabucal, percutédnea, rectal, subcutanea, sublingual, tépica o transdermal, en que las
preparaciones contienen en adicion a vehiculos y/o diluentes tipicos al menos un compuesto de acuerdo con la
presente invencién y/o un sal farmacéuticamente aceptable de él como ingrediente activo.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencidon que contienen al menos un
compuesto de acuerdo con la presente invencién y/o un sal farmacéuticamente aceptable de él como ingrediente
activo tipicamente seran administradas junto con materiales convenientes de vehiculo seleccionados en respecto a
la forma intencionada de aplicacién, o sea para una aplicacion oral en forma de comprimidos, capsulas (llenadas o
de forma sélida o semisodlida o liquida), polvos para reconstitucion, geles, elixires, granulos dispersables, jarabes,
suspensiones y similares, y consistentes con las practicas farmacéuticas convencionales. Por ejemplo, para la
administracion oral en forma de comprimidos o capsulas el componente activo del farmaco puede ser combinado
con cualquier vehiculo oral no téxico farmacéuticamente aceptable, preferencialmente con un vehiculo inerte como
lactosa, almiddn, sucrosa, celulosa, estearato de magnesio, fosfato dicalcio, sulfato de calcio, talco, manitol, alcohol
etilico (capsulas llenadas de liquido) y similares. Ademas ligantes, lubricantes, agentes desintegrantes y agentes
colorizantes convenientes pueden ser incorporados también en el comprimido o la capsula. Polvos y comprimidos
pueden contener de ca. 5 a ca. 95 % de peso del derivado de pirimidina 4,6 disustituida de acuerdo con la férmula
general (I) o compuestos analogos de ella o del respectivo sal farmacéuticamente activo como ingrediente activo.

Ligantes convenientes incluyen almidén, gelatina, azucares naturales, edulcorantes de maiz, gomas
naturales y sintéticas tal como acacia, alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol y ceras. Entre los
lubricantes convenientes se pueden mencionar acido bdrico, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio y
similares. Desintegrantes convenientes incluyen almidén, metilcelulosa, goma guar y similares. Agentes
edulcorantes y saborizantes al igual que conservantes pueden ser incluidos, si preciso. Los desintegrantes,
diluentes, lubricantes, ligantes etc, seran discutidos mas detalladamente en lo seguido.

Ademas composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser formuladas en una forma de
liberacion sostenida para proveer la liberacion de tasa controlada de una o mas de los componentes o ingredientes
activos para optimizar el (los) efecto(s) terapéutico(s), p.ej. la actividad antihistaminica y similares. Formas de
dosificacién convenientes para una liberacién sostenida incluyen comprimidos con capas de diferentes tasas de
desintegracion o matrices poliméricas de liberacion controlada impregnadas con los componentes activos y estan
preparadas en forma de comprimidos o capsulas que contienen las matrices poliméricas porosas impregnadas o
encapsuladas de tal manera.

Preparaciones en forma liquida incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones. Por ejemplo se pueden
mencionar agua o soluciones de agua/propilenglicol para inyecciones parenterales o la adicién de edulcorantes y
opacicantes para soluciones, suspensiones y emulsiones orales. Prepaciones liquidas pueden incluir también
soluciones para una administracion intranasal.

Preparaciones de aerosol convenientes para la inhalacion pueden incluir soluciones y soélidos en forma de
polvo que pueden estar presente en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un gas
inerte comprimido, p.ej. nitrégeno.

Para la preparacion de supositorios una cera con temperatura de fusion baja tal como mezclas de glicéridos
de acidos grasos como manteca de cacao esta fundida antes, y después el ingrediente activo esta dispersado de
manera homogénea en ella, p.ej. por agitacion. La mezcla fundida homogénea es vertida entonces en moldes de
tamano conveniente, permitida de enfriar y solidificada de este modo.

E
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stan incluidas también formas soélidas intencionadas de ser convertidas, poco antes del uso, en
preparaciones de forma liquida para una administracion o oral o parenteral. Tales formas liquidas incluyen
soluciones, suspensiones y emulsiones.

Los compuestos de acuerdo con la presente invencion pueden ser aplicados también de forma
transdérmica. Las composiciones transdérmicas pueden tener la forma de una crema, una locién, un aerosol y/o una
emulsiéon y pueden estar incluidas en un parche transdermal del tipo matriz o depdsito como conocido en la técnica
para este propésito.

El término capsula como recitado aqui se refiere a un envase o un contenedor hecho p.ej. de metilcelulosa,
alcoholes polivinilicos o gelatinas denaturalizadas o almidén para mantener o contener composiciones que
comprenden el/los ingrediente(s) activo(s). Capsulas de capa dura estan hechas tipicamente de gelatinas de
capacidad de gelificacion relativamente alta de huesos o piel porcina. La capsula misma puede contener pequefias
cantidades de colorantes, agentes opacicantes, plastificantes y/o conservantes.

Bajo el término comprimido se entiende una forma de dosificacién sdélida moldeada que comprende los
ingredientes activos con diluentes convenientes. El comprimido puede ser preparado por compresién de mezclas o
granulaciones obtenidas por granulacién humeda, granulacién seca o por compactacion bien conocidas a un experto
promedio en la materia.

Geles orales se refieren a unos ingredientes activos dispersados o solubilizados en una matriz hidrofilica
semisolida.

Polvos para reconstitucion se refieren a mezclas de polvo que contienen los ingredientes activos y diluentes
convenientes que pueden ser suspendidas p.ej. en agua o jugo.

Diluentes convenientes son substancias que usualmente forman la porcion mayor de la composicion o
forma de dosificacién. Diluentes convenientes incluyen azucares tal como lactosa, sucrosa, manitol y sorbitol,
almidones derivados de trigo, maiz, arroz y papa, y celulosas tal como celulosa microcristalina. La cantidad del
diluente en la composicién puede variar de ca. 5 a ca. 95 % de peso de la composicién total, preferencialmente entre
ca. 25 a ca. 75 % de peso, y més preferencialmente entre ca. 30 a ca. 60 % de peso.

El término desintegrantes se refiere a materiales adicionados a la composicién para apoyar el quebramiento
(la desintegracion) y la liberacion de los ingredientes farmacéuticamente activos de un medicamento. Desintegrantes
convenientes incluyen almidones, almidones modificados de ser solubles en agua fria tal como sodio carboximetil
del almidén, gomas naturales y sintéticas tal como algarroba, karaya, guar, tragacanto y agar, derivados de celulosa
tal como metilcelulosa y carboximetil celulosa de sodio, celulosas microcristalinas y celulosas microcristalinas
reticuladas tal como croscaramelosa sddica, alginatos tal como &cido alginico y alginato de sodio, arcillas tal como
bentonitas y mezclas efervescentes. La cantidad del desintegrante en la composicion puede variar entre ca. 2 a ca.
20 % de peso de la composicion, mas preferencialmente entre ca. 5 a ca. 10 % de peso.

Ligantes son substancias que ligan o “aglutinan” particulos de polvo y los hacen cohesivos por la formacion
de granulos, sirviendo asi como “adhesivo” en la formulacién. Ligantes adicionan capacidad adhesiva ya presente en
el diluente o en el espesante. Ligantes convenientes incluyen azicares tal como sucrosa, almidones derivados de
trigo, maiz, arroz y papa, gomas naturales tal como acacia, gelatina y tragacanto, derivados de algas tal como acido
alginico, alginato de sodio y alginato de amonio y calcio, materiales de celulosa tal como metilcelulosa, carboximetil
celulosa de sodio y hidroxipropilmetil celulosa, polivinilpirrolidona y compuestos inorganicos tal como silicato de
magnesio y aluminio. La cantidad del ligante en la composicion puede variar de ca. 2 a ca. 20 % de peso de la
composicion total, preferencialmente entre ca. 3 a ca. 10 % de peso, y mas preferencialmente entre ca. 3 a ca. 6 %
de peso.

Lubricantes se refieren a una clase de substancias que son adicionadas a la forma de dosificacién para
habilitar el comprimido, los granulos etc. de ser liberados desde el molde o cubilete después de la compresién por
reduccion de friccion o desgaste. Lubricantes convenientes incluyen estearato de magnesio, estearato de calcio,
estearato de potasio, acido esteérico, ceras de temperatura de fusion alta, y otros lubricantes solubles en agua tal
como cloruro de sodio, benzoato de sodio, acetato de sodio, oleato de sodio, polietilenglicoles y D,L-leucina. Los
lubricantes se afaden usualmente en el Ultimo paso antes de la compresién ya que tienen que estar presentes en la
superficie de los granulos La cantidad del lubricante en la composicién puede variar de ca. 0,2 a ca. 5 % de peso de
la composicion total, preferencialmente entre ca. 0,5 a ca. 2 % de peso, y mas preferencialmente entre ca. 0,3 a ca.
1,5 % de peso de la composicion.

Deslizantes son materiales que previenen la aglomeracién de los componentes de la composicion
farmacéutica y mejoran las caracteristicas de flujo del granulado de manera que el flujo es suave y uniforme.
Deslizantes convenientes incluyen dioxido de silicio y talco. La cantidad del deslizante en la composicién puede
variar entre ca. 0,1 a ca. 5 % de peso de la composicion, mas preferencialmente entre ca. 0,5 a ca. 2 % de peso.
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Colorizantes son excipientes que proveen una colorizacion a la composicion o la forma de dosificacion.
Tales excipientes pueden incluir tinturas de grado alimentario adsorbidas sobre un adsorbente conveniente tal como
arcilla u 6xido de aluminio. La cantidad del colorizante puede variar entre ca. 0,1 a ca. 5 % de peso de la
composicion, mas preferencialmente entre ca. 0,5 a ca. 1 % de peso.

Los compuestos de la invencion son especialmente Utiles para prevenir la formacion de metastasis, Ademas
los compuestos de la invencidon son especialmente Utiles para tratar canceres y tumores resistentes a farmacos y
resistentes a multi farmacos.
Ejemplos

Preparacion de los compuestos:

Abreviaciones usadas en la descripcién de la guimica y en los Ejemplos siquientes son:

CDCls (cloroformo deuterizado); cHex (ciclohexano); DCM (diclorometano); DIPEA (diisopropiletilamina);
DMF (dimetilformamida); DMSO (dimetil sulfoxido); eq (equivalente); ESI (electrospray); EtOAc (acetato de etilo);
EtOH (etanol); iPrOH (isopropanol); MeOH (metanol); MS (espectrometria de masa); RMN (resonancia magnética
nuclear); Pd(dppf)Cl2 (complejo de [1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloro paladio(ll) con diclorometano); iPrOH
(isopropanol); TA (temperatura ambiental); sat. aq. (acuoso saturado); SiO2 (gel de silice); ATF (acido
trifluoroacético); THF (tetrahidrofurano).

Ejemplos de Preparacion
Intermediarios
Intermediario 1: 3-[(4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (A1)

A una solucién de 2,4-dicloro-1,3,5-triazina (1,0 eq) en DMF seco (0,7 M) en 0°C bajo atmdsfera de N2 se
afiadié una solucion de (3-aminofenil)-metansulfonamida (1,0 eq) en DMF seco (0,7 M). La mezcla reactiva fue
agitada por 2,5 h en 0°C. Después se anadié agua y la solucién acuatica fue neutralizada con una solucion sat. aq.
de NaHCOs. La capa acuatica fue extraida con EtOAc y las capas organicas combinadas fueron secadas sobre
Na2S04. Evaporacion del solvente dio A1, un soélido blanco que fue usado en el paso siguiente sin otra purificacion.
"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 4.26 (s, 2H), 6,89 (s, 2H), 7,15 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,36 (d, J = 7,4 Hz, 1H),
7,66 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 8,64 (s, 1H), 9,75 (br. s, 1H), 10,83 (s, 1H). MS (ESI) C10H10CINsO2S requiere: 299,
encontrado: 300 (M+H)*.

Intermediario 2: 3-[(4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-sulfonamida (A2)

A2 fue preparado segun el procedimiento general reportado para A1 usando 2,4-dicloro-1,3,5-triazina y 3-
aminobenceno-sulfonamida como agentes reactivos. El producto crudo fue purificado por cromatografia Flash sobre
gel de silice (cHex/EtOAc = 20:1 a 1:20) para rendir el producto deseado A2 como un sdlido blanco (35%). "H RMN
(400MHz, de-DMSO, 300K) & 7,41 (s, 2H), 7,59 (m, 2H), 7,85 (d, J = 6,9Hz, 1H), 8,21 (br.s, 1H), 8,69 (s, 1H), 11,02
(s, 1H). MS (ESI) CoHsCINs02S requiere: 285, encontrado: 286 (M+H)*.

Intermediario 3: 4-cloro-N-(3-nitrofenil)-1,3,5-triazin-2-amina (A3)

A3 fue preparado segun el procedimiento general reportado para A1 usando 2,4-dicloro-1,3,5-triazina y 3-
nitroanilina como agentes reactivos. 'H-RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 7,67 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 7,98 (dd, J = 8,1
Hz, J = 2,2 Hz, 1H), 8,04 (dd, J = 8,1 Hz, J = 2,2 Hz, 1H), 8,69 (m, 1H), 8,77 (m, 1H), 11,17 (s, 1H). MS (ESI)
CoHsCINsOz2 requiere: 251, encontrado: 252 (M+H)*.

Intermediario 4: 2-(3-aminofenil)-etansulfonamida (A4)

El compuesto A4 fue obtenido por reduccion de 2-(3-nitrofenil)-etansulfonamida de acuerdo con el
procedimiento descrito en WO02009/076140, y el compuesto nitro de 2-(3-nitrofenil)etanol de acuerdo con
J.Med.Chem. 45 (2002), 567-583.

Intermediario 5: 2-[3-((4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)fenil]-etansulfonamida (A5)

A5 fue preparado segun el procedimiento general reportado para A1 usando 2,4-dicloro-1,3,5-triazina y 2-

(3-aminofenil)etansulfonamida A4 como agentes reactivos. El producto crudo fue purificado por cromatografia Flash

sobre gel de silice (DCM/MeOH = 100:0 a 4:1) para rendir el producto deseado A5 (54%, 65% de puridad) como
so6lido marron. MS (ESI) C11H12CINsO2S requiere: 313, encontrado: 314 (M+H)*.
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Intermediario 6: 3-[(4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benzamida (A6)

A6 fue preparado segun el procedimiento general reportado para A1 usando 2,4-dicloro-1,3,5-triazina y 3-
aminobenzamida como agentes reactivos. MS (ESI) C10HsCINsO requiere: 249, encontrado: 250 (M+H)".

Intermediario 7: rac-S-[3-((4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)fenil]-N-etoxi-carbonil-S-metil-sulfoximida (A7)

Una solucion del sulfoximida A11 (500 mg, 2,064 mmol) en una mezcla de iPrOH (12 ml) y THF (12 ml) fue
enfriada a -20°C. Otra solucién preenfriada de 2,4-dicloro-1,3,5-triazina (309,5 mg, 2,064 mmol) en la misma mezcla
de solventes (6 ml cada una) fue afiadida con esta temperatura. Después de agitar por 1 hora otra carga de triazina
(100 mg, 0,67 mmol) fue afiadida y la agitacion a -20°C fue continuada por 1,5 horas. La mezcla fue ajustada a pH7
con una soluciéon sat. aq. de NaHCOs y extraida con EtOAc. La capa organica fue secada sobre Na2SOs y
concentrada bajo presion reducida para dar el producto A7 como sélido amarillo. Rendimiento: 561,1 mg (76 %); MS
(ESI) C13H14CIN5O3S requiere: 355, encontrado: 356 (M+H)*.

Intermediario 8: 6-[(4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-2,3-dihidro-1H-indol-1-sulfonamida (A8)

Hidrocloruro de 6-amino-2,3-dihidro-1H-indol-1-sulfonamida fue adquirido de UkrOrgSynthesis, y usado
para preparar el compuesto titular por reaccion con 2,4-dicloro-1,3,5-triazina como descrito para A7. El producto A8
fue obtenido como sélido marrén. MS (ESI) C11H11CINeO2S requiere: 326, encontrado: 327 (M+H)*.

Intermediario 9: 2-[2-((4-piridil)metoxi)fenil]-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano (A9)

A una solucién de 2-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenol (400 mg, 1,82 mmol) en DMF (6 ml)
fueron afiadidos hidrocloruro de 4-picolil cloruro (446 mg, 2,72 mmol) y K2COs (1,0 g, 7,24 mmol). La mezcla fue
calentada a 150 °C por 1 hora en un horno microonda. Después de afiadir agua y EtOAc la capa organica fue
separada, secada sobre Na:SOs, y el solvente fue removido bajo presion reducida. Después de purificacion
cromatografica (gel de silice, DCM/MeOH gradiente 100:0 a 90:10) el compuesto titular A9 fue aislado como sdlido
blanco (15%). MS (ESI) C1sH22BNOs requiere: 311, encontrado: 312 (M+H)".

Intermediario 10: 2-[2-(4-(tert-butoxicarbonilamino)butoxi)fenil]-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano (A10)
El compuesto titular A10 fue preparado de 2-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenol y tert-butil N-(4-
bromobutil)carbamato esencialmente de la misma manera como descrita por A9. MS (ESI) C21H34BNOs requiere:

391, encontrado: 392 (M+H)* y 292 (M-COOC(CHas)3+H)".

Intermediario 11: rac-S-(3-aminofenil)-N-etoxicarbonil-S-metil-sulfoximida (A11)

El compuesto titular A11 fue preparado de 3-nitro-tioanisol de acuerdo con el procedimiento descrito en
W0O2008/006560.

Intermediario _12: tert-butil-[4-((3-((4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil) metilsulfonamido)butillcarbamato
(A12)

Paso 1: A una solucién helada de (3-nitrobencil)sulfonil cloruro (7,00 g, 29,7 mmol) en DCM seco (60 mL)
fueron afnadidos sucesivamente piridina (4 mL, 3,91 g, 49,4 mmol) y N-Boc-1,4-diaminobutano (5,60 g, 29,7
mmol). La mezcla fue agitada por 5,5 hours a TA, diluida con DCM, lavada con agua, secada sobre MgSO4 y
concentrada bajo presion reducida. Fue tratada con tolueno y el solvente removido de nuevo. La sulfonamida
solidifico al ser agitada con éter (200 mL). Fue recogida por filtraciéon y secada in vacuo; rendimiento: 5,90 g
(51%).

Paso 2: Raney-Ni (2 g) fue afadido a la solucién del compuesto nitro de paso 1 (5,90 g, 15,2 mmol) en
metanol (250 mL). La mezcla fue hidrogenada en un reactor Parr por 36 horas a 50°C y 5 bar de hidrégeno.
El catalizador fue removido por filtracion através de tierra de diatomeas y el filtrato concentrado hasta
sequedad bajo presion reducida para dejar la anilina cruda que fue usada para el siguiente paso sin otra
purificacién; rendimiento: 5,0 g (92 %).

Paso 3: Una solucion de la anilina del paso anterior (2,75 g, 7,7 mmol) en una mezcla de THF /iPrOH 1:1 (5
mL) fue enfriada a -20°C. Después de anadir DIPEA (2.6 mL) una solucién de 2,4-dicloro-1,3,5-triazina (1,15
g, 7,7 mmol) en THF / iPrOH (10 mL) fue afiadida gota a gota durante 30 minutos. La mezcla fue agitada por
otra hora a -20°C, el solvente removido in vacuo, y la cloro-triazina cruda A12 fue usada para el siguiente
paso sin otra purificacion.

Intermediario 13: 4-cloro-N-(3-(metilsulfonil)fenil)-1,3,5-triazin-2-amina (A13)

Una solucién de hidrocloruro de 3-(metilsulfonil)anilina (277 mg, 1,3 mmol) en THF /iPrOH 1:1 (3 mL) fue enfriada a
-30°C y tratada con DIPEA (517 mg, 665 uL, 4 mmol). La mezcla fue afiadida gota a gota a -30°C a una solucién
enfriada de 2,4-dicloro-1,3,5-triazina (200 mg, 1,33 mmol) en THF /iPrOH 1:1 (3 mL). Fue agitada por otra hora a
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-30°C, concentrada hasta sequedad in vacuo, y el intermediario crudo A13 fue usado para el siguiente paso sin otra
purificacion.

Intermediario 14: 4-[(4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (A14)

A14 fue preparado de (4-aminofenil)metansulfonil cloruro (250 mg, 1,3 mmol) y 2,4-dicloro-1,3,5-triazina
(200 mg, 1,3 mmol) en la presencia de DIPEA (345 mg, 440 uL, 2,7 mmol) segun el procedimiento reportado para
A13.

Compuestos ejemplares
Ejemplo 1: 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B1)

Una mezcla de A1 (1,0 eq), acido 2-metoxifenilborénico (1,5 eq) y KsPOas (2,0 eq) en dioxano/agua (50/1,
0,1M) fue degasada con una corriente de N2 para 15min. Pd(dppf)Cl2 (0,1 eq) fue afadido y la mezcla reactiva fue
calentada a 140°C por 1 h en el horno de microonda. La mezcla fue concentrada bajo presion reducida y el residuo
fue purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 (0,1% ATF) y MeOH (0,1% ATF) como
eluentes. Las fracciones deseadas fueron liofilizadas para dar el compuesto titular (B1) (2%) como polvo blanco. 'H
RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 3,87 (s, 3H), 4,25 (s, 2H), 6,87 (s, 2H), 7,10 (m, 2H), 7,21 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
7,37 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,55 (m, 2H), 7,71 (s, 1H), 7,84 (m, 1H), 8,82 (s, 1H), 10,52 (s, 1H). MS (ESI) C17H17N503S
requiere: 371, encontrado: 372 (M+H)".

Los ejemplos siguientes 2 - 23 fueron preparados por esencialmente el mismo método como descrito por
B1.

Ejemplo 2: 3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B2)

B2 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &acido 4-fluoro-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C17H16FNsO3S requiere: 389, encontrado: 390 (M+H)".

Ejemplo 3: 3-[(4-(5-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B3)

B3 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &acido 5-fluoro-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C17H16FNsO3S requiere: 389, encontrado: 390 (M+H)*.

Ejemplo 4: 3-[(4-(6-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B4)

B4 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &cido 6-fluoro-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C17H16FN5sO3S requiere: 389, encontrado: 390 (M+H)".

Ejemplo 5: 3-[(4-(3,5-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- metansulfonamida (B5)

B5 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido 3,5-difluoro-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C17H15F2NsOsS requiere: 407, encontrado: 408 (M+H)*.

Ejemplo 6: 3-[(4-(4-cloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- metansulfonamida (B6)

B6 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &acido 4-cloro-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C17H15CINsO3S requiere: 405, encontrado: 406 (M+H)*.

Ejemplo 7: 3-[(4-(5-cloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- metansulfonamida (B7)

B7 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &acido 5-cloro-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C17H15CINsO3S requiere: 405, encontrado: 406 (M+H)*.

Ejemplo 8: 3-[(4-(2-metoxi-4-trifluorometil-fenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]-benceno- metansulfonamida (B8)

B8 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido 2-metoxi-4-
trifluorometilfenilborénico. MS (ESI) C1sH16F3NsO3S requiere: 439, encontrado: 440 (M+H)*.

Ejemplo 9: 3-[(4-(2-metoxi-5-trifluorometil-fenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]-benceno- metansulfonamida (B9)

B9 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido 2- metoxi-5-
trifluorometilfenilborénico. MS (ESI) C1sH16F3NsOsS requiere: 439, encontrado: 440 (M+H)".
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Ejemplo 10: 3-[(4-(5-hidroxymetil-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]-benceno- metansulfonamida (B10)

B10 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &cido 5-hidroximetil-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C1sH19NsO4S requiere: 401, encontrado: 402 (M+H)*.

Ejemplo 11: 3-[(4-(5-formil-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino]-benceno- metansulfonamida (B11)

B11 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido 5-formil-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C1sH17NsO4S requiere: 399, encontrado: 400 (M+H)*.

Ejemplo 12: 3-[(4-(2-etoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino]-benceno-metansulfonamida (B12)

B12 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y a&cido 2-
etoxifenilborénico. MS (ESI) C1sH19N503S requiere: 385, encontrado: 386 (M+H)*.

Ejemplo 13: 3-[(4-(2-benciloxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B13)

B13 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido 2-
benciloxifenilborénico. MS (ESI) C23H21Ns03S requiere: 447, encontrado: 448 (M+H)*.

Ejemplo 14: 1-(3-{[4-(2-fenoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil)metansulfonamida (B14)

B14 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &cido 2-
fenoxifenilboronico.
"H RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 4.17 (s, 2H), 6,83 (m, 2H), 6,91 (m, 2H), 7,03 (m, 4H), 7,29 (m, 3H), 7,52 (m,
2H), 7,93 (br, 2H), 8,72 (s, 1H), 10,31 (s, 1H).
Ejemplo 15: 3-[(4-(1,3-benzodioxol-4-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B15)

B15 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &cido (1,3-benzodioxol-
4-il)bordnico. MS (ESI) C17H1sNs04S requiere: 385, encontrado: 386 (M+H)*.

Ejemplo 16: 3-[(4-(2-((4-piridinil)metoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B16)

B16 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y A9. MS (ES)
C22H20N6O3S requiere: 448, encontrado: 449 (M+H)*.

Ejemplo 17: 3-[(4-(2-(4-(tert-butoxicarbonilamino)butoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino]-benceno-
metansulfonamida (B17)

B17 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y A10. MS (ESI)
C25H32N6Os5S requiere: 528, encontrado: 529 (M+H)*.

Ejemplo 18: 3-[(4-(4-metoxipiridin-3-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B18)

B18 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &cido 4-metoxi-3-
piridinil-borénico. MS (ESI) C16H16NeO3S requiere: 372, encontrado: 373 (M+H)".

Ejemplo 19: 3-[(4-(3-metoxipiridin-4-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B19)

B19 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido 3-metoxi-4-
piridinil-borénico. MS (ESI) C16H1sNeO3S requiere: 372, encontrado: 373 (M+H)".

Ejemplo 20: 3-[(4-(2-((morfolin-4-il)metil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B20)

B20 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido (2-((morfolin-4-
il)metil)fenil)borénico. MS (ES) C21H24aNeO3S requiere: 440, encontrado: 441 (M+H)*.

Ejemplo 21: 3-[(4-(2-((piperidin-1-il)metil)fenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino]-benceno-metansulfonamida (B21)

B21 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido (2-((piperidin-1-
il)metil)fenil)borénico. MS (ESI) C22H26N6O2S requiere: 438, encontrado: 439 (M+H)".

Ejemplo 22: 3-[(4-(2-(ciclopropilamino-metil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]-benceno-metansulfonamida (B22)
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B22 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido (2-
(ciclopropilamino-metil)fenil)boronico. MS (ESI) C20H22NeO2S requiere: 410, encontrado: 411 (M+H)*.

Ejemplo 23: 3-[(4-(6-aminopiridin-3-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B23)

B23 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y 5-(4,4,5,5-tetrametil-
1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-2-amina. MS (ESI) C20H22N6O2S requiere: 357, encontrado: 358 (M+H)*.

Ejemplo 24: 3-[(4-(2-(metoximetil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B24)

B24 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 (400 mg, 1,33 mmol) y
acido (2-(metoximetil)fenil)bordnico (221 mg, 1,33 mmol); rendimiento: 6 mg, 1,2%). MS (ESI) C1sH19N5O3S requiere:
385, encontrado: 386 (M+H)".

Ejemplo 25: 3-[(4-(2-metoxifenyl)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-sulfonamida (C1)

Una mezcla de A2 (1,0 eq), acido 2-metoxifenilborénico (1,5 eq) y KsPO4 (2,0 eq) en dioxano-agua (50:1,
0,1M) fue degasada con una corriente de N2 por 15min. Pd(dppf)Cl2 (0,1 eq) fue afiadido y la mezcla reactiva fue
calentada a 140°C por 1 h en el horno microonda. La mezcla fue concentrada bajo presion reducida y el residuo fue
purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 (0.1% ATF) y MeOH (0,1% ATF) como
eluentes. Las fracciones deseadas fueron liofilizadas para rendir el compuesto titular C1 (45%) como polvo blanco.
'H RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 3,86 (s, 3H), 7,08 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,21 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,37 (s, 2H),
7,55 (m, 4H), 7,80 (m, 1H), 8,28 (s, 1H), 8,88 (s, 1H), 10,70 (s, 1H). MS (ES) C16H1sNs03S requiere: 357,
encontrado: 358 (M+H)*.

Ejemplo 26: 2-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)fenil]-etansulfonamida (D1)

Una mezcla de A5 (1,0 eq, 65% puridad), acido 2-metoxifenilborénico (1,5 eq) y KsPOas (2,0 eq) en dioxano-
agua (50:1, 0,1M) fue degasada con una corriente de N2 por 15 min. Pd(dppf)Cl2 (0,1 eq) fue afiadido y la mezcla
reactiva fue calentada a 140°C por 1 h en el horno microonda. La mezcla fue concentrada bajo presion reducida y el
residuo fue purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 (0,1% ATF) y MeOH (0,1% ATF)
como eluentes. Las fracciones deseadas fueron liofilizadas para rendir el compuesto titular D1 (6%) como polvo
blanco. '"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 3,02 (m, 2H), 3,26 (m, 2H), 3,90 (s, 3H), 6,90 (br. s, 2H), 7,04 (d, J =
7,5 Hz, 1H), 7,12 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,32 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,58 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,68
(m, 2H), 7,85 (br.s, 1H), 8,86 (s, 1H), 10,70 (s, 1H). MS (ESI) C1sH19N503S requiere: 385, encontrado: 386 (M+H)".

Ejemplo 27: 2-[3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)-fenil]-etansulfonamida (D2)

D2 fue preparado segun el procedimiento general reportado para D1 usando A5 y &acido 4-fluoro-2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C1sH1sFNsO3S requiere: 403, encontrado: 404 (M+H)*.

Ejemplo 28: 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino]-benzamida (E1)

E1 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A6 y acido 2-
metoxifenilborénico. Después de RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 y MeOH como eluentes las
fracciones deseadas fueron liofilizadas para rendir el compuesto titular E1 (35%) como polvo blanco. '"H RMN
(400MHz, de-DMSO, 300K) 6 3.85 (s, 3H) 6,91 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,07 (t, J = 7,3 Hz, 1H),
7,19 (d, J =8,3 Hz, 1H), 7,36 (m, 1H), 7,42 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 7,55 (m, 2H), 7,91 (br. s, 1H), 8,19 (s, 1H), 8,84 (s,
1H), 10,61 (s, 1H). MS (ESI) C17H15Ns02 requiere: 321, encontrado: 322 (M+H)*.

Ejemplo 29: 6-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino]-2,3-dihidro-1H-indol-1-sulfonamida (F1)

F1 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A8 y acido 2-
metoxifenilborénico. MS (ESI) C1sH1sNsO3S requiere: 398, encontrado: 399 (M+H)*.

Ejemplo 30: rac-S-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)fenil]-N-etoxicarbonil-S-metil-sulfoximida (G1)

El compuesto titular G1 fue preparado de A7 y acido 2-metoxifenilborénico segun el procedimiento general
reportado para B1. MS (ESI) C20H21NsO3S requiere: 427, encontrado: 428 (M+H)*.

Ejemplo 31: 4-(2-metoxifenil)-N-(3-nitrofenil)-1,3,5-triazin-2-amina (H1)
H1 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A3 y acido 2-
metoxifenilboronico. 'H RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 3,84 (s, 3H), 7,08 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,21 (d, J = 8,3 Hz,

1H), 7,53 (t, = 8,7 Hz, 1H), 7,63 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 7,79 (br. s, 1H), 7,90 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,24 (br.s, 1H), 8,88 (s,
1H), 8,91 (s, 1H), 10,75 (s, 1H). MS (ESI) C16H13N503 requiere: 323, encontrado: 324 (M+H)*.
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Ejemplo 32: 3-[(4-(2-(4-aminobutoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (I1)

La triazina B17 (25 mg, 0,047 mmol) fue disuelta en una mezcla de ATF (2 ml) y DCM (2 ml). La
deproteccion fue completa después de agitar por 1 hora a TA, como determinado por LC/MS. El solvente fue
removido bajo presion reducida, y el residuo purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20
(0,1% ATF) y MeOH (0,1% ATF) como eluentes. Las fracciones deseadas fueron liofilizadas para rendir el
compuesto titular 11 como sdlido amarillo. MS (ESI) C20H24NsO3S requiere: 428, encontrado: 429 (M+H)*.

Ejemplo 33: N-(3-aminofenil)-4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-amina (J1)

Una mezcla de H1 (1,0 eq) y Pd/C (10% p/p) en MeOH (0,1M) fue agitada por 16h a TA bajo atmdsfera de
Hz (1 atm). La mezcla fue filtrada através de Celite® y el solvente fue evaporado bajo presién reducida. El producto
crudo fue purificado por cromatografia Flash sobre gel de silice (cHex/EtOAc = 100:0 a 0:100) para rendir el
producto deseado J1 (18%) como sdlido amarillo. MS (ESI) C1sH1sNsO requiere: 293, encontrado: 294 (M+H)*.

Ejemplo 34: N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino)fenil]-metansulfonamida (K1)

A una mezcla de J1 (1.0 eq) y piridina seca (3,0 eq) en DCM (0,1 M) a 0°C fue afiadido lentamente cloruro
de metansulfonilo (2,0 eq). La mezcla fue agitada por 16h, templada por adicion de MeOH, y concentrada bajo
presion reducida. El residuo fue purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 (0,1% ATF) y
MeOH (0,1% ATF) como eluentes. Las fracciones deseadas fueron liofilizadas para rendir el compuesto titular K1
(44%) como polvo blanco. '"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) 5 2,96 (s, 3H), 3,83 (s, 3H), 6,90 (d, J = 8,3 Hz, 1H),
7,06 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,28 (t, J =8,1 Hz, 1H), 7,51 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 7,63 (m, 2H), 7,76
(br. s, 1H), 8,80 (s, 1H), 9,75 (s, 1H), 10,50 (s, 1H). MS (ESI) C17H17NsO3S requiere: 371, encontrado: 372 (M+H)".

Ejemplo 35: N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-propansulfonamida (L1)

L1 fue preparado segun el procedimiento general reportado para K1 usando J1 y cloruro de propan-1-
sulfonilo. MS (ESI) C19H21N503S requiere: 399, encontrado: 400 (M+H)*.

Ejemplo 36: N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-acetamida (M1)

M1 fue preparado segun el procedimiento general reportado para K1 usando J1 y cloruro de acetilo. 'H
RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 2,02 (s, 3H), 3,83 (s, 3H), 7,06 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,18 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,24
(t, J =8,1 Hz, 1H), 7,29 (m, 1H), 7,52 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,91 (s, 1H), 8,80 (s, 1H), 9,92 (s, 1H), 10,40 (s, 1H). MS
(ESI) C18H17NsOz2 requiere: 335, encontrado: 336 (M+H)".

Ejemplo 37: N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)fenil]-N’-fenil-urea (N1)

Una mezcla de J1 (1,0 eq), isocianato de fenilo (2,0 eq) y piridina (3,0 eq) en DCM seca (0,01M) fue agitada
por 12 h a TA. La mezcla fue concentrada bajo presion reducida y disuelta con un minimo de DMSO. Se afhadio
agua y el precipitado fue eliminado por filtracion. El sélido blanco fue lavado con agua y secado in vacuo, asi
rindiendo el producto deseado N1 (62%). "H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 3,83 (s, 3H), 6,97 (t, J = 7,0 Hz, 1H),
7,06 (t,J =7,4 Hz, 1H), 7,18 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,28 (m, 4H), 7,46 (m, 3H), 7,51 (m, 2H), 7,80 (s, 1H), 8,60 (m, 2H),
8,80 (s, 1H), 10,26 (s, 1H). MS (ESI) C23H20NsO2 requiere: 412, encontrado: 413 (M+H)*.

Ejemplo 38: 3-[(4-(2-metoxi-5-(metilamino-metil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]-benceno-metansulfonamida
(01)

Borohidrato de sodio (1,5 eq) fue afiadido a la mezcla de B11 y una solucién de metilamina (MeOH, 2M, 2,0
eq.) en MeOH (0,1M) a 0°C. Después de 2 h la mezcla reactiva fue agitada por otras 12 h a TA. La solucion fue
diluida con EtOAc, y la capa organica fue lavada sucesivamente con una solucién sat. ag. de NaHCOs3 y con
salmuera. Después de secar sobre Na2SO4 el solvente fue removido in vacuo. El residuo fue purificado por RP-
HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 (0,1% ATF) y MeOH (0,1% ATF) como eluentes. Las fracciones
deseadas fueron liofilizadas para rendir el compuesto titular O1 (3%) como polvo blanco. MS (ESI) C19H22NsO3S
requiere: 414, encontrado: 415 (M+H)*.

Ejemplo 39: 4-(2-metoxifenil)-N-fenil-1,3,5-triazin-2-amina (P1)

Una mezcla de 2-metoxibenzamida (1,0 eq) y acetal dimetilico de la N,N-dimetilformamida (1,4 eq) fue
calentada a 80°C por 1h. El exceso del reactivo fue removido bajo presion reducida. El producto crudo fue disuelto
en 1,4-dioxano (0,2M) seguido de una adicidon de carbonato de fenilguanidina (0,43 eq) y tert-butéxido de potasio
(0,41 eq). La mezcla reactiva fue agitada bajo reflujo y atmésfera de N2 por 12 h. Después de remover el solvente el
residuo fue purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 (0,1% ATF) y MeOH (0,1% ATF)
como eluentes. Las fracciones deseadas fueron liofilizadas para rendir el compuesto titular P1 (20%) como polvo
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blanco. 'H RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 3,87 (s, 3H), 7,08 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 7,20 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,35 (t, J
=7,8Hz, 2H), 7,54 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,81 (m, 3H), 8,81 (s, 1H), 10,50 (s, 1H). MS (ESI) C1sH14N4O requiere: 278,
encontrado: 279 (M+H)*.

Ejemplo 40: tert-butil-[4-((3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino)fenil)metilsulfonamido)butil]-
carbamato (Q1)

A una solucién del intermediario crudo A12 (3,62 g, 7,7 mmol) en dioxano / agua 50:1 (75 mL) fueron
afadidos acido 4-fluoro-2-metoxibencenoborénico (1,96 g, 11,5 mmol) y KsPO4 (3,26 g, 15,4 mmol). Una corriente
de nitrégeno fue guiada através de la mezcla por 15 minutos, seguido de una adiciéon de Pd(dppf)Cl2 (0,63 g, 0,77
mmol). Después de otros 15 minutos de nitrégeno la mezcla fue agitada toda la noche a 140°C, enfriada a TA, y
derramada en agua helada. Fue extraida con EtOAc y la capa organica fue secada sobre MgSOQas. El solvente fue
removido bajo presion reducida y el compuesto titular Q1 fue obtenido como sélido amorfo (1,1 g, 25%) después de
cromatografia en columna (gel de silice, gradiente de CHCI3 / MeOH 100:0 a 90:10). '"H RMN (300MHz, CDCls,
300K) & 1,10-1,23 (m, 2H), 1,35 (s, 9H), 1,40-1,48 (m, 2H), 1,53 (s, 1H), 2,90-3,11 (m, 4H), 3,85 (s, 3H), 4,20 (s, 2H),
4,48 (bs, 1H), 6,61-6,72 (m, 2H), 6,92 (bs, 1H), 7,10-7,21 (m, 1H), 7,58 (s, 1H), 7,70-7,97 (m, 3H), 8,56 (bs, 1H). MS
(ESI) C26H33FN6OsS requiere: 560, encontrado: 561 (M+H)*, 461 (M+H-COOC(CHzs)s)*.

Ejemplo 41: N-(4-aminobutil)-1-[3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)fenil]-metansulfonamida
(R1)

Una solucion de Q1 (1,10 g, 1,96 mmol) en DCM (20 mL) fue enfriada con hielo mientras ATF (2,24 g, 19,6
mmol) fue afiadido gota por gota durante 15 minutos. Después de agitar a TA por 2 horas el solvente fue removido
bajo presion reducida. El residuo fue disuelto en EtOAc y la soluciéon organica fue lavada con sat. ag. NaHCOs3,
secada sobre MgSO4 y concentrada in vacuo. El compuesto titular R1 fue obtenido como polvo blanco (66 mg, 7%)
después de purificacion por cromatografia en columna (gel de silice, gradiente de CHCIs / MeOH 9:1 a 5:1
conteniendo 1% trietilamina). '"H RMN (300MHz, MeOD, 300K) & 1,28-1,50 (m, 2H), 1,50-1,68 (m, 2H), 2,71-2,82 (m,
2H), 2,82-2,97 (m, 2H), 3,80 (s, 3H), 4,21 (s, 2H), 6,66-6,78 (m, 1H), 6,81-6,92 (m, 1H), 7,02-7,12 (m, 1H), 7,20-7,36
(m, 1H), 7,60-7,90 (m, 3H), 8,58 (s, 1H). MS (ESI) C21H25FNsO3S requiere: 460, encontrado: 461 (M+H)*.

Eiemplo 42: 4-(2-metoxifenil)-N-(3-(metilsulfonil)fenil)-1,3,5-triazin-2-amina (S1)

S1 fue preparado del crudo A13 (370 mg, 1,3 mmol) y acido 2-metoxibencenoborénico (303 mg, 2 mmol)
segun el procedimiento descrito para Q1. El compuesto titular S1 fue purificado por cromatografia de capa gruesa
(gel de silice, cloroformo / MeOH 9:1) para dar una carga de 54 mg que fue purificada de nuevo en RP-HPLC de
fase inversa (columna: C18; gradiente de H20 / MeOH conteniendo 0,1% ATF); rendimiento: 1,8 mg, sélido amorfo
blanco. '"H RMN (400MHz, CDCls, 300K) & 3,08 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 7,04-7,11 (m, 2H), 7,50 (dt, J = 7,4Hz, J = 1,8
Hz, 1H), 7,56 (t, J = 8,0Hz, 1H), 7,61 (bs, 1H), 7,68 (bd, J = 7,8Hz, 1H), 7,90-8,01 (bm, 2H), 8,41 (s, 1H), 8,89 (s,
1H). MS (ESI) C17H16N4O3S requiere: 356, encontrado: 357 (M+H)*.

Ejemplo 43: 4-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino]-benceno-metansulfonamida (T1)

T1 fue preparado del crudo A14 (390 mg, 1,3 mmol) y acido 2- metoxibencenoborénico (303 mg, 2 mmol)
segun el procedimiento descrito para Q1. El compuesto titular T1 fue purificado por cromatografia de capa gruesa
(gel de silice, cloroformo / MeOH 9:1) y obtenido como sdélido amorfo blanco; rendimiento: 20 mg (4%). '"H RMN
(300MHz, de-DMSO, 300K) & 3,87 (bs, 3H), 4,21 (s, 2H), 6,82 (s, 2H), 7,07 (t, J = 7Hz, 1H), 7,13-7,25 (m, 1H), 7,34
(d, J = 9Hz, 2H), 7,47-7,59 (m, 1H), 7,70-7,97 (bm, 3H), 8,82 (s, 1H), 10,38 (s, 1H). MS (ESI) C17H17Ns03S requiere:
371, encontrado: 372 (M+H)".

Los ejemplos siguientes 44 - 53 fueron preparados por esencialmente el mismo método como descrito para
B1.

Eiemplo 44: 1-[3-({4-[4-fluoro-2-(trifluorometil)fenil]-1,3,5-triazin-2-il}amino)-fenil]-metansulfonamida (U1)

U1 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &cido [4-fluoro-2-
(trifluorometil)fenil]borénico.
"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 4,23 (s, 2H), 6,85 (s, 2H), 7,10 (m, 1H), 7,34 (m, 1H), 7,70 (m, 3H), 7,81 (m,
1H), 7,91 (m, 1H), 8,85 (s, 1H), 10,52 (s, 1H).

Ejemplo 45: 1-[3-({4-[4-fluoro-2-(propan-2-iloxi)fenil]-1,3,5-triazin-2-il}Jamino)-fenil]-metansulfonamida (U2)
U2 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y &cido [4-fluoro-2-(propan-
2-iloxi)fenil]borénico.

H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 1,22 (d, 6H), 4,19 (s, 2H), 4,65 (m, 1H), 6,83 (m, 3H), 7,04 (m, 2H), 7,29 (m,
1H), 7,70 (br, 3H), 8,76 (s, 1H), 10,29 (s, 1H).
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Ejemplo 46: 1-(3-{[4-(2-ciano-4-fluorofenil)-1,3,5-triazin-2-illJamino}fenil)-metansulfonamida (U3)

U3 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido (2-ciano-4-
fluorofenil)bordnico.
"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 4,25 (s, 2H), 6,85 (s, 2H), 7,10 (m, 1H), 7,34 (m, 1H), 7,73 (br, 3H), 8,01 (m,
1H), 8,40 (br, 1H), 8,88 (s, 1H), 10,54 (s, 1H).

Ejemplo 47: N-[5-fluoro-2-(4-{[3-(sulfamoilmetil)fenillJamino}-1,3,5-triazin-2-il)fenil]-acetamida (U4)

U4 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido [2-(acetilamino)-4-
fluorofenillborénico.
"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 2,10 (br, 3H), 4,26 (s, 2H), 6,88 (s, 2H), 7,05 (m, 1H), 7,15 (m, 1H), 7,39 (m,
1H), 7,70 (br, 2H), 8,39 (m, 1H), 8,56 (m, 1H), 8,88 (s, 1H), 10,52 (s, 1H), 12,40 (br, 1H).

Ejemplo 48: 1-[3-({4-[2-(ciclopropilmetoxi)-4-fluorofenil]-1,3,5-triazin-2-il}Jamino)fenil]-metansulfonamida (U5)

U5 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y 2-[2-(ciclopropilmetoxi)-4-
fluorofenil]-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano.
"H RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 0,29 (m, 2H), 0,46 (m, 2H), 1,15 (m, 1H), 3,95 (m, 2H), 4,22 (s, 2H), 6,84 (m,
3H), 7,06 (m, 2H), 7,33 (m, 1H), 7,74 (br, 3H), 8,79 (s, 1H), 10,31 (s, 1H).

Ejemplo 49: 1-(3-{[4-(3,4-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}-fenil)-metansulfonamida (U6)

U6 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido (3,4-difluoro-2-
metoxifenil)bordnico.
"H NMR (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 3,91 (br, 3H), 4,24 (s, 2H), 6,85 (s, 2H), 7,07 (m, 1H), 7,35 (m, 2H), 7,73 (m,
3H), 8,84 (s, 1H), 10,39 (s, 1H).

Ejemplo 50: 1-(3-{[4-(4,5-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-illJamino}-fenil)-metansulfonamida (U7)

U7 fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido (4,5-difluoro-2-
metoxifenil)bordnico.
"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 3,87 (s, 3H), 4,23 (s, 2H), 6,84 (s, 2H), 7,08 (m, 1H), 7,36 (m, 2H), 7,80 (br,
3H), 8,80 (s, 1H), 10,39 (s, 1H).

Ejemplo 51: 4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-N-[6-(metilsulfonil)piridin-3-il]-1,3,5-triazin-2-amina (U8)

DIPEA (0,23 ml; 1,33 mmol) fue afiadido a una solucién de 2,4-dicloro-1,3,5-triazina en THF/iPrOH (1,30 ml;
1/1) a -40°C. Una suspension de 5-amino-2-metilsulfonilpiridina (115 mg; 0,67 mmol; preparada de acuerdo a H.S.
Forrest y J. Walker, J. Chem. Soc., 1948, 1939-1945) en THF/iPrOH (0.7 ml; 1/1) fue afiadida. La mezcla reactiva fue
agitada a -40°C por 3,5 horas antes de ser agitada a 0°C por 3,5 horas. Los solventes fueron removidos
suavemente usando un rotovab mientras la temperatura del bafio de agua permanecia bajo 30°C, para dar el crudo
4-cloro-N-[6-(metilsulfonil)piridin-3-il]-1,3,5-triazin-2-amina (420 mg) que fue usado sin otra purificacion.

Una mezcla de 86 mg del producto crudo, acido (4-fluoro-2-metoxifenil)borénico (76 mg; 0,45 mmol) y
KsPOs4 (127 mg; 0,60 mmol) en dioxano/agua (3 ml; 20/1) fue degasada con una corriente de N2 por 15min.
Pd(dppf)Cl2 (123 mg; 0,15 mmol) fue afiadido y la mezcla reactiva calentada a 140°C por 1 h en el horno microonda.
La mezcla fue concentrada bajo presion reducida y el residuo fue purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna:
C18), usando H20 (0,1% HCOOH) y acetonitrilo como eluentes. Las fracciones deseadas fueron liofilizadas para
rendir el compuesto titular como sélido blanco.
"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 3,21 (s, 3H), 3,91 (s, 3H), 6,90 (m, 1H), 7,11 (m, 1H), 8,03 (m, 2H), 8,57 (m,
1H), 8,91 (s, 1H), 9,17 (br, 1H), 10,94 (s, 1H).

Ejemplo 52: 1-(3-{[4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-illJamino}fenil)-metansulfonamida clorhidrato (B2’)
1-(3-{[4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-illamino}fenil)-metansulfonamida (914 mg; 2,35 mmol) fue

suspendido en una solucién acuatica de clorhidrato (1N; 2.35 ml) y agitado por 4 horas a temperatura ambiental. La

mezcla fue concentrada bajo presion reducida para dar el producto deseado (980 mg; 2,30 mmol).

"H RMN (400MHz, ds-DMSO, 300K) & 3,90 (s, 3H), 4,23 (s, 2H), 6,91 (m, 3H), 7,13 (m, 2H), 7,37 (m, 1H), 7,81 (m,

3H), 8,82 (s, 1H), 10,83 (s, 1H).

Ejemplo 53: trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida (B1’)

Una mezcla de 3-[(4-cloro-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-metansulfonamida (1,0 eq), &cido 2-
metoxibencenoboronico (1,5 eq) y KsPOa4 (2.0 eq) en dioxano/agua (50/1, 0,1M) fue degasada con una corriente de
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N2 por 15 min. Pd(dppf)Cl2 (0,1 eq) fue afiadido y la mezcla reactiva fue calentada a 140°C por 1 h en la microonda.
La mezcla fue concentrada bajo presion reducida y el residuo fue purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna:
C18), usando H20 (0,1% ATF) y MeOH (0,1% ATF) como eluentes, las fracciones deseadas fueron liofilizadas para
rendir el compuesto titular (B1’) (2%) como polvo blanco. 'H RMN (400MHz, DMSO, 300K) & 3,87 (s, 3H), 4,25 (s,
2H), 6,87 (s, 2H), 7,10 (m, 2H), 7,21 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7,37 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,55 (m, 2H), 7,84 (br. s, 1H), 8,82
(s, 1H), 10,52 (s, 1H). MS (ESI) C17H17N5sO3S requiere: 371, encontrado: 372 (M+H)".

Ejemplo 54: trifluoroacetato de 3-[(4-(2-benciloxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida
(B13’)

B13’ fue preparado segun el procedimiento general reportado para B1 usando A1 y acido 2-
benciloxifenilborénico como descrito en ejemplo 53.
"H RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 4,22 (s, 2H), 5,24 (s, 2H), 6,85 (br. s, 2H), 7,08 (m, 2H), 7,19-7,34 (m, 5H),
7,41-7,61 (m, 3H), 7,69 (s, 1H), 7,80 (m, 2H), 8,86 (s, 1H), 10,53 (s, 1H). MS (ESI) C23H21Ns03S requiere: 447,
encontrado: 448 (M+H)*.

Ejemplo 55: trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-sulfonamida (C1’)

Una mezcla de A2 (1,0 eq), acido 2-metoxibencenoborénico (1,5 eq) y KsPO4 (2,0 eq) en dioxano-agua
(50:1, 0,1M) fue degasada con una corriente de N2 por 15min. Pd(dppf) (0,1 eq) fue afiadido y la mezcla reactiva fue
calentada a 140°C por 1 h en el horno microonda. La mezcla fue concentrada bajo presién reducida y el residuo fue
purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 (0,1% ATF) y MeOH (0,1% ATF) como
eluentes, las fracciones deseadas fueron liofilizadas para rendir el compuesto titular C1’ (45%) como polvo blanco.
"H RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 3,86 (s, 3H), 7,08 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,21 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,37 (s, 2H),
7,55 (m, 4H), 7,80 (m, 1H), 8,28 (s, 1H), 8,88 (s, 1H), 10,70 (s, 1H). MS (ESI) C1sH1sNs03S requiere: 357,
encontrado: 358 (M+H)*.

Ejemplo  56: trifluoroacetato de  3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-
metansulfonamida (B2”)

Una mezcla de A2 (1,0 eq), acido 4-fluoro-2-metoxibencenoborénico (1,5 eq) y KsPOas (2,0 eq) en dioxano-
agua (50:1, 0,1M) fue degasada con una corriente de N2 por 15 min. Pd(dppf) (0,1 eq) fue afiadido y la mezcla
reactiva fue calentada a 140°C por 1 h en el horno microonda. La mezcla fue concentrada bajo presion reducida y el
residuo fue purificado por RP-HPLC de fase inversa (columna: C18), usando H20 (0,1% ATF) y MeOH (0,1% ATF)
como eluentes, las fracciones deseadas fueron liofilizadas para rendir el compuesto titular B2 (23%) como polvo
blanco. '"H RMN (400MHz, de-DMSO, 300K) & 3,89 (s, 3H), 4,24 (s, 2H), 6,90 (m, 3H), 7,11 (m, 2H), 7,36 (t, J =
7..9Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,90 (m, 2H), 8,81 (s, 1H), 10,63 (s, 1H). MS (ESI) C17H16FNs503S requiere: 389,
encontrado: 390 (M+H)*.

Materiales y métodos:

1. Medicion de la afinidad de unién a CDKs

Este protocolo describe como el ensayo de unidon de quinasa LanthaScreen Eu fue realizado para determinar las
constantes de disociaciéon (Kd) para compuestos de la formula general (l) y complejos CDK/ciclina. El principio de
este ensayo esta basado en la unién y el desplazamiento de un marcador etiquetado fluoro 647 Alexa que se une
con el sitio activo de quinasas. La unién del marcador se detecta usando un anticuerpo EU etiquetado. La unién
simultanea del marcador y del anticuerpo a la quinasa induce una sefal FRET. La unién de un inhibidor con la
quinasa compite con la unién con el marcador, lo que resulta en una perdida de FRET.
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Tabla 2: Reactivos, concentraciones stock y concentraciones finales del ensayo

conc. conc

quinasa proveedor | quinasa | marcador | proveedor | marc. | anticuerpo | proveedor conc.
antic.

[nM] [nM]

CDK2/ciclina Eu-Anti-

A (135 kDa) Proginase 5 236 Invitrogen | 20 GST Cisbio 1:750

CDK7/ ciclina

H/Mat1 (126 | Carna Eu-Anti-

kDa) Biosciences | 5 236 Invitrogen | 60 GST Invitrogen | 2nM

CDKS8/ ciclina Eu-Anti-

C (97kDa) Invitrogen 5 236 Invitrogen | 20 GST Invitrogen | 2nM

CDKO9/ ciclina Eu-Anti-

T1 (132 kDa) | Invitrogen 5 236 Invitrogen | 30 GST Cisbio 1:250

CDKO9/ ciclina

K Eu-Anti-

(92 kDa) Invitrogen 10 236 Invitrogen | 35 GST Invitrogen | 4nM

Los compuestos de la formula general (1) resumidos en Tabla 1 fueron diluidos desde una solucion stock de
10 mM DMSO 1:10 en un volumen total de15 yL DMSO. Entonces esta predilucion del compuesto fue diluida en
serie 1:3 sobre 8 pasos en DMSO y brevemente centrifugado. Cada solucion de componente fue diluida entonces
1:33,33 en tampoén de quinasa (HEPES: 20 mM, pH: 8,0; MgClz: 10 mM; DTT: 1 mM; Brij-35: 0,01%), mezclada
completamente y centrifugada. Para cada muestra, 5 pL del compuesto diluido fueron mezclados con 5 uL de la
soluciéon de trabajo del marcador (p.ej. 60 nM marcador 236 en tampdn quinasa para CDK2/ciclina A) y 5 uL
CDK/ciclina /solucién de trabajo anti-GST-AB (p.ej. 15 nM CDK2/ciclina A, dilucién 1:250 de anti-GST-AB en tampén
quinasa) en un pocillo de volumen pequefio en una placa de 384 pocillos (Corning Incorporated, Corning, NY, EEUU;
no. de pedido 3673). La concentracién del marcador fue ajustada a su constante de disociacion (Ka) para
CDK’/ciclina, que fue 30 nM para CDK2/ciclina A, CDK7/ciclina H y CDK9/ciclina T1, 20 nM para CDK8/ciclina C, y 35
nM para CDK®9 / ciclina K. Para controles negativos, en cada pocillo 5 pL de solucién de trabajo de DMSO (3%
DMSO diluido en tampdn quinasa) fueron mezclados con 5 pL de solucion de trabajo anti-GST-AB (p.ej. dilucion
1:250 de anti-GST-AB en tampdn quinasa para CDK2/ciclina A) y 5 uL de solucién de trabajo del marcador (p.ej. 60
nM marcador 236 en tampoén quinasa para CDK2/ciclina A). Para controles positivos, en cada pocillo 5 yL de
solucién de trabajo de DMSO (3% DMSO diluido en tampo6n quinasa) fueron mezclados con 5 pL de solucion de
trabajo de CDK/ciclina/anti-GST-AB: (p.ej. 15 nM CDK2/ciclina A, dilucion 1:250 de anti-GST-AB en tampdn quinasa)
y 5 pL de solucién de trabajo del marcador (p.ej. 60 nM marcador 236 en tampodn quinasa para CDK2/ciclina A).
Controles positivos y negativos fueron calculados de al menos 8 pocillos de muestra diferentes. Las placas de 384
pocillos fueron mezcladas en un agitador de placa Teleshaker (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU) a 2000 rpm para
40 sec, y incubadas para 1h a temperatura ambiental antes de leer. La sefial FRET fue medida a 340 nm de
excitacion, 665 nm y 615 nm de emisidn (para el marcador de quinasa y LanthaScreen Eu-AB, respectivamente) con
un espectrofotometro Envision (Perkin Elmer, Waltham, MA, EEUU) con 50 ps de dilaciéon y 300 us de tiempo de
integracion. Los valores Kg fueron determinados desde la curva dosis-respuesta sigmoidal con el software Quattro
Workflow (Quattro GmbH, Munich, Alemania). Resultados estan presentados en Tabla 4.

2. Mediciéon de la concentracion inhibitoria medio maxima con CDKs

Este protocolo describe como el ensayo Lance Ultra KinaSelect fue realizado para determinar la
concentracion inhibitoria medio maxima (ICso) de compuestos de la formula general (1) y de complejos CDK/ciclina.
El principio de este ensayo esta basado en la fosforilacion del sustrato péptido Ulight. Esta detectada por uso de un
anticuerpo de antifosfo péptido EU etiquetado. La union de este anticuerpo de antifosfo péptido EU etiquetado con el
peptido Ulight etiquetado fosforilado induce una sefial FRET. La unién de un inhibidor con la quinasa previene la
fosforilacion del sustrato ULight-MBP lo que resulta en una perdida de FRET.
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Tabla 3: Reactivos, concentraciones stock y concentraciones finales de ensayo

conc. conc. conc. conc.
quinasa proveedor | quinasa | ATP sustrato | proveedor | sustrato | anticuerpo | proveedor | antic.
[nM] [uM] [nM] [nM]

CDK1/ . . . .

ciclina B Carna 5 20 Ulight Perkin 50 Eu-anti-P- Perkin 0,25
MBP Elmer MBP Elmer

(91 kDa)

CDK2/ . . . .

cicinaA | Proginase | 5 3 H’g,‘t Efn';'g? 50 EA“B'?,”“'P' Eﬁ;’;‘p 0,25

(135 kDa)

CDK4/ . . . .

ciclina D1 Invitogen | 10 90 Ulight Perkin 50 Eu-anti-P- | Perkin 0,25
MBP Elmer MBP Elmer

(123 kDa)

CDK®6/ . . . .

ciclina D3 Carna 5 55 Ulight Perkin 50 Eu-anti-P- Perkin 0,025
MBP Elmer MBP Elmer

(123 kDa)

CDK7/

ciclina . Ulight Perkin Eu-anti-P- Perkin

H/MAT1 Invitrogen | 10 25 MBP Elmer 50 MBP Elmer 0.25

(126 kDa)

CDK9/ . . . .

cicinaT1 | Invitrogen | 10 o5 | Ulight | Perkin 50 Eu-anti-P- | Perkin 0,25
MBP Elmer MBP Elmer

(132 kDa)

CDK9/ . . . .

ciclinaK | Invitrogen | 10 125 | Jlight | Perkin 50 Eu-anti-P- | Perkin 0,25

(92 kDa) MBP Elmer MBP Elmer

Los compuestos de la formula general (1) resumidas en Tabla 5 fueron diluidos desde una solucion stock de
DMSO 1:10 en un volumen total de 15 yL DMSO. Entonces esta predilucion del compuesto fue diluida en serie 1:3
sobre 8 pasos en DMSO y brevemente centrifugada. Cada solucién de componente fue diluida entonces 1:20 en
tampdén enzimatico (HEPES: 50 mM, pH: 7,5; MgCl2: 10 mM; EGTA: 1 mM; DTT: 2mM; Tween-20: 0,01%),
mezclada enteramente y centrifugada. Para cada muestra 2 pL del compuesto diluido fueron mezclados con 6 L de
solucion CDK/ciclina/solucion de substrato y 2 uL de solucidon de ATP en un pocillo de una placa de 384 pocillos de
volumen pequefio (Corning Incorporated, Corning, NY, EEUU; no. de pedido 3673). La CDK/ciclina fue diluida a la
concentracion apropiada (vea Tabla 3) y la concentracién de ATP fue ajustada a su concentracion ICso para la
CDKI/ciclina, que fue 3 uM para CDK2/ciclina A, 20 pM para CDK1/ciclina B1, 25 yM para CDK7/ciclina H y
CDKO/ciclina T1, 55 yM para CDK6/ciclina D3, 90 yM para CDK4/ciclina D1 y 125 yM para CDK9/ciclina K. Para
controles negativos en cada pocillo 2 pL de la soluciéon de DMSO (1% concentracion final de DMSO en el ensayo)
fueron mezclados con 6 pL de solucion de sustrato (50 nM ULight MBP concentracion final en el ensayo) y 2 pL de
soluciéon de ATP (concentracion final apropiada vea Tabla 3). Para controles positivos en cada pocillo 2 yL de
soluciéon de DMSO (1% concentracion final de DMSO en el ensayo) fueron mezclados con 6 pL de
CDKI/ciclina/substrato (concentracion final apropiada vea Tabla 3) y 2 pyL de solucién de marcador ATP
(concentracion final apropiada vea Tabla 3). Controles positivos y negativos fueron calculados desde al menos 8
pocillos de muestra diferentes. Las placas de 384 pocillos fueron mezcladas en un agitador de placa Teleshaker
(Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU) a 2000 rpm para 40 sec, y incubadas para 1h a temperatura ambiental. Antes
de leer 10 pL del tampén de deteccidon (Lance Detection Buffer 1X; EDTA: 20nM; Eu-Anti-P-MBP: vea Tabla 3)
fueron afadidos. La sefial FRET fue medida a 340 nm de excitacion, 665 nm y 615 nm de emision (para el marcador
de quinasa y LanthaScreen Eu-AB, respectivamente) con un espectrofotometro Envision (Perkin Elmer, Waltham,
MA, EEUU) con 50 ys de dilacién y 300 us de tiempo de integracion. Los valores ICso fueron determinados desde
curvas dosis-respuesta sigmoidales con el software Quattro Workflow (Quattro GmbH, Munich, Alemania). Los
resultados estan presentados en Tabla 5.

3. Ensayos celulares
3.1 Ensayo celular de fosforilacion ARN polymerasa Il Ser2:

Células HCT-116 (DSMZ, Braunschweig, Alemania) fueron mantenidas en el medio de cultura celular de Mc
Coy y glutamina (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Alemania) suplementada con 10% suero fetal bovino (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria) y criadas a 37°C, 5% COz. Para el ensayo celular de fosforilacion las células
fueron sembradas con 2x105 células/pocillo/1ml en placas de 24 pocillos (Greiner Bio — One, Frickenhausen,
Alemania; no. de catalogo 662160). Los compuestos de la formula general (I) resumidos en Tabla 6 fueron diluidos
desde una solucién stock de 10 mM de DMSO 1:10 en un volumen total de 15 pyL DMSO. Después de una
incubacién de toda la noche a 37°C/5% CO2 1,5 yL de un compuesto diluido en DMSO fueron afiadidos a cada
pocillo de muestra. Pocillos con células y 0,15 % DMSO en medio de cultura fueron usados como controles
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positivos, pocillos sin células y 0,15 % DMSO en medio de cultura fueron usados como controles negativos. Las
células fueron incubadas con los compuestos para 72h a 37°C/5% COz. Antes de lisis las células fueron lavadas con
una salina de tampén de fosfato. La fosforilacion de ARN polimerasa Il Ser 2 y los niveles de tubulina para
normalizacion fueron analizados en seguida con la tecnologia Multi-Array (Meso Scale Discovery, Gaithersburg,
Maryland, EEUU), una combinacion de deteccion de electroquimioluminescencia acoplada a anticuerpo y arreglos
de matriz. Las instrucciones del productor fueron seguidas y todas las soluciones fueron adquiridas de Meso Scale
Discovery. En breve, las células fueron lisadas por incubacion de 30 min en tampoén de lisis CLB1 (Zeptosens,
Witterswil, Suiza 60 pL por pocillo), y sobrenadantes fueron eliminados por centrifugacién. Para el andlisis de
fosforilacion de ARN polimerasa Il Ser2 los lisados fueron diluidos 1:50 con tampoén de lisis de Meso Scale
suplementado con inhibidores de fosfatasa y proteasa, y 25 UL de cada muestra fueron pipetados en un pocillo de
una placa MSD Multi-Array 96-Well Plate Sector® Imager High Bind (Meso Scale Discovery; no. de catalogo L15XB-
3/L11XB-3), y incubados por 2h a temperatura ambiental. 150 yL de tampdn Meso Scale Tris Wash suplementados
con 3% p/v bloqueador A Meso Scale fueron afadidos a cada pocillo, en seguida las placas fueron selladas y
incubadas por 1h bajo agitacion vigorosa. Las placas fueron lavadas con tampoén 1x Tris Wash (tampén 10x Wash
Meso Scale diluido 1:10 en agua destilada), 25 pL de solucién de anticuerpos fueron afadidos (anticuerpo CTD7
3E10 del Centro Helmholtz, Munich, Alemania, diluido 1:100 en tampén Tris Wash Meso Scale con 1% w/v
bloqueador A Meso Scale), y las placas fueron lavadas tres veces en tampoén 1x Tris Wash. 25 uL de anticuerpo
MSD® SULFO-TAG™ cabra - anti rata (Meso Scale Discovery, no. de catalogo R32AH-1, diluido 1:125 en tampén
Tris Wash con 1% (w/v) bloqueador A) fueron afiadidos a cada pocillo, las placas fueron selladas y incubadas bajo
agitacion vigorosa por 1h a temperatura ambiental. Finalmente las placas fueron lavadas tres veces con tampon Tris
Wash, 150 pl tampdn 2x Read (Meso Scale Discovery) fueron afiadidos a cada pocillo y las placas fueron analizadas
inmediatamente en un Sector Imager de Meso Scale Discovery. Para la determinacion de niveles de proteina de
tubulina las muestras fueron analizadas segun en protocol para la fosforilacion de ARN polimerasa Il Ser2, con un
anticuerpo anti-tubulina (conejo; BIODESIGN International, no. de catalogo T59840R, diluido 1:100) y un anticuerpo
MSD® SULFO-TAG™ cabra - anti rata (Meso Scale Discovery, no. de catalogo R32AH-1, diluido 1:125). La
fosforilacion de ARN polimerasa Il Ser2 fue normalizada con los niveles de proteina de tubulina, y los valores ECso
fueron calculadas con el software XLFit (IDBS, Guildford, Reino Unido) desde series de dilucién doble
comprendiendo 6 concentraciones en duplicados. Los resultados estan presentados en Tabla 6.

3.2 Ensayo de reporteros NF-kappaB

Las células fueron mantenidas en un medio de cultura celular RPMI y glutamina (PAN Biotech GmbH,
Aidenbach, Alemania) suplementado con 10% suero fetal bovino (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) y
criadas a 37°C, 5% CO2. Células HEK293 criadas a 50% de confluencia fueron transfectadas con Amaxa® Cell Line
Nucleofector® Kit V (Lonza, Basilea, Suiza, no. de catalogo VCA-1003). Las transfecciones fueron realizadas de
acuerdo con el protocolo optimizado del productor para la transfeccidon de células HEK293. En breve, 2x105 células
fueron transfectadas con 5 yg de ADN plasmidica altamente purificada. Las células fueron transfectadas con un
plasmido de reportero de NF-kappa B (pNFkBluc), pTALluc para control, o pMAXGFP para el control de la
transfeccion. Después de la transfeccion las células fueron transferidas a 500 yL de medio de cultura celular
RPMI1640, incubadas por 1h a 37°C, y 4,5 ml DMEM sin rojo de fenol fueron afadidos por transfeccién. Las células
transfectadas fueron sembradas en placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania, no. de
catalogo 655098) con 100 pL de suspension celular por pocillo y incubadas por 48h. A cada pocillo 100 uyL DMEM
con el compuesto 2x concentrado diluido de soluciones stock de 10 mM DMSO, o 100 uL DMEM con 0,4% DMSO
para pocillos de control, fueron afiadidos. Los compuestos de la férmula general (I) resumidos en Tabla 6 fueron
usados en este ensayo. Las células fueron estimuladas con 20ng/ml TNF alfa, y las placas fueron incubadas por 5h
a 37°C/5% COsz. Los supernadantes de la cultura celular fueron removidos para dejar 100 pl de medio por porcillo,
seguido de una adicidon de 100 pl reactivo de ensayo de luciferasa Bright Glo (Promega, Madison, Wi, EEUU, no. de
catalogo E2620), y agitacion por 5 minutos en oscuridad. La luminescencia fue medida con un fotoespectrometro
Victor (Perkin Elmer, Waltham, MA, EEUU). Los valores ECso fueron calculados con el software Excel Fit (IDBS,
Guildford, Reino Unido) desde series de dilucion doble comprendiendo al menos 10 concentraciones en duplicados.
Los resultados estan presentados en Tabla 6.

3.3 Ensayo de liberacion de TNF alfa

Células mononucleares de sangre periférica recién aisladas (PBMCs) fueron sembradas en placas de
cultura celular de 96 pocillos con 200.000 células en 100 pl de medio de cultura celular (DMEM medio de cultura
celular y glutamina de PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Alemania) suplementado con 10% suero fetal bovino (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria) por pocillo y incubadas toda la noche a 37°C, 5% COz. A cada pocillo 100 uL
medio de cultura celular con compuestos de prueba 2x concentrados diluidos desde soluciones stock de 10 mM
DMSO, o 100 yL DMEM con 0,4% DMSO para pocillos de control, fueron afiadidos. Los compuestos de la formula
general (I) resumidos en Tabla 6 fueron usados en este ensayo. Después de una incubacion por 1h a 37°C, 5% COz,
las células fueron estimuladas con 1ug/mL LPS (lipopolisacarides, Sigma, no. de catalogo L4391-1MG; 1mg/ml de
solucién stock), o dejadas sin tratamiento para controles negativos, y las placas fueron incubadas por 6h a 37°C/5%
COz2. Las placas de cultura celular fueron centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos, y los supernadantes fueron
transferidos a placas de polipropileno frescas con 96 pocillos. 25uL de los supernadantes fueron transferidos a
placas de 96 pocillos del kit de cultura de tejido de TNF alfa humano (Meso Scale Discovery, Gaithersburg,
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Maryland, EEUU), y las instrucciones del productor fueron seguidos por analisis de los niveles de TNF alfa. La
quimioluminescencia fue medida en el Mesoscale Sector Imager, y los valores ECso fueron calculados con el
software Excel Fit (IDBS, Guildford, UK) desde series de diluciéon doble comprendiendo al menos 6 concentraciones
en duplicados. Los resultados estan presentados en Tabla 6.

3.4 Ensayos de viabilidad celular

Células HeLa o MDAMB468 o células MATU_ADR, H460, DU145, CACO-2 o B16F10 fueron mantenidas en medio
de cultura celular RPMI 1640 o McCoy's 5A y glutamina (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Alemania; no. de pedido
P04-22100; P04-05500) suplementado con 10% suero fetal bovino “Gold” (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Austria; no. de pedido A15-151) y criadas a 37°C, 5% CO2. Para el ensayo de viabilidad celular las células fueron
sembradas con una densidad de 400 (células Hela, DSMZ Braunschweig no. de pedido ACC57) o 800 (células
MDAMB468, ATCC no. de pedido HTB-132) por pocillo en 25 uL en placas de 384 pocillos (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania; no. de pedido 781080). Después de una incubacién de toda la noche a 37°C/5% COz,
25nL o 75nL del compuesto fueron afiadidos a cada pocillo de muestra usando BIOMEK FXP Laboratory Automation
Workstation (Beckman Coulter, USA). Pocillos con células y 0,1 % o 0,3% DMSO en medio de cultura fueron usados
como controles positivos, pocillos con células y 10uM de estaurosporina en medio de cultura fueron usados como
controles negativos. Las células fueron incubadas con los compuestos por 72h a 37°C/5% CO2. Para medir la
viabilidad celular 25 uL de reactivo Cell Titer Glo (Promega, Madison, EEUU; no. de pedido G7573), diluido 1:2 con
el medio de cultura celular fueron afiadidos a cada pocillo. Las placas de 384 pocillos fueron puestas por 2 min sobre
un agitador de microplaca Orbital y incubadas por otros 10 min a temperatura ambiental para estabilizar la sefial de
luminescencia. La luminescencia fue medida con Envision Plate Reader (Perkin Elmer, EEUU). Los valores ECso
fueron calculados con el software Excel Fit (IDBS, Guildford, Reino Unido) desde series de dilucion triple
comprendiendo al menos 8 concentraciones en duplicados. Los resultados estan presentados en Tablas 6y 7.

3.5. Ensayo de quinasa CDK2/CycE

La actividad inhibitoria en CDK2/CycE de los compuestos de la presente invencion fue cuantificada usando
el ensayo CDK2/CycE TR-FRET como descrito en los siguientes parafos.

Proteinas de fusion recombinantes de glutation S-transferasa (GST) y CDK2 humano y de GST y CycE
humano, expresados en células de insecto (Sf-9) y purificados por cromatografia de afinidad glutation-sefarosa,
fueron adquiridas de ProQinase GmbH (Freiburg, Alemania). Un péptido biotinilado biotin-Ttds-YISPLKSPYKISEG
(C-término en forma de amida), que puede ser adquirido p.ej. de la compafiia JERINI Peptide Technologies (Berlin,
Alemania), fue usado como sustrato para la reaccion de quinasa.

Para el ensayo 50 nl de una solucidon concentrada 100 veces del compuesto de prueba en DMSO fueron
pipetados en un pocillo de una placa de microtiter negra de 384 pocillos de pequefio volumen (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania), 2 pl de una solucion de CDK2/CycE en tampdn acuético de ensayo [50 mM Tris/HCI, pH
8.0], 10 mM MgClz, 1.0 mM ditiotreitol, 0,1 mM ortho-vanadato de sodio, 0,01% (v/v) Nonidet-P40 (Sigma)] fueron
afiadidos. La mezcla fue incubada a 22 °C por 15 min para permitir una preunién de los compuestos de prueba a la
enzima antes del inicio de la reaccién de quinasa. Entonces la la reaccion de quinasa fue iniciada por adicién de 3 pl
de una solucién de adenosin trifosfato (ATP, 16,7 uM, resultando en una concentracion final de 10 uM para un
volumen de ensayo de 5 pl) y sustrato (1,25 pM, resultando en una concentracion final de 0,75 yM para un volumen
de ensayo de 5 pl) en tampon de ensayo. La mezcla obtenida fue incubada a 22 °C por 25 minutes. La
concentracion de CDK2/CycE fue ajustada en dependiencia de la activitidad del lote de enzima y fue escogida
apropiadamente para mediciones en el margen linear del ensayo. Concentraciones tipicas estuvieron alrededor de
130 ng/ml. La reaccion fue detenida por la adicion de 5 pl de una solucién de reactivos de deteccién TR-FRET (0,2
UM estreptavidina-XL y 1 nM anticuerpo anti-RB(pSer807/pSer811) de BD Pharmingen [# 558389] y 1,2 nM
anticuerpo IgG etiquetado de LANCE EU-W1024 anti ratén [Perkin-Elmer, no. de producto AD0077]) en una solucién
EDTA acuatica (100 mM EDTA, 0,2 % (p/v) albumina de suero bovino en 100 mM HEPES/NaOH, pH 7.0).

La mezcla obtenida fue incubada a 22 °C por una hora para permitir la formacién de un complejo entre el
péptido biotinilado fosforilado y los reactivos de deteccion. En seguida la cantidad del sustrato fosforilado fue
evaluado midiendo la transferencia de energia de resonancia desde el Eu quelato a la estreptavidina-XL. Por esto
las emisiones de fluorescencia a 620 nm y 665 nm después de una excitacion a 350 nm fueron medidas en un lector
de fluorometria de resolucion temporal alta (HTRF), p.ej. un Rubystar (BMG Labtechnologies, Offenburg, Alemania)
o un Viewlux (Perkin-Elmer). La ratio de las emisiones a 665 nm y a 622 nm fue tomada como medida para las
cantidades del sustrato fosforilado. Los datos fueron normalizados, es de decir una reaccién enzimatica sin inhibidor
corresponde a 0 % de inhibicion, y todos los otros componentes del ensayo en ausencia de la enzima corresponden
a 100 % de inhibicion. Los valores |Cso fueron calculados por un fit de 4 parametros usando software interno.

3.6 Ensayo de quinasa CDK9/CycT1

La actividad inhibitoria en CDK9/CycT1 de los compuestos de la presente invencién fue cuantificada usando
el ensayo CDK9/CycT1 TR-FRET como descrito en los siguientes parafos.
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CDK9 humano recombinante His-etiquetado por completo y CycT1, expresados en células de insecto y
purificados por cromatografia de afinidad Ni-NTA, fueron adquiridos de Invitrogen (no. de catalogo PV4131). Un
péptido biotinilado biotin-Ttds-YISPLKSPYKISEG (C-término en forma de amida), que puede ser adquirido p.ej. de la
compafia JERINI Peptide Technologies (Berlin, Alemania) fue usado como sustrato para la reaccion de quinasa.

Para el ensayo 50 nl de una solucién concentrada 100 veces del compuesto de prueba en DMSO fueron
pipetados en un pocillo de una placa de microtiter negra de 384 pocillos de pequefio volumen (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania), 2 ul de una solucién de CDK9/CycT1 en tampdn acuatico de ensayo [50 mM Tris/HCI, pH
8.0], 10 mM MgClz, 1,0 mM ditiotreitol, 0,1 mM orto-vanadato de sodio, 0,01% (v/v) Nonidet-P40 (Sigma)] fueron
afiadidos. La mezcla fue incubada a 22 °C por 15 min para permitir una preuniéon de los compuestos de prueba con
la enzima antes del inicio de la reaccién de quinasa. En seguida la reaccién de quinasa fue iniciada por la adicién de
3 pl de una solucién de adenosin trifosfato (ATP, 16,7 uM, resultando en una concentracion final de 10 uM para un
volumen de ensayo de 5 pl) y sustrato (1,25 uM, resultando en una concentracion final de 0,75 yM para un volumen
de ensayo de 5 pl) en tampdn de ensayo. La mezcla obtenida fue incubada a 22 °C para un tiempo de reaccion de
25 minutos. La concentracion de CDK9/CycT1 fue ajustada en dependiencia de la actividad del lote de enzima y fue
escogida apropiadamente para las mediciones en el margen linear del ensayo. Concentraciones tipicas estuvieron
alrededor de 1 pg/ml. La reaccion fue detenida por la adicion de 5 uL de una solucidn de reactivos de deteccion TR-
FRET (0,2 uM estreptavidina-XL y 1 nM anticuerpo anti-RB(pSer807/pSer811) de BD Pharmingen [No. 558389] y 1,2
nM anticuerpo IgG etiquetado LANCE EU-W1024 anti ratdn [Perkin-Elmer, no. de producto ADOO77]) en una
solucién EDTA acuatica (100 mM EDTA, 0,2 % (p/v) albumina sérica bovina en 100 mM HEPES/NaOH, pH 7,0).

La mezcla obtenida fue incubada a 22°C para una hora para permitir la formacion de un complejo entre el
péptido biotinilado fosforilado y los reactivos de deteccidén. En seguida la cantidad del sustrato fosforilado fue
evaluada por medicidn de la transferencia de energia de resonancia desde el Eu quelato a estreptavidina-XL. Para
esto las emisiones de fluorescencia a 620 nm y 665 nm después de una excitacion a 350 nm fueron medidas en un
lector HTRF, p.ej. un Rubystar (BMG Labtechnologies, Offenburg, Alemania) o un Viewlux (Perkin-Elmer). Los ratios
de las emisiones a 665 nm y a 622 nm fueron tomados como medida para la cantidad del sustrato fosforilado. Los
datos fueron were normalizados, es de decir la reaccion enzimatica sin inhibidor corresponde a 0 % de inhibicion, y
todos los otros componentes del ensayo en ausencia de la enzima corresponden a 100 % de inhibicion. Los valores
ICso fueron calculados por un fit de 4 pardmetros usando software interno.

4. Ensayo biolégico: Ensayo de proliferacion

Células tumorales cultivadas (NCI-H460, células humanas de carcinoma pulmonar no pequeias, ATCC
HTB-177; DU 145, células humanas de carcinoma de prostata independiente de hormona, ATCC HTB-81; HelLa-
MaTu, células humanas de carcinoma cervical, EPO-GmbH, Berlin; HeLa-MaTu-ADR, células humanas de
carcinoma cervical multirresistentes, EPO-GmbH, Berlin; células humanas de tumor cervical, ATCC CCL-2;
carcinoma humano colorectal Caco-2, ATCC HTB-37; células murinas de melanoma B16F10, ATCC CRL-6475)
fueron plaqueadas con una densidad de 5.000 células/pocillo (DU145, HeLa-MaTu-ADR), 3.000 células/pocillo (NCI-
H460, HeLa-MaTu, Hela), 1.500 células/pocillo (Caco-2) o 1.000 células/pocillo (B16F10) en una placa multititer de
96 pocillos en 200 pL de su respectivo medio de cultivo suplementado con 10% de suero fetal bovino. Después de
24 horas las células de una placa (placa punto cero) fueron tratadas con una tincién de violeta cristal (vea abajo),
mientras el medio de las otras placas fue sustituido por medio de cultivo fresco (200 pl), al que las substancias de
ensayo fueron afadidas en varias concentraciones (0 puM al igual que en el margen de 0,001 a 10 pM; la
concentracion final del solvente de dimetilsulfoxido fue 0,5%). Las células fueron incubadas en la presencia de las
substancias de ensayo por 4 dias. La proliferacién celular fue determinada por tincion de las células con violeta
cristal: las células fueron fijadas por adicién de 20 pl/punto de medicidon de una solucion (11%) de glutaraldehido a
temperatura ambiental por 15 minutos. Después de tres ciclos de lavado de las células fijadas con agua las placas
fueron secadas a temperatura ambiental. Las células fueron tratadas con tincién por adicion de 100 pl/punto de
medicion en una solucion (0,1%) de violeta cristal (pH 3,0). Después de tres ciclos de lavado de las células fijadas
con agua las placas fueron secadas a temperatura ambiental. La tincién fue disuelta por adiciéon de 100 pl/punto de
medicién de una solucion (10%) de acido acético. La extincion fue determinada por fotometria a una longitud de
onda de 595 nm. El cambio en el numero de células, en perciento, fue calculado por normalizaciéon de los valores
medidos a los valores de extincidon de la placa punto cero (equivalente a 0%) y la extinctién de las células (0 pm) no
tratadas (equivalente a 100%). Los valores ICso fueron determinadas por medio de un fit de 4 pardmetros usando
software interno.

Resultados:
1. Medicién de la afinidad de unién a CDKs
Las constantes de disociacién Ka de los compuestos de acuerdo con la presente invencion para la union

con CDK9, CDK8, CDK7, y CDK2, respectivamente, estan resumidas en Tabla 4. La comparicion de las constantes
de union de un compuesto particular de la férmula (1) para un nimero de CDKs diferentes demuestra que la union de
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un compuesto a CKD9 es siempre mas fuerte que la unién a otras CDKs. Por ende, un compuesto de la formula (1)

se une o interactua especificamente con CKD9 y al menos selectivamente con CDK9.

Tabla 4: Afinidad por CDK9, CDK8, CDK7 y CDK2 de los compuestos de acuerdo con la presente invencion

Todos los valores fueron medidos en nM usando el ensayo como descrito bajo 2. de Materiales y métodos; “n.p.”
significa que los compuestos no fueron probados en este ensayo
@) nomenclatura @ ® @ ©] ®
B1 (3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-metansulfonamida 5 n.p. |n.p. :0000 n.p.
, [trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- >
B1 metansulfonamida (B1’) 7.6 48,7 np. 10000 798
3-[(4-(5-hidroxymetil-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]-benceno- >
B10 metansulfonamida 309 110 n.p. 10000 [P
B11 3-[(4-(5-formil-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- n n n n n
metansulfonamida P P P P P
. e . . > >
B12 (3-[(4-(2-etoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-metansulfonamida 10 11,1 10000 110000 2347
3-[(4-(2-benciloxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- >
B13 metansulfonamida > n-p- P 110000 687
B13’ trifluoroacetato de . 3-[(4-(2-bencionifenil)-1,3,5-triazin-2-i|)amino]-5y5 5 4857 > 58
benceno-metansulfonamida 10000
B14 (3-[(4-(2-fenoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-metansulfonamida 25,5 [26,4 (5704 ?0000 3453¢c
3-[(4-(1,3-benzodioxol-4-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- > >
B15 metansulfonamida 141 456 10000 [10000 6464
3-[(4-(2-((4-piridinil)metoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- > >
B16 | hetansulfonamida <5 57 loooo [10000 [1693
B17 3-[(4-(2-(4-(tert-butOX|car_bonllamlno)butoxofen|I)-1,3,5-tr|a2|n-2-|l)am|no]- 15 6.4 np.  [12820 12850
benceno-metansulfonamida
3-[(4-(4-metoxipiridin-3-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- >
B18 metansulfonamida 104 302 11761 10000 ["-P-
3-[(4-(3-metoxipiridin-4-il)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- >
B19 metansulfonamida ’ 115 |p. 10000 [P
B2 3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- 5 n n > n
metansulfonamida P P 10000 P
,  [3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- >
B2 metansulfonamida clorhidrato 5.6 n-p-— NP 110000 207
B2” trifluoroacetato de 3-[(4-(4-f|uoro-2-metoxifeniI)-1,3,5-triazin-2-i|)amino]-66 5 > > n
benceno-metansulfonamida ’ 10000 [10000 [P
B22 3-[(4-(2-(C|clopr_op|Iamlno-metll)feml)-1,3,5-tr|a2|n-2-|I)-am|no]-benceno- 425 B73 |hp. pp .
metansulfonamida
3-[(4-(6-aminopiridin-3-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- >
B23 metansulfonamida 99 26,2 n.p. 10000 [P
3-[(4-(2-(metoximetil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- >
B24 metansulfonamida 907 1106 n.p. 10000 [P
3-[(4-(5-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- >
B3 metansulfonamida 16 o N-P- 110000 375
3-[(4-(6-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- > >
B4 metansulfonamida o4 20.9 10000 {10000 704
3-[(4-(3,5-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- >
BS metansulfonamida 835 286 n.p. 10000 [P
3-[(4-(4-cloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- >
B6 metansulfonamida " 125 6784 10000 ["-P-
3-[(4-(5-cloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- > >
B7  Imetansulfonamida % 197 o000 [10000 P
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(continuacion)

O] nomenclatura @ (©) @ ® ®
3-[(4-(2-metoxi-4-trifluorometil-fenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]-benceno- >
B8 metansulfonamida 1225 709 n.p. 10000 [P
3-[(4-(2-metoxi-5-trifluorometil-fenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]-benceno- >
B9 metansulfonamida 398 11593 n.p. 10000 [P
C1  [3-[(4-(2-metoxifenyl)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-sulfonamida n.p. |n.p. |n.p. |np. |n.p.
c1 trifluoroaqetato de 3-[(4-(2-metoxifeni|)-1,3,5-triazin-2-i|)amino]-benceno-< 5 5 n.p. > o0
sulfonamida 10000
D1  [2-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-etansulfonamida 32,8 99,5 |n.p. ?OOOO 310
2-[3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)-fenil]- >
D2 etansulfonamida 9.5 5.0 NP 110000 <5
E1  [3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benzamida 136 301 |n.p. ?0000 2164
F1 6-[(4-(2-metoxifeni|)—1,3,5-triazin-2-i|)amino]-2,3-dihidro-1H-indol-1- 131 397 hp.  [13372 [1098
sulfonamida
rac-S-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-N-etoxicarbonil- > >
Gl IS metil-sulfoximida 105 872 P 110000 (10000
H1  4-(2-metoxifenil)-N-(3-nitrofenil)-1,3,5-triazin-2-amina 17,8 (158 |n.p. ;0000 68
3-[(4-(2-(4-aminobutoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- >
11 metansulfonamida 101 152 N-P- 130000 [P
K1  [N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-metansulfonamida (38,5 (35,9 |n.p. ;0000 283
L1 [N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-propansulfonamida 45,5 |n.p. |n.p. ;0000 n.p.
M1 [N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-acetamida 146 71,2 |n.p. ;0000 1454
. . . . . , . > >
N1 [N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-N’-fenil-urea 478 159 10000 30000 2359
3-[(4-(2-metoxi-5-(metilamino-metil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)-amino]- >
01 benceno-metansulfonamida 5407 15978 In.p. 30000 [P
e . . . >
P1  |4-(2-metoxifenil)-N-fenil-1,3,5-triazin-2-amina 126 n.p. .p. 30000 709
tert-butil -4-((3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)- >
Q1 amino)fenil)metilsulfonamido)butil]-carbamato 129 5 "-P- 110000 2086
N-(4-aminobutil)-1-[3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2- >
R1  li)amino)fenil]-metansulfonamida S P P hoooo (920
S1  4-(2-metoxifenil)-N-(3-(metilsulfonil)fenil)-1,3,5-triazin-2-amina 6,9 n.p. |n.p. ?OOOO 851
T1  |4-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-metansulfonamida 43,7 |n.p.  |n.p. 70000 237
@: Numero del compuesto @: CDK9/ciclina T1 ®: CDK9/ciclina K
@: CDK8 ®: CDK7 ®: CDK2

2. Medicién de la concentracién inhibitoria medio maxima a CDKs en ensayos enzimaticos
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Las actividades inhibitorias de los compuestos de acuerdo con la presente invencidén estan mostradas en
Tabla 5 como valores de constante inhibitoria medio maxima (ICso) de CDK9, CDK1, CDK2, CDK4, CDK6 y CDK?7,
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respectivamente.

Tabla 5: Inhibicion de CDK9, CDK1, CDK2, CDK4, CDK6 y CDK7 de compuestos de acuerdo con la presente

invencion
'Todos los valores fueron medidos en nM usando el ensayo LANCE como descrito bajo 2. de Materiales y Métodos.
“n.p.” significa que los compuestos no fueron probados en este ensayo.
0] nomenclatura @ ® ©] ©] ® @
, [trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]- > > >
B1 benceno-metansulfonamida (B1’) 96,5 1120503083 10000 {10000 [10000
3-[(4-(2-etoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- > > >
B12 | hetansulfonamida 102 1185012930 144000 [10000 10000
, ftrifluoroacetato de 3-[(4-(2-benciloxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]- > >
B13 benceno-metansulfonamida 2 3398 11771 81 10000 {10000
3-[(4-(2-fenoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino}-benceno-
B14 metansulfonamida 9 n.p. n.p. pn.p. pnp. n.p.
3-[(4-(2-((4-piridinil)-metoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- > > >
B16 | metansulfonamida °  [6772 [1067 0000 [10000 10000
B2 3-[(4-(4-f|uoro-2_-metOX|fen|I)-1 ,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- 106 hp. php. hp. hp np.
metansulfonamida
,  [3-{[4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil)-
B2 metansulfonamida clorhidrato 104 jnp. pp. np. pp. np.
,» [trifluoroacetato  de  3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2- > >
B2 illamino]-benceno-metansulfonamida 116 899 568 13205 10000 {10000
3-[(4-(6-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- > > >
B4 Imetansulfonamida 201 15682 11445 16000 [10000 10000
B6 3-[(4-(4-cloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno- 16.2 > > > > >
metansulfonamida ’ 10000 [10000 {10000 {10000 [10000
, [trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]- > >
C1 benceno-sulfonamida 20,7 (1349 781 11505 10000 |10000
2-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]- > >
D1 |otansulfonamida 139 572 515 19322 140000 [10000
D2 2-[3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)-fenil]- 12.8 > 493 > > >
etansulfonamida ’ 10000 10000 {10000 {10000
E1 [3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benzamida 837 |n.p. |n.p. n.p. np. |n.p.
H1  4-(2-metoxifenil)-N-(3-nitrofenil)-1,3,5-triazin-2-amina 194 |n.p. |p.p. pnp. nhp. [n.p.
KA1 N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]- 7o > 806 > > >
metansulfonamida 10000 10000 {10000 [10000
L1 N-[3-((4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]- 111 > > > > >
propansulfonamida 10000 [10000 {10000 {10000 [10000
P1  [4-(2-metoxifenil)-N-fenil-1,3,5-triazin-2-amina 937 |n.p. |p.p. pN.p. p.p. |n.p.
S1  @4-(2-metoxifenil)-N-(3-(metilsulfonil)fenil)-1,3,5-triazin-2-amina 24,7 In.p. 1767 pn.p. n.p. ?0000
4-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- >
T metansulfonamida 190 np. 259 n.p. hp. 10000
®: Numero del compuesto @: CDK9 ®: CDK1
@D: CDK2 ®©: CDK4 ®: CDK6 @: CDK7
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Tabla 5a: Inhibiciéon de CDK9 y CDK2 de compuestos de acuerdo con la presente invencion

Los valores ICso (concentracion inhibitoria a 50% del efecto maximo) estan indicados en nM o

UM, “n.p.” significa que los compuestos no fueron probados en este ensayo.

0] nomenclatura @ (©)

U1 1-[1_’:-({4-[4-f|uoro-2-(tr_|fluorometll)fenll]-1 ,3,5-triazin-2-il}amino)- 15 uM 15 uM
fenil]-metansulfonamida

U2 1-[3-({4-[4-f|uoro-2-(p_ropan-2-i|oxi)feniI]-1 ,3,5-triazin-2-il}amino)- o8 nM 880 nM
fenil]-metansulfonamida

U3 1-(3-{[4-(2-C|an9-4-fluorofenll)-1 ,3,5-triazin-2-ilJlamino}fenil)- 3,3 UM 14 uM
metansulfonamida

U4 N-[S-fluoro-2-(4-{[3-(suIfam0|Imetll)fenll]amlno}-1 ,3,5-triazin-2- 3,6 UM 3,0 UM
il)fenil]-acetamida

us j-[3-({4-[2-(9ic|opropiImetoxi)-'4-fluorofenil]-1 ,3,5-triazin-2- 34 nM 1,6 UM
ilfamino)fenil]-metansulfonamida

Us 1-(3-{[4-(3,4-diflluoro-2-metoxifeniI)-1,3,5-triazin-2-i|]amino}-feni|)- 370 nM 12 uM
metansulfonamida

u7 1-(3-{[4-(4,5-difI.uoro-2-metoxifeniI)-1 ,3,5-triazin-2-ilJamino}-fenil)- 14 nM 930 nM
metansulfonamida

us 47(4-.fluoro-z-metoxifeniI)-N-[6-(metiIsuIfonil)piridin-3-il]-1,3,5- 320 nM 70 nM
triazin-2-amina

B14 3-[(4-(2-fenoxifgni|)—1 ,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- 62 nM 4.0 uM
metansulfonamida

B13 3-[(4-(2-benci|o>l(ifeniI)-1,3,5-triazin-2-i|)amino]—benceno- 032nM 380 nM
metansulfonamida

B1 3-[(4-(2-metoxif§nil)-1,3,5-triazin-2-i|)amino]benceno- 21 nM 1,8 uM
metansulfonamida

B2 1-(3-{[4-(4-f|uor9-2-metoxifeniI)-1,3,5-triazin-2-i|)amino}-feni|)— 8.1 nM 930 nM
metansulfonamida

B2’ 1-(3-{[4-(4-f|uor9-2-meto_xifeniI)-1 ,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil)- 14 nM 670 nM
metansulfonamida clorhidrato

c1 3-[(4-(2-rr_19toxifeni|)-1 ,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno- 10 nM 450 nM
sulfonamida

Ref C-{3-[6-(2-meto?(|fen|I)-p|r|m|d|n-4-|lam|no]-fenll}- 43 nM 21 UM
metansulfonamida

Ref2 C-{3T-[6-(2-metOX|fen.|I)-p|r|m|d|n-4-|lam|no]-fenll}-N- 40 nM 1,6 uM
metilmetansulfonamida

Ref3 [6-(5-cloro-2-metil-fenil)-[1,3,5]triazin-4-il]-(4-cloro-fenil)-amina P20 yM  [>20 uM

Ref4 C.-{3-['6-(2-metoxifeniI)'-pirimidin-4-i|amino]-feni|}-N,N- 49 nM 2. 7uM
dimetilmetansulfonamida

Ref5 4-[4-(2-benzoilaminofenil)-[1,3,5]triazin-2-ilamino]-benzamida 8,4 uM 14 yM

®: numero del compuesto

@: ensayo de quinasa CDK9 CDK9/CycT1 como descrito bajo 3.6 de Materiales vy

métodos

Q: ensayo de quinasa CDK2 CDK2/CycE como descrito bajo 3.5 de Materiales y métodos

Procedencia de los ejemplos de referencia Ref1 a Ref5:
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Ref1: Ejemplo 85 en pagina 45 de WO2008129080A1
Ref2: Ejemplo 49 en pagina 38 de WO2008129080A1
Ref3: Ejemplo 33 en pagina 32 de W0O2003/037346A1
Ref4: Ejemplo 20 en pagina 32 de W0O2008129080A1
Ref5: Ejemplo 152 en péagina 32 de US20040116388

3. Ensayos celulares

La actividad celular de compuestos de acuerdo con la presente invencion esta mostrada en Tabla 6 como
valores de constante inhibitoria medio maxima (ICso) sobre la liberacién de TNF alfa inducida por LPS en PBMCs,
activacion del gen reportero de NF-kappaB, actividad celular de CDK9 (fosforilacion de ARN polimerasa Il Ser2) y
viabilidad celular en células Hela- or MDAMBA468, respectivamente. Las actividades celulares de los compuestos de
acuerdo con la presente invencion estan mostradas en Tabla 7 como valores de constante inhibitoria medio maxima
(ICs0) de la viabilidad celular en células MaTu/ADR, H460, DU145, CACO-2 o B16F10.

Tabla 6: Inhibicion de la liberacién de TNF alfa inducida por LPS en PBMCs, activacion del gen reportero de
NF-kappaB, actividad celular de CDK9 (fosforilacion de ARN polimerasa |l Ser2) y viabilidad celular en
células Hela o MDAMB468 por compuestos de acuerdo con la presente invencion. Todos los valores ICso
(concentracion inhibitoria a 50% del efecto méximo) estan indicados en nM; “n.p.” significa que los
compuestos no fueron probados en este ensayo.

® nomenclatura @ © @ ®

3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-
metansulfonamida

B1’ trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]
benceno-metansulfonamida
3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-
metansulfonamida

trifluoroacetato de 3-[(4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-
illamino]-benceno-metansulfonamida

B3 3-[(4-(5-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-
metansulfonamida
3-[(4-(6-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-
metansulfonamida
3-[(4-(4-cloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-
metansulfonamida

B12 3-[(4-(2-etoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-
metansulfonamida

trifluoroacetato de 3-[(4-(2-benciloxifenil)-1,3,5-triazin-2-
B13’ [il)amino]-benceno-metansulfonamida 0,12 0,36 n.p. 0,16
B13 3-[(4-(2-benciloxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-
metansulfonamida

B1 n.p. n.p. n.p. 2,20

2,71 3,56 10,86 2,99

B2 1,03 n.p. n.p. 0,42

B2’ 0,64 1,6 3,64 0,66

3,24 2,47 9,62 n.p.

B4 6,53 9,71 49,82  |n.p.

B6 n.p. 2,49 15,3 n.p.

n.p. 3,67 17,48d |n.p.

n.p. n.p. n.p. n.p.

B14 3-[(4-(2-fenoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-

metansulfonamida n.p. 3,96 14,49  |n.p.

3-[(4-(2-((4-piridinil)-metoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-

B16 benceno-metansulfonamida

n.p. 0,96 11,92  |n.p.

B19 3-[(4-(3-metoxipiridin-4-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-

metansulfonamida 10,57 119,86 115,51 n-p-

B23 3-[(4-(6-aminopiridin-3-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]-benceno-

metansulfonamida n.p. > 30 > 30 n.p.

c1 3-[(4-(2-metoxifenyl)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benceno-
sulfonamida
trifluoroacetato de 3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-

n.p. n.p. n.p. n.p.

Cc1’ . 0,50 1,47 2,87 0,80
benceno-sulfonamida

D1 2-[3-((4-(2-me_tOX|fen|I)-1 ,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]- 537 4.08 n.p. 461
etansulfonamida

D2 2-[3-((4-(4-flu9r0-2-metOX|fen|I)—1 ,3,5-triazin-2-il)amino)-fenil]- h.p. 163 1076  |hp.
etansulfonamida

E1  [3-[(4-(2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-benzamida n.p. n.p. n.p. 23,03
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(continuacion)

0] nomenclatura (©) @ ©]

H1 4-(2-metoxifenil)-N-(3-nitrofenil)-1,3,5-triazin-2-amina 2,92 2,67 n.p. 0,83

KA1 N-[3-((4-(2-metc_JX|fen|I)-1 ,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]- 442 552 n.p. n.p.
metansulfonamida

L1 N-[3-((4-(2-meto?<|fen|I)-1 ,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]- 041 653 > 30 450
propansulfonamida

N1 ll:lr-g:‘-((4-(2-metoxn‘en|I)-1 ,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]-N’-fenil- 6.71 18,4 n.p. n.p.

P1  4-(2-metoxifenil)-N-fenil-1,3,5-triazin-2-amina 13,9 18,77  |n.p. 13,33

O: numero del compuesto

@: liberacion de TNF alfa

: activacion de NF-kappaB

@: fosforilacion de ARN polimerasa Il Ser2

©: viabilidad celular — células MDAMB468

Tabla 7: Inhibiciéon de la viabilidad celular en células HelLa, MaTu/ADR, H460, DU145, CACO-2 y B16F10 por
compuestos de acuerdo con la presente invencion.

Todos los valores ICso (concentracion inhibitoria a 50% del efecto maximo) estan indicadas en pM, “n.p.”

significa que los compuestos no fueron probados en este ensayo.

® |nomenclatura @ (©) ® ©] ® @

, ftrlfluc.)roacetato de 3-[(4-(2_-me’tOX|fen|I)-1,C’:,5-’tr|a2|n-2-:,”2 32 [B5 B8 43 U4

B1’ [il)amino]-benceno-metansulfonamida
1-(3-{[4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil)- 1 1 15 1 15 11

B2’ |metansulfonamida clorhidrato ’ ’ ’
3-[(4-(4-f|uoro-g-metOX|fen|I)-1 ,3,5-tr|aZ|n-2-||)am|no]-benceno-1 1 13 15 16 16

B2 |metansulfonamida

’f[rlfluc.)roacetato de 3-[(4-(2-b_en0|IOX|fen|I)-1,C’:,5-trlazm-2-0,31 029 032 033 (037 0,32

B13’ |il)amino]-benceno-metansulfonamida

c1’ .trlfluqroacetato de 3.-[(4-(2-metOX|fen|I)-1,3,5-tr|a2|n-2-1 076 [1.1. |1 1.1 1
illamino]-benceno-sulfonamida
1-[3-({4-[4-fluoro-2-(propan-2-iloxi)fenil]-1,3,5-triazin-2-

U2 ilfamino)-fenil]-metansulfonamida 27 pp. pp- pp. np. NP
1-(3-{[4-(2-ciano-4-fluorofenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil )-

U3 metansulfonamida 10 n.p. [n.p. |n.p. |.p. |n.p.
1-(3-{[4-(4,5-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}-

u7 fenil)-metansulfonamida 12 pp. pp. np. np. np.

Us 47(4-.fluoro-?-metoxﬁen|I)-N-[6-(met|IsuIfonll)plrldln-3-|l]-1,3,5- 42 e, he. e e .
triazin-2-amina
C-{3-[6-(2-metoxifenil)-pirimidin-4-ilamino]-fenil}-

Ref1 metansulfonamida 3,4 n.p. |n.p. |n.p. [n.p. |n.p.
C-{3-[6-(2-metoxifenil)-pirimidin-4-ilamino]-fenil}-N-

Ref2 metilmetansulfonamida 46 |n.p. |n.p. np. [hp. |n.p.
C-{3-[6-(2-metoxifenil)-pirimidin-4-ilamino]-fenil}-N,N-

Ref4 dimetilmetansulfonamida 6.1 n-p-np.pp- NP NP

®: numero del compuesto

@: viabilidad celular — células HelLa

: viabilidad celular — células MaTu/ADR

@: viabilidad celular — células H460

®: viabilidad celular — células DU145

®©: viabilidad celular — células CACO-2

@: viabilidad celular — células B16F10
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Reivindicaciones

1. Compuesto de férmula general (1)

)

en la que
R’ representa

en donde

L es -CH2-, -CH2CH2-, o -CF2-;

R? es -SO2NHz, -SO2NH(CHs), -SO2N(CHs)z, -SO2NH(CH2CH20CHs), -NHSO2CHs, -NHSO2CH2CHs,
-NHSO2CH2CH2CH3s, -NHSO2CF3, -SO2CH3s, -NHSO2NHz2, -SO(NH)CHs;

R%es -H, -CHs, -F, -Cl, o -CF3;

R? representa

y_R84_R85
/
B

(R

en donde el grupo -B-Y-R8-R85 gs -OCHas, -OCH2CH3, -OCH2CH2CH3, -OCH2CH2CH2CH3, -OCH(CHs3)2, -
OPh,-OCH2Ph, -OCH2(4-piridilo) ;

R8 es -H, -F, 0 -Cl;

xes0,1062;

o enantidmeros, formas estereoisoméricas, mezclas de enantiomeros, diaestereémeros, mezclas de diaestereémeros,
hidratos, solvatos, formas de sal acidas, tautdémeros, y racematos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que

R’ representa
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en el que

el sustituyente -L-R3® es -CH2SO02NH2, -CH2CH2SO2NH2, -CF2SO2NH2, -CH2NHSO2NH2, -SO(NH)CHa,
CH2SO(NH)CHs;

Rtes-H;y

R? es 2-metoxifenil, 4-fluoro-2-metoxifenil, o 6-fluoro-2-metoxifenil.

3. El compuesto de la reivindicacioén 1, en el que

R’ representa

en el que

el sustituyente -L-R3 es -CH2SO2NH;
R*es -H;
R? representa 2-metoxifenil, 4-fluoro-2-metoxifenil o 2-benciloxifenil,

o sus sales, solvatos o sales de solvatos y especialmente la sal clorhidrica o la sal trifluoroacética.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el compuesto se selecciona del grupo consistente de:

-(2-Metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(4-Fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]bencenometanosulfonamida,
-(5-Fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(6-Fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(3,5-Difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(4-Chloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(5-Chloro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(2-Metoxi-4-trifluorometil-fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(2-Metoxi-5-trifluorometil-fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(5-Hidroximetil-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(5-Formil-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
-(2-Etoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]bencenometanosulfonamida,
(
[
~(
~(
~(
~(
~(
~(
~(
-((
~((
~(

e =

2-Benziloxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]bencenometanosulfonamida,
-{ ( -fenoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil)metanosulfonamida,
,3-Benzodioxol-4-il)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
(4-Piridinil)metoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,

-(terc-Butoxicarbonilamino)butoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-bencenometanosulfonamida,
(Morfolin-4-il)metil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]benceno-metanosulfonamida,
(Piperidin-1-il)metil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]benceno-metanosulfonamida,
Ciclopropilam ino-metil)fenil)-1, 3, 5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
Metoximetil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida,
2-Metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil]etanosulfonamida,
4-Fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)fenilletano-sulfonamida,
(4-Aminobutoxi)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometano-sulfonamida,
( -(2-Metoxi-5-(metilamino-metil)fenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino]-bencenometanosulfonamida,
terc-Butil-[4-((3-((4-(4-Fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino)fenil )-metilsulfonamido)
butiljcarbamato,
N-(4-Aminobutil)-1-[3-((4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)-feniljmetanosulfonamida,
4-[(4-(2-Metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometano-sulfonamida,
1-[3-({4-[4-fluoro-2-(trifluorometilfenil]-1,3,5-triazin-2-il}amino)fenil]-metanosulfonamida,
1-[3-({4-[4-fluoro-2-(propan-2-iloxi)fenil]-1,3,5-triazin-2-il}amino)fenil]-metanosulfonamida,
1-(3-{[4-(2-ciano-4-fluorofenil)-1,3,5-triazin-2-ilJlamino}fenil)metanosulfonamida,
1-[3-({4-[2-(ciclopropilmetoxi)-4-fluorofenil]-1,3,5-triazin-2-il}amino)fenil]-metanosulfonamida,
1-(3-{[4-(3,4-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil)metanosulfonamida,
1-(3-{[4-(4,5-difluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJamino}fenil)metanosulfonamida,
Sal de acido 3-[(4-(2-Metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida trifluoroacético,
Clorhidrato de 1-(3-{[4-(4-fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-ilJlamino}fenil)metanosulfonamida,

-b-b-h-h-h-h-hw-b-b-b-b-h-h-h-b-b-b-b#-h
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Sal de acido 3-[(4-(4-Fluoro-2-metoxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino]bencenometanosulfonamida trifluoroacético
Sal de acido 3-[(4-(2-Benziloxifenil)-1,3,5-triazin-2-il)amino] bencenometanosulfon-amida trifluoroacético.

5. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso como un agente
farmacéuticamente activo.

6. El compuesto de formula general (1) como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en la
profilaxis y/o tratamiento de enfermedades infecciosas, incluyendo enfermedades oportunistas, enfermedades
inmunoldgicas, enfermedades autoinmunoldgicas, enfermedades cardiovasculares, enfermedades celulares
proliferativas, inflamaciones, disfuncidn eréctil y apoplejia.

7. El compuesto para el uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la enfermedad proliferativa se selecciona
del grupo que comprende:

adenocarcinoma, melanoma de coroides, leucemia aguda, neurinoma del acustico, carcinoma ampular,
carcinoma anal, astrocitoma, carcinoma de células basales, cancer de pancreas, tumor desmoide, cancer de
vejiga, carcinoma bronquial, cancer de mama, linfoma de Burkitt, cancer de cuerpo, sindrome CUP
(carcinoma de origen primario desconocido), cancer colorectal, cancer de los intestinos pequefios, tumores
intestinales pequenos, cancer del ovario, carcinoma de endometrio, ependimoma, tipos de cancer epitelial,
tumores de Ewing, tumores gastrointestinales, cancer gastrico, cancer de la vesicula biliar, carcinomas de la
vesicula biliar, cancer de uUtero, cancer de cervix, glioblastomas, tumores ginecoldgicos, tumores de los oidos,
la nariz y la garganta, neoplasias hematoldgicas, leucemia hematoldgica de células pilosas, cancer de uretra,
cancer de piel, cancer de piel de los testiculos, tumores cerebrales (gliomas), metastasis cerebrales, cancer
testicular, tumor de hipéfisis, carcinoides, sarcoma de Kaposi, cancer de laringe, tumor de células germinales,
cancer de hueso, carcinoma colorectal, tumores de cabeza y cuello (tumores del area del oido, de la nariz y
de la garganta), carcinoma de colon, craniofaringiomas, cancer oral (cancer en el area de la boca y sobre los
labios), cancer del sistema nervioso central, cancer de higado, metastasis de higado, leucemia, tumor de
parpado, tumor de pulmoén, cancer de los nddulos linfaticos (linfomas de Hodgkin, no Hodgkin), linfomas,
cancer de estdmago, melanoma maligno, neoplasia maligna, tumores malignos del tracto gastrointestinal,
carcinoma de mama, cancer rectal, meduloblastomas, melanoma, meningiomas, enfermedad de Hodgkin,
micosis fungoide, cancer de la nariz, neurinoma, neuroblastoma, cancer de rifién, carcinomas de células
renales, oligodendroglioma, carcinoma de esdéfago, carcinomas osteoliticas y carcinomas osteoplasticas,
osteosarcomas, carcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, cancer de pene, plasmocitoma, cancer de
prostata, cancer de faringe, carcinoma rectal, retinoblastoma, cancer de vagina, carcinoma de tiroides,
enfermedad de Schneeberg, cancer de esdéfago, espinaliomas, linfoma de células T (micosis fungoide),
timoma, carcinoma de tubo, tumores del ojo, cancer de Uretra, tumores urolégicos, carcinoma urotelial, cancer
de vulva, apariencia de verruga, tumores de tejido blando, sarcoma de tejido blando, tumor de Wilms,
carcinoma de cervix, cancer de lengua, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo, carcinoma
ductal in situ, carcinoma lobular in situ, carcinoma pulmonar de células pequefas, carcinoma pulmonar de
células no pequefias, adenoma bronquial, blastoma pleuropulmonar, mesotelioma, glioma de tronco del
encéfalo, glioma hipotalamico, astrocitoma cerebelar, astrocitoma cerebral, tumores neuroectodermales,
tumores pineales, sarcoma de Utero, canceres de las glandulas salivales, adenocarcinomas de las glandulas
anales, tumores de mastocitos, tumores de pelvis, tumores de Uretra, canceres renales papilares hereditarios,
canceres renales papilares esporadicos, melanoma intraocular, carcinoma hepatocelular (carcinomas de
células del higado con o sin la variante fibrolamelar), colangiocarcinoma (carcinoma de conducto biliar
intrahepatico), colangiocarcinoma hepatocelular mixto, carcinoma de células escamosas, melanoma maligno,
cancer de células de Merkel, cancer de piel no melanoma, cancer de hipofaringe, cancer de nasofaringe,
cancer de orofaringe, cancer de la cavidad bucal, cancer de células escamosas, melanoma oral, linfoma
relacionado con SIDA, linfoma cutaneo de células T, limfoma del sistema nervioso central, histiocitoma fibroso
maligno, linfosarcoma, rabdomiosarcoma, histiocitosis maligna, fibrosarcoma, hemangiosarcoma,
hemangiopericitoma, leiomiosarcoma, carcinoma de mama en caninos y carcinoma de mama en felinos.

8. La composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 como un ingrediente activo, junto con al menos un vehiculo, excipiente y/o diluente
farmacéuticamente aceptable.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8 que comprende ademas uno o0 mas agentes
antitumorales.

10. Un método para sintetizar el compuesto de férmula general (I) como se define en la reivindicacion 1 de acuerdo
con los siguientes procedimientos:

Reaccionar 2,4-dicloro-1,3,5-triazins con una anilina de la formula general R'NH2, en la que R’ tiene los
significados como se definen en la reivindicacion 1, para dar 2-arilamino-4-cloro-1,3,5-triazina que se hace
reaccionar después con un derivado de acido boronico de la formula general R2-B(OR)2, en la que R? tiene
los significados como se define en la reivindicacion 1 y ambos residuos de R representan
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independientemente uno del otro hidrégeno o una cadena de alquilo con 1-10 atomos de carbono o una
cadena de cicloalquilo con 3-12 atomos de carbono o ambos residuos de R representan epresentan juntos un
residuo derivado de pinacol para obtener los compuestos de la férmula general (I) de acuerdo con el siguiente
esquema de reaccion:

R—O\
X B_R2 PN
PN N N / N N
N~ N H,N—R! R—O
PR SN N - G
& N N Cl N N R
N Cl | Pd |
H catalisis H

reaccionar 2,4-dicloro-1,3,5-triazina con un derivado de acido borénico de la férmula general R?-B(OR)2, en la
que R? tiene los significados como se definen en la reivindicacion 1 y ambos residuos de R representan
independientemente uno del otro hidrégeno o una cadena de alquilo con 1-10 atomos de carbono o una
cadena de cicloalquilo de 3-12 atomos de carbono o ambos residuos de R representan juntos un residuo
derivado de pinacol para dar la R? sustituida por cloro-1,3,5-triazina que ese hace reaccionar después con la
anilina de la férmula general R'NH2, en la que R tiene los significados como se definen en la reivindicacion 1,
para obtener los compuestos de la férmula general (I) de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:
R—O

B—R? X
/\

Cl Pd
catalisis H

o}
reaccionar una amida de la formula general R>—CONH2, en la que R? tiene los significados como se definen
en la reivindicacion 1, con un acetal de N,N-dimetilformamida para dar el intermediario N-acilformamidina que
se hace reaccionar posteriormente con la guanidina de la formula general R'-NH-C(NH)NHz, en la que R!
tiene los significados como se defienen en reivindicaciéon 1, para obtener los compuestos de la féormula
general (I) de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:

I
R
0 O H N N N
(H3C),N—CH(OR), H |
> — > R P
RZ*NHZ Rz)kN)\N(CH;;)z \lTl)\N)\RZ
H
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