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DESCRIPCION
Entidades quimicas

La presente invencion se refiere a entidades quimicas con actividad anticancerosa, y mas especificamente a
entidades quimicas que inhiben la ATR (cinasa de ataxia telangiectasia mutada y relacionada con Rad3). La
presente invencion se refiere también a composiciones farmacéuticas que contienen, y a los usos de, tales
entidades quimicas.

Antecedentes de la invencion

Las entidades quimicas triciclicas de la presente invencidon son inhibidores de ATR y tienen una serie de
aplicaciones terapéuticas, particularmente en el tratamiento del cancer.

Los canceres son la consecuencia de un crecimiento celular incontrolado de una amplia variedad de tejidos
diferentes. En muchos casos, las nuevas células penetran en el tejido existente o experimentan metastasis en
organos remotos. Los canceres aparecen en una amplia variedad de érganos y, a menudo, evolucionan de manera
especifica al tejido. El término “cancer’, como término genérico, describe, por lo tanto, un gran grupo de
enfermedades definidas de diferentes érganos, tejidos y tipos celulares.

En 2008, se diagnosticé cancer a mas de 12 millones de personas en el mundo. En el mismo afio, se atribuyeron
aprox. 7,5 millones de muertes como consecuencia de estas enfermedades (informe Globocan 2008). Solo en los
EE.UU., en 2012, se han predicho mas de 1,6 millones de nuevos casos y mas de 500.000 muertes por canceres.
La mayoria de estos nuevos casos se refiere a canceres de colon (~100.000), pulmén (~230.000), mama (~230.000)
y prostata (~240.000) (American Cancer Society, Cancer Facts y Figures 2012).

Muchos tratamientos del cancer actuales, incluyendo agentes quimioterapéuticos y radiacion ionizante, inducen los
danos en el ADN vy la parada de la horquilla de replicacion, activando de este modo las rutas de punto de control del
ciclo celular y conduciendo a la detencion del ciclo celular. Varios estudios han mostrado que esta respuesta es un
mecanismo importante que ayuda a las células cancerosas a sobrevivir a los tratamientos. Estos hallazgos han dado
pie al desarrollo de agentes orientadores a rutas de sefializacion de respuesta a los dafios al ADN.

La ATR es un miembro de la familia de proteinas cinasas relacionadas con fosfatidilinositol cinasa (PIKK) y se activa
mediante una amplia variedad de manifestaciones de dafios al ADN. En particular, la ATR es esencial para coordinar
la respuesta al estrés replicativo (ER), que representa la acumulacion patolégica de ADN monocatenario (ADNmc).
La naturaleza recombinogénica del ADNmc conduce a transposiciones cromosémicas que son un sello distintivo del
cancer. En respuesta al ER, la ATR desencadena la detencion del ciclo celular en las etapas S y G2/M mediante la
fosforilacion de CHK1.

La ATR puede prevenir el desarrollo del cancer, ya que la respuesta del punto de control de la ATR podria limitar la
expansion de células precancerosas que experimentan ER como resultado de la activacion oncogénica. Ademas,
debido a que la ruta de punto de control de ATR—-CHK1 sirve para garantizar la supervivencia celular después del
ER, un punto de control de ATR-CHK1 normal y robusto puede ser un mecanismo de resistencia a la quimioterapia y
puede permitir que las células cancerosas sobrevivan con altos niveles endégenos de ER.

La inhibicion de los componentes de la ruta de ATR-CHK1 potencialmente podria potenciar la eficacia de los
inhibidores de replicacion. Ademas, la inhibicion de ATR puede ser particularmente toxica para las células con altos
niveles de ER, tales como aquellas que expresan oncogenes o que carecen de supresores tumorales. En estas
células, una fuerte limitacion de la actividad de ATR (por ejemplo, mediante el uso de un inhibidor de ATR) generaria
cantidades mortales de ER que conducirian a la muerte celular.

La ventaja potencial de sensibilizar células de este modo seria la capacidad de reducir las dosis de los inhibidores
de la replicacion. Esto daria como resultado una toxicidad reducida en los sistemas de 6rganos hematologico y
gastrointestinal, entre otros, si las células normales no estan sensibilizadas en la misma medida. La especificidad del
inhibidor de replicacion para causar la muerte de células cancerosas puede estar ayudado por el hecho de que las
células no transformadas tienen puntos de control de S y G2 mas robustos que las células tumorales. Por ejemplo,
muchos canceres tienen mutaciones en p53 u otros componentes de la ruta de p53 que conducen a la dependencia
de los puntos de control de S y G2 para detener el ciclo celular y proporcionar reparacion y supervivencia. La
inhibicién de los puntos de control de S y G2 puede destruir preferencialmente entonces estas células tumorales
deficientes de p53.

La enumeracién o discusién de un documento publicado aparentemente antes en esta memoria descriptiva no
deberia tomarse necesariamente como el reconocimiento de que el documento es parte del estado de la técnica o
es de conocimiento general comun.

Existe una falta de inhibidores potentes de ATR. Por lo tanto, existe la necesidad de entidades quimicas que inhiban
selectivamente la ATR para uso clinico o para estudios adicionales de la respuesta de ATR.
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Sumario de la invenciéon

La presente invencién se refiere a una serie de entidades quimicas triciclicas que son inhibidores de ATR. Estas
entidades quimicas demuestran una buena selectividad por ATR y son potencialmente utiles en el tratamiento del
cancer. La invencion se refiere adicionalmente a composiciones farmacéuticas de las entidades quimicas y al uso de
las composiciones como agentes terapéuticos.

En un aspecto, la presente invencién proporciona entidades quimicas seleccionadas entre compuestos de Férmula
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R1 representa un heteroarilo biciclico seleccionado entre el grupo que consiste en indazolilo, indolilo,
bencimidazolilo y pirrolopiridinilo;

R2 se selecciona entre NR3SO2Rs3, alquilo y cicloalquilo;

en la que R3 se selecciona independientemente en cada aparicién entre H, alquilo opcionalmente sustituido con
1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y
heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; ym es 1 o0 2;

alquilo es un hidrocarburo saturado lineal que tiene hasta 10 atomos de carbono (C4-C10) o un hidrocarburo
saturado ramificado de 3 a 10 (es decir, entre 3 y 10) atomos de carbono (C3-C1o);

cicloalquilo es un hidrocarburo C3-C4o saturado monociclico o biciclico, que puede estar opcionalmente
condensado con un grupo arilo; o cicloalquilo es adamantilo;

heterocicloalquilo es un anillo monociclico o biciclico saturado unido a C o unido a N de 3-10 miembros, que
contiene 1, 2, 3 0 4 heteroatomos de anillo independientemente seleccionados entre N, S y O, en los que un
atomo de N o S en el anillo puede sustituirse con oxigeno para formar un grupo N-6xido, sulféxido o sulfona;

arilo es fenilo, bifenilo o naftilo; y

heteroarilo es un anillo aromatico monociclico, biciclico o triciclico de 5, 6, 9 o0 10, 12, 13 0 14 miembros, que
puede contener 1, 2, 3 0 4 heteroatomos de anillo independientemente seleccionados entre N, Sy O;

y sales, solvatos y estereoisémeros farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Cuando se selecciona cualquiera de R4, Rz y R3 entre alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, de
acuerdo con la Férmula (l) definida anteriormente, entonces ese grupo puede estar sustituido o no sustituido.
Cuando esta sustituido, habra presentes generalmente de 1 a 5 sustituyentes, preferentemente 1, 2 o 3
sustituyentes.

Cuando R; representa alquilo o cicloalquilo, dicho alquilo o cicloalquilo esta sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado entre (NR4),SO2R4 en el que n es 0 o 1, OH y CN; y dicho alquilo o cicloalquilo esta opcionalmente y
adicionalmente sustituido con 1 o 2 sustituyentes independientemente seleccionados entre halégeno, CN, COORy,
CF3, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido
con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o
pueden tomarse dos sustituyentes en un solo atomo junto con el atomo al que estan fijados para formar una
estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo y heterocicloalquilo opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 grupos
seleccionados entre halégeno, alquilo C4-C4, C(O)-alquilo C1-C4 y C(O)O-alquilo C+-Ca.

Cuando R3 se selecciona entre alquilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo, entonces dicho alquilo, heterocicloalquilo o
cicloalquilo puede estar opcionalmente sustituido en cada aparicion con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes, en los que los
sustituyentes se seleccionan independientemente entre halégeno, OH, CN, COOR4, CF3, NR4R:, NR4CORy,
(NR4):SO2R4, en el que n es 0 o 1, alquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, cicloalquilo
opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos
de halégeno, o pueden tomarse dos sustituyentes en un solo atomo junto con el atomo al que estan fijados para
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formar una estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo y heterocicloalquilo opcionalmente sustituidos con 1, 2 o
3 grupos seleccionados entre halégeno, C(O)-alquilo C4-C4, C(O)O-alquilo C4-C4 y alquilo C4-C4 opcionalmente
sustituidos con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; y

Rs se selecciona independientemente en cada aparicion entre H, alquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo y
heterocicloalquilo, en los que alquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo y heterocicloalquilo estan opcionalmente
sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados entre halégeno, alquilo, O-alquilo, N(alquilo C4-C4)2, N(alquil C+-
C4)CO-alquilo C+4-C4, 0 se toman dos grupos R4 en un sustituyente junto con el atomo o atomos a los que estan
fijados para formar un heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno o, cuando esta
presente un sustituyente que comprende un grupo R4 en un alquilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo, el grupo R4 se
toma junto con un sustituyente en ese alquilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo para formar un heterocicloalquilo
opcionalmente sustituido con 1, 2 0 3 atomos de halégeno.

Cada grupo heteroarilo biciclico representado por Ry puede estar opcionalmente sustituido en cada aparicién con 1,
2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados entre halogeno, OH, CN, COORs, CF3, NR4R4, NRsCOR4, (NR4).SO2R4, en el
que n es 0 o 1, NHRs, alquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, O-alquilo opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y
heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno;

en el que Rs se selecciona independientemente entre CO-alquilo, CO-arilo o CO-heteroarilo.

En una realizacion de la presente invencion, los sustituyentes para dichos alquilo, heterocicloalquilo y cicloalquilo, a
menos que se indique otra cosa, pueden seleccionarse independientemente entre halégeno, OH, CN, COOR4, CF3,
NRsR4, NR4sCORy4, (NRs),SO2R4, en el que n es 0 o 1, alquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de
halégeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o pueden tomarse dos sustituyentes en un solo atomo junto con el
atomo al que estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo y heterocicloalquilo
opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno y alquilo C+-C4 opcionalmente sustituido
con 1, 2 o 3 atomos de halégeno.

La presente invencidon abarca todos los tautdmeros, isémeros, estereoisdmeros (incluyendo enantiémeros,
diasteredmeros y mezclas racémicas y escalémicas de los mismos) de compuestos de Férmula (I), tal como se
definen en el presente documento, y las sales y profarmacos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En todavia otro aspecto, la presente invencion proporciona un N-6xido de un compuesto de Férmula (1), tal como se
define en el presente documento, y tautdmeros, isdmeros, estereoisomeros (incluyendo enantiéGmeros,
diasteredmeros y mezclas racémicas y escalémicas de los mismos) y sales y profarmacos farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Se entendera que determinadas entidades quimicas de la presente invencién pueden existir en formas solvatadas,
por ejemplo, hidratadas, asi como no solvatadas. Ha de entenderse que la presente invencion abarca todas tales
formas solvatadas.

La presente invencion comprende también los siguientes aspectos, alternativas y combinaciones de los mismos. Las
preferencias y opciones por un aspecto, rasgo o parametro dado de la invencién deberian considerarse, a menos
que el contexto dicte claramente otra cosa, como desveladas en combinaciéon con todas y cada una de las
preferencias y opciones por todos los demas aspectos, rasgos y parametros de la invencion. Por ejemplo, las
definiciones particulares para el grupo R1 definido en el presente documento pueden combinarse con definiciones
particulares para el grupo Ro.

En un aspecto de la invencion, Ry se selecciona entre:

Rs

y particularmente entre
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en los que cada uno de Rg, R7, Rs, Rg, R11 y R12 se selecciona independientemente entre H, halégeno, cicloalquilo,
OH, CN, COORy4, CF3, NRsR4, NR4COR4, R1g y OR19, en los que Rio es alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1,
2 o 3 atomos de halégeno.

Preferentemente, Rg se selecciona entre halégeno o H, mas preferentemente entre F o H.

Preferentemente, R7, Rs y Ro se seleccionan independientemente cada uno entre CN o particularmente entre H,
halégeno, Rip y OR10, mas preferentemente entre H, halégeno y Rq.

Preferentemente, R7 se selecciona entre halégeno, alquilo C4-Cs y O-alquilo C+-Cs, particularmente entre halégeno y
O-alquilo C1-Cg, mas particularmente entre halégeno y OMe, mas particularmente entre F y OMe.

Preferentemente, R7 se selecciona entre halégeno, CN, O-alquilo C4-Cs y alquilo C4-Cgs opcionalmente sustituido con
1 a 3 atomos de halogeno, particularmente entre halégeno, CN, O-alquilo C4-C4 y alquilo C+-Cs opcionalmente
sustituido con 1 a 3 atomos de halégeno, mas particularmente entre halégeno, CN, Me, CFz y OMe, mas
particularmente entre Cl, F, CN, Me, CF3 y OMe.

Preferentemente, R11 se selecciona entre H, R1o, NRsRs y NR4CORy4, por ejemplo, entre morfolinilo, N(alquil Cy.4)-
alquilo C44 o particularmente entre H, alquilo C1-Cg, NH2, NH-alquilo C14 y NHCO-alquilo C14, mas particularmente
entre H, Me, NHMe, N(Me)z, NHEt, NH(iso-propilo), NH(n-propilo), NH2 y morfolin-4-ilo. Mas preferentemente, R11 se
selecciona entre alquilo C1-Cs, NRsRs y NR4COR4, mas preferentemente entre NR4R4, en particular, entre NHMe,
N(Me)2, NHEt, NH(iso-propilo), NH(n-propilo), NHz y morfolin-4-ilo.

Preferentemente, R+2 se selecciona entre H, halégeno, Rig u OR1, particularmente entre H, halégeno o Ri, 0 mas
particularmente entre H o Ryo.

En particular, Re y Re pueden seleccionarse independientemente cada uno entre F o H;

R7 y Rgpueden seleccionarse independientemente cada uno entre H, halégeno, Rig y OR1g;
R11 puede seleccionarse entre H, Rio, NR4sR4 y NR:CORy; y

R12 se selecciona entre H, halégeno, Rip u OR1o.

Como alternativa, Rs y Re pueden seleccionarse independientemente cada uno entre F o H;

R7 y Rgpueden seleccionarse independientemente cada uno entre H, halégeno, CN, Rio y OR1g;
R11 puede seleccionarse entre H, Rio, NR4sR4 y NR:CORy; y

R12 se selecciona entre H, halégeno, Rip u OR1o.

Como alternativa, Re puede seleccionarse entre halégeno o H, en particular, entre F o H;

R7, Rsy Rg pueden seleccionarse independientemente cada uno entre H, halégeno, Rio y ORq;

R11 puede seleccionarse entre H, R1o, NR4sR4 y NR:CORy;

en los que R4 se selecciona independientemente en cada aparicién entre H o alquilo opcionalmente sustituido con 1,
2 o 3 atomos de halégeno, o los grupos R4 se toman junto con el atomo al que estan fijados para formar un
heterocicloalquilo, opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; y
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R12 puede seleccionarse entre H o Ryo.

En otra alternativa, R puede seleccionarse entre halégeno o H, en particular, entre F o H;

R7, Rsy Ro pueden seleccionarse independientemente cada uno entre H, halégeno, CN, Rig y ORqg;

R11 puede seleccionarse entre H, R1o, NR4sR4 y NR:CORy;

en los que R4 se selecciona independientemente en cada aparicién entre H o alquilo opcionalmente sustituido con 1,
2 o 3 atomos de halégeno, o los grupos R4 se toman junto con el atomo al que estan fijados para formar un
heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; y

R12 puede seleccionarse entre H, halégeno o Ry.

En particular, Rs puede seleccionarse entre halégeno o H, en particular, entre F o H;

R7, Rsy Ro pueden seleccionarse independientemente cada uno entre H, halégeno, alquilo C1.6 y O-alquilo C1.;

R11 puede seleccionarse de H, alquilo C1.6, NR4sRs y NRsCORy;

en los que R4 se selecciona independientemente en cada aparicién entre H o alquilo opcionalmente sustituido con 1,
2 o 3 atomos de halégeno, o los grupos R4 se toman junto con el atomo o atomos a los que estan fijados para formar
un heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; y

R12 puede seleccionarse de H, alquilo C1.s u O-alquilo C1s.

Como alternativa, Re puede seleccionarse entre halégeno o H, en particular, entre F o H;

R7, Rsy Ry pueden estar independientemente seleccionados cada uno entre H, halégeno, CN, O-alquilo C1.6 y alquilo
C1.6 opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno;

R11 puede seleccionarse entre H, alquilo C16, NRsRs y NR4CORy;

en los que R4 se selecciona independientemente en cada aparicién entre H o alquilo opcionalmente sustituido con 1,
2 0 3 atomos de halégeno, o los grupos R4 se toman junto con el atomo o atomos a los que estan fijados para formar
un heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; y

R12 puede seleccionarse entre H, halégeno, alquilo C16 u O-alquilo C1..

En particular, Rs puede seleccionarse entre halégeno o H, en particular, entre F o H;

R7, Rsy Ro pueden seleccionarse independientemente cada uno entre H, halégeno, alquilo C1.6 y O-alquilo C1.;
R11 puede seleccionarse entre H, alquilo C1-Cs, NH2, NH-alquilo C44 y NHCO-alquilo C14 y

R12 puede seleccionarse entre H o Ryo.

Como alternativa, Re puede seleccionarse entre halégeno o H, en particular, entre F o H;

R7, Rs y R pueden seleccionarse independientemente cada uno entre H, halégeno, CN, O-alquilo C1. y alquilo C1.6
opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno;

R11 puede seleccionarse entre H, alquilo C4-Cs, NH2, NH-alquilo C1.4, N(alquilo C1.4)2, morfolinilo y NHCO-alquilo C1.
4y

R12 puede seleccionarse entre H, halégeno o Ry.

Como alternativa, Rs, R7, Rs, Re y Ri2 pueden ser H; y Ry puede seleccionarse entre alquilo C-Cs, NR4Rs ¥
NR4sCORy, particularmente entre NRsR4, mas particularmente entre NHMe, N(Me),, NHEt, NH(isopropilo), NH(n-
propilo), NH2 y morfolin-4-ilo, mas particularmente NHMe;

en los que R4 se selecciona independientemente en cada aparicién entre H o alquilo opcionalmente sustituido con 1,
2 o 3 atomos de halégeno, o los grupos R4 se toman junto con el atomo al que estan fijados para formar un
heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno.

Como alternativa, R11 puede seleccionarse entre alquilo C1-Cs, NR4sR4 y NR4CORy4, uno de Rg, R7, Rs, Ro y R12 esta
presente y no es H; y el resto de R, R7, Rs, Ro ¥y Rz, si estan presentes, son H.

Como alternativa, Re, Rs, Re, R11 y R12 pueden ser H; y Ry puede seleccionarse entre halégeno, alquilo C4-Cs y O-
alquilo C+-Cs, particularmente entre halégeno y O-alquilo C4-Ce, mas particularmente entre halégeno y OMe.

En otra alternativa, R, Rs, Ro, R11 y R12 pueden ser H; y Ry puede seleccionarse entre halégeno, CN, O-alquilo C4-Cs
y alquilo C4-Cg opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, particularmente entre halégeno, CN, Me,
CF3y OMe.

Como alternativa, Rs, R7, Rs, Re, R11 y R12 pueden ser todos H.

Se desvelan compuestos de Formula | en la que R; se selecciona entre NR4SO2R4, alquilo, cicloalquilo, arilo y
heterocicloalquilo,

en los que alquilo y cicloalquilo estan opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados entre 1,
2 o 3 sustituyentes seleccionados entre (NR4),SO2R4, OH y CN, y opcionalmente sustituidos adicionalmente con
1 o 2 sustituyentes independientemente seleccionados entre halégeno, alquilo C+-Cgs opcionalmente sustituido
con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-
alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno, y opcionalmente sustituido
adicionalmente aun con (i) 2 sustituyentes en un solo atomo que se toman junto con el atomo al que estan fijados
para formar una estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos
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seleccionados entre halégeno y alquilo C4-C4, 0 con (ii) un sustituyente que se toma junto con uno de los grupos
R4 para formar un heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno;

y en los que arilo y heterocicloalquilo estan opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados
entre 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados entre (NR4),.SO2Rs, OH y CN, y opcionalmente sustituidos
adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes independientemente seleccionados entre haldégeno, alquilo C+-Cg
opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 0 3
atomos de halégeno y O-alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno.

Se desvelan compuestos de Formula | en la que R; se selecciona entre NR3SO2Rs3, alquilo, cicloalquilo, arilo y
heteroarilo,

en los que alquilo y cicloalquilo estan opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados entre
(NR4),SO2R4, OH y CN, y opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes independientemente
seleccionados entre halégeno, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno,
cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido
con 1, 2 o 3 atomos de haldégeno, y opcionalmente sustituido adicionalmente aun con (i) 2 sustituyentes en un
solo atomo que se toman junto con el atomo al que estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada
entre cicloalquilo y heterocicloalquilo, estando ambos opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 grupos
seleccionados entre halégeno, alquilo C4-C4, C(O)-alquilo C+-C4 y C(O)0O-alquilo C1-Ca, o con (ii) un sustituyente
que se toma junto con uno de los grupos R4 (si estan presentes) para formar un heterocicloalquilo opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno;

y en los que arilo y heteroarilo estan opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados entre
(NR4),SO2R4, OH y CN, y opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes independientemente
seleccionados entre halégeno, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno,
cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido
con 1, 2 o 3 atomos de halégeno.

Se desvelan compuestos de Férmula | en la que R; se selecciona entre NR4sSO2R4, alquilo y cicloalquilo, en los que
alquilo y cicloalquilo estan opcionalmente sustituidos tal como se describe en el parrafo precedente;

en particular, en los que alquilo y cicloalquilo estan sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado entre
(NR4):SO2R4, en el que n es 0 0 1, OH y CN, y en los que alquilo y cicloalquilo estan opcionalmente sustituidos
adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes independientemente seleccionados entre halégeno, CN, COORs, CF3,
alquilo C+-Cg opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido
con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o
con 2 sustituyentes en un solo atomo que se toman junto con el atomo al que estan fijados para formar una
estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo y heterocicloalquilo opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3
grupos seleccionados entre halégeno y alquilo C4-Ca.

R2 se selecciona entre NR3SO2Rs3, alquilo y cicloalquilo,

en los que alquilo y cicloalquilo estan sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado entre (NR4),SO2R4, en
elquenes 00 1, OHy CN, y en los que alquilo y cicloalquilo estan opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1
o 2 sustituyentes independientemente seleccionados entre haldégeno, CN, COORs, CF3, alquilo C4-Cg opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y
O-alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o con 2 sustituyentes en un solo atomo
que se toman junto con el atomo al que estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada entre
cicloalquilo y heterocicloalquilo opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre
halégeno, alquilo C4-C4, C(O)-alquilo C4+-C4 y C(O)O-alquilo C1-Ca.

Se desvelan compuestos de Férmula | en la que R puede ser alquilo sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado entre (NR4),SO2R4, OH y CN, y opcionalmente sustituido adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes
independientemente seleccionados entre halégeno, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de
halégeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo C4-Cs opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, y opcionalmente sustituido adicionalmente ain con (i) 2 sustituyentes en
un solo atomo que se toman junto con el atomo al que estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada
entre cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno y alquilo C4-C4, 0 con
(ii) un sustituyente que se toma junto con uno de los grupos R4 para formar un heterocicloalquilo opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno.

En una realizacion, R, puede ser alquilo sustituido con al menos un sustituyente seleccionado entre (NR4),SO2R4,
OH y CN, y opcionalmente sustituido adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes independientemente seleccionados
entre halégeno, alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, cicloalquilo opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de
halégeno, y opcionalmente sustituido adicionalmente aun con (i) 2 sustituyentes en un solo atomo que se toman
junto con el atomo al que estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo y
heterocicloalquilo, estando ambos opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno,
alquilo C4-C4, C(O)-alquilo C1-C4 y C(O)O-alquilo C4-C4, 0 con (ii) un sustituyente que se toma junto con uno de los
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grupos R4 (si estan presentes) para formar un heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de
halégeno.

Se desvelan compuestos de Foérmula | en la que Rz puede ser (CH2),C(R13)2(CH2)qQ en la que Q es (NR4),SO2Ra4,
OH o CN, en particular, en la que Q es SO2R4, en la que p y q son independientemente 0, 1 0 2, y en la que (i) Rizse
selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H y alquilo C4-C4, en particular, en la que ambos
grupos Ri3 son H, en la que ambos grupos Ri3 son metilo, o (ii) un R4z se selecciona entre el grupo que consiste en
H y alquilo C+-Cs y el otro Rq3 se toma junto con Ry, si estd presente, para formar un heterocicloalquilo de 3-6
miembros opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno y alquilo C4-Ca, o (iii) los
grupos Ri3 se toman junto con el atomo al que estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada entre
cicloalquilo C3-Cg y heterocicloalquilo de 3-6 miembros opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos seleccionados
entre halégeno y alquilo C+-Ca, en particular, ciclopropanilo, tetrahidropiranilo, piperidinilo o N-metilpiperidinilo.

En una realizacion, R, puede ser (CH2),C(R13)2(CH2)4Q en la que Q es (NR4),SO2R4, OH o CN, en particular, en la
que Q es SO2Rs4 en la que p y g son independientemente 0, 1 o 2, y en la que (i) Riz se selecciona
independientemente entre el grupo que consiste en H y alquilo C+-Cy4, en particular, en la que ambos grupos R13 son
H, en la que ambos grupos R13 son metilo, o (ii) un R4z se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C4-C4
y el otro Rz se toma junto con R4, si estd presente, para formar un heterocicloalquilo de 3-6 miembros
opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o (iii) los grupos Ri3 se toman junto con el atomo al que
estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo C3-Cgs y heterocicloalquilo de 3-6
miembros opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno, alquilo C4-C4, C(O)-alquilo C+-
C4 y C(0)0O-alquilo C4-C4, en particular, ciclopropanilo, ciclobutilo, tetrahidropiranilo, piperidinilo, N-metilpiperidinilo o
N-etoxicarbonilpiperidinilo.

Como alternativa, R, puede seleccionarse entre NR3SO2Rs.

En este y otros aspectos de la invencion, Rs puede ser H o alquilo C4-C4 opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3
atomos de halégeno, particularmente H o alquilo C4-C4, mas particularmente H o Me.

En algunos aspectos de la invencion, R4 puede ser alquilo C1-C4 opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de
halégeno o cicloalquilo C3-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno. En particular, R4 puede ser
metilo, ciclopropilo o trifluorometilo.

Se desvelan compuestos de Férmula | en la que R; se selecciona entre (NR4),SO2R4, alquilo, cicloalquilo, arilo y
heteroarilo, en los que alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo estan sustituidos con (NR4),SO2R4,

y en los que alquilo y cicloalquilo estan opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes
independientemente seleccionados entre halégeno, CN, COORj4, CF3, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con
1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo
C1-Cg opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o con dos sustituyentes en un solo atomo que
se toman junto con el atomo de carbono al que estan fijados para formar un cicloalquilo opcionalmente sustituido
con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno y alquilo C4-Ca,

y en los que arilo y heteroarilo estan opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes
independientemente seleccionados entre halégeno, CN, COORj4, CF3, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con
1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo
C1-Cg opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno.

Se desvelan compuestos de Formula | en la que R; se selecciona entre NR3SO2Rs3, alquilo, cicloalquilo, arilo y
heteroarilo, en los que alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo estan sustituidos con (NR4),SO2R4,

y en los que alquilo y cicloalquilo estan opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes
independientemente seleccionados entre halégeno, CN, COORj4, CFs3, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con
1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo
C1-Cg opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o con dos sustituyentes en un solo atomo que
se toman junto con el carbono al que estan fijados para formar un cicloalquilo o heterocicloalquilo, estando
ambos opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno, alquilo C4-C4, C(O)-alquilo
C1-C4 y C(O)O-alquilo C4-Ca,

y en los que arilo y heteroarilo estan opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes
independientemente seleccionados entre halégeno, CN, COORj4, CFs3, alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con
1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo
C1-Cg opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno.

Se desvelan compuestos de Formula | en la que R; se selecciona entre NR3SO2Rs3, alquilo, cicloalquilo, arilo y
heteroarilo, en los que alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo estan sustituidos con (NR4),SO2R4,

y en los que alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo estan opcionalmente sustituidos adicionalmente con 1 o 2
sustituyentes independientemente seleccionados entre halégeno, CN, CFs;, alquilo C4-Cs opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de
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halégeno.

La configuracion estereoquimica alrededor del centro quiral obligatorio en la entidad quimica de Férmula () (es
decir, el centro quiral adyacente al grupo -(CH)n-) puede ser S. En particular, cuando n es 1, la configuracion
estereoquimica alrededor del centro quiral puede ser S. Mas particularmente, cuando m es 1, la configuracion
estereoquimica alrededor del centro quiral puede ser S.

La configuracion estereoquimica alrededor del centro quiral puede ser R. En particular, cuando n es 2, la
configuracion estereoquimica alrededor del centro quiral puede ser R. Mas particularmente, cuando m es 2, la
configuracion estereoquimica alrededor del centro quiral puede ser R.

En un aspecto, la invencion comprende un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:
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y tautdmeros, sales, solvatos y estereoisdémeros farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Aplicaciones terapéuticas

Tal como se ha mencionado anteriormente, las entidades quimicas de la presente invencién son inhibidores
potentes y selectivos de ATR. Son, por lo tanto, utiles en el tratamiento de afecciones patoldgicas para las que una
sobreactividad de ATR es el factor causante o en las que la actividad de ATR es particularmente necesaria para la
supervivencia de las células enfermas.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un compuesto de Férmula (1) para uso en medicina.

La presente invencién proporciona también el uso de un compuesto de Férmula (I) en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad o afeccién en las que esta implicada la
actividad de ATR.

La presente invencion proporciona también un compuesto de Férmula (I) para su uso en el tratamiento o la
prevencion de una enfermedad o afeccion en las que esta implicada la actividad de ATR.

Se desvela también un procedimiento de tratamiento de una enfermedad o afeccién en las que esta implicada la
actividad de ATR que comprende la administracion a un sujeto que lo necesite de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de Férmula (1).

En un aspecto, la enfermedad o afeccién en las que esta implicada la actividad de ATR es cancer.

En un aspecto, la enfermedad o afeccion en las que esta implicada la actividad de ATR es cancer de pulmon, cancer
de prostata, melanoma, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de endometrio, cancer de rifién, cancer gastrico,
sarcomas, cancer de cabeza y cuello, tumores del sistema nervioso central y sus metastasis, y también para el
tratamiento de pacientes con leucemia mieloide aguda.

Otras enfermedades o afecciones en las que esta implicada la actividad de ATR incluyen, pero sin limitacion,
neoplasias malignas hematoldgicas, tales como leucemia, mieloma multiple, linfomas, tales como la enfermedad de
Hodgkin, linfomas no de Hodgkin (incluyendo linfoma de células del manto) y sindromes mielodisplasicos y también
tumores sdlidos y sus metastasis, tales como cancer de mama, cancer de pulmoén (carcinoma pulmonar no
microcitico (CPNM), carcinoma pulmonar microcitico (CPM), carcinoma escamoso), cancer de endometrio, tumores
del sistema nervioso central, tales como gliomas, tumor neuroepitelial disembrioplasico, glioblastoma multiforme,
gliomas mixtos, meduloblastoma, retinoblastoma, neuroblastoma, germinoma y teratoma, canceres del tracto
gastrointestinal, tales como cancer gastrico, cancer esofagico, carcinoma hepatocelular (de higado),
colangiocarcinomas, carcinoma de colon y rectal, canceres del intestino delgado, canceres pancreaticos, cancer de
la piel, tales como melanomas (en particular, melanoma metastasico), cancer de tiroides, canceres de cabeza y
cuello y canceres de las glandulas salivares, prostata, testiculo, ovario, cuello uterino, Utero, vulva, vejiga, rifidn
(incluyendo carcinoma de células renales, carcinoma renal y oncocitoma renal), carcinomas escamosos, sarcomas,
tales como osteosarcoma, condrosarcoma, leiomiosarcoma, sarcoma de tejido blando, sarcoma de Ewing, tumor del
estroma gastrointestinal (TEG), sarcoma de Kaposi y canceres pediatricos, tales como rabdomiosarcomas y
neuroblastomas.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2670674 T3

Las entidades quimicas de la presente invencion pueden administrarse en combinacion con ofros agentes
terapéuticos. En particular, las entidades quimicas de la presente invencién pueden administrarse en combinacion
con agentes citotoxicos. Cuando se emplea una terapia de combinacion, las entidades quimicas de la presente
invencion y dichos agentes de combinacion pueden existir en la misma o diferentes composiciones farmacéuticas y
pueden administrarse separada, secuencial o simultaneamente. Las entidades quimicas de la presente invencion y
los otros agentes terapéuticos pueden estar presentes en una combinacion en cualquier proporcion. Por ejemplo, el
producto de combinacion puede contener del 0,01 al 99,99 % en peso de las entidades quimicas de la presente
invencion, y puede contener de forma similar del 0,01 al 99,99 % en peso de los otros agentes terapéuticos.

Los agentes adecuados para usar en combinacion incluyen los siguientes:

(i) farmacos antiproliferativos/antineoplasicos y combinaciones de los mismos, tal como se usan en la oncologia
médica, tales como agentes alquilantes (por ejemplo, cis-platino, carboplatino, ciclofosfamida, mostaza
nitrogenada, melfalan, clorambucilo, busulfan y nitrosoureas); antimetabolitos (por ejemplo, antifolatos, tales
como fluoropirimidinas como 5-fluorouracilo y tegafur, raltitrexed, metotrexato, arabinésido de citosina,
hidroxiurea y gemcitabina); antibidticos antitumorales (por ejemplo, antraciclinas como adriamicina, bleomicina,
doxorubicina, daunomicina, epirubicina, idarubicina, mitomicina C, dactinomicina y mitramicina); agentes
antimitéticos (por ejemplo, alcaloides de la vinca como vincristina, vinblastina, vindesina y vinorelbina y taxoides
como paclitaxel y taxotere); e inhibidores de topoisomerasa (por ejemplo, epipodofilotoxinas como etopdsido y
tenipdsido, amsacrina, topotecan y camptotecinas);

(ii) agentes citostaticos, tales como antiestrogenos (por ejemplo, tamoxifeno, toremifeno, raloxifeno, droloxifeno y
yodoxifeno), reguladores negativos de receptor de estrégenos (por ejemplo, fulvestrant), antiandrégenos (por
ejemplo, bicalutamida, flutamida, nilutamida y acetato de ciproterona), antagonistas de LHRH o agonistas de
LHRH (por ejemplo, goserelina, leuprorelina y buserelina), progestégenos (por ejemplo, acetato de megestrol),
inhibidores de aromatasa (por ejemplo, como anastrozol, letrozol, vorazol y exemestano) e inhibidores de 5a-
reductasa, tales como finasterida;

(iii) agentes antiinvasivos (por ejemplo, inhibidores de la familia de la cinasa c-Src como 4-(6-cloro-2,3-
metilendioxianilino)-7-[2-(4-metilpiperazin-1-il)etoxi]-5-tetrahidropiran-4-iloxiquinazolina (AZD0530; solicitud
internacional de patente WO 01/94341) y N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-{6-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]-2-
metilpirimidin-4-ilamino}tiazol-5-carboxamida (dasatinib, BMS-354825; J. Med. Chem. 2004, 47, 6658-6661), e
inhibidores de metaloproteinasa como marimastat e inhibidores de la funciéon receptora de activador de
plasminégeno de urocinasa);

(iv) inhibidores de la funcién de factor de crecimiento: por ejemplo, tales inhibidores incluyen anticuerpos de
factor de crecimiento y anticuerpos de receptor de factor de crecimiento (por ejemplo, el anticuerpo anti-erbB2
trastuzumab [Herceptin™] y el anticuerpo anti-erbB1 cetuximab [C225]); tales inhibidores incluyen también, por
ejemplo, inhibidores de tirosina cinasa, por ejemplo, inhibidores de la familia del factor de crecimiento epidérmico
(por ejemplo, inhibidores de tirosina cinasa de la familia de EGFR, tales como N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-metoxi-
6-(3-morfolinopropoxi)quinazolin-4-amina (gefitinib, ZD 1839), N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoxietoxi)quinazolin-4-
amina (erlotinib, OSI-774) y 6-acrilamido-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-7-(3-morfolinopropoxi)quinazolin-4-amina (Cl
1033) e inhibidores de tirosina cinasa erbB2, tales como lapatinib), inhibidores de la familia del factor de
crecimiento hepatocitico, inhibidores de la familia del factor de crecimiento derivado de plaquetas, tales como
imatinib, inhibidores de serina/treonina cinasas (por ejemplo, inhibidores de la sefializacion de Ras/Raf, tales
como inhibidores de farnesil transferasa, por ejemplo, sorafenib (BAY 43-9006)) e inhibidores de la sefializacion
celular mediante la ruta de cinasas MEK y/o PI3K, mTOR y AKT;

(v) agentes antiangiogénicos, tales como aquellos que inhiben los efectos del factor de crecimiento endotelial
vascular [por ejemplo, el anticuerpo contra el factor de crecimiento endotelial vascular bevacizumab (Avastin™) e
inhibidores de tirosina cinasa de receptor de VEGF, tales como 4-(4-bromo-2-fluoroanilino)-6-metoxi-7-(1-
metilpiperidin-4-ilimetoxi)quinazolina (ZD6474; Ejemplo 2 en el documento WO 01/32651), 4-(4-fluoro-2-
metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-pirrolidin-1-ilpropoxi)quinazolina (AZD2171; Ejemplo 240 en el documento WO
00/47212), vatalanib (PTK787; documento WO 98/35985) y SUI 1248 (sunitinib; documento WO 01/60814), y
compuestos que funcionan mediante otros mecanismos (por ejemplo, linomida, inhibidores de la funcién integrina
avp3 y angiostatina)];

(vi) agentes de dafio vascular, tales como combretastatina A4 y compuestos desvelados en las solicitudes de
patente internacional WO 99/02166, WO 00/40529, WO 00/41669, WO 01/92224, WO 02/04434 y WO 02/08213;
(vii) terapias anticodificantes, por ejemplo, aquellas que estan dirigidas a las dianas enumeradas anteriormente,
tales como ISIS 2503, un agente anticodificante anti-ras;

(viii) enfoques de terapia génica, incluyendo enfoques para reemplazar genes aberrantes, tales como p53
aberrante o BRCA1 o BRCA2 aberrantes, enfoques de GDEPT (terapia de profarmaco enzimatico dirigido a gen),
tales como aquellos que usan citosina desaminasa, timidina cinasa o una enzima nitrorreductasa bacteriana y
enfoques que aumentan la tolerancia del paciente ante la quimioterapia o radioterapia, tal como terapia génica
multifarmacorresistente;

(ix) enfoques inmunoterapéuticos, incluyendo enfoques ex vivo e in vivo para aumentar la inmunogenocidad de
las células tumorales de pacientes, tales como transfeccion con citocinas, tales como interleucina 2, interleucina
4 o factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos, enfoques para reducir la anergia de linfocitos T,
enfoques que usan células inmunitarias transfectadas, tales como células dendriticas transfectadas con citocina,
enfoques que usan lineas de células tumorales transfectadas con citocina y enfoques que usan anticuerpos anti-
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idiotipicos; y

(x) agentes modificadores de la cromatina que permiten la reversion de alteraciones epigenéticas implicadas en
la carcinogénesis, por ejemplo, agentes desmetilantes de ADN, tales como 5-azacitidina y decitabina (5-aza—
2'desoxicitidina, dezocitidina) e inhibidores de desacetilasa, tales como vorinostat (suberoilanilida de acido
hidroxamico, Zolinza) y depsipéptido (romidepsina, Istodax).

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un producto de combinaciéon que comprende:

(A) un compuesto de Férmula (I), o una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable del mismo,
tal como se ha definido anteriormente en el presente documento; y
(B) otro agente terapéutico que es util en el tratamiento del cancer y/o una enfermedad proliferativa,

en el que cada uno de los componentes (A) y (B) se formula en mezcla con un adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptables.

Tales productos de combinacion proporcionan la administracion de un compuesto de la invencioén junto con el otro
agente terapéutico y pueden presentarse, por tanto, como formulaciones separadas, en las que al menos una de
esas formulaciones comprende un compuesto de la invencion y al menos una comprende el otro agente terapéutico,
o pueden presentarse (es decir, formularse) como una preparacion combinada (es decir, presentada como una
formulacién individual que incluye un compuesto de la invencién y el otro agente terapéutico).

Por tanto, se proporciona adicionalmente:

(1) una formulacién farmacéutica que incluye un compuesto de Férmula (l), o una sal, solvato o esterecisémero
farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, otro
agente terapéutico que es util en el tratamiento del cancer y/o una enfermedad proliferativa y un adyuvante,
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptables; y
(2) un kit de piezas que comprende los componentes:

(a) una composicion farmacéutica que incluye un compuesto de Férmula (l), o una sal, solvato o
estereoisdmero farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como se ha definido anteriormente en el
presente documento, en mezcla con un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptables; y

(b) una formulacién farmacéutica que incluye otro agente terapéutico que es Util en el tratamiento del cancer
y/o una enfermedad proliferativa en mezcla con un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptables;

estando proporcionados cada uno de los componentes (a) y (b) en una forma que sea adecuada para su
administracion combinados entre si.

La invencion proporciona adicionalmente un procedimiento para la preparacién de un producto de combinacion, tal
como se ha definido anteriormente en el presente documento, comprendiendo dicho procedimiento poner en
asociacion un compuesto de Férmula (1), o una sal, solvato o esterecisémero farmacéuticamente aceptable del
mismo, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, con el otro agente terapéutico que es Uutil
en el tratamiento de cancer y/o una enfermedad proliferativa, y al menos un adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptables.

Se entiende por “poner en asociacion” que los dos componentes se vuelven adecuados para su administracion
combinados entre si.

Por tanto, con relacién al procedimiento para la preparacion de un kit de piezas, tal como se ha definido
anteriormente en el presente documento, al poner los dos componentes “en asociacion” entre si, se incluye que los
dos componentes del kit de piezas puedan:

(i) proporcionarse como formulaciones separadas (es decir, de forma independiente entre si), que se juntan
posteriormente para su uso combinados entre si en terapia de combinacién; o

(ii) empaquetarse y presentarse conjuntamente como componentes separados de un “paquete de combinacion”
para su uso combinados entre si en terapia de combinacion.

Definiciones
El término “alquilo” incluye residuos de hidrocarburo saturado que incluyen:

- grupos lineales de 1 a 10 atomos de carbono (C1-C+o), 0 de 1 a 6 atomos de carbono (C4-Cg), 0 de 1 a 4
atomos de carbono (C4-C). Los ejemplos de tales grupos alquilo incluyen, pero sin limitacion, C4 (metilo),
C; (etilo), Cs (propilo) y C4 (butilo).

- Grupos ramificados de 3 a 10 (es decir, entre 3 y 10) atomos de carbono (Cs-C1o), 0 de hasta 7 atomos de
carbono (C3-C7), o de hasta 4 atomos de carbono (Cs-Cs). Los ejemplos de tales grupos alquilo incluyen,
pero sin limitacion, Cs (1-metiletilo), C, (1-metilpropilo, 2-metilpropilo, 1,1-dimetiletilo) y Cs (1,1-
dimetilpropilo, 2,2-dimetilpropilo, 3-metilbutilo, pentan-2-ilo, pentan-3-ilo),
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cada uno opcionalmente sustituido, tal como se ha indicado anteriormente.
A menos que se indique otra cosa, el halégeno se selecciona entre F, Cl, Bry I; en particular, halégeno es F.

El cicloalquilo es tal como se ha definido anteriormente. Los grupos cicloalquilo pueden contener de 3 a 10 atomos
de carbono, o de 4 a 10 atomos de carbono, o de 5 a 10 atomos de carbono, o de 3 a 6 atomos de carbono. Los
ejemplos de grupos cicloalquilo monociclicos adecuados incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y
cicloheptilo. Los ejemplos de grupos cicloalquilo biciclicos adecuados incluyen decahidronaftaleno y octahidro-1H-
indeno. El cicloalquilo puede estar condensado con arilo. Los ejemplos de grupos cicloalquilo, cuando estan
condensados con arilo, incluyen indanilo y 1,2,3,4-tetrahidronaftilo.

El heterocicloalquilo es un anillo monociclico o biciclico saturado de 3 a 10 miembros unido a C o unido a N, en el
que dicho anillo heterocicloalquilo puede contener 1, 2, 3 o0 4 heteroatomos independientemente seleccionados entre
S, Ny O, en los que un atomo de N o S en el anillo puede estar sustituido con oxigeno para formar un grupo N-
oxido, sulfoxido o sulfona. Los ejemplos de grupos heterocicloalquilo adecuados incluyen tetrahidrotiofeno v,
particularmente, oxiranilo, aziridinilo, azetidinilo, tetrahidrofuranilo, pirrolidinilo, tetrahidropiranilo, piperidinilo, N-
metilpiperidinilo, morfolinilo, N-metilmorfolinilo, piperazinilo, N-metilpiperazinilo, azepanilo, oxazepanilo y diazepanilo.

El arilo es tal como se ha definido anteriormente. Normalmente, el arilo estara opcionalmente sustituido con 1, 2 0 3
sustituyentes. Los sustituyentes opcionales se seleccionan entre los indicados anteriormente. Los ejemplos de
grupos arilo adecuados incluyen fenilo y naftilo (cada uno opcionalmente sustituido tal como se ha indicado
anteriormente).

El heteroarilo es tal como se ha definido anteriormente. Normalmente, los grupos heteroarilo contienen 5, 6, 9, 10,
12, 13 0 14 miembros de anillo, en los que 1, 2, 3 0 4 miembros de anillo se seleccionan independientemente entre
O, S y N. En una realizacion, un grupo heteroarilo puede ser un monociclico de 5, 6, 9 o 10 miembros, por ejemplo,
un monociclco de 5 miembros o un monociclico de 6 miembros, un biciclico de anillo condensado de 9 miembros o
un biciclico de anillo condensado de 10 miembros.

Los grupos heteroaromaticos monociclicos incluyen grupos heteroaromaticos que contienen 5-6 miembros de anillo
en los que 1, 2, 3 0 4 miembros de anillo se seleccionan independientemente entre O, Sy N.

Los ejemplos de grupos heteroarilo adecuados incluyen indazolilo, pirrolopiridinilo y, particularmente, tienilo, furanilo,
pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, triazolilo, oxadiazolilo, tiadiazolilo, tetrazolilo,
piridinilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, indolilo, bencimidazolilo, benzotriazolilo, quinolinilo e isoquinolinilo
(opcionalmente sustituidos tal como se ha indicado anteriormente).

La expresion “unido a C”, tal como en el “heterocicloalquilo unido a C”, significa que el grupo heterocicloalquilo esta
unido al resto de la molécula a través de un atomo de carbono de anillo.

La expresion “unido a N”, tal como en el “heterocicloalquilo unido a N”, significa que el grupo heterocicloalquilo esta
unido al resto de la molécula a través de un atomo de nitrégeno de anillo.

La expresion “unido a O”, tal como en “residuo hidrocarburo unido a O”, significa que el residuo hidrocarburo esta
unido al resto de la molécula a través de un atomo de oxigeno.

La expresion “sal farmacéuticamente aceptable” significa una sal fisiolégica o toxicolégicamente tolerable e incluye,
cuando sea adecuado, sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables y sales de adicion de acido
farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, (i) cuando un compuesto de la invenciéon contiene uno o mas grupos
acidos, por ejemplo, grupos carboxilo, las sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables que pueden
formarse incluyen sales de sodio, potasio, calcio, magnesio y amonio, o sales con aminas organicas, tales como
dietilamina, N-metilglucamina, dietanolamina o aminoacidos (por ejemplo, lisina) y similares; (i) cuando el
compuesto de la invencion contiene un grupo basico, tal como un grupo amino, las sales de adicion de acido
farmacéuticamente aceptables que pueden formarse incluyen clorhidratos, bromhidratos, sulfatos, fosfatos, acetatos,
citratos, lactatos, tartratos, mesilatos, succinatos, oxalatos, fosfatos, esilatos, tosilatos, bencenosulfonatos,
naftalenodisulfonatos, maleatos, adipatos, fumaratos, hipuratos, canforatos, xinafoatos, p-acetamidobenzoatos,
dihidroxibenzoatos, hidroxinaftoatos, succinatos, ascorbatos, oleatos, bisulfatos y similares.

Pueden formarse también hemisales de acidos y bases, por ejemplo, sales de hemisulfato y hemicalcio.

Para una revision de las sales adecuadas, véase "Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use"
de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH, Weinheim, Alemania, 2002).

El término “profarmaco” hace referencia a un compuesto que es convertible in vivo por medios metabdlicos (por
ejemplo, por hidrdlisis, reduccion u oxidacion) en un compuesto de la invencion. Se describen los grupos adecuados
para formar profarmacos en The Practice of Medicinal Chemistry, 22 Ed. pag. 561-585 (2003) y en F. J. Leinweber,
Drug Metab. Res., 1987, 18, 379.

Las entidades quimicas de la invencion pueden existir tanto en formas no solvatadas como solvatadas. El término
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“solvato” se usa en el presente documento para describir un complejo molecular que comprende el compuesto de la
invencion y una cantidad estequiométrica de una o mas moléculas de disolvente farmacéuticamente aceptable, por
ejemplo, etanol. El término “hidrato” se emplea cuando el disolvente es agua.

Cuando las entidades quimicas de la invencion existen en una o mas formas geométricas, Opticas, enantioméricas,
diastereoisoméricas y tautoméricas, incluyendo, pero sin limitacion, las formas cis y trans, formas Ey Z, formas R, S
y meso, formas ceto y formas enol. A menos que se indique otra cosa, una referencia a un compuesto particular
incluye todas tales formas isoméricas, incluyendo mezclas racémicas y otras de los mismos. Cuando sea adecuado,
tales isdmeros pueden separarse de sus mezclas mediante la aplicacién o adaptacion de procedimientos conocidos
(por ejemplo, técnicas cromatograficas y técnicas de recristalizacion). Cuando sea adecuad, tales isémeros pueden
prepararse mediante la aplicacién o adaptacion de procedimientos conocidos (por ejemplo, sintesis asimétrica).

En el contexto de la presente invencion, las referencias en el presente documento a “tratamiento” incluyen
referencias a tratamiento curativo, paliativo y profilactico.

Procedimientos generales

En las entidades quimicas de Férmula (I) deberian evaluarse sus propiedades biofarmacéuticas, tales como
solubilidad y estabilidad en solucién (con el pH), permeabilidad, etc., para seleccionar la forma de dosificacion y via
de administracién mas adecuadas para el tratamiento de la indicacién propuesta. Estas pueden administrarse solas
o0 en combinacién con una o mas de otras entidades quimicas de la invenciéon o en combinaciéon con uno o mas de
otros farmacos (o como cualquier combinaciéon de los mismos). Generalmente, se administraran como formulacion
en asociacién con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. El término “excipiente” se usa en el
presente documento para describir cualquier ingrediente distinto del compuesto o compuestos de la invencion que
pueda conferir a las formulaciones una caracteristica funcional (es decir, control de la velocidad de liberacion de
farmaco) y/o no funcional (es decir, adyuvante de procesamiento o diluyente). La eleccién del excipiente dependera
en gran medida de factores, tales como el modo de administracion particular, el efecto del excipiente sobre la
solubilidad y la estabilidad y la naturaleza de la forma de dosificacion.

Las entidades quimicas de la invenciéon destinadas para uso farmacéutico pueden administrarse en forma de un
sélido o liquido, tal como un comprimido, capsula o solucién. Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el
suministro de entidades quimicas de la presente invencion y los procedimientos para su preparacion resultaran
facilmente evidentes para aquellos expertos en la materia. Tales composiciones y los procedimientos para su
preparacion pueden encontrarse, por ejemplo, en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 192 Edicion (Mack
Publishing Company, 1995).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
de Férmula (I) y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptables. El compuesto de Férmula (1) (o
sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable del mismo) y el vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptables pueden estar presentes en la composiciéon en cualquier proporcion. Por ejemplo, la
composicion farmacéutica puede contener del 0,01 al 99,99 % en peso del compuesto de Férmula (1), y puede
contener de forma similar del 0,01 a 99,99 % en peso del vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptables. Cuando m es 1, el enantidmero (S) del compuesto de Formula (I) puede estar presente en la
composicion a un exceso enantiomérico del 90 % o superior, preferentemente a un exceso enantiomérico del 95 % o
superior. Cuando m es 2, el enantiomero (R) del compuesto de Férmula (l) puede estar presente en la composicién a
un exceso enantiomérico del 90 % o superior, preferentemente a un exceso enantiomérico del 95 % o superior.

Las entidades quimicas de la invencion pueden administrarse también directamente al torrente sanguineo, al tejido
subcutaneo, al musculo o a un 6rgano interno. Los medios adecuados para administracion parenteral incluyen
intravenoso, intraarterial, intraperitoneal, intratecal, intraventricular, intrauretral, intraesternal, intracraneal,
intramuscular, intrasinovial y subcutaneo. Los dispositivos adecuados para administracion parenteral incluyen
inyectores de aguja (incluyendo microaguja), inyectores exentos de aguja y técnicas de infusion.

Las formulaciones parenterales son normalmente soluciones acuosas u oleosas. Cuando la solucién es acuosa, con
excipientes, tales como azucares (incluyendo, pero sin restriccion, glucosa, manitol, sorbitol, etc.), sales,
carbohidratos y agentes de tampédn (preferentemente a un pH de 3 a 9) pero, para algunas aplicaciones, pueden
formularse mas adecuadamente como solucion estéril no acuosa o como forma secada para usar junto con un
vehiculo adecuado, tal como agua estéril exenta de pir6genos.

Las formulaciones parenterales pueden incluir implantes derivados de polimeros degradables, tales como
poliésteres (es decir, acido polilactico, polilactida, polilactida-co-glicolida, policaprolactona, polihidroxibutirato),
poliortoésteres y polianhidridos. Estas formulaciones pueden administrarse por incision quirargica en el tejido
subcutaneo, tejido muscular o directamente en 6rganos especificos.

La preparacion de formulaciones parenterales en condiciones estériles, por ejemplo, por liofilizacion, puede lograrse
facilmente usando técnicas farmacéuticas estandares bien conocidas por aquellos expertos en la materia.

La solubilidad de las entidades quimicas de Férmula (I) usadas en la preparacion de soluciones parenterales puede
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aumentarse mediante el uso de técnicas de formulacién adecuadas, tales como la incorporacién de codisolventes
y/o agentes potenciadores de la solubilidad, tales como tensioactivos, estructuras micelares y ciclodextrinas.

En una realizacion, las entidades quimicas de la invencién pueden administrarse por via oral. La administracién oral
puede implicar tragar, de modo que el compuesto entra en el tracto gastrointestinal, y/o administracion bucal, lingual
o sublingual mediante la que el compuesto entra en el torrente sanguineo directamente desde la boca.

Las formulaciones adecuadas para administracion oral incluyen almohadillas soélidas, microparticulas solidas,
semisolidos y liquidos (incluyendo fases multiples o sistemas dispersados), tales como comprimidos, capsulas duras
o blandas que contienen multiparticulas o nanoparticulas, liquidos, emulsiones o polvos; pastillas para chupar
(incluyendo rellenos de liquido); chicles; geles, formas de dosificacion de dispersion rapida; peliculas; 6vulos;
pulverizadores; y parches bucales/mucoadhesivos.

Las formulaciones adecuadas para administracién oral pueden disefiarse también para suministrar las entidades
quimicas de la invencion en una forma de liberaciéon inmediata o en forma de velocidad mantenida, en la que el perfil
de liberacion puede ser retardado, por pulsos, controlado, mantenido o retardado y mantenido o modificado de tal
forma que se optimice la eficacia terapéutica de dichas entidades quimicas. Los medios para suministrar entidades
quimicas en forma de velocidad mantenida son conocidos en la técnica e incluyen polimeros de liberacion lenta que
pueden formularse con dichas entidades quimicas para controlar su liberacion.

Los ejemplos de polimeros de velocidad mantenida incluyen polimeros degradables y no degradables que pueden
usarse para liberar dichas entidades quimicas mediante difusion o una combinacién de difusion y erosiéon del
polimero. Los ejemplos de polimeros de velocidad mantenida incluyen hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona,
goma xantana, polimetacrilatos, 6xido de polietileno y polietilenglicol.

Las formulaciones liquidas (incluyendo fases muliltiples y sistemas dispersados) incluyen emulsiones, soluciones,
jarabes y elixires. Tales formulaciones pueden presentarse como cargas en capsulas blandas o duras (fabricadas,
por ejemplo, a partir de gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa) y comprenden normalmente un vehiculo, por ejemplo,
agua, etanol, polietilenglicol, polipropilenglicol, metilcelulosa o un aceite adecuado, y uno o mas agentes
emulsionantes y/o agentes de suspension. Las formulaciones liquidas pueden prepararse también mediante la
reconstitucion de un solido, por ejemplo, de un saquito.

Las entidades quimicas de la invencion pueden usarse también en formas de dosificacién de disolucion rapida y
disgregacion rapida, tales como aquellas descritas en Liang y Chen, Expert Opinion in Therapeutic Patents, 2001, 11
(6), 981-986.

La formulacién de comprimidos se discute en Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, vol. 1, de H. Lieberman y L.
Lachman (Marcel Dekker, Nueva York, 1980).

Para administracién a pacientes humanos, la dosis diaria total de las entidades quimicas de la invencion esta
normalmente en el intervalo de 0,01 mg a 1.000 mg, o de 0,1 mg a 250 mg, o de 1 mg a 50 mg, dependiendo, por
supuesto, del modo de administracion.

La dosis total puede administrarse en dosis Unica o divididas y, a criterio del médico, puede encontrarse fuera del
intervalo tipico dado en el presente documento. Estas dosificaciones estan basadas en un sujeto humano promedio
que tiene un peso de aproximadamente 60 a 70 kg. El médico sera capaz de determinar facilmente las dosis para
sujetos cuyo peso se encuentre fuera de este intervalo, tales como nifios y ancianos.

Procedimientos de sintesis

Las entidades quimicas de la presente invencién pueden prepararse segun los procedimientos de los siguientes
esquemas y ejemplos, usando materiales adecuados, y se ejemplifican adicionalmente mediante los ejemplos
especificos proporcionados a continuacion en el presente documento. Ademas, al usar los procedimientos descritos
en el presente documento, un experto habitual en la materia puede preparar facilmente entidades quimicas
adicionales que entren dentro del alcance de la presente invencion reivindicada en el presente documento. Sin
embargo, no ha de considerarse que las entidades quimicas ilustradas en los ejemplos formen el Unico género
considerado como la invencion. Los ejemplos ilustran adicionalmente detalles para la preparacion de las entidades
quimicas de la presente invencién. Los expertos en la materia entenderan facilmente que pueden usarse variaciones
conocidas de las condiciones y procedimientos de los siguientes procedimientos preparativos para preparar estas
entidades quimicas.

Las entidades quimicas de la invencion pueden aislarse en forma de sus sales farmacéuticamente aceptables, tales
como aquellas descritas anteriormente en el presente documento.

Puede resultar necesario proteger los grupos reactivos funcionales (por ejemplo, hidroxilo, amino, tio o carboxilo) en
productos intermedios usados en la preparacion de entidades quimicas de la invencién para evitar su participacion
no deseada en una reaccion que conduzca a la formacién de las entidades quimicas. Pueden usarse grupos
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protectores convencionales, por ejemplo, aquellos descritos por T. W. Greene y P. G. M. Wuts en “Protective groups
in organic chemistry” John Wiley and Sons, 42 Edicion, 2006. Por ejemplo, un grupo protector amino comun
adecuado para su uso en el presente documento es el terc-butoxi carbonilo (Boc), que se retira facilmente por
tratamiento con un acido, tal como acido trifluoroacético o cloruro de hidrégeno, en un disolvente organico, tal como
diclorometano. Como alternativa, el grupo protector amino puede ser un grupo benciloxicarbonilo (Z), que puede
retirarse por hidrogenacion con un catalizador de paladio en atmésfera de hidrégeno, o un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), que puede retirarse por soluciones de aminas organicas secundarias, tales como
dietilamina o piperidina en disolventes organicos. Los grupos carboxilo se protegen normalmente como ésteres, tales
como de metilo, etilo, bencilo o terc-butilo, que pueden retirarse todos por hidrélisis en presencia de bases, tales
como hidroxido de litio o sodio. Los grupos protectores bencilo pueden retirarse también por hidrogenacién con un
catalizador de paladio en atmdsfera de hidrogeno, mientras que los grupos ferc-butilo pueden retirarse también con
acido trifluoroacético. Como alternativa, un grupo protector éster de tricloroetilo se retira con zinc en acido acético.
Un grupo protector hidroxilo comin adecuado para su uso en el presente documento es un éter de metilo; las
condiciones de desproteccion comprenden someter a reflujo en HBr acuoso al 48 % durante 1-24 horas, o agitar con
tribromuro de borano en diclorometano durante 1-24 horas. Como alternativa, cuando un grupo hidroxilo se protege
como éter de bencilo, las condiciones de desproteccion comprenden hidrogenacion con un catalizador de paladio en
una atmadsfera de hidrégeno.

Las entidades quimicas segun la Férmula (I) general pueden prepararse usando procedimientos de sintesis
convencionales, por ejemplo, pero sin limitacion, las rutas representadas en el Esquema 1.
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En el esquema 1, * indica un centro quiral.

Los procedimientos de preparacion de otros compuestos segun la Férmula (I) resultaran evidentes para el experto
en la materia.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la inhibicién de ATR en células vivas por las entidades quimicas Ejemplo 1, Ejemplo 2,
Ejemplo 3 y Ejemplo 11y el efecto de la cafeina, un inhibidor de ATR.

La Figura 2(A) muestra el efecto de las entidades quimicas Ejemplo 1 y Ejemplo 2, solas o en combinacién con
hidroxiurea (HU), sobre el nivel de RPA unida a cromatina. La Figura 2(B) muestra el efecto de las entidades
quimicas Ejemplo 3 y Ejemplo 11 sobre el nivel de RPA unida a cromatina.

La Figura 3(A) muestra el efecto de las entidades quimicas Ejemplo 1 y Ejemplo 2, solas o en combinacién con
HU, sobre la progresion de las células a través del punto de control de G2/M. La Figura 3(B) muestra el efecto de
las entidades quimicas Ejemplo 3 y Ejemplo 11 sobre la progresion de las células a través de la fase S.

La Figura 4(A) muestra el efecto de las entidades quimicas Ejemplo 1 y Ejemplo 2, solas o en combinacién con
HU, sobre la formacion de focos nucleares de la proteina reparadora de ADN 53BP1. La Figura 4(B) muestra el
efecto de las entidades quimicas Ejemplo 3 y Ejemplo 11 sobre la formacion de focos nucleares de la proteina
reparadora de ADN 53BP1.

La Figura 5 muestra el efecto de la entidad quimica Ejemplo 11 sobre el perfil farmacocinético.
La Figura 6 muestra el efecto de la entidad quimica Ejemplo 3 sobre el perfil farmacocinético.

La Figura 7 muestra el efecto del Ejemplo 11 sobre el volumen tumoral en ratones inyectados por via intravenosa
con células de linfoma Eumyc.

La Figura 8 muestra el efecto del Ejemplo 3 sobre el volumen tumoral en ratones inyectados por via intravenosa
con células de linfoma Eumyc.

Ejemplos

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos de sintesis, caracterizacion y ensayos biolégicos no
limitantes, en los que se usan las siguientes abreviaturas y definiciones:

En lo sucesivo en el presente documento, el término “DCM” significa diclorometano, “CHCI3” significa cloroformo,
“MeOH?” significa metanol, “EtOH” significa etanol, “EtOAc” significa acetato de etilo, “THF” significa tetrahidrofurano,
“AcCN” significa acetonitrilo, “DMAP” significa 4-dimetilaminopiridina, “DIPEA” significa diisopropiletilamina, “DMF”
significa dimetilformamida, “DME” significa dimetoxietano, “DMA” significa dimetilacetamida, “DMSO” significa
dimetilsulfoxido, “Et,O” significa éter de dietilo, “Hex” significa hexano, “EtOAc” significa acetato de etilo, “BA/BE”
significa acido bordnico/éster, “Pd(PPhs)s” significa tetraquis(trifenilfosfina)paladio, “Pd(PhsP).Cl," significa
diclorobis(trifenilfosfina)paladio(ll), “Pd(dppf)Cl..DCM” significa dicloruro de 1,1'-bis(difenilfosfino)ferrocenopaladio(ll),
complejo de diclorometano, “CDI” significa carbonildiimidazol, “Na,SO,” significa sulfato de sodio, “MgSQO,” significa
sulfato de magnesio, “K2CO3” significa carbonato de dipotasio, “Na;CO3” significa carbonato de disodio, “NaHCO3”
significa bicarbonato de sodio, “NaH” significa hidruro de sodio, “TEA” significa trietilamina, “POCI3” significa
oxicloruro de fésforo, “TFA” significa acido ftrifluoroacético, “TBAF” significa fluoruro de tetrabutilamonio, “sat.”
significa saturado, “ac.” significa acuoso, “Ar’ significa argon, “HPLC” significa cromatografia liquida de alta
resolucién, “tr” significa tiempo de retencion, “EM” significa espectrometria de masas, “TLC” significa cromatografia
de capas finas, “R¢’ significa factor de retardo, “g” significa gramo(s), “mmol” significa milimol(s), “eq” significa
equivalente(s), “ml” significa mililitro(s), “min” significa minuto(s), “h” significa hora(s), “ta” significa temperatura
ambiente.

Caracterizacion

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Bruker Avance Il 300 y un espectrometro Bruker Avance
[I 700 provisto con una fase inversa de 5 mm QXI 700 S4, unidad de gradiente Z y controlador de temperatura
variable.

Las mediciones de HPLC se realizaron usando un HP 1100 de Agilent Technologies que comprende una bomba
(binaria) con desgasificador, un muestreador automatico, un horno de columna, un detector de matriz de diodos
(DAD) y una columna que se especifica en los procedimientos respectivos siguientes. El flujo de la columna se
dividi6 a un espectrometro de EM. El detector de EM estaba configurado con una fuente de ionizacion por
electropulverizacion o API/APCI. Se us6 nitrdgeno como gas nebulizador. La adquisicion de datos se llevd a cabo
con el software ChemStation LC/MSD quad.

Procedimiento de HPLC 1 (CL-EM1): La HPLC de fase inversa se llevd a cabo en una Gemini-NX C18 (100 x
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2,0 mm; 5 um), Disolvente A: agua con acido féormico al 0,1 %; Disolvente B: acetonitrilo con acido férmico al 0,1 %.
Gradiente: 5 % de B hasta 100 % de B en 8 minutos a 50 °C, DAD.

Procedimiento de HPLC 2 (CL-EM2): La HPLC de fase inversa se llevd a cabo en una Gemini-NX C18 (100 x
2,0 mm; 5 um), Disolvente A: agua con acido féormico al 0,1 %; Disolvente B: acetonitrilo con acido férmico al 0,1 %.
Gradiente: 50 % de B hasta 100 % de B en 8 minutos a 50 °C, DAD.

Procedimiento de HPLC 3 (CL-EM3): La HPLC de fase inversa se llevd a cabo en una Gemini-NX C18 (100 x
2,0 mm; 5 um), Disolvente A: agua con acido formico al 0,1 %; Disolvente B: acetonitrilo con acido férmico al 0,1 %.
Gradiente: 5 % de B hasta 40 % de B en 8 minutos a 50 °C, DAD.

Procedimiento de HPLC 4 (CL-EM4): La HPLC de fase inversa se llevd a cabo en una columna Gemini C18 (50 x
2 mm, 3 um); Disolvente A: agua con acido férmico al 0,1 %; Disolvente B: acetonitrilo con acido férmico al 0,1 %.
Gradiente: 10-95 % de B en 4 minutos a un caudal de 0,5 ml/min seguido de 2 min de 100 % de B a 0,8 ml/min,
temperatura controlada a 50 °C, DAD.

Procedimiento de HPLC 5 (CL-EM5): La HPLC de fase inversa se llevd a cabo en una columna Gemini C18 (50 x
2 mm, 3 um); Disolvente A: agua con bicarbonato de amonio 10 mM; Disolvente B: acetonitrilo. Gradiente: 20-100 %
de B en 3 minutos a un caudal de 0,5 ml/min seguido de 2 min de 100 % de B a 0,8 ml/min, temperatura controlada
a 40 °C, DAD.

Procedimiento de HPLC 6 (CL-EM6): La HPLC de fase inversa se llevd a cabo en una Gemini-NX C18 (100 x
2,0 mm; 5 um), Disolvente A: agua con acido féormico al 0,1 %; Disolvente B: acetonitrilo con acido férmico al 0,1 %.
Gradiente: 0 % de B hasta 30 % de B en 8 minutos a 50 °C, DAD.

"Masa encontrada " se refiere al is6topo mas abundante detectado en la HPLC-EM.

Valor 6ptico: el valor éptico se midié en un Perkin Elmer 241 digital con una celda de 1 dm de longitud.

Ejemplo 1

o}

“ J
Y/ N
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0
X 1

Una mezcla de Producto intermedio X (100 mg, 0,30 mmol) con pinacol éster de acido indol-4-borénico (90 mg,
0,37 mmol), diclorobis(trifenilfosfina)paladio(ii) (40 mg) y una solucién acuosa 2 M de Na;COs3 (0,4 ml) en dioxano
(2 ml), se calent6 en un tubo de alta presion durante 3 h. La mezcla oscura se enfrié hasta ta, se diluyé con agua
(20 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 15 ml). Las capas organicas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO4
y se concentraron al vacio. El producto bruto se purificd, primero, por cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute
Si Il 5 g) eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 50 % al 100 % en EtOAc) y, después, con
NH3; 7 M en MeOH/DCM (del 0 % al 10 % en NHzs). El producto requerido se recuperé como soélido de color crema
que se triturd varias veces con dietil éter para obtener 12 mg del Ejemplo 1.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,89 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,36 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 7,24 (d, J
=2,8Hz, 1H), 7,11 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,53 (d, J = 12,6 Hz, 1H), 4,33 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 4,00 (d, J = 11,4 Hz, 1H),
3,89-3,82 (m, 2H), 3,70 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 3,50 (t, J = 10,6 Hz, 1H), 3,19-3,02 (m, 2H), 2,89 (s, 3H), 1,83 (s, 3H),
1,81 (s, 3H).

CL-EM1: tr = 4,88 min, M+1 = 429,0.
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Producto intermedio X

)
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A una solucion enfriada (-5 °C) de Producto intermedio IX (100 mg, 0,3 mmol) en DMF (1 ml) se afiadié terc-butdxido
de sodio (35 mg, 0,3 mmol) y Mel (20 ul, 0,3 mmol). Después de 10 minutos de agitacion, se afiadieron mas terc-
butéxido de sodio (35 mg, 0,3 mmol) y Mel (35 ul, 0,3 mmol). La mezcla resultante se agité a 0 °C durante 1 hy a ta
durante 3 h. La mezcla se diluyé con DCM (5 ml), se lavé con solucién acuosa 1 M de HCI (2 x 15 ml). Las capas
organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron al vacio. El residuo de
color amarillo recuperado resultd ser el producto requerido X que se usé adicionalmente sin purificacién adicional
(75 mg).

Producto intermedio IX

Vil IX

Una mezcla de Producto intermedio VIII (800 mg, 2,1 mmol) y metanosulfinato de sodio (200 mg, 3,8 mmol) en DMF
(8 ml) se agit6é a ta durante 2 h. La mezcla se inactivé mediante la adicion de solucién acuosa 1 M de Na;SOs. La
mezcla se extrajo con DCM (3 x 25ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO. y se
concentraron al vacio, dejando el producto requerido como solido de color crema, el Producto intermedio IX
(550 mg).

El Producto intermedio IX también puede sintetizarse directamente a partir del Producto intermedio VI y VII. Una
mezcla de VI y VII (400 mg) con metanosulfinato de sodio (150 mg, 1,4 mmol) en AcCN/DMF (10 ml, 4:1) se calent6
a 80 °C durante 18 h. La mezcla de reaccién se inactivd mediante la adicion de Na;S,03 ac. saturado y se extrajo
tres veces con DCM (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SO4 y se concentraron al
vacio. El sélido de color crema, el Producto intermedio IX se uso en la etapa siguiente sin purificacion adicional,
320 mg.
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Producto intermedio Vi

VI + VI

VIl

Una mezcla de mezcla VI, VII (800 mg) y yoduro de litio (730 mg, 5,4 mmol) en dioxano (6 ml) se calent6 a reflujo
durante 3 h. La mezcla se enfrié hasta ta y se afiadieron agua y salmuera. La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x
20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO, y se concentraron al
vacio. El producto obtenido se usé adicionalmente sin purificacion adicional, como Producto intermedio VIII (1 g,
cuantitativo).

Producto intermedio VI y VII

Oj Oj o)
N O\\S//O ,/[N ,/[Nj
o] + — O +
S RO & W &
HO — \ _O —
Cl =
N cl /s\\ N Cl N)\CI
(@]
\% \Y| Vil

A una solucién de Producto intermedio V (800 mg) en DCM (20 ml) con TEA (0,650 ml, 4,6 mmol) se afiadié gota a
gota cloruro de metanosulfonilo (0,290 ml, 3,7 mmol). La mezcla resultante se agitdé a ta durante 1 h y se inactivd
mediante la adicion de NaHCO3 saturado. Las diferentes capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con DCM
(3 x 15 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (30 ml), se secaron sobre Na,SOs y se
concentraron, al vacio. El residuo obtenido (800 mg) era una mezcla de Producto intermedio VI y VII, pero se us6
adicionalmente en la etapa siguiente sin purificacion adicional.

Producto intermedio V

A dos soluciones de Producto intermedio IV (400 mg, 1,4 mmol) en THF (40 ml) enfriado hasta 0 °C se afiadio una
solucion de borohidruro de litio 2 M en THF (1 ml). Las mezclas resultantes se agitaron a 0 °C durante 15miny a ta
durante 1 h. Las dos mezclas se inactivaron mediante la adicion de agua, se mezclaron y se extrajeron con EtOAc (3
x 50 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO, y se concentraron al
vacio. El producto requerido se obtuvo como sélido de color blanco, el Producto intermedio V (800 mg) y se usé en
la etapa siguiente sin purificacion adicional.

26



10

15

20

25

30

ES 2670674 T3

Producto intermedio lll, IV

° N/ cl © N/)\CI
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Il v m

A una soluciéon de Producto intermedio Il (1,860 g, 5,7 mmol) en THF (280 ml) se afiadié en un recipiente NaH
(suspension al 60 % en aceite mineral, 276 mg). La mezcla resultante se agité a 60 °C durante 5 h, se afiadié6 mas
NaH (60 mg) continuando el calentamiento durante 3 h. La mezcla se enfrié hasta ta, se inactivd mediante la adicion
de agua/hielo y se retiraron parcialmente los disolventes en el evaporador rotatorio. La mezcla se diluy6 con algo de
agua y se extrajo con EtOAc (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron
sobre Na;SO4 y se concentraron al vacio.

El producto bruto se tritur6 con MeOH, se filtré y el filtrado se concentré al vacio. El filtrado se purificd por
cromatografia en columna ultrarrapida eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 25 % al 100 %
en EtOAc), pero se recuper6 una cantidad muy pequefia del producto requerido IV (30 mg).

La capa acuosa se acidificé y se extrajo con DCM (3 x 50 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre
Na,SO,4 y se concentraron al vacio, dejando un sdlido de color blanco, que resultd ser el Producto intermedio Il

(1,2 g).

A una suspension del Producto intermedio Il (500 mg) en MeOH (25ml) se afiadi6 una solucion de
(trimetilsilil)diazometano 2 M en THF (3 ml). Las mezclas resultantes se agitaron a ta durante 3 h, y se afiadié mas
trimetilsilildiazometano 2 M en THF (2,5 ml). La agitaciéon a ta continué durante 5 h. Las reacciones se inactivaron
mediante la adicion de agua, se combinaron y se extrajeron con EtOAc (2 x 50 ml). Las capas organicas combinadas
se lavaron con salmuera (20 ml), se secaron sobre Na;SO, y se concentraron al vacio, dejando el producto
requerido como Producto intermedio IV, sélido de color crema claro (740 mg, 70 %).

El Producto intermedio IV puede sintetizarse también a partir del Producto intermedio Il usando carbonato de cesio
como base en AcCN con calentamiento hasta completar la reaccion.

Producto intermedio Il

o_
0
w
IZ/_\
J_/
- Q
/

Una mezcla de | (1,5 g, 6,2 mmol) y (rac) 3-hidroximetilmorfolina (875 mg, 7,4 mmol) con DIPEA (1,6 ml, 9,3 mmol)
en EtOH (30 ml) se calentd a 75 °C durante 1 h 30 min. La mezcla se enfrid hasta ta y los disolventes se retiraron al
vacio. El residuo oleoso se volvio a disolver en DCM (20 ml), se lavé con solucion saturada de NaHCO3 (3 x 20 ml),
salmuera (30 ml), se secd sobre Na;SO4 y se concentrd al vacio. El producto requerido, el Producto intermedio Il
(1,860 g, 93 %) se uso adicionalmente sin purificacion adicional.
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Producto intermedio |
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Se afadié oxicloruro de fosforo (150 ml) gota a gota a 5-cloro-2,6-dioxo-3h-pirimidin-4-carboxilato de metilo (5 g,
24 mmol) usando un embudo de presidon con compensacion durante 30 min a 0 °C. A continuacion, se afiadio N,N-
dietilanilina (5 ml, 32 mmol). La mezcla resultante se calenté hasta temperatura ambiente y se calentd a reflujo
durante 18 h. La mezcla de color marrén se enfrio hasta ta y se retird el exceso de POCI3 a presion reducida. El
residuo oleoso se vertid sobre hielo/agua y se extrajo con dietil éter (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron al vacio. El solido de color marrén se trituré con
ciclohexano, dejando un sélido de color marrén-rosa, como Producto intermedio | (4 g, 78 %).

Ejemplo 2
o]
N J
N
* N o ° N —
O/B\ \\s | _ NH
cl 0 ol N
\ o]
0
XI 2

El Ejemplo 2 se sintetizd siguiendo un protocolo similar al Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del Producto
intermedio Xl con pinacol éster de acido indol-4-borénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,88 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 7,24 —
7,03 (m, 2H), 4,56 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 4,31 (dd, J = 10,8, 3,1 Hz, 1H), 4,00 (d, J = 11,3 Hz, 1H), 3,85 — 3,78 (m, 5H),
3,52 -3,58 (m, 1H), 3,31 — 3,02 (m, 6H), 2,89 (s, 3 H) 2,10- 2,02 (m, 2H).

CL-EM1: tr = 4,54 min, M+1 =471,0

Producto intermedio XI

o)
j Br
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o] © SN ' ~_-© -
\ | /)\ Br
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A una solucién enfriada (0 °C) del Producto intermedio IX (75 mg, mmol) en DMF (3 ml) con bis(2-bromoetil) éter
(75 ul, mmol) se afiadié ‘BuONa (55 mg) en un recipiente. La mezcla resultante se agito a ta durante 5 h. Se ariadio
mas 'BuONa (25 mg) agitando a ta durante 22 h. La mezcla se diluyo con EtOAc y agua. La capa organica se separ6
y se lavd con agua (3 x 10 ml), se secd sobre Na;SO,4 y se concentré al vacio. El producto bruto, el Producto
intermedio Xl (100 mg) se usoé adicionalmente en la etapa siguiente sin purificacion adicional.
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Ejemplo 3
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El Ejemplo 3 se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio XII con pinacol éster de acido indol-4-borénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,14 (s, 1H), 7,87 (d, J =7,5 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,42 (bs, 1H), 7,23
(bs, 1H), 7,16 (d, t = 7,8 Hz, 1H), 4,55 (d, J = 12,9 Hz, 1H), 4,31 (dd, J = 10,7, 3,2 Hz, 1H), 4,00 (d, J = 11,2 Hz, 1H),
3,93 - 3,62 (m, 5H), 3,51 (t, J = 10,6 Hz, 1H), 3,23 — 3,05 (m, 5H), 2,79 (s, 3H), 2,11-2,05 (m, 2H).

CL-EM1: tr = 4,55 min, M+1 = 471,0.

[a]o= +40 (c 0,273, CHCI3/MeOH 9:1).

Producto intermedio XIi

El Producto intermedio Xll se sintetizé siguiendo un protocolo de sintesis similar al usado para la sintesis del
Producto intermedio Xl, pero usando en la Etapa 1, clorhidrato de 3(R)-hidroximetilmorfolina. Producto intermedio
XIV, [a]lo= +29 (c 0,52, CHCI3/MeOH 9:1).

Ejemplo 4

o ~N —
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S — NH
VAR
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XVI

El Ejemplo 4 se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio XVI con pinacol éster de acido indol-4-borénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,12 (s, 1H), 7,91 (d, J =7,6 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,35 (bs, 1H), 7,27
(bs, 1H), 7,09 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,53 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,32 (dd, J = 11,0, 3,3 Hz, 1H), 3,98 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
3,92 — 3,74 (m, 2H), 3,69-3,65 (m, 1H), 3,49-3,44 (m, 1H), 3,21 — 2,96 (m, 2H), 2,65-2,60 (m, 1H), 1,88 (s, 6H), 0,92
— 0,67 (m, 4H).

CL-EM1: tr = 5,18 min, M+1 = 455,0.

Producto intermedio XVI

p e Y

El Producto intermedio XVI se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Producto intermedio X por
reaccion de alquilacion con yoduro de metilo del Producto intermedio XVII.

El Producto intermedio XVII se sintetizé siguiendo un protocolo similar al usado para el Producto intermedio IX por
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reaccion de VIII con ciclopropanosulfinato de sodio.

B
(i;i “é by yr A&

viil Xviil

Ejemplo 5

O O

El Compuesto 5 se sintetizé siguiendo un protocolo similar al usado para el Producto 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio XVIII con pinacol éster de acido indol-4-borénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,93 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,39-7,32 (m, 2H), 7,12 (t, J =
7,8 Hz, 1H), 4,58 — 4,35 (m, 2H), 4,01 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,89-3,84 (m , 2H), 3,74-3,70 (m, 1H), 3,65-3,55 (m, 2H),
3,53-3,50 (m, 1H), 3,27 — 3,02 (m, 2H).

CL-EM1: tr = 5,29 min, M+1 = 455,0

El Producto intermedio XVIII se preparé por reacciéon del Producto intermedio VIII con trifluorometanosulfinato de
sodio en DMF a 80 °C durante 2 h.

Ejemplo 6
9
)
o)
c\)\ | SN —
0=s _— NH
/ N

El Ejemplo 6 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para el Ejemplo 27, usando como
precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.

CL-EM1: tr = 4,77 min, M+1 = 427 1.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,21 (s, 1H), 7,98 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,45 - 7,31 (m, 2H),
7,16 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,53 (m, 1H), 4,43 (m, 1H), 4,06 (m, 1H), 4,05 — 3,90 (m, 2H), 3,74 (m, 1H), 3,56 (m, 1H),
3,29 — 3,11 (m, 2H), 3,09 (s, 3H), 1,71 (m, 2H), 1,43 (m, 2H).

Ejemplo 7

El Ejemplo 7 se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio IX con pinacol éster de acido indol-4-borénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,96 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,49 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,39 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 7,35 (d, J
=3,0Hz, 1H), 7,16 (t, = 7,8 Hz, 1H), 4,64 — 4,31 (m, 4 H), 4,11 — 4,00 (m, 1H), 4,02 — 3,84 (m, 2H), 3,77-3,74 (m,
1H), 3,57 (t, = 11,7 Hz, 1H), 3,22 (t, J = 10,9 Hz, 1H), 3,15 (s, 3H), 3,13 — 3,03 (m, 1H).

CL-EM1: tr = 3,64 min, M+1 = 401,2
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Ejemplo 8

"
|

Una mezcla de Producto intermedio X (50 mg, 0,14 mmol) y N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina (45 mg, 0,28 mmol)
con Cs2CO3 (140 mg, 0,43 mmol) en DMA (2 ml) se calenté en un tubo de alta presion durante 7 dias. La mezcla se
enfrié hasta ta, se filtrd y se concentrd al vacio. El residuo oleoso se volvié a disolver en EtOAc (25 ml), se lavd con
agua (3 x 20 ml) y salmuera (30 ml). La capa organica se seco sobre Na,SO, y se concentré a vacio.

El producto bruto se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute Si Il 5 g) eluyendo con un sistema
disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 50 % al 100 % en EtOAc). El Ejemplo 8 se recuperd limpio, (10 mg, 15 %).
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,14 (q, J = 4,8 Hz, 1H), 8,00 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,07 (t, J
=7,5Hz, 1H), 6,98 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 4,44-4,38 (m, 2H), 4,15 — 3,77 (m, 4H), 3,57 (t, J = 10,8 Hz, 1H), 3,23 (t, J =
10,8 Hz, 2H), 3,03 (s, 3H), 3,02 (d, J = 5,0 Hz, 3H), 1,83 (s, 3H), 1,82 (s, 3H).

CL-EM1: tr = 3,03 min, M+1 = 459,0.

Ejemplo 9
H
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El Ejemplo 9 (sal de formiato) se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el
acoplamiento del Producto intermedio Xl con acido B-1H-pirrolo[2,3-c]piridin-4-ilborénico (cas1312368-90-3).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,68 (s, 1H), 8,90 (s, 1H), 8,72 (s, 1H), 8,30 (s, 1H, HCOOH), 7,62 (s, 1H), 7,12 (s,
1H), 4,63 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 4,43 — 4,37 (m, 1H), 4,09-3,53 (m, 7H), 3,33-3,15 (m, 6H), 2,87 (s, 3H), 2,18-1,95 (m,
2H).

CL-EM1: tr = 2,36 min, M+1 = 4721

°© H
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B ]\ | -
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Ejemplo 10

(0]

El Ejemplo 10 se sintetiz6 siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio XXI con pinacol éster de acido indol-4-borénico.

El Producto intermedio XXI se sintetizé siguiendo un protocolo de sintesis similar al usado para la sintesis del
Producto intermedio XII, pero usando en la Etapa 1, 3(S)-hidroximetilmorfolina.

RMN de "H (300 MHz, DMSO) & 11,21 (s, 1H), 7,94 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,42 (s, 1H), 7,23 (s,
1H), 7,16 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,63 (d, J = 12,8 Hz, 1H), 4,38 (dd, J = 10,7, 3,1 Hz, 1H), 4,07 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 3,99
- 3,68 (m, 5H), 3,58 (t, = 10,7 Hz, 1H), 3,30 — 3,07 (m, 6H), 2,86 (s, 3H), 2,23 — 2,04 (m, 2H).

CL-EM1: tr = 4,58 min, M+1 = 471,3.
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[a]p=-36 (¢ 0,32, CHCI3/MeOH 9:1)

Valor éptico de uno de los precursores en la sintesis:

HO |/)\

[a]p=-28 (c 0,43, CHCI3/MeOH 9:1).

Ejemplo 11
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El Ejemplo 11 se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 8 a partir del Producto intermedio
XX en DMF.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,14 (q, J = 4,8 Hz, 1H), 8,00 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,07 (t, J
=7,5Hz, 1H), 6,98 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 4,44-4,38 (m, 2H), 4,15 — 3,77 (m, 4H), 3,57 (t, J = 10,8 Hz, 1H), 3,23 (t, J =
10,8 Hz, 2H), 3,03 (s, 3H), 3,02 (d, J = 5,0 Hz, 3H), 1,83 (s, 3H), 1,82 (s, 3H).

CL-EM1: tr = 2,95 min, M+1 = 459,1.

[a]o= +49 (¢ 0,233, CHCI3/MeOH 9:1).

El Producto intermedio XX se sintetizé siguiendo las rutas de sintesis descritas en el presente documento y usando
como precursor clorhidrato de 3(R)-hidroximetilmorfolina.

Ejemplo 12

El Ejemplo 12 se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 8 a partir del Producto intermedio
Xl en una mezcla de AcCN y DMF.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,96 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,89 (q, J = 4,9 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,07 (t, J
=7,5Hz, 1H), 6,98 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 4,50 — 4,31 (m, 2H), 4,07 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 4,00 — 3,76 (m, 5H), 3,59 (t, J =
10,6 Hz, 1H), 3,32-3,20 (m, 6H), 3,00 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 2,94 (s, 3H), 2,18 - 2,06 (m, 2H).

CL-EM1: tr = 2,82 min, M+1 = 501,1.
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Ejemplo 13

55 g 5%

XX 13

El Producto intermedio XXII (80 mg) en THF (3 ml) se traté con TBAF (2 ml; 2 mmol; 1 M en THF). Después de agitar
durante 1 hora a ta, se finalizé la reaccion. A continuacion, se afiadié agua y la mezcla se extrajo con DCM, la fase
organica se seco sobre MgSOys, se filtré y se evapord proporcionando un residuo que se purificé por cromatografia
automatica en EtOAc/ciclohexano (del 50 % al 75 % en EtOAc). El Ejemplo 13 se recuper6 como un solido de color
blanco, (7 mg).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,24 (s, 1H), 7,56 — 7,30 (m, 2H), 6,97 (dd, J = 11,3, 8,8 Hz, 1H), 6,79 (s, 1H), 4,55
—4,31 (m, 2H), 4,05 - 3,74 (m, 6H), 3,53 (t, J = 10,5 Hz, 1H), 3,27 — 3,00 (m, 5H), 2,85 (s, 3H), 2,18 — 1,94 (m, 3H).
CL-EM1: tr = 4,51 min, M+1 = 489,0.

Producto intermedio XXII

Una mezcla de Producto intermedio Xl (50 mg), acido [1-(terc-butil-dimetil-silanil)-5-fluoro-1H-indol-4-illborénico
(45 mg, 0,15 mmol), PdCI,(PPhsz)2 (18 mg), solucién acuosa 2 M de Na>,COs (0,250 ml), en dioxano (1 ml) se calento
en un tubo de alta presién durante 2 h. La mezcla oscura se separ6 por filtracion a través de una almohadilla de
Celite aclarando con DCM. El filtrado se concentré al vacio. El producto bruto se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida en SiO, eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 25 % al 75 % en
EtOAc). El compuesto requerido XXII se recuperé como sélido de color blanco, (80 mg).

Ejemplo 14
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El Ejemplo 14 se sintetizé siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 13.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,30 (s, 1H), 7,53 — 7,45 (m, 2H), 7,04 (dd, J= 11,4, 9,0, 1H), 6,87 (s, 1H), 4,54 —
4,43 (m, 2H), 4,09 — 3,78 (m, 4H), 3,58 (t, J = 10,9 Hz, 1H), 3,26 (t, J = 10,8 Hz, 1H), 3,13 (dt, J = 12,9, 3,0 Hz, 1H),
3,03 (s, 3H),1,90 (s, 3H), 1,88 (s, 3H).

CL-EM1: tr = 4,71 min, M+1 = 447 0.

El Producto intermedio XXIII se sintetiz6é por reaccion de acoplamiento de X con acido [1-(terc-butil-dimetil-silanil)-5-
fluoro-1H-indol-4-illborénico usando el mismo protocolo que el usado para el Producto intermedio XXII.
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Ejemplo 15
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El Ejemplo 15 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para el Ejemplo 1, usando como
precursor 3(S)-hidroximetilmorfolina.

5 CL-EM1: tr = 4,8 min, M+1 = 429,0.
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,13 (s, 1H), 7,89 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,34 (bs, 1H), 7,24
(s, 1H), 7,09 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 4,53 (d, J = 12,2 Hz, 1H), 4,33 (dd, J = 10,9, 3,3 Hz, 1H), 3,99 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
3,93 — 3,75 (m, 2H), 3,73 — 3,64 (m, 1H), 3,49 (t, J = 10,7 Hz, 1H), 3,23 — 3,00 (m, 2H), 2,88 (s, 3 H), 1,82 (s, 3H),
1,81 (s, 3H).

10 Ejemplo 16
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Una mezcla de Producto intermedio X (40 mg, 0,115 mmol), con 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-
pirrolo[2,3-b]piridina (34 mg, 0,138 mmol), PdCIy(PPhs), (12 mg, 0,017 mmol) y solucién acuosa 2 M de Na»,CO3
(0,23 ml) en dioxano (1,2 ml) se calentd a reflujo en un tubo de alta presion durante 4 h. La mezcla de reaccion
15 oscura se enfrio hasta ta y se separ6 por filtracion a través de una almohadilla de Celite, aclarando con DCM. El
filtrado se concentré al vacio y el residuo resultante se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO-)
eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 20 % al 50 % en EtOAc). El Ejemplo 16 se recuper6
como solido de color crema (31 mg).
CL-EM1 tr = 3,606, EM: 430,0 [M+H]+
20 RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,73 (s, 1H), 8,30 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 7,62 — 7,51 (m, 1H),
7,23 (dd, J = 3,3, 1,9 Hz, 1H), 4,59 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 4,43 (dd, J = 10,9, 3,4 Hz, 1H), 4,06 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,97
- 3,73 (m, 3H), 3,57 (t, J = 10,4 Hz, 1H), 3,28 — 3,10 (m, 2H), 2,95 (s, 3H), 1,90 (s, 3H), 1,88 (s, 3H).

Ejemplo 17
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El Ejemplo 17 se sintetiz6 siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio Xl con pinacol éster de acido indol 6-fluoro-4-borénico.

CL-EM1 tr = 4,78 min, EM: 489,5 [M+H]+

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,22 (s, 1H), 7,65 (d, J = 13,7 Hz, 1H), 7,42 — 7,30 (m, 1H), 7,25 — 7,12 (m, 2H),
4,54 (d, J = 14,8 Hz, 1H), 4,32 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 4,00 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 3,95 — 3,78 (m, 4H), 3,78 — 3,66 (m,
1H), 3,51 (t, J = 10,9 Hz, 1H), 3,22 — 3,03 (m, 6H), 2,80 (s, 3H), 2,11 — 2,02 (m, 2H).

Ejemplo 18
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El Ejemplo 18 se sintetiz6 siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio XI con 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina.

CL-EM1 tr = 3,42 min, EM: 472,5 [M+H]+

RMN de "H (300 MHz, DMSO) & 11,75 (s, 1H), 8,29 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 7,87 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 7,55 (s, 1H), 7,15 (s,
1H), 4,62 (d, J = 12,6 Hz, 1H), 4,41 (dd, J = 10,8, 3,2 Hz, 1H), 4,08 (d, J = 11,2 Hz, 1H), 4,02 — 3,76 (m, 5H), 3,59 (t,
J =10,7 Hz, 1H), 3,30 — 3,11 (m, 6H), 2,87 (s, 3H), 2,23 — 2,07 (m, 2H).

Ejemplo 19
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El Ejemplo 19 se sintetiz6 siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio XI con 6-metoxi-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il-1H-indol, CAS: 955979-12-1.
CL-EM1 tr = 4,53 min, EM: 501,6 [M+H]+

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 10,96 (s, 1H), 7,53 (s, 1H), 7,22 (s, 1H), 7,08 (s, 1H), 6,97 (s, 1H), 4,56 (d, J =
13,6 Hz, 1H), 4,34 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 4,03 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 3,98 — 3,79 (m, 5H), 3,75 (s, 3H), 3,54 (t, J =
12,1 Hz, 1H), 3,23 — 3,05 (m, 6H), 2,81 (s, 3H), 2,18 — 2,02 (m, 2H).

Ejemplo 20

20
El Ejemplo 20 se sintetiz6 siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 1 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio XI con 2-metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-indol CAS:955979-22-3.
CL-EM1 tr = 4,77 min EM: 485,6 [M+H]+
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RMN de "H (300 MHz, DMSO) & 11,03 (s, 1H), 7,88 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,34 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,05 (t, J = 7,7 Hz,
1H), 6,89 (s, 1H), 4,62 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 4,37 (dd, J = 10,8, 3,1 Hz, 1H), 4,07 (d, J = 11,3 Hz, 1H), 4,02 — 3,70 (m,
5H), 3,58 (t, J = 11,9 Hz, 1H), 3,31 — 3,08 (m, 6H), 2,85 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 2,22 — 2,06 (M, 2H).

Ejemplo 21
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El Ejemplo 21 se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 15 mediante el acoplamiento del
Producto intermedio XXIV con clorhidrato de acido indazol-4-borénico.

CL-EM1: tr = 5,169 min, M+1 = 430,10.

RMN de "H (300 MHz, DMSO) & 13,18 (s, 1H), 8,75 (s, 1H), 8,05 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,49 —
7,38 (m, 1H), 4,60 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,41 (dd, J = 10,9, 3,3 Hz, 1H), 4,07 (dd, J = 11,4, 2,9 Hz, 1H), 3,99 — 3,71
(m, 3H), 3,77 (t, J = 9,4 Hz, 1H), 3,57 (t, J = 10,6 Hz, 1H), 3,28 — 3,10 (m, 2H), 2,96 (s, 3H), 1,90 (s, 3H), 1,88 (s, 3H).

Ejemplo 22

/ N
(o] o <= -
+ | . og T N NH
TN S —
(e} o / N
[¢]
2 22

Una mezcla de Producto intermedio 2-1 (80 mg), pinacol éster de acido indol-4-borénico (60 mg, 0,25 mmol), con
PdClz(dppf) (25 mg) y una solucion acuosa 2 M de Na;COs3 (0,4 ml, 0,8 mmol) en dioxano (1 ml) se calenté en un
tubo de alta presion a 85 °C durante 3 h. La mezcla de reaccién oscura se filtré a través de una almohadilla de Celite
aclarando con DCM. Los disolventes se retiraron al vacio y el residuo se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida (Isolute Si Il, 5 g) eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 25 % al 100 % en
EtOAc). El producto requerido se recuperé como sélido de color blanco como Compuesto 22 (8 mg).

CLEM1, tr = 4,75 min, EM: 485,2 [M+H]+

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,24 (s, 1H), 7,97 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,43 (t, J = 2,6 Hz,
1H), 7,23 (s, 1H), 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,24 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 4,11 — 3,70 (m, 8H), 3,53 — 3,46 (m, 1H), 3,30 —
3,09 (m, 4H), 2,85 (s, 3H), 2,24 — 1,93 (m, 4H).

[a]o=-15 (c 0,204, CHCI3/MeOH 9:1) con un exceso enantiomérico del 60 % aproximadamente.

Producto intermedio 2-1

A una mezcla enfriada del Producto intermedio 2-11 (80 mg) con bis(2-bromoetil) éter (75 pl, 0,6 mmol) en DMF (4 ml)
se afiadio en un recipiente terc-butéxido de sodio (70 mg, 0,7 mmol). La mezcla de color marrén oscuro se agitoé a
esta temperatura durante 30 min y a ta durante 1 h. Después de este tiempo, se afiadié mas terc-butdxido (30 mg) a
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la mezcla que continud la agitacion durante 2 horas mas. La mezcla se inactivd mediante la adicion de agua y se
extrajo tres veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO4
y se concentraron al vacio. El producto requerido se recuperé como sélido de color crema-amarillo del Producto 2-1
deseado (80 mg).

5 Producto intermedio 2-lI

N
5 0 X ; 0 =y
-0 | A i N%\CI

A NT el I

2-l 2

Una mezcla de Producto intermedio 2-lll (210 mg) y metanosulfinato de sodio (0,90 mg, 0,89 mmol) en AcCN:DMF
(4:1, 2,5 ml) se calent6 en un tubo de alta presion a 100 °C durante 18 h. La mezcla de reaccion se enfrié hasta ta,
se inactivd mediante la adicién de Na;S»03 acuoso 1 M y se extrajo con DCM tres veces. Las capas organicas

10 combinadas se lavaron con salmuera (25 ml), se secaron sobre Na;SO. y se concentraron al vacio. El residuo
intermedio 2l (165 mg) se uso6 adicionalmente en la etapa siguiente.

Producto intermedio 2-lll

</O (O
( Nj ( Nj
o. .0
S 0
e T LI
HO _ _o _
N cl /S\\o N cl
2-1IV 2-1l

A una mezcla de Producto intermedio 2-IV (190 mg) en DCM (10 ml) con TEA (0,150 ml, 1,0 mmol) se afiadi6 gota a

15 gota cloruro de metanosulfonilo (70 pl, 0,9 mmol). La mezcla resultante se agité a ta durante 1 h 30 hasta que se
consumié el material de partida. La reacciéon se inactivdo mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM (3 x
20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO, y se concentraron al
vacio. El sélido cristalino de color crema naranja, el Producto intermedio 2-lll (210 mg) se usé adicionalmente sin
purificaciéon adicional.

20 Producto intermedio 3-1IV

(0] | XN
HO /)\
N Cl

2-V 2-lvV

A una solucién enfriada del Producto intermedio 2-V (0,275 g) en THF (8 ml) se afiadié una solucién 2 M de LiBH4 en
THF (0,6 ml, 0,12 mmol). La mezcla resultante se agité a 0 °C durante 30 min y a ta durante 2 h. La reaccion se
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inactivd mediante la adicion de agua y se extrajo con EtOAc tres veces. Las capas organicas combinadas se lavaron
con salmuera, se secaron sobre Na;SO, y se concentraron al vacio. El producto, el Producto intermedio 2-1V, se
recuperé como un sélido de color crema-naranja (190 mg) y se us6é adicionalmente sin purificacion adicional.

Producto intermedio 3-V

2-Vi

Una mezcla de Producto intermedio 2-VI (869 mg) con Cs;COs3 (2,6 mg, 8,1 mmol) en AcCN (120 ml) se calent6 a
reflujo (85 °C) durante 18 h. La mezcla se enfri6 hasta ta y los disolventes se retiraron al vacio. El residuo se volvié a
disolver en DCM y se lavé con HCI 1 M acuoso (3 x 25 ml). La fase organica se lavé con salmuera, se seco sobre
Na,SO, y se concentré al vacio, dejando un solido de color naranja claro como Producto intermedio 2-V (275 mg)
que se uso en la etapa siguiente sin purificacion adicional.

Producto intermedio 2-VI

[Oj
¢ o HO™ NN
cl
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Una mezcla de 2,5,6-tricloro-4-pirimidincarboxilato de metilo (700 mg, 2,8 mmol) con clorhidrato de (R)-2-(morfolin-3-
il)etanol (600 mg, 3,5 mmol, 60 % de exceso enantiomérico (ee)) en EtOH (10 ml) y DIPEA (1,5 ml; 8,6 mmol) se
calento a reflujo durante 2 h. La mezcla de color amarillo claro se enfrid hasta ta y los disolventes se retiraron al
vacio. El aceite de color amarillo claro recuperado se volvié a disolver en DCM (60 ml), se lavé con NaHCO3 acuoso
saturado (2 x 50 ml), agua (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml). La fase organica se sec6 sobre Na;SO4 y se concentro al
vacio, dejando el producto requerido como aceite de color amarillo claro, el Producto intermedio 2-VI (860 mg), que
se uso6 adicionalmente sin purificacion adicional.

(0]

~

(0] —
O\(|)| | —N
\S - NH
y N

(0]

23

El Ejemplo 23 se sintetizd siguiendo el mismo esquema de sintesis que el usado para el Compuesto 2-1, pero
usando clorhidrato de (S)-2-(morfolin-3-il)etanol (60 % de ee) como material de partida en la Etapa 1.

CLEM1, tr = 4,71 min, EM: 485,2 [M+H]+

RMN de "H (300 MHz, DMSO) & 11,24 (s, 1H), 7,97 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,43 (s, 1H), 7,23 (s,
1H), 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,24 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 4,09 — 3,70 (m, 8H), 3,50 (dd, J = 11,3, 7,0 Hz, 1H), 3,30 — 3,11

Ejemplo 23
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(m, 4H), 2,85 (s, 3H), 2,24 — 1,93 (m, 4H).
[a]o= +8 (c 0,227, CHCI3/MeOH 9:1) con un exceso enantiomérico del 60 % aproximadamente.

Ejemplo 24

O
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Una mezcla de Producto intermedio 2-VII (50 mg), pinacol éster de acido indol-4-borénico (40 mg, 0,16 mmol), con
PdClz(dppf) (15 mg) y una solucion acuosa 2 M de Na;COs3 (0,3 ml, 0,6 mmol) en dioxano (2 ml) se calenté en un
tubo de alta presion a 85 °C durante 3 h. La mezcla de reaccion oscura se enfrié hasta ta, se filtré a través de una
almohadilla de Celite aclarando con DCM vy el filtrado se concentré al vacio. El producto bruto se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute Si Il 5 g) eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano
(del 50 % al 100 % en EtOAc). Las fracciones que contenian el producto requerido se combinaron y se concentraron
al vacio. El compuesto del titulo se recuperé como solido de color crema que se trituré dos veces con dietil éter y se
seco al vacio para obtener el producto deseado Ejemplo 24 como un sélido de color blanco (6 mg).

CLEM1, tr = 5,01 min, EM: 443,2 [M+H]+

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,16 (s, 1H), 7,92 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,37 (s, 1H), 7,24 (s,
1H), 7,11 (t, d = 7,7 Hz, 1H), 4,18 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 4,00 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 3,90 — 3,79 (m, 1H), 3,79 — 3,66 (m,
3H), 3,61 — 3,48 (m, 1H), 3,37 (t, J = 10,2 Hz, 1H), 2,88 (s, 3H), 2,08 — 1,89 (m, 2H), 1,84 (s, 6H).

[a]o= +6 (c 0,215, CHCI3/MeOH 9:1) con un exceso enantiomérico del 60 % aproximadamente.

Producto intermedio 2-VII

oy 7
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0
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A una solucién enfriada (0 °C) de 2-VIII (80 mg) en DMF (2 ml) se afiadi6, primero, terc-butoxido de sodio (25 mg,
0,25 mmol) y, después de 5 min de agitacion, yodometano (16 pl, 0,25 mmol). La mezcla resultante se agité durante
15 min y se llevo a cabo una segunda adicion de ferc-butdxido de sodio (25 mg, 0,25 mmol) y yodometano (16 pl,
0,25 mmol). La mezcla se agit6 durante 2 h y se inactivé mediante la adicion de agua. La mezcla se extrajo con DCM
tres veces. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO.. El producto bruto,
el Producto intermedio 2-VII (50 mg) se uso6 adicionalmente en la etapa siguiente sin purificacion adicional.

Ejemplo 25

o O =\ —
N | NH
S —
y N
25

Se repitid el protocolo de sintesis usado para el Ejemplo 24 usando el Producto intermedio XLI para obtener el
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Ejemplo 25.

CLEM1, tr = 4,99 min, EM: 443,2 [M+H]+

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,23 (s, 1H), 7,98 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,43 (t, J = 2,5 Hz,
1H), 7,31 (s, 1H), 7,17 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 4,25 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 4,07 (d, J = 13,6 Hz, 1H), 3,97 — 3,87 (m, 1H), 3,87
—3,72 (m, 3H), 3,69 — 3,56 (m, 1H), 3,44 (t, J = 10,3 Hz, 1H), 2,95 (s, 3H), 2,12 — 1,96 (m, 2H), 1,91 (s, 6H).

[a]o= -6 (c 0,317, CHCI3/MeOH 9:1) con un exceso enantiomérico del 60 % aproximadamente.

Ejemplo 26

oO
/ﬁ N NH
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El Ejemplo 26 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para el Ejemplo 14, usando como
precursor 3(S)-hidroximetilmorfolina.

CL-EM1: tr = 4,77 min, EM: = 4471 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,23 (s, 1H), 7,51 — 7,34 (m, 2H), 6,97 (dd, J = 11,2, 8,8 Hz, 1H), 6,80 (s, 1H), 4,49
—4,35 (m, 2H), 4,02 — 3,63 (m, 4H), 3,50 — 3,37 (m, 1H), 3,21-3,09 (m, 1H), 3,09 — 2,91 (m, 1H), 2,96 (s, 3H), 1,83 (s,
3H), 1,81 (s, 3H).

Ejemplo 27
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Una mezcla de Producto intermedio XXV (15 mg, 0,043 mmol) con pinacol éster de acido indol-4-bordnico (13 mg,
0,052 mmol), diclorobis(trifenilfosfina)paladio(ii) (6 mg, 0,009 mmol) y una soluciéon acuosa 2 M de Na;COs3 (0,1 ml)
en dioxano (0,5 ml), se calenté en un tubo de alta presion durante 3 h. La mezcla oscura se enfrié hasta ta, se diluyd
con agua (10 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 10 ml). Las capas organicas se lavaron con salmuera, se secaron
sobre Na>SO4 y se concentraron al vacio. El producto bruto se purificd, primero, por cromatografia en columna
ultrarrapida (Isolute Si Il 5 g) eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 50 % al 100 % en
EtOAc) para obtener 3 mg de producto final, el Ejemplo 27.

CL-EM1: tr = 4,08 min M+1 = 427,1.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,14 (s, 1H), 7,91 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,35 (bs, 1H), 7,28
(s, 1H), 7,09 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,47 (m, 1H), 4,36 (m, 1H), 3,98 (m, 1H), 3,86 (m, 2H), 3,67 (m, 1H), 3,50 (m, 1H),
3,21-3,01 (m, 2H), 3,02 (s, 3H), 1,64 (bs, 2H), 1,35 (bs, 2H).

Producto intermedio XXV

Oj
HiN B
+ Br -
[e]
SN
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Se afiadid6 NaOH acuoso recién preparado (4 N) (0,547 ml) a una solucién de Producto intermedio IX (70 mg,
0,219 mmol), dibromoetano (0,038 ml, 0,438 mmol) y TBAB (14 mg, 0,044 mmol) en tolueno (3 ml). La mezcla se
agitd a 80 °C en un tubo de microondas durante 2 horas y a 110 °C (bafio de arena) en un tubo de microondas
durante 16 h. Después de enfriar, la mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc y se lavé con agua y salmuera. La
capa organica se secO sobre Na;SO. y se concentr6 al vacio. El producto bruto se purificd, primero, por
cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute Si Il 5 g) eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano
(del 20 % al 80 % en EtOAc) para obtener 15 mg del Producto intermedio XXV requerido.

Ejemplo 28
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El Ejemplo 28 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para el Ejemplo 17, usando como
precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.

CL-EM1 tr = 4,76 min, EM: 489,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,22 (s, 1H), 7,65 (d, J = 13,7 Hz, 1H), 7,42 — 7,30 (m, 1H), 7,25 — 7,12 (m, 2H),
4,54 (d, J = 14,8 Hz, 1H), 4,32 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 4,00 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 3,95 — 3,78 (m, 4H), 3,78 — 3,66 (m,
1H), 3,51 (t, J = 10,9 Hz, 1H), 3,22 — 3,03 (m, 6H), 2,80 (s, 3H), 2,11 — 2,02 (m, 2H).

Ejemplo 29
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El Ejemplo 29 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para el Ejemplo 19, usando como
precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.

CL-EM1, tr =4,5 min. EM: 501 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,01 (s, 1H), 7,57 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,29 — 7,24 (m, 1H), 7,12 (s, 1H), 7,01 (d, J =
1,8 Hz, 1H), 4,60 (d, J = 13,1 Hz, 1H), 4,38 (dd, J = 10,7, 3,1 Hz, 1H), 4,07 (dd, J = 11,4, 2,7 Hz, 1H), 4,00 — 3,83 (m,
5H), 3,80 (s, 3H), 3,58 (td, J = 11,7, 1,9 Hz, 1H), 3,30 — 3,09 (m, 6H), 2,86 (s, 3H), 2,17 — 2,03 (m, 2H).
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Ejemplo 30

30

El Ejemplo 30 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para el Ejemplo 18, usando como
precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.

CLEM1, tr =3,3 min. EM: 472,5 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,69 (s, 1H), 8,23 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 7,53 — 7,37 (m, 1H),
7,14 — 6,98 (m, 1H), 4,56 (d, J = 12,8 Hz, 1H), 4,34 (dd, J = 10,8, 3,1 Hz, 1H), 4,01 (dd, J = 11,6, 3,0 Hz, 1H), 3,96 —
3,79 (m, 4H), 3,78 — 3,67 (m, 1H), 3,52 (t, J = 10,7 Hz, 1H), 3,26 — 3,03 (m, 6H), 2,80 (s, 3H), 2,14 — 1,95 (m, 2H).

Ejemplo 31
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2-IX 31

A una suspension del Producto intermedio 2-VII (90 mg, 0,249 mmol) en ACN (1,5 ml) y DMF (0,15 ml) se afiadi6é N-
metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina (73 mg, 0,497 mmol) y Cs,CO3 (400 mg, 1,244 mmol). La mezcla de reaccion se
calentd en un tubo sellado a 130 °C durante 3 dias. Al enfriar, se afiadié H>.O (50 ml) y la mezcla se extrajo con
EtOAc (2x40 ml). Los organicos se secaron, se filtraron y se evaporaron. El residuo se purificd por cromatografia en
columna ultrarrapida (del 20 % al 80 % de EtOAc en DCM) y se trituré con Et2O para dar el producto final 31 como
un sélido de color blanco (50 mg).

CLEM1, tr = 3,12 min, EM: 473,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) 6 8,17 (q, J = 4,9 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,07 (t, J
= 7,0 Hz, 1H), 6,97 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,26 (m, 2H), 3,99 (m, 3H), 3,87 — 3,72 (m, 2H), 3,60 (m, 1H), 3,47 (m, 1H),
3,01 (m, 6H), 2,22 — 1,95 (m, 2H), 1,85 (m, 6H).

Producto intermedio 2-IX
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A una solucién de 2-X (90 mg, 0,270 mmol) en DMF (2,2 ml) a 0 °C se afiadié K'BuO (32 mg, 0,566 mmol) y Mel
(18 ul). La mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 15 min y se afadieron K'BuO (32 mg, 0,566 mmol) y Mel
(18 pl). La mezcla se agité a ta durante 1 h. Se ahadié HCl 1 M (20 ml) y la mezcla se extrajo con DCM (3x40 ml).
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Los organicos se secaron sobre Na;SOys, se filtraron y se evaporaron. El producto bruto, el Producto intermedio 2-1X
(100 mg) se us6 adicionalmente en la etapa siguiente sin purificacion adicional.

Producto intermedio 2-X

2-X

El Producto intermedio 2-X se sintetizd siguiendo el mismo esquema de sintesis al usado para el Producto
intermedio 2-ll, pero usando clorhidrato de 2-(morfolin-3-il)etanol racémico como material de partida en la Etapa 1.

Ejemplo 32

A una suspension del Producto intermedio 2-XI (70 mg, 0,173 mmol) en ACN (1,5 ml) y DMF (0,15 ml) se afadié N-
metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina (51 mg, 0,347 mmol) y Cs,CO3 (282 mg, 0,867 mmol). La mezcla de reaccion se
calento en un tubo sellado a 130 °C durante 40 horas. Al enfriar, se afiadieron H>O (50 ml) y EtOAc (40 ml). Aparecid
un sdlido en la interfase, este se filtro y se lavd con EtOAc y Et,O para dar el producto final 32 como un sélido de
color blanco (35 mg).

CL-EM1, tg = 3,98 min, EM: 515,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,97 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,88 (q, J = 4,9 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,07 (t, J
= 7,1 Hz, 1H), 6,98 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,43 — 4,29 (m, 1H), 4,24 (m, 1H), 4,10 — 3,76 (m, 8H), 3,56 (m, 1H), 3,46 —
3,36 (m, 2H), 3,03 (m, 1H), 2,99 (d, J = 4,9 Hz, 3H), 2,94 (s, 3H), 2,89 (m, 1H), 2,30 — 1,96 (m, 4H).

Producto intermedio 2-XI
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A una mezcla enfriada del Producto intermedio 2-X (280 mg, 0,839 mmol) con bis(2-bromoetil) éter (265 pl,
2,097 mmol) en DMF (4 ml) se afiadié en un recipiente terc-butoxido de sodio (282 mg, 2,517 mmol). La mezcla de
color marrén oscuro se agité a 0 °C durante 30 min y a ta durante 20 h. Después de este tiempo, se afiadié a la
mezcla mas terc-butéxido (140 mg) y continud la agitacion durante otras 20 h. La mezcla se inactivd mediante la
adicion de agua (25 ml) y HCI 1 M (15 ml) y la mezcla se extrajo tres veces con EtOAc (75 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron al vacio. El residuo se purificd

por cromatografia en columna ultrarrapida (del 10 % al 20 % de EtOAc/DCM) para dar el Producto intermedio 2-XI
como un solido de color amarillo (170 mg).

43



10

15

20

25

ES 2670674 T3

Ejemplo 33
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Una mezcla de 4-bromo-6-fluoro-1H-indol (32 mg, 0,149 mmol), bis(pinacolato)diboro (79 mg, 0,309 mmol), KOAc
(36 mg, 0,371 mmol) y PdClx(dppf) (20 mg, 0,025 mmol) en dioxano (1,3 ml) se calenté en un tubo sellado a 100 °C
durante 3 h. Al enfriar, se afadieron el Producto intermedio 2-XI (50 mg, 0,124 mmol), Pd(PPhs)s (14 mg,
0,012 mmol) y Na,CO3 2 M (0,25 ml). La mezcla de reaccion se calentd a 100 °C durante 20 h. Al enfriar, la mezcla
se purifico por cromatografia en columna ultrarrapida (del 5 % al 20 % de EtOAc en DCM) y se trituré con Et;O para
dar el compuesto final 33 como un sélido de color blanco (30 mg).

CL-EM1, tr = 4,95 min, EM: 503,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,32 (s, 1H), 7,74 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 7,45 (s, 1H), 7,30 (d, J = 9,4 Hz, 1H), 7,23
(s, 1H), 4,26 (s, 2H), 4,05-3,71 (m, 8H), 3,52 (m, 1H), 3,56-3,09 (m, 4H), 2,86 (s, 3H), 2,27-1,96 (m, 4H).

Ejemplo 34
o
’ J
oy |
o o
0O =~ + + \T/ O\\ﬁ © | N —
O\\” | i \ N ’ /S N/ N
P N c N\, N 7 Do
A o
o 2x 2.XII 34 0

El Ejemplo 34 se sintetizé siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 33 por reacciéon de acoplamiento
del Compuesto 2-XIl (CAS:393553-55-4).

CLEM1, tr = 4,72 min, EM: 515,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,04 (s, 1H), 7,59 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,12 (s, 1H), 7,03 (s, 1H), 4,24
(m, 2H), 4,11 = 3,79 (m, 8H), 3,79 (s, 3H), 3,56 — 3,44 (m, 1H), 3,21 (m, 4H), 2,85 (s, 3H), 2,14 (m, 4H).

Ejemplo 35

N N
o 0 ° ~ 0
VAR /i Q7Y N =
/ON NT g S N
XXVI 35

Una mezcla de Producto intermedio XXVI (40 mg, 0,125 mmol), pinacol éster de acido indol-4-borénico (40 mg,
0,162 mmol), PdCI;(PPhs)z (18 mg, 0,025 mmol) y Na;CO3 2 M (0,25 ml) en dioxano (1 ml) se calentd en un tubo
sellado a 100 °C durante 4 h. Al enfriar, la mezcla se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (del 0 % al
10 % de MeOH en DCM) para dar el producto final 35 como un sélido de color amarillo (10 mg).

CL-EM1: tr = 4,1 min, M+1 =402,5

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,11 (s, 1H), 7,85 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,44 — 7,28 (m, 4H), 7,08 (t, J = 7,8 Hz, 1H),
4,38 (m, 1H), 4,30 (m, 1H), 3,96 (m, 1H), 3,84 (m, 2H), 3,53 (m, 2H), 3,34 (s, 4H), 3,22 — 3,12 (m, 2H), 3,00 (s, 1H).
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Producto intermedio XXVI
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XXVII XXVI

A una solucion de Producto intermedio XXVII (30 mg, 0,124 mmol) en DMF (1 ml) se afiadié NaH al 60 % (12 mg,
0,309 mmol) a 0 °C. La mezcla se agité durante 20 min y se afiadié MeSO,Cl (20 pl, 0,247 mmol). La mezcla de
5 reaccion se dejo calentar hasta temperatura ambiente y se agité durante 20 h. Después de este tiempo, se afiadio
mas MeSO-,CI (20 ul, 0,247 mmol) y la mezcla se agité durante 30 min. Se afiadié agua (20 ml) y se extrajo con

EtOAc (2x20 ml). Las capas organicas se secaron sobre Na>SOQu, se filtraron y se evaporaron para dar el Producto
intermedio XXVI como aceite de color naranja (50 mg).

Producto intermedio XXVII

)
o
B
N N%\CJ

10 XXVl XXVII

N

Una mezcla de Producto intermedio XXVIII (50 mg, 0,169 mmol), AcOH (0,5 ml) y H2O (0,5 ml) se calenté en un tubo
sellado a 100 °C durante 30 minutos. Al enfriar, se afadié cuidadosamente solucion saturada de NaHCO3 (20 ml) y,
la mezcla se extrajo con EtOAc (2x15ml). Las capas organicas se secaron sobre Na,SO,, se filtraron y se
evaporaron para dar el Producto intermedio XXVII como sélido de color blanco (30 mg).

15 Producto intermedio XXVIII

XXV

A una suspension del Producto intermedio XXIX (75 mg, 0,259 mmol) en acetona (2 ml) se afiadié una solucion de

NaNs3 (50 mg, 0,776 mmol) en H,O (0,2 ml) gota a gota. La mezcla de reaccion se agité a ta durante 1,5 h. Se afiadié

agua (5 ml) y la mezcla se extrajo con EtOAc (2x20 ml). Las capas organicas se secaron sobre Na;SO., se filtraron y
20 se evaporaron para dar el Producto intermedio XXVIII como sélido de color amarillo oleoso (50 mg).

Producto intermedio XXIX

A una suspension del Producto intermedio XXX (70 mg, 0,258 mmol) en DCM (2 ml) se afiadi6 DMF (1 gota).
Después de 5 min, se afiadio cloruro de oxalilo 2 M en DCM) (26 pl) se afiadioé a temperatura ambiente. Después de
25 1 h, se afiadi6 mas cloruro de oxalilo (2M en DCM) (0,15 ml). La mezcla de reaccién se agité a temperatura
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ambiente durante 10 min y se evapord para dar el Producto intermedio XXIX como sélido de color amarillo (75 mg).

Producto intermedio XXX

A una suspension del Producto intermedio IV (200 mg, 0,700 mmol) en THF (0,2 ml) se afiadio NaOH 0,5 N (1,7 ml,
0,840 mmol). La mezcla de reaccioén se agité a temperatura ambiente durante 3 h. Se afiadié HCI concentrado hasta
pH~4-5 vy, la suspension se separd por filtracion y se aclaré con H>O para dar el Producto intermedio XXX como
sélido de color blanco (70 mg). El filtrado se extrajo con EtOAc (30 ml) y CHCIs:;PrOH (2x30 ml). Las capas
organicas se secaron, se filtraron y se evaporaron para dar el Producto intermedio XXX como sélido de color blanco

(130 mg).
o
I
-

Ejemplo 36

0
o) SN —
o:\\s H ‘ _— N
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N
\ 36

Una mezcla de Producto intermedio XXXI (30 mg, 0,074 mmol), pinacol éster de acido indol-4-borénico (25 mg,
0,1 mmol), PdCIz(PPhs)2 (10 mg, 0,015 mmol) y soluciéon acuosa 2 M de Na,COs3 (0,150 ml) en dioxano (1 ml) se
calenté a 100 °C en un tubo sellado en una atmdsfera de Ar. La mezcla oscura se enfrié hasta temperatura ambiente
y se filtr6 a través de una almohadilla de Celite aclarando con DCM. El filirado se concentrd al vacio. El residuo se
purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (del 25 % al 100 % de ciclohexano en EtOAc) y, después, con
NH3 7 M en MeOH/DCM (del 0 % al 10 %) para dar el producto final, el Ejemplo 36 como un sélido de color crema
(1,5 mg).

CL-EM1: tr = 3,55 min, M+1 = 484,2

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,17 (s, 1H), 7,89 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,39 — 7,32 (m, 1H),
7,18 (m, 1H), 7,09 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 4,55 (m, 1H), 4,33 (m, 1H), 4,00 (m, 1H), 3,90 — 3,64 (m, 4H), 3,59 — 3,41 (m,
4H), 3,21 - 2,91 (m, 2H), 2,77 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 1,98 — 1,88 (m, 2H), 1,78 (m, 2H).

Producto intermedio XXXI

C\’\fN o
/‘S‘ N)\Cl
° IX

A una solucién de Producto intermedio IX (50 mg, 0,156 mmol) y clorhidrato de mecloretamina (75 mg, 0,391 mmol)
en DMF (3 ml) enfriada hasta 0 °C, se afiadié en porciones terc-butdxido de sodio (75 mg, 0,782 mmol). La mezcla
resultante se agité a 0 °C durante 30 min y a temperatura ambiente durante 18 h. Después de este tiempo, se afiadié
en un recipiente mas terc-butdxido de sodio (70 mg, 0,728 mmol). La mezcla oscura resultante se agité durante 1 h,
se inactivd mediante la adicién de agua, y se extrajo tres veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO,4 y se concentraron al vacio para dar el Producto intermedio XXXI
(30 mg).
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Ejemplo 37
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XXXII 37

A una solucién de Producto intermedio XXXII (30 mg, 0,046 mmol) en THF (1 ml) se afiadié una solucién 1 M de
TBAF en THF (55 pul, 0,055 mmol). La mezcla resultante se agité a ta durante 1 h. La reaccion se inactivd mediante
la adicidon de agua y se extrajo tres veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na;SO4 y se concentraron al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida
(del 25 % al 100 % de ciclohexano en EtOAc) para dar el producto final Ejemplo 37 como un sélido de color blanco
(4 mg).

CL-EM1: tr = 4,68 min, M+1 = 501,2

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,25 (s, 1H), 7,87 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,24 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 7,14 (s, 1H), 6,67 (d,
J = 8,3 Hz, 1H), 4,55 (m, 1H), 4,29 (m, 1H), 4,01 (m, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,89 — 3,64 (m, 5H), 3,51 (m, 1H), 3,28-3,09
(m, 6H), 2,79 (s, 3H), 2,13 — 1,98 (m, 2H).

Producto intermedio XXXII

XXX

Una mezcla de Producto intermedio Xl (50 mg, 0,128 mmol), bis(pinacolato)diboro (81 mg, 0,321 mmol), KOAc
(38 mg, 0,385 mmol) y PdCly(dppf)2 (11 mg, 0,013 mmol) en dioxano (1,5 ml) se calenté a 100 °C durante 3 h. La
mezcla oscura se enfrié hasta temperatura ambiente y se afiadieron 4-bromo-7-metoxi-1-triisopropilsilanil-1H-indol
(50 mg, 0,154 mmol), Pd(PPhs)s (13 mg, 0,013 mmol) y Na;COs; acuoso 2 M (0,2 ml). La mezcla resultante se
calento en un tubo de alta presion a 100 °C durante 18 h. La mezcla oscura se enfrié hasta temperatura ambiente y
se filtr6 a través de una almohadilla de Celite. El filtrado se concentré al vacio. El residuo se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida (del 10 % al 60 % de ciclohexano en EtOAc) para dar el Producto intermedio
XXXII como un solido de color crema (30 mg).

Ejemplo 38
b
N
© SN —
HO | /)\&NH
N
XXX 38

Una mezcla de Producto intermedio XXXIII (45 mg, 0,157 mmol), pinacol éster de acido indol-4-borénico (50 mg,
0,205 mmol), PdCI(PPhs)z (22 mg, 0,031 mmol) y Na;CO3 2 M (0,32 ml) en dioxano (1 ml) se calentd en un tubo
sellado a 100 °C durante 5 h. Al enfriar, la mezcla se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (del 0 % al
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5 % de MeOH en DCM) para dar el producto final, el Ejemplo 38 como un sélido de color blanco (10 mg).

CL-EM1: tr = 2,87 min, M+1 = 367,1

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,24 (s, 1H), 7,97 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,44 (t, J = 2,7 Hz,
1H), 7,20 (s, 1H), 7,16 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 5,51 (s, 1H), 4,52 (m, 1H), 4,41 (m, 1H), 4,05 (m, 1H), 3,99 — 3,86 (m, 2H),
3,72 (s, 1H), 3,57 (m, 1H), 3,17 (m, 3H), 1,51 (s, 6H).

Producto intermedio XXXIII

XXX

A una suspension del Producto intermedio IV (100 mg, 0,350 mmol) en THF (1,5 ml) a 0 °C se afiadi6 MeMgBr (3 M
en Et;0, 0,29 ml, 0,875 mmol) gota a gota. La mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 15 min y a temperatura
ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccién se vertié en soluciéon saturada de NaHCO3 (10 ml) y se extrajo con
EtOAc (2x20 ml). Las capas organicas se secaron sobre Na;SOs, se filtraron y se evaporaron para dar el Producto
intermedio XXXIIl como un soélido de color amarillo (95 mg).

Ejemplo 39

XXXIII 39

A una suspension del Producto intermedio XXXIII (45mg, 0,157 mmol) en ACN (1 ml) y DMF (0,1 ml) se afiadid N-
metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina (46 mg, 0,315 mmol) y Cs,CO3 (257 mg, 0,787 mmol). La mezcla de reaccion se
calentd en un tubo sellado a 130 °C durante 40 h. Al enfriar, se afiadi6 agua (35 ml) y la mezcla se extrajo con
EtOAc (2x30 ml). Las capas organicas se secaron sobre Na;SO,, se filtraron y se evaporaron. El residuo se purificd
por cromatografia en columna ultrarrapida (del 0 % al 30 % de EtOAc en DCM y del 0 % al 5 % de MeOH en DCM)
para dar el producto final, el Ejemplo 39 como un sélido de color blanco (38 mg).

CL-EM1: tr = 3,02 min, M+1 = 397,2

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,89 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 8,14 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,07 (t, J
=7,0 Hz, 1H), 6,97 (t, J = 7,1 Hz, 1H), 5,22 (s, 1H), 4,50 — 4,28 (m, 2H), 4,07 (m, 1H), 4,01 — 3,90 (m, 1H), 3,86 (m,
1H), 3,79 (m, 1H), 3,58 (m, 1H), 3,23 (m, 2H), 3,05 (m, 3H), 1,52 (s, 5H).

Ejemplo 40

XXXIV 40

A una mezcla desgasificada del Producto intermedio XXXIV (45 mg, 0,153 mmol), pinacol éster de acido indol-4-
borénico (50 mg, 0,198 mmol) y Na,COs; acuoso 2M (0,5ml) en dioxano (1,5ml), se afadio
diclorobis(trifenilfosfina)paladio(ii) (21 mg, 0,031 mmol). La mezcla se calentd en un recipiente cerrado a reflujo
durante 3 h. Se afadié agua (35 ml) y la mezcla se extrajo con DCM/MeOH 9:1. Las capas organicas se secaron
sobre NazSO., se filtraron y se evaporaron. El residuo se purifico por cromatografia en columna ultrarrapida (del 0 %
al 6 % de DCM en MeOH) para dar el producto final, el Ejemplo 40 (15 mg).
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Producto intermedio XXXIV
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XXXV XXXIV

A una mezcla de Producto intermedio XXXV (50 mg, 0,187 mmol) y Mel (0,05 ml, 0,803 mmol) en DMF seca (1 ml) a
0 °C, se afadiéo NaO:Bu (60 mg, 0,562 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2 h.
Se afiadid solucion saturada de NaHCO3; y la mezcla se extrajo con EtOAc. Las capas organicas se secaron sobre
NazSO., se filtraron y se evaporaron para dar el Producto intermedio XXXIV (45 mg).

OIS
0] R ——

SN o XN
o | N
~L0 N/)\CI s N/)\Cl
|
o

Producto intermedio XXXV

—

vi XXXV

A una solucién de Producto intermedio VI (200 mg, 0,596 mmol) en DMF (4 ml), se afadid6 NaCN (35 mg,
0,715 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2 h. Después
de afiadir agua, se separ6 un sélido por filtracion y el filtrado se extrajo con EtOAc. Las capas organicas se secaron
sobre NazSOu, se filtraron y se evaporaron para dar el Producto intermedio XXXV (50 mg).

o

Ejemplo 41

o\1\// © | HN N
S _—
Cl N
4

Una mezcla de Producto intermedio XXXVI (134 mg, 0,372 mmol), pinacol éster de acido indol-4-borénico (109 mg,
0,447 mmol), PdCIx(PPhs), (52 mg, 0,074 mmol) y solucion acuosa 2 M de Na;CO; (0,745 ml) en 1,4-dioxano
(2,55 ml) se calenté a 110 °C en un tubo sellado en un bafio de arena de mar durante 2 horas. Al enfriar, la mezcla
de reaccion se repartio entre H,O y DCM. La capa acuosa se extrajo 3 veces con DCM. Las capas organicas
combinadas se secaron (Na;SO.), se filtraron y se concentraron. El residuo se purifico por cromatografia en columna
ultrarrapida, primero (del 0 % al 10 % de MeOH en DCM) y segundo (del 0 % al 100 % de EtOAc en ciclohexanos),
para dar el producto final, el Ejemplo 41 como un sélido de color amarillo palido (30 mg).

CL-EM: tr = 4,92 y 5,00 min, M+1 = 441,3.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,23 (s, 1H), 8,03 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,49 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,43 (t, J = 2,5 Hz,
1H), 7,31 (s, 1H), 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,57 (m, 1H), 4,43 — 4,30 (m, 1H), 4,11 — 3,99 (m, 1H), 3,93 (m, 1H), 3,73
(m, 1H), 3,56 (m, 1H), 3,44 — 3,32 (m, 2H), 3,28 — 3,07 (m, 4H), 2,25 — 2,06 (m, 3H), 1,73 (s, 3H).
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Producto intermedio XXXVI
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Se afiadié NaO:Bu (54 mg, 0,557 mmol) a una mezcla de Producto intermedio XXXVI (142 mg, 0,371 mmol) en DMF
(37 ml) a 0 °C. La reaccion se agité a 0 °C durante 30 minutos y a temperatura ambiente durante otros 30 minutos.
Se afiadio una cantidad adicional de NaOBu (24 mg, 0,248 mmol) a la mezcla de reaccion seguido de la adicién de
Mel (0,023 ml, 0,371 mmol) a 0°C. La reaccion se agité6 a 0 °C durante 30 minutos y, después, a temperatura
ambiente durante 2 horas mas. Se afiadié agua a la mezcla de reaccion y se extrajo con EtOAc (x3). Las capas
organicas combinadas se secaron (Na;SO.), se filtraron y se evaporaron para dar el Producto intermedio XXXVII
(134 mg).

Producto intermedio XXXVII

O. O

0 o
O O
N o O N
| VP
CI\/\/S N%\CI O\ _~_ S N)\CI
YOOI XXV

A una mezcla de Producto intermedio XXXVIII (209 mg, 0,597 mmol) en dioxano (18,40 ml) y H,O (4,60 ml), se
afiadi6 mCPBA (113 mg, 0,656 mmol) seguido de la adicion de KMnO4 (127 mg, 0,776 mmol) a temperatura
ambiente. La reaccidon se agitd a temperatura ambiente durante 5 horas. Se afiadié una cantidad adicional de
mCPBA (50 mg, 0,290 mmol) y KMnO4 (60 mg, 0,367 mmol) a la mezcla de reacciéon y se agitd a temperatura
ambiente durante 16 horas. Se afiadié una cantidad adicional de mCPBA (20 mg, 0,116 mmol) y KMnO4 (30 mg,
0,184 mmol) a la mezcla de reaccion y se agité a temperatura ambiente durante 3 horas mas. La mezcla de reaccion
se inactivd con solucion acuosa al 10 % de NaS;03 y se extrajo 3 veces con EtOAc. Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron (Na;SO,), se filtraron y se evaporaron para dar el Producto
intermedio XXXV (230 mg).

Producto intermedio XXXVIII

7 B 7
N N N
o) + o)
LT LT 1
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_S\\/o N)\CI d N)\CI IS N o
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\"| Y| 200l

Una mezcla de Productos intermedios VI y VII (200 mg, 0,596 mmol), 3-cloro-1-propanotiol (79 mg, 0,715 mmol) y
DIPEA (0,21 ml, 1,198 mmol) en DCM (11 ml) se calenté a 50 °C en un tubo sellado en un bafio de arena de mar
durante 16 horas. Se afiadieron una cantidad adicional de 3-cloro-1-propanoctiol (40 mg, 0,362 mmol) y DIPEA
(0,1 ml, 0,570) a la mezcla de reaccién y se calent6 a 50 °C durante 72 horas. La reaccion se diluyé con DCM y se
lavé con una solucion acuosa saturada de NaHCO3 y con salmuera. La capa organica se seco sobre Na,SOg4, se
filtrd y se evaporo para dar el Producto intermedio XXXVIII (209 mg).
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Ejemplo 42
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XXXIX 42

Una mezcla de Producto intermedio XXXIX (30 mg, 0,114 mmol), pinacol éster de acido indol-4-borénico (33 mg,
0,137 mmol), PdCIx(PPhs), (12 mg, 0,017 mmol) y Na,COs 2 M (0,175 ml, 0,343 mmol) en dioxano (0,7 ml) se
calentd en un tubo sellado a 100 °C durante 1 hora. Al enfriar, la mezcla se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida (del 0 % al 5 % de MeOH en DCM) para dar el producto final, el Ejemplo 42 como un sélido de color
blanco (10 mg).

CL-EM: tr = 3,34 min, M+1 =424 2.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,20 (s, 1H), 11,16 (s, 1H), 8,09 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,48 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7,41
(m, 4H), 7,19 (m, 2H), 6,60 (s, 1H), 4,61 (m, 1H), 4,31 (m, 1H), 4,11 (m, 1H), 3,95 (m, 2H), 3,78 (m, 1H), 3,63 (m,
1H), 3,26 (m, 2H).

Producto intermedio XXXIX

S T
/)\ /)\
H,N N cl cl N cl
XXVII XXXIX

A una soluciéon de Producto intermedio XXVII (100 mg, 0,412 mmol) en DCM (8 ml) se afiadio trimetilclorosilano
(470 wl, 3,709 mmol) gota a gota. Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, se afiadié gota a
gota nitrito de isopentilo (170 ul, 1,236 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 90
minutos. La mezcla se concentré y el residuo se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (del 0 % al 2 %
de MeOH en DCM) para dar el Producto intermedio XXVII (65 mg).

Ejemplo 43
o o
i
XN wSodlon |
o N Bo +
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XXXIX —s 43
0~ o

Una mezcla de Producto intermedio XXXIX (35 mg, 0,134 mmol), pinacol éster de acido indol-4-borénico (32 mg,
0,134 mmol), PdCI(PPhs)2 (14 mg, 0,020 mmol) y Na;CO3 2 M (0,2 ml) en dioxano (0,8 ml) se calenté en un tubo
sellado a 100°C durante 90 minutos. Se afiadieron PdCIy(PPhs), (14 mg, 0,020 mmol) y a&acido 3-
(metilsulfonil)fenilborénico (32 mg, 0,160 mmol) y la mezcla se calentdé a 100 °C durante 90 minutos. Al enfriar, la
mezcla se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida, primero (del 0 % al 5 % de MeOH en DCM) y segundo
por HPLC preparativa para dar el Ejemplo 43 como producto minoritario, un sélido de color blanco (7 mg).

CL-EM: tr = 4,89 min, M+1 = 463,1.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,22 (s, 1H), 8,79 (s, 1H), 8,66 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 8,52 — 8,45 (m, 1H), 8,12 — 8,07
(m, 1H), 8,00 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,76 (t, = 7,8 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,45 -7,33 (m, 2H), 7,19 (t, J = 7,7
Hz, 1H), 6,59 (s, 1H), 4,63 (d, J = 12,5 Hz, 1H), 4,35 (dd, J = 11,1, 3,3 Hz, 1H), 4,08 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 4,03 — 3,91
(m, 2H), 3,78 (s, 1H), 3,59 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 3,26 (s, 3H), 3,14 (s, 1H).
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Ejemplo 44

_/oj
K\N
o] | N _
HO = NH
N
44

El Ejemplo 44 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la que se uso6 para el Ejemplo 38, usando como
precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.

CL-EM1, tr = 2,92 min. EM: 367,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,24 (s, 1H), 7,97 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 7,55 — 7,38 (m, 2H), 7,18 (dd, J = 14,1,
6,3 Hz, 2H), 5,51 (s, 1H), 4,53 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 4,42 (dd, J = 11,0, 3,3 Hz, 1H), 4,06 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 3,99 —
3,86 (m, 2H), 3,72 (s, 1H), 3,57 (t, J = 10,5 Hz, 1H), 3,30 — 3,03 (m, 2H), 1,52 (s, 6H).

) o

N ” © SN —
)\ HO | — NH
cl N
45
F

Una mezcla de 4-bromo-6-fluoro-1H-indol (36 mg, 0,168 mmol), bis(pinacolato)diboro (90 mg, 0,350 mmol), acetato
de potasio (41 mg, 0,420 mmol) y PdClx(dppf) (23 mg, 0,028 mmol) en dioxano (1 ml) se calenté en un tubo sellado a
100 °C durante 3 h. Al enfriar, se afiadieron el Producto intermedio XL (40 mg, 0,140 mmol) en dioxano (1 ml),
tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0) (16 mg, 0,014 mmol) y Na,CO3 2 M (0,21 ml). La mezcla de reaccién se calent6 a
100 °C durante 19 h.

Ejemplo 45

Al enfriar, la mezcla se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida, primero (del 5 % al 10 % de EtOAc en
DCM) y segundo por HPLC preparativa para dar el producto final, el Ejemplo 45 como un soélido de color blanco
(12 mg).

CL-EM1, tr = 4,04 min. EM: 385,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,30 (s, 1H), 7,79 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 7,44 (s, 1H), 7,26 (d, J = 15,4 Hz, 2H), 5,34
(s, 1H), 4,47 (dd, J = 27,0, 10,9 Hz, 2H), 4,05 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 3,93 (t, J = 10,1 Hz, 2H), 3,72 (s, 1H), 3,58 (s, 1H),
3,20 (dd, J = 24,7, 13,8 Hz, 3H), 1,52 (s, 7H).

Producto intermedio XL

El Producto intermedio XL se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la que se usd para el Producto
intermedio XXXIII, usando como precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.
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Ejemplo 46
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)
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HO | = NH
N
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OMe

El Ejemplo 46 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para el Ejemplo 45, por acoplamiento de
Suzuki del Producto intermedio XL con 4-bromo-6-metoxi-1H-indol en presencia de bis(pinacolato)diboro y
catalizador de paladio.

CL-EM1, tr = 3,38 min. EM: 397,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,03 (s, 1H), 7,60 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,10 (s, 1H), 7,02 (s, 1H), 5,44
(s, 1H), 4,59 — 4,35 (m, 2H), 4,07 (s, 1H), 3,92 (t, J = 9,7 Hz, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,77 — 3,65 (m, 1H), 3,57 (s, 1H), 3,22
(s, 2H), 1,52 (s, 6H).

Ejemplo 47: ensayo de inhibicion de ATR celular

La actividad de ATR esta restringida a las células en replicacién y muchas de sus dianas pueden fosforilarse
también mediante otras PIKK. Estas restricciones han limitado el desarrollo de ensayos celulares selectivos en el
pasado. Para superar estas limitaciones, se usé un sistema celular desarrollado anteriormente en el que puede
activarse ATR, y solo ATR, a voluntad en cada célula (Toledo y col. Genes Dev. 22, 297-302 2008). En este
sistema, la adicion de 4-hidroxitamoxifeno (4-OHT) promueve la translocacion nuclear de un fragmento de TopBP1,
que activa entonces la ATR. La fosforilacion de H2AX que sigue a la adicion de 4-OHT a estas células es una lectura
directa y selectiva de la actividad de ATR, que no esta influida por el resto de PIKK. Esta propiedad se ha usado en
el pasado como plataforma de exploracién para compuestos con capacidad inhibidora de ATR (Toledo y col. Nat.
Struct. Mol. Biol. 2011). La Figura 1 ilustra el procedimiento para cuantificar la actividad de ATR con este sistema y
proporciona el calculo de la Clsp para cuatro compuestos representativos de la presente serie (compuestos de los
Ejemplos 1, 2, 3y 11). La linea celular usada era un clon de la linea celular de cancer de mama MCF7, que expresa
establemente el fragmento activador de ATR de TopBP1 (descrito en Toledo y col. Genes Dev. 2008).

Se muestra en la Figura 1 la inhibicién de ATR en células vivas por los compuestos de los Ejemplos 1, 2, 3 y 11.
Los detalles son los siguientes:

(A) la imagen ilustra el sistema celular para la activacion de ATR usado en los ensayos, y que se describio en
Toledo, L. I., y col. Genes Dev. 22, 297-302 (2008). Resumiendo, se fusiona el fragmento activador de ATR de la
proteina TopBP1 con un fragmento del receptor de estrégenos. La proteina de fusion resultante se mantiene en
el citoplasma, pero se transloca al nucleo en presencia de 4-hidroxitamoxifeno (OHT), en el que se activa la ATR.

(B) La activacion inducida por OHT en este sistema conduce a una fosforilacion generalizada de la histona H2AX
(yH2AX), una diana de ATR. De forma importante, y tal como se describe en Toledo, L.l y col. Genes Dev. 22,
297-302 (2008), la formacion de yH2AX en este sistema es estrictamente dependiente de ATR, y no esta influida
por otras cinasas relacionadas, tales como DNA-PK o ATM. Las imagenes ilustran la clase de sefial de yH2AX
que se observa con este sistema. El constructo retrovirico TopBP1-ER porta un indicador IRES-GFP para la
identificacion de células infectadas. Cabe destacar que cada célula infectada (color verde) responde a OHT con
una formacion masiva de yH2AX.

(C) llustracion del procedimiento de microscopia de alto rendimiento usada para la evaluacion en la célula de
inhibidores de ATR, tal como se define en Toledo, L. I. y col. Nat. Struct. Mol. Biol. 18, 721-727 (2011).
Brevemente, se exponen células expresoras de TopBP1-ER a OHT para la activaciéon de ATR en placas de 96
pocillos y se procesan posteriormente por inmunofluorescencia de YH2AX. Se adquiere entonces la sefial con un
microscopio de alto rendimiento Opera (Perkin Elmer) y se analiza la sefial de YH2AX nuclear en cada pocillo. Se
codifica por color la sefial promedia en cada pocillo (negro= sin sefial; rojo= sefial maxima).

(D) Ejemplo de como se comporta un inhibidor de ATR bien conocido (cafeina) en este ensayo celular. A la
izquierda, los datos de pocillos de células expresoras de TOPBP1-ER con o sin OHT (500 nM). A la derecha, el
efecto de la cafeina sobre células expuestas a OHT 500 nM. Tal como se observa, las concentraciones
crecientes de cafeina conducen a un descenso gradual de la sefial de yYH2AX nuclear promedia por pocillo,
concordantemente con la inhibicién de ATR ([cafeina] = 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2 y 5 mM).

(E) Efecto de concentraciones crecientes del compuesto del Ejemplo 1 y 2 sobre yH2AX inducida por OHT,
medido como en (D). (Concentraciones: 0,0003, 0,001, 0,003, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1 y 3 pM). Se muestran
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duplicados para cada condicion.

(F) Datos brutos que muestran la intensidad de yH2AX por nucleo individual obtenida en el experimento mostrado
en (E), en células expuestas a OHT (500 nM) y a concentraciones crecientes del compuesto del Ejemplo 1.
Cada punto corresponde a la intensidad de yH2AX por nucleo individual. Las barras de color negro indican
valores promedios.

(G) Se usaron curvas sigmoideas que representan los datos obtenidos en (E) para calcular los valores de Clsg
para cada compuesto.

(H) Efecto de concentraciones crecientes de Ejemplo 3 y Ejemplo 11 sobre yH2AX inducida por OHT, medido
como en (D). (Concentraciones: 0,0003, 0,001, 0,003, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1 y 3 yM). Se muestran duplicados
para cada condicién.

(J) Datos brutos que muestran la intensidad de yH2AX por nucleo individual obtenida en el experimento mostrado
en (H), en células expuestas a OHT (500 nM) y a concentraciones crecientes de Ejemplo 11. Cada punto
corresponde a la intensidad de yH2AX por nudcleo individual. Las barras de color negro indican valores
promedios.

(K) Se usaron curvas sigmoideas que representan los datos obtenidos en (H) para calcular los valores de Clsg
para cada compuesto.

Ademas del sistema selectivo descrito anteriormente, se exploré en los compuestos de los Ejemplos presentados en
el presente documento su capacidad de inhibir la ATR intracelular usando un ensayo de transferencia Western para
detectar la fosforilacion del sustrato de ATR CHK1(S345) en células tratadas con hidroxiurea. Se sembraron células
HT29 a 500.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos en medios RPMI (Sigma R6504) suplementados con
suero fetal bovino al 10 % (Sigma F7524), solucién de penicilina/estreptomicina diluida 1:100 (Gibco 15070-063) y
fungizona (Gibco, 15290-018), y se dejaron adherir durante una noche a 37 °C en el 5% de CO,. Se afiaden, a
continuacion, los compuestos a los medios celulares desde una concentracién final de 10 uM en diluciones en serie
triples y se incuban las células a 37 °C en el 5 % de CO,. Después de 15 min, se afiade hidroxiurea (Sigma H8627)
a una concentracion final de 2,5 mM. Después de 30 min de tratamiento con hidroxiurea, se lavan las células con
PBS, se lisan afiadiendo 50 pl de tampdn de lisis de proteina (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 1 % de IGEPAL
CO-630 (Sigma, Ref. 542334-100G-A), Phospho Stop (Roche, Ref. 04906837001) y Complete Mini exento de EDTA
(Roche, Ref. 11836170001)). Se determind el contenido de proteina de los lisados mediante el procedimiento
modificado de Bradford (Sigma, Ref. B6916). Se resolvieron las proteinas por PAGE-SDS y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (VWR International Eurolab, Ref. 732-4007). Se incubaron las membranas durante una
noche a 4 °C con anticuerpos especificos de CHK1 total (Santa Cruz Biotechnology, sc-8404) y CHK1 fosfoserina-
345 (Cell Signaling Technology n.° 2348), se lavaron y se incubaron, después, con anticuerpos secundarios de IgG
anti-ratén conjugado con IRDye800 (Pierce/Cultek, 35521) y de cabra anti-conejo Alexa Fluor 680 (Invitrogen,
A21076). Se visualizaron y cuantificaron las bandas usando un sistema de imagenologia por infrarrojos Odyssey (Li-
Cor Biosciences). Se tomd el porcentaje de CHK1 fosforilada frente a CHK1 total en células tratadas con hidroxiurea
como el 100 % de fosforilacion. Se representa, finalmente, el porcentaje de fosforilacion de CHK1 frente a la
concentracién para cada compuesto y se calculan las CEso para la inhibicion de ATR intracelular usando
ActivityBase de IDBS.

Se representa la actividad biolégica de compuestos en el ensayo celular de ATR en las siguientes tablas mediante
resultados semicuantitativos: CEsp > 1 uM (*), 100 nM < ECsp <1 uM (**) 0 ECs0 < 100 nM (***).

Tabla 1
Ejemplo CEspde ATR Ejemplo CEspde ATR Ejemplo CEspde ATR
1 *kk 6 *% 1 1 *kk
2 *kk 7 *% 12 *k
3 *kk 8 *kk 13 *k
4 *kk 9 *% 14 *k
5 *% 10 ** 15 *%
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(continuacion)

Ejemplo CEsade ATR Ejemplo CEsode ATR Ejemplo CEsode ATR
16 = # * 80 *
17 42 = 81 .
18 - 43 - 82 "
19 o a4 " 83 o
20 = 45 = 86 -
21 . 46 = 87 .
22 = 61 " 92 s
23 w 62 " 93 =
24 o 63 94 *
25 i 64 - 95 .
26 . 65 96 -
27 - 66 - 97 =
28 67 101 =
29 e 68 * 102 *
30 . 69 w 103 w
31 70 w 105 "
32 . 7 106 .
33 = 72 * 108 o
34 = 73 : 109 -
35 * 74 = 110 -
36 . 75 = 112 w
37 = 76 * 113 >
38 > 77 114 *
39 " 78 e
40 = 79 -

Ejemplo 48: ensayo de inhibicion de ATR y ATM celular

ATM y ATR tienen distintas respuestas superpuestas al dafio al ADN. Deben participar conjuntamente y las
respuestas deben ser coordinadas. Ambas rutas pueden activarse por radiacion ionizante y UV. Como el tratamiento
de UV no es practico para su uso en un ensayo celular de alto rendimiento, se eligié el mimético de UV 4NQO
(Sigma) para activar la ruta de respuesta al dafio al ADN por ATR y ATM.

La Chk1, una proteina cinasa posterior a ATR, tiene un papel clave en el control del punto de control de dafio al
ADN, asi como la Chk2 posterior a ATM. La activacion de Chk1 implica la fosforilacion de Ser317 y Ser345
(consideradas como la diana preferencial para la fosforilacién/activacion por ATR) y la activacion de Chk2 implica la
fosforilacion de Thr68 (el sustrato principal de ATM). Este ensayo mide la reduccion de la fosforilacion de Chk1 (Ser
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345) y Chk1 (Thr 68) en células de adenocarcinoma de colon HT29, después del tratamiento con compuesto y el
mimeético de UV 4NQO. Se crearon los compuestos a 1 mM mediante la dilucion en DMSO al 100 % y se diluyeron
entonces 1:100 en medios de ensayo (RPMI, 10 % de FCS, 1 % de glutamina). Se sembraron las células en placas
Costar de 6 pocillos a 5x 10° células por ml en 2 ml de RPMI, el 10 % de FCS, el 1 % de glutamina y se hicieron
crecer durante 24 horas. Después de la adicion del compuesto, se incubaron las células durante 60 minutos. Se
afiadio, después, una concentracion final de 4NQO 3 uM (preparado en DMSO al 100 %) y se incubaron las células
durante 60 min adicionales. Se lisan las células y se analizdé la pChk1 Ser345 y pCHK2 Thr68 (Cell Signaling
Technology, n.° 2661) frente a CHK1 y CHK2 totales (Santa Cruz Biotechnology, sc-5278), respectivamente, por
transferencia Western, tal como se ha descrito anteriormente. Se tomo el porcentaje de CHK1 fosforilada frente a
CHK1 total o de p-CHK2 frente a CHK2 total en células tratadas con 4NQO como el 100 % de fosforilacion. Se
representa, finalmente, el porcentaje de fosforilacion de CHK1 o CHK2 frente a la concentracion para cada
compuesto y se calculan las CEso para la inhibicion de ATR intracelular usando ActivityBase de IDBS.

Se muestra en la Tabla 2 la selectividad de los compuestos ejemplificados por ATR frente a ATM.

Tabla 2
Ejemplo Inhibicion por mimético de UV de | Inhibicion por mimético de UV de
CHK1P a 10 uM (%) CHK2P a 10 pM (%)

1 99 0

2 98 0

3 98 0

5 98 0

8 98 25

10 95 25

Inhibidor de ATM | 38 99

KU-60019

Ejemplo 49: ensayos de proliferacion celular in vitro

Se midi6 la potencia in vitro de los compuestos mediante el ensayo de proliferacion celular descrito anteriormente; el
ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo®, comercialmente disponible a través de Promega Corp.,
Madison, WI. Este procedimiento de ensayo homogéneo esta basado en la expresion recombinante de luciferasa de
Coleoptera (documentos US 5583024; US 5674713; US 5700670) y determina el nimero de células viables en
cultivo basandose en la cuantificacion de ATP presente, un indicador de las células metabdlicamente activas
(Crouch y col. (1993) J. Immunol. Meth. 160:81-88; documento US 6602677). Se realiz6 el ensayo CellTiterGlo® en
96 pocillos, haciéndolo susceptible de exploracion de alto rendimiento (HTS) automatizado (Cree y col. (1995)
AntiCancer Drugs 6: 398-404).

El procedimiento de ensayo homogéneo implica afiadir el reactivo individual (reactivo CellTiter-Glo®) directamente a
células cultivadas en medio con suplemento de suero. No se requieren lavado de células, retirada del medio ni
multiples etapas de pipeteado. El sistema detecta del orden de 15 células/pocillo en un formato de 96 pocillos a los
10 minutos después de afadir el reactivo y mezclar.

El formato homogéneo de “afiadir-mezclar-medir’ da como resultado la lisis celular y la generacion de una sefal
luminiscente proporcional a la cantidad de ATP presente. La cantidad de ATP es directamente proporcional al
numero de células presentes en el cultivo. El ensayo CellTiter-Glo® genera una sefial luminiscente “de tipo
resplandor”, producida por la reaccion de luciferasa, que tiene una semivida generalmente mayor de 5 horas,
dependiendo del tipo celular y medio usados. Las células viables se reflejan en unidades de luminiscencia relativa
(ULR). El sustrato, luciferina de escarabajo, se descarboxila oxidativamente mediante luciferasa de luciérnaga
recombinante con conversion concomitante de ATP a AMP y generacion de fotones. La semivida alargada elimina la
necesidad de usar inyectores de reactivo y proporciona flexibilidad para el procesamiento en modo continuo o por
lotes de muiltiples placas. Este ensayo de proliferacion celular puede usarse con diversos formatos multipocillo, por
ejemplo, el formato de 96 o 384 pocillos. Los datos pueden registrarse mediante lumindmetro o dispositivo de
imagenologia con camara CCD. Se presenta el resultado de la luminiscencia como unidades de luminiscencia
relativa (ULR), medidas con el tiempo.

Ejemplo 50: ensayo de combinacion

Puede someterse a ensayo el indice de combinacion (IC) de combinaciones de determinados compuestos de los
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ejemplos y diversos agentes quimioterapéuticos por la titulacion celular de ensayos de proliferacion celular in vitro.
Se calcula la puntuacién del indice de combinacion por el procedimiento de Chou y Talalay (software CalcuSyn,
Biosoft). Se puntua la potencia de la sinergia usando el sistema de clasificacion de Chou y Talalay: IC menor de 0,8
indica sinergia, IC entre 0,8 y 1,2 indica aditividad e IC menor de 1,2 indica antagonismo.

Se calculan también los valores de CEsp de combinaciones representativas. Se comparan los valores de CEsg
medidos individualmente del agente quimioterapéutico y los compuestos de los ejemplos con el valor de CEsp de la
combinacién. Se caracterizan las lineas celulares por el tipo de tumor. Se efectiian los ensayos de combinacion tal
como se describe en: "Pim 1 kinase inhibitor ETP-45299 suppresses cellular proliferation and synergizes with PI3K
inhibition”. Blanco-Aparicio, y col. Cancer Lett. 2011, 300(2), 145-153.

Ejemplo 51: ensayo de actividad de PI3K o

Se midid la actividad cinasa usando el ensayo comercial ADP Hunter™ Plus disponible a través de DiscoveRx (n.°
33-016), que es un ensayo homogéneo para medir la acumulacion de ADP, un producto universal de la actividad
cinasa. Se adquirio la enzima, PI3K (p1100/p85a.) a través de Carna Biosciences (n.° 07CBS- 0402A). Se realizo el
ensayo siguiendo las recomendaciones del fabricante con ligeras modificaciones, principalmente que el tampdn de
cinasa se reemplazé por HEPES 50 mM, pH 7,5, MgCl, 3 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1 mM, 0,04 % de CHAPS,
TCEP 2 mMy BGG 0,01 mg/ml. Se ensay6 la PI3K en un experimento de titulaciéon para determinar la concentracion
optima de proteina para el ensayo de inhibicion. Para calcular la Clso de los compuestos, se afiadieron diluciones 1:5
en serie de los compuestos a la enzima a una concentracion fija (2,5 ug/ml). Se preincubd la enzima con el inhibidor,
se afiadio sustrato PIP2 30 uM (P9763, Sigma) durante 5 min y, después, ATP a una concentracion final 50 uM. Se
llevd a cabo la reaccion durante 1 hora a 25 °C. Se afiadieron secuencialmente reactivo A y B a los pocillos y se
incubaron las placas durante 30 min a 37 °C. Se leyeron los recuentos de fluorescencia en un instrumento Victor
(Perkin Elmer) con los ajustes recomendados (544 y 580 nm como longitudes de onda de excitaciéon y emision,
respectivamente). Se normalizaron los valores frente a la actividad de control incluida para cada enzima
(concretamente, el 100 % de actividad cinasa de PI3, sin compuesto). Se representaron estos valores frente a la
concentracion de inhibidor y se ajustaron a una curva de dosis-respuesta sigmoidea usando la aplicacion logistica de
cuatro parametros sigmoidea modelo para el software Activity Base.

Ejemplo 52: ensayo de actividad de mTOR

Se midio la actividad enzimatica de mTOR usando un ensayo de actividad cinasa LanthaScreen™ (Invitrogen). Se
adquirio la enzima a través de Invitrogen (PV4754), asi como el sustrato marcado con GFP (4EBP1-GFP; PV4759) y
el anticuerpo Tb-antip4dEBP1(pThr46) (PV4757). Se efectu6 el ensayo en tampén HEPES 50 mM, pH 7,5, que
contiene MnCl, 1,5 mM, MgCl; 10 mM, EGTA 1 mM, DTT 2,5 mMy el 0,01 % de Tween-20. La concentracion de los
componentes de ensayo era la siguiente: mTOR cinasa 0,24 nM, 4EBP1-GFP 400 nM, ATP 10 mM y diluciones en
serie del compuesto (inhibidor) para evaluar. Después de 1 hora de incubacion a temperatura ambiente, se usé
EDTA 20 mM para detener la reaccion y se afiadié anticuerpo marcado con terbio (4 nM) para detectar el producto
fosforilado. El anticuerpo se asocia al producto fosforilado, dando como resultado un valor de TR-FRET aumentado.
Se calculd el valor de TR-FRET (un numero adimensional) como la relacion de la sefal aceptora (GFP, emision a
520 nm) respecto a la sefial donante (terbio, emisién a 495 nm). Se representaron los valores frente a la
concentracion de inhibidor y se ajustaron a una curva de dosis-respuesta sigmoidea usando la aplicacion logistica de
cuatro parametros sigmoidea modelo para el software Activity Base.

Ejemplo 53: ensayo de actividad de DNAPK

Se midid la actividad cinasa usando el ensayo comercial ADP Hunter™ Plus disponible a través de DiscoveRx (n.°
90-0083), que es un ensayo homogéneo para medir la acumulacién de ADP, un producto universal de la actividad
cinasa. Se adquirid la enzima, DNA-PK, a través de Promega (n.° V5811). Se realiz6 el ensayo siguiendo las
recomendaciones del fabricante con ligeras modificaciones: principalmente, se reemplazé el tampdén de cinasa por
HEPES 15 mM, pH 7,5, MgCl> 10 mM, NaCl 20 mM, EGTA 1 mM, BGG 0,1 mg/ml, el 0,02 % de Tween 20. Se
ensay6 la DNA-PK en un experimento de titulacion para determinar la concentracion optima de proteina para el
ensayo de inhibicion. Para calcular la Clsp de los compuestos, se afiadieron diluciones en serie 1:3 de los
compuestos a la enzima a una concentracion fijada (2 U/ul). Se preincubd la enzima con el inhibidor y sustrato de
ADN 200 uM y se afnadid, después, ATP a una concentracion final 75 uM. Se llevé a cabo la reaccion durante 1 hora
a 37 °C. Se afiadieron secuencialmente el reactivo A y B a los pocillos y se incubaron las placas durante 30 min a
TA. Se leyeron los recuentos de fluorescencia en un instrumento EnVision (Perkin Elmer) con los ajustes
recomendados (550 y 590 nm como longitudes de onda de excitacion y emision, respectivamente). Se normalizaron
los valores frente a la actividad de control incluida para cada enzima (concretamente, el 100 % de actividad de
cinasa DNA_PK, sin compuesto). Se representaron estos valores frente a la concentracion de inhibidor y se
ajustaron a una curva de dosis-respuesta sigmoidea usando la aplicacion logistica de cuatro parametros sigmoidea
modelo para el software Activity Base.

Ejemplo 54: inhibicion de la fosforilacion de AKT (ensayo ELISA)

Puede usarse la inhibicion de la fosforilacién de AKT (ensayo ELISA) como medida de la actividad de PI3K y mTOR
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en células. Se mide la actividad como los niveles enddgenos de proteina fosfo-Akt1 (Ser473). Se siembran células
U20S de osteosarcoma en 96 placas de cultivo de tejido de recubrimiento con poli-D-lisina (18.000 células/pocillo).
Después del tratamiento con diluciones en serie del compuesto durante 3 h, se fijan las células directamente en los
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pocillos con paraformaldehido al 4 %.

Después de la fijacion, los pocillos individuales pasan por la misma serie de etapas usadas para una
inmunotransferencia convencional; incluyendo bloqueo con BSA al 5 %, incubacion con el anticuerpo de AKT
primario 1/1000 (Ser 74) en PBS que contiene el 5% de BSA a 4 °C durante una noche (sefializacion celular),
lavado e incubacion con el segundo anticuerpo de IgG HRP-anti-ratén durante 1 h a TA (Amersham). Después de la
adicion del sustrato quimioluminiscente de maxima sensibilidad SuperSignal ELISA Femto (Pierce), se leen los
resultados usando un lector de placas de luminiscencia (Victor). Se establecieron los valores de CEsy para los

compuestos sometidos a ensayo.

En la Tabla 3 se muestra la actividad biolégica de compuestos seleccionados en el ensayo bioquimico de PI3Ka,

mTOR y DNAPK.

Tabla 3
Ejemplo Clso de PI3Ka (uM) Clsp de mTOR (uM) Clso de DNAPK (uM)

1 1,7 0,146 17,3

2 13,3 2,72 25,00
3 4,9 1,86 25,00
4 2,4 0,274 10,00
5 14,9 0,194 25,00
6 4,5 0,558 4,52

7 6,6 1,62 10,00
8 2,8 0,588 1,96

9 2,0 3,27 25,00
10 11,5 10,00 10,00
11 1,9 0,604 1,51

12 50,0 10,00 10,00
13 21,0 10,00 10,00
14 7,9 2,19 10,00
15 1,1 0,851 2,86
16 0,67 0,852 2,82
17 6,0 2,62 10,00
18 8,5 10,00 10,00
19 5,0 1,76 10,00
20 10,3 1,82 25,00
21 0,4 5,58 4,15
22 50,0 10,00 25,00
23 50,0 10,00 6,37
24 19,3 1,67 10,00
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(continuacion)

Ejemplo CI50 de PI3Ka (uM) CI50 de mTOR (uM) CI50 de DNAPK (uM)
25 23,4 0,582 10,00
26 2,7 10,00 10,00
27 25 0,55 25,00
28 4,7 0,785 25,00
29 3,8 0,435 25,00
30 25 4,68 25,00
31 6,5 0,586 1,88
32 50,0 3,09 10,00
33 >10 1,93 25,00
34 23,3 0,808 25,00
35 6,95 2,35 10,00
36 12,5 10,00 25,00
37 16,9 4.4 25,00
38 2,39 0,275 7,21
39 2,17 1,24 3,18
40 1,67 0,279 10,00
41 6,9 0,381 10,00
42 6,55 0,412 10,00
43 10,6 >10 5,04
44 1,18 0,044 3,06
45 2,27 0,053 0,886
46 0,48 0,038 2,82
61 3,22 0,228 10,00
62 16,2 6,6 10,00
63 6,61 0,252 4,3
64 2,65 0,505 0,196
65 6,25 0,921 6,65
66 7,17 0,854 2,41
67 3,16 0,151 10,00
68 7,38 2,08 10,00
69 1,98 0,336 4,93
70 0,87 0,226 0,741
71 1,08 0,0993 10,00
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(continuacion)

Ejemplo CI50 de PI3Ka (uM) CI50 de mTOR (uM) CI50 de DNAPK (uM)
72 0,82 0,0453 1,6
73 50,0 10,00 10,00
74 2,24 0,152 0,989
75 2,52 0,093 1,83
76 50,0 10,00 10,00
77 5,36 >10 10,00
78 4,49 0,047
79 28,6 10,00 10,00
80 13,1 0,501 10,00
81 50,0 5,55 10,00
82 5,6 1,59 10,00
83 12,2 2,47 3,11
86 50,0 3,41 10,00
87 50,0 10,00 0,21
92 2,75 1,24 6,15
93 7,44 0,117 10,00
94 50,0 4,48 10,00
95 50,0 10,00 10,00
96 50,00 6,08 10,00
97 50,0 6,8 6,8
101 12,6 0,227 10,00
102 50,0 1,82 0,10
103 3,16 0,058 10,00
105 28,9 1,99 10,00
106 50,0 10,00 1,16
108 15,4 0,579 1,75
109 5,69 0,224 10,00
110 50,0 10,00 10,00
112 19,5 0,235 10,00
114 50,00 10,00 10,00

Ejemplo 55: evaluacion de la capacidad de los compuestos de generar ADN monocatenario

La funcién celular principal de la ATR es la supresion del ER (Lépez-Contreras, A. J. y Fernandez-Capetillo, O. DNA
Repair (Amst.) 9, 1249-1255 (2010)). A nivel molecular, el ER se define como la acumulacién de grandes parches
de ADN monocatenario. En células, el ADNmc se recubre rapidamente por proteina de replicacion A (RPA). Por lo
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tanto, el nivel de RPA unido a cromatina puede usarse como marcador vicario del ADNmc (Toledo, L. I. y col. Nat.
Struct. Mol. Biol. 18, 721-727 (2011); Lépez-Contreras, A. J. y col. Journal of Experimental Medicine (2012).
doi:10.1084/jem.20112147).

Se muestra, en las Figuras 2(A) y 2(B), el efecto de los compuestos de los Ejemplos 1, 2, 3 y 11 al nivel de RPA
unida a cromatina. Los detalles son como siguen:

(A) la Figura 2(A) muestra el efecto del Ejemplo 1y el Ejemplo 2 (1 uM) sobre el nivel de RPA unida a cromatina.
Se usaron los compuestos solos o en combinacion con HU, un inhibidor de la ribonucledtido reductasa que agota
las reservas de dNTP y es un inductor conocido de estrés replicativo. Se cuantificé la RPA unida a cromatina por
microscopia de alto rendimiento, tal como se ha descrito anteriormente. Concordantemente con la inhibicién de
ATR, los tres compuestos pueden aumentar los niveles de RPA unida a cromatina y esta actividad se exacerba
en gran medida en presencia de HU.

(B) La Figura 2(B) muestra el efecto del Ejemplo 3 y el Ejemplo 11 (1 yM) en el aumento de los niveles de RPA
unida a cromatina. Esto se cuantificé por microscopia de alto rendimiento, tal como se ha definido anteriormente.
Concordantemente con la inhibicién de ATR, los dos compuestos pueden aumentar los niveles de RPA unida a
cromatina.

Ejemplo 56: evaluacion de la actividad en la prevencion del colapso de horquillas de replicaciéon paradas

Uno de los papeles mejor conocidos de la ATR es prevenir la formacion de roturas bicatenarias de ADN (DSB) en
horquillas de replicacion paradas (Lopez-Contreras, A. J. y Fernandez-Capetillo, O. DNA Repair (Amst.) 9, 1249—
1255 (2010)). Para ensayar esta actividad, se efectuaron dos ensayos A, B). Ambos ensayos demuestran que los
compuestos del Ejemplo 1, Ejemplo 2, Ejemplo 3 y Ejemplo 11 pueden promover robustamente la rotura de
horquillas de replicacion paradas con HU, lo que es concordante con su capacidad inhibidora de ATR.

a. En el primer ensayo, se expusieron células U20S humanas (o no) a HU 2 mM para promover la parada de las
horquillas de replicacién. Se liberaron, después, las células en medios que contenian los compuestos del
Ejemplo 1y el Ejemplo 2 1 yM durante 16 h y se analizé el contenido de ADN por citometria de flujo midiendo la
intensidad de fluorescencia del yoduro de propidio. Se trataron las células de control con el mismo volumen de
DMSO.

Se muestran los resultados en la Figura 3(A) para los compuestos de los Ejemplos 1 y 2. La generacién de
roturas de ADN en células en replicacion activaria el siguiente punto de control celular en G2, conduciendo a la
detencién del ciclo celular y a la acumulacién de células en la fase G2. Concordantemente con esto, los
compuestos del Ejemplo 1 y el Ejemplo 2 condujeron a una acumulacion de células en la fase G2, lo que se
potenciaba en gran medida si se exponian previamente a HU.

Se muestran los resultados en la Figura 3(B) para compuestos de los Ejemplos 3 y 11. La generaciéon masiva de
roturas de ADN en células en replicacion evitaria que las células pasaran de la fase S, conduciendo a una
acumulacion de las células en esta etapa del ciclo celular. Concordantemente con esto, ambos compuestos
condujeron a una acumulacioén de células en la fase intra-S.

b. Se cuantificdé también la generacion de DSB derivada del colapso de las horquillas paradas mediante la
valoracién de la formacién de focos nucleares de la proteina de reparacion de ADN 53BP1. Esta valoracién de la
inhibicién de ATR se llevd a cabo mediante procedimientos descritos en la bibliografia (Toledo y col. Nat. Struct.
Mol. Biol. 2011). La Figura 4(A) muestra el nimero de focos de 53BP1 que estaban presentes en células tratadas
con inhibidores de ATR (para los Ejemplos 1 y 2) con o sin HU como en a. Tal como puede observarse en la
Figura 4(A), la presencia de compuesto del Ejemplo 1 o del Ejemplo 2 1 yM condujo a la formacién masiva de
focos de 53BP1 en células tratadas con HU (2 mM).

La Figura 4(B) muestra el numero de focos de 53BP1 que estaban presentes en células tratadas con inhibidores de
ATR (para los Ejemplos 3 y 11). Tal como se observa en las imagenes extraidas de células tratadas como en a, la
presencia de Ejemplo 3 o Ejemplo 11 1 yM condujo a una formacién masiva de focos de 53BP1. Concordantemente
con su capacidad inhibidora de ATR, ambos ensayos ejemplifican que los Compuestos 3 y 11 pueden promover
robustamente la parada y rotura de las horquillas de replicacion.

Ejemplo 57: ensayo de uniéon a hERG

El gen hERG codifica una proteina de canal ionico localizada en el corazon. Esta implicada en la coordinacion del
latido cardiaco debido a su capacidad de conducir la corriente eléctrica. La interaccion con este canal de hERG
puede causar la prolongacion del QT. Esta prolongacion podria conducir a arritmias ventriculares. Por lo tanto, los
compuestos de la presente solicitud se caracterizaron segun el siguiente ensayo.

Se obtuvieron los kits de prueba Predictor hERG Assay a través de Invitrogen (Carlsbad, CA). Se llevé a cabo el
ensayo de unién segun las instrucciones del kit. Se realizaron las mediciones de polarizacion de fluorescencia
usando un lector de microplacas EnVision de Perkin-Elmer Instruments. Se calcularon los valores de polarizaciéon
automaticamente usando el software Activity Base. Se publica una descripcion del ensayo por Piper, y col. Assay &
Drug Dev. Tech. 6, 213 (2008).
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En la Tabla 4 se muestran los datos de Clsp (en micromolar) para compuestos seleccionados:

Tabla 4
Compuesto | Clsp de hERG (mM)
Ej. 3 6
Ej. 11 4

Ejemplo 58: ensayo de inhibiciéon de CYP

Los citocromos P450 (CYP450) son una superfamilia de enzimas que catalizan el metabolismo oxidativo de un
conjunto diverso de productos quimicos hidréfobos, incluyendo la mayoria de farmacos terapéuticos. El ensayo
P450-Glo basado en luciferasa (Promega, V9770, V9790, V9880, V9890, V9770) emplea sustratos de sonda
CYP450 luminogeénicos (luciferina-IPA, luciferina-ME, luciferina-H, luciferina-BE, luciferina-ME EGE, luciferina-H EGE
y luciferina-PPXE) que son derivados de luciferina de escarabajo, un sustrato de las enzimas luciferasa. Los
derivados no son sustratos de luciferasa, pero se convierten mediante P450 en luciferina, que, a su vez, reacciona
con la luciferasa para producir una cantidad de luz que es directamente proporcional a la actividad de P450. El
ensayo mide la inhibicion de CYP dependiente de la dosis por compuestos de ensayo contra enzimas CYP
recombinantes expresadas en células de insecto. La reaccién de CYP se efectia incubando un sustrato de CYP
luminogénico con una enzima CYP y un sistema de regeneracion de NADH vy, después, se afiade el reactivo de
deteccion de luciferina reconstituido. Este reactivo detiene simultdneamente la reaccion de CYP e inicia una sefal
luminiscente de tipo resplandor con una semivida mayor de 4 horas. La reaccion de luciferasa de tipo resplandor
produce una sefal estable que elimina la necesidad de una deteccion de luminiscencia estrictamente cronometrada.

Se sometieron a ensayo cinco isoformas de CYP (0,5 pmol), a saber, 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 y 3A4 (cada isoforma se
sometidé a ensayo en una placa de ensayo separada). Cada placa de ensayo contenia varios compuestos a dos
concentraciones (10 uM y 1 uM), con dos repeticiones a cada concentracién o un pequefio nimero de compuestos
por placa en la respuesta a la dosis por duplicado (50, 16,5, 5,4, 1,8, 0,6, 0,2, 0,066, 0,022, 0,007 uM). Ademas,
cada placa de ensayo contenia 8 concentraciones diferentes de un inhibidor especifico de isoforma (furafilina,
sulfafenazol, N-3-bencilnirvanol, quinidina y ketoconazol como inhibidores de CYP 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 y 3A4,
respectivamente), con dos repeticiones a cada concentracion. Se sometieron a ensayo los compuestos de ensayo y
los inhibidores de referencia a una concentracion final de DMSO del 0,5 %. La placa de ensayo incluia 8 repeticiones
de un control de vehiculo que contenia DMSO al 0,5 %/H;0. Se preincubaron las membranas que contenian las
CYP, compuesto de ensayo y sustrato de sonda durante 10 min a 37 °C en ausencia de NADPH, se afadio,
después, NADPH seguido de incubacion durante 60 minutos a 37 °C; se termind la reaccion mediante la adicion de
reactivo de deteccion de luciferina. Después de 20 min de incubacion a 37 °C, se leyd la placa de ensayo en el lector
Envision 2104 Multilable. Se normalizaron los valores frente a la actividad de control incluida para cada CYP. Se
representaron estos valores frente a la concentracion de inhibidor y se ajustaron a una curva de dosis-respuesta
sigmoidea usando la aplicacion logistica de cuatro parametros sigmoidea modelo para el software Activity Base.

Inhibicién dependiente del tiempo de CYP3A4

Se preincubaron microsomas hepaticos humanos (0,1 mg/ml) y compuesto de ensayo (0,01, 0,1, 0,4, 1, 4, 10, 50 uM
a una concentracion final de DMSO del 0,2 %) o DMSO durante 30 minutos en ausencia y presencia de NADPH o
experimentaron una preincubaciéon a 0 min. Se afiadio, después, midazolam (2,5 uyM) a las incubaciones. Después
de 5 minutos, se afadié metanol con patrones internos. Se analizaron las muestras por CL/EM/EM para controlar la
formacién de 1’-hidroximidazolam. Se determinaron los valores de Clso.

En la Tabla 5 se muestran los datos de Clsy (en unidades micromolares) para cinco isoformas de CYP para
compuestos seleccionados:

Tabla s
Compuesto P450-1A2 P450-2C19 P450-2C9 P450-2D6 P450-3A4
Ej. 3 >50 >50 >50 >50 >50
Ej. 11 >50 >50 34 >50 39
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Ejemplo 59: farmacocinética

Para determinar el destino de los compuestos in vivo, se llevaron a cabo estudios farmacocinéticos usando ratones
BALB-c hembra de 10 semanas. Se disolvieron los compuestos en vehiculos seleccionados a una concentracion
calculada para administrar la dosis seleccionada en 0,1 ml. Se administraron a los animales por via intravenosa y
oral (por sonda nasogastrica) y se sacrificaron en diferentes puntos temporales (n= 3 en cada punto temporal). Los
puntos temporales son 0,08, 0,25, 0,5, 1, 4 y 8 h, para la rama intravenosa, y 0,08, 0,16, 0,25, 0,5, 1, 4, 8 y 24 h,
para la rama oral. Se extrajo sangre y se proceso el plasma, que se analizé y cuantific6 mediante espectrometria de
masas en tandem acoplada con cromatografia liquida. Se estimaron los parametros farmacocinéticos ajustando los
datos experimentales a un modelo de compartimentos usando el software Winnonlin para analisis farmacocinético.
Se estimaron los parametros como sigue: area bajo la curva (AUC); semivida plasmatica del producto (t/%);
aclaramiento plasmatico (CI); volumen de distribucién (Vd); MRT (tiempo promedio de permanencia);
biodisponibilidad (F%); concentracion plasmatica maxima después de administracion oral (Cmax); tiempo al que
aparece la Cmax (Tmax).

La Figura 5 muestra los parametros y perfil farmacocinéticos en ratones Balb-c después de la administracion i.v.
(1 mg/kg) y oral (10 mg/kg) del Ejemplo 11 formulado en el 10 % de N-metil-2-pirrolidona, el 50 % de polietilenglicol
300 y el 40 % de solucién salina. Se sacrificaron tres ratones en cada punto temporal.

La Figura 6 muestra los parametros y perfil farmacocinéticos en ratones Balb-C después de la administracion i.v. y
oral del Ejemplo 3 formulado en el 10 % de N-metil-2-pirrolidona, el 50 % de polietilenglicol 300 y el 40 % de solucion
salina. Se sacrificaron tres ratones en cada punto temporal.

Ejemplo 60: valoracion de la eficacia in vivo

Se midié in vivo la eficacia de los compuestos de la invencién solos o en combinacién con agentes
quimioterapéuticos implantando aloinjertos o xenoinjertos de células cancerosas en roedores y tratando los animales
vehiculos de tumor con los compuestos solos o en combinacidon con agentes quimioterapéuticos. Se obtuvieron
resultados variables dependiendo, entre otros, de la linea celular, la presencia o ausencia de estrés replicativo o
determinadas mutaciones en las células tumorales, la secuencia de administraciéon de un compuesto y agente
quimioterapéutico y el régimen de dosificacion.

La Figura 7 muestra el volumen tumoral durante 33 dias en cohortes de ratones C57BL/6 de 8-10 semanas
inyectados por via intravenosa con células de linfoma Epumyc. Se controld en los ratones receptores la formacion de
tumor mediante la presencia de células tumorales en la sangre (medicion de LDH) y dos veces por semana mediante
la palpacion de los nédulos linfaticos preescapular y cervical y una vez por semana por medicion de sonografia del
tamafio de los nédulos linfaticos toracicos. Se agruparon los ratones (8 ratones por grupo) y se trataron por via oral
con vehiculo (10 % de N-metil-2-pirrolidona, 90 % de polietilenglicol 300) y 25 y 50 mg/kg del Ejemplo 11 formulado
en el mismo vehiculo, una vez al dia durante 2 dias por semana la primera semana y 5 dias la segunda y tercera
semanas. Se realizo la eficacia del tratamiento evaluando el peso relativo de todos los tejidos tumorales (bazo,
noédulos linfaticos salivares, nédulos linfaticos mamarios, timo y nédulos linfaticos mesentéricos) frente al peso
corporal restando el peso relativo de los mismos tejidos normales. Las barras representan el error estandar de la
media (n=8).

La dosificacion de las cohortes comenzo el dia 12 después de la inyeccion de las células tumorales, cuando todos
los ratones mostraban un aumento de los niveles sanguineos de LDH con respecto a los ratones no inoculados. En
comparacion con el control de vehiculo, las dosis del Ejemplo 11 tenian el efecto de retrasar el crecimiento tumoral,
con un retardo aumentado a dosis mayores. A la dosis minima de 25 mg/kg, se obtuvo una inhibicion del crecimiento
tumoral (ICT) del 53 % el dia 33, en comparacion con el vehiculo, y la dosis maxima de 50 mg/kg demostré una ICT
del 74 %.

La Figura 8 muestra el volumen tumoral durante 22 dias en cohortes de ratones C57BL/6 de 8-10 semanas
inyectados por via intravenosa con células de linfoma Epmyc y dosificados por via oral una vez al dia (2 dias por
semana la primera semana, 5 dias por semana la segunda semana y 2 dias por semana la tercera semana) durante
13 dias partiendo del dia 0 con: vehiculo (10 % de N-metil-2-pirrolidona, 90 % de polietilenglicol 300) y 25 mg/kg de
Ejemplo 3 formulado en el mismo vehiculo (7 ratones por grupo).

La dosificacion de las cohortes comenzo el dia 10 después de la inyeccion de las células tumorales, cuando todos
los ratones mostraban un aumento de los niveles sanguineos de LDH con respecto a los ratones no inoculados. En
comparacion con el control de vehiculo, la dosis del Ejemplo 3 tenia el efecto de retrasar el crecimiento tumoral. A
25 mg/kg, se obtuvo una ICT del 46 % el dia 23, en comparacion con vehiculo.
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Ejemplo 61
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El Ejemplo 61 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para el Ejemplo 4, usando como
precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.

CL-EM1: tr = 5,26 min, EM: 455,2 [M+H]*.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,20 (s, 1H), 7,98 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,52 — 7,39 (m, 2H), 7,34 (s, 1H), 7,16 (, J =
7,7 Hz, 1H), 4,59 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 4,39 (dd, J = 10,9, 3,2 Hz, 1H), 4,13 — 4,00 (m, 1H), 3,99 — 3,81 (m, 2H), 3,74
(t, J =9,4 Hz, 1H), 3,56 (t, J = 10,6 Hz, 1H), 3,19 -3,12 (m, 2H), 2,72 — 2,67 (m, 1H), 1,92 (d, J = 3,7 Hz, 6H), 1,01 —
0,77 (m, 4H).

Ejemplo 62

AR )\/
/|S| N//LN NN
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El ejemplo 62 se sintetizd siguiendo la misma ruta de sintesis que la usada para el Ejemplo 31, pero usando el
Producto intermedio XLI con N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina

CL-EM1: tr = 2,92 min, EM: 473,3 [M+H]*.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,19-8,14 (q, J = 4,7 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,07
(td, J = 7,6, 1,0 Hz, 1H), 6,97 (id, J = 7,8, 1,1 Hz, 1H), 4,33 — 4,20 (m, 2H), 4,08 — 3,90 (m, 3H), 3,86-3,75 (m, 2H),
3,60 (ddd, J = 12,5, 9,1, 3,4 Hz, 1H), 3,47 (dd, J = 11,5, 7,9 Hz, 1H), 3,01 (s, 3H), 3,01 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 2,21 —
2,09 (m, 1H), 2,05 - 1,96 (m, 1H), 1,85 (s, 3H), 1,84 (s, 3H).

&

Producto intermedio XLI

PP
S —
il N cl
0]
XL

El Producto intermedio XLI se sintetiz6 siguiendo la misma ruta de sintesis que la usada para el Producto intermedio
2-VII, por reaccion de alquilacion con yodometano en presencia de terc-butéxido del Producto intermedio 2-Il quiral.
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Ejemplo 63

63

A una mezcla de Producto intermedio XX (70 mg, 0,2 mmol) en acetonitrilo (1,0 ml) se afiadié (1H-benzoimidazol-2-
il)-isopropil-amina (65 mg. 0,4) y Cs,CO3 (200 mg, 0,6 mmol). La reaccién se calentdé a 120 °C en un tubo de alta
presiéon durante 6 dias. La mezcla se enfrié hasta ta y el disolvente se retir6 al vacio. El residuo se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute Si Il 5), eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano
(del 50 % al 100 % en EtOAc). El producto requerido se recuperd como un sélido de color blanco y se trituré con
dietil éter. El sdlido insoluble se separo por filtracion y se sec6 al vacio (33 mg, 33 %).

CL-EM1: tr = 3,34 min, EM: 487,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,91 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,17 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,99 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 6,90 (dd, J
= 11,1, 4,2 Hz, 1H), 4,40 — 4,23 (m, 2H), 4,17 — 3,71 (m, 5H), 3,50 (t, J = 11,7 Hz, 1H), 3,18 (dd, J = 19,4, 8,6 Hz,
2H), 2,94 (s, 3H), 1,78 (s, 3H), 1,76 (s, 3H), 1,20 (d, J = 6,4 Hz, 6H).

Producto intermedio XX

El Producto intermedio XX se sintetizé siguiendo la misma ruta de sintesis que la usada para el Producto intermedio
X, pero usando como precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.

Ejemplo 64

i
NN I
— A
(o]
XX XLII 64

A una mezcla de Producto intermedio XX (80 mg, 0,2 mmol) en acetonitrilo (1,0 ml) se afiadié Producto intermedio
XLII (75 mg, 0,4) y Cs2CO3 (225 mg, 0,7 mmol). La reaccion se calentd a 120 °C en un tubo de alta presion durante
3 dias. La mezcla se enfrid hasta ta y se diluyé con agua y EtOAc. Las diferentes capas se separaron y la fase
organica se lavo dos veces con solucion saturada de NaHCO3, una vez con salmuera, se seco sobre Na;SO, y se
concentré. El residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute Si 1l 5), eluyendo con un sistema
disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 25 % al 100 % en EtOAc) y se volvié a purificar por HPLC semipreparativa. El
producto requerido se recuperd como un sélido de color blanco.

CL-EM1: tr = 3,19 min, EM: 473,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,09 (t, J = 4,1 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,00 (t, J =
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7,7 Hz, 1H), 6,90 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,43 — 4,25 (m, 2H), 4,00 (dd, J = 11,7, 3,6 Hz, 1H), 3,95 — 3,70 (m, 3H), 3,58 —
3,32 (m, 3H), 3,22 — 3,08 (m, 2H), 2,96 (s, 3H), 2,02 — 1,84 (m, 1H), 1,77 (s, 3H), 1,75 (s, 3H), 1,17 (t, J = 7,1 Hz,

3H).
o P
. By

Producto intermedio XLII

XLl

Una mezcla de 2-clorobencimidazol (150 mg, 0,9 mmol) y etilamina al 70 % en agua (0,4 ml) en ACN (0,5 ml) se
calentd en irradiacion por microondas durante 45 minutos a 160 °C (Biotage, Abs. Level VH). Se retiraron los
disolventes al vacio. El producto bruto se suspendié en una mezcla disolvente 1:1 de CHCIs/iPrOH. Las capas
organicas combinadas se secaron sobre Na;SO, y se concentraron al vacio, dejando un aceite transparente (75 mg;
65 %).

Ejemplo 65
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A una mezcla de Producto intermedio XX (75 mg, 0,2 mmol) en acetonitrilo (2,0 ml) se afiadié Producto intermedio
XLIII (76 mg, 0,4) y Cs2CO3 (210 mg, 0,6 mmol). La reaccioén se calentd a 115 °C en un tubo de alta presion durante
3 dias. La mezcla se enfrid hasta ta y se diluyé con agua y EtOAc. Las diferentes capas se separaron y la fase
organica se lavo dos veces con solucion saturada de NaHCO3, una vez con salmuera, se seco sobre Na;SO, y se
concentré. El residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute Si 1l 5), eluyendo con un sistema
disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 25 % al 100 % en EtOAc) y se volvié a purificar por HPLC semipreparativa. El
producto requerido se recuperd como un sélido de color blanco.

CL-EM1: tr = 3,32 min, EM: 487,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,12 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 6,99 (t, J
7,5 Hz, 1H), 6,89 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,42 — 4,21 (m, 2H), 3,99 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 3,96 — 3,69 (m, 3H), 3,50 (t, J
10,6 Hz, 1H), 3,38 — 3,31 (m, 2H), 3,20 — 3,13 (m, 2H), 2,95 (s, 3H), 1,77 (s, 3H), 1,75 (s, 3H), 1,59 (dd, J = 14,5, 7
Hz, 2H), 0,87 (t, J = 7,4 Hz, 3H).

3
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Producto intermedio XLIII

XLII

Una mezcla de 2-clorobencimidazol (100 mg, 0,6 mmol) y propilamina (0,3 ml, 3,2 mmol) en acetonitrilo (0,4 ml) se
calentd bajo irradiacion por microondas durante 50 min a 160 °C (Biotage, Abs. Level VH). Se retiraron los
disolventes al vacio, el producto bruto se purific6 por cromatografia en columna ultrarrapida (Isolutes Si 5 g)
eluyendo con un sistema disolvente de MeOH/DCM (del 0 % al 5 % en MeOH). El producto final requerido se
recuper6 como un aceite incoloro (90 mg; 78 %).

Ejemplo 66

El Ejemplo 66 se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Ejemplo 8 a partir del Producto intermedio
XLIV en acetonitrilo como disolvente.

CL-EM1: tr = 3,00 min, EM: 457,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,14 (q, J = 4,3 Hz, 1H), 7,99 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,19 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,01 (t, J
=7,5Hz, 1H), 6,91 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 4,37 (dd, J = 11,0, 3,3 Hz, 1H), 4,26 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 4,00 (d, J = 11,6 Hz,
1H), 3,94 - 3,82 (m, 2H), 3,82 — 3,69 (m, 1H), 3,50 (t, J = 11,9 Hz, 1H), 3,18 (dd, J = 22,2, 11,6 Hz, 2H), 2,99 (s, 3H),
2,97 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 1,63 (s, 2H), 1,36 (s, 2H).

Producto intermedio XLIV

XLV

El Producto intermedio XLIV se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Producto intermedio XXV
usando como precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.
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Ejemplo 67
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Una mezcla de Producto intermedio XLVII (100 mg, 0,30 mmol), pinacol éster de acido indol-4-borénico (81 mg,
0,33 mmol), PdCI;(PdPPhs), (20 mg, 0,03) y 0,6 ml de Na,COs3 (acuoso 2 M) en dioxano (2,0 ml) se calenté a 100 °C
durante 5 h. La mezcla oscura se filtré a través de una almohadilla de Celite aclarando con DCM. El filtrado se
concentro al vacio y el residuo se purificd por cromatografia Biotage en columna ultrarrapida eluyendo con un
sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 25 % al 75 % en EtOAc). El producto deseado se volvié a purificar por
HPLC preparativa. EI compuesto final requerido 67 se recuperé como un sélido de color blanco.

CL-EM1: tr = 5,05 min, EM: 441,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,14 (s, 1H), 7,93 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 2,3 Hz,
1H), 7,24 (s, 1H), 7,09 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 4,49 (d, J = 12,9 Hz, 1H), 4,29 (dd, J = 10,9, 3,1 Hz, 1H), 3,98 (d, J =
11,5 Hz, 1H), 3,87 — 3,80 (m, 2H), 3,67 (t, J = 9,5 Hz, 1H), 3,50 (t, J = 10,6 Hz, 1H), 3,23 — 3,00 (m, 2H), 2,99 — 2,80
(m, 4H), 2,79 (s, 3H), 2,09 — 2,07 (m, 1H), 1,85 — 1,80 (m, 1H).

Producto intermedio XLVII

XLVI XLVH

Una mezcla de Producto intermedio XLVI (30 mg, 0,1 mmol) 1,3-dibromopropano (22 l, 0,21 mmol), TBAB (6 mg) y
una solucién acuosa 10 M de NaOH (0,1 ml) en tolueno (1 ml) se calenté en un tubo de alta presiéon a 110 °C
durante 18 h. La mezcla se enfrié hasta ta y se diluy6é con EtOAc/agua. Las diferentes capas se separaron y la fase
acuosa se extrajo dos veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron
sobre Na;SO4 y se concentraron al vacio. El residuo de color amarillo proporcioné el Producto intermedio XLVII.

Producto intermedio XLVI

El Producto intermedio XLVI se sintetizd siguiendo un protocolo similar al usado para el Producto intermedio IX
usando como precursor 3(R)-hidroximetilmorfolina.
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Ejemplo 68
0]

g

l
0 oo NN —
NV

_ 3w S s N

Cl
N

PN N
Una mezcla de Producto intermedio XLVIII (110 mg, 0,24 mmol), pinacol éster de acido indol-4-borénico (70 mg,
0,28 mmol), PdCI;(PdPPhs), (17 mg, 0,02) y 0,5 ml de Na.CO3 (acuoso 2 M) en dioxano (2,0 ml) se calenté a 100 °C
durante 4 h. La mezcla oscura se filtré a través de una almohadilla de Celite aclarando con DCM. El filtrado se
concentro al vacio y el residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute Si Il 5 g) eluyendo con
un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 15 % al 100 % en EtOAc). El Ejemplo 68 se recuperé6 como un
sélido de color blanco.
CL-EM1: tr = 5,14 min, EM: 542,2 [M+H]*
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,23 (s, 1H), 7,96 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,49 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,43 (s, 1H), 7,24 (s,
1H), 7,16 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,62 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 4,39 (dd, J = 10,9, 3,2 Hz, 1H), 4,09 — 3,07 (m, 7H), 3,78 (t, J

= 10,8 Hz, 1H), 3,57 (t, J = 12,8 Hz, 1H), 3,32 — 3,08 (m, 5H), 2,89 (s, 3H), 2,80 (dd, J = 15,3, 11,7 Hz, 1H), 2,06 —
1,84 (m, 2H), 1,16 (t, J = 7,0 Hz, 3H).

PN o/&o XLVilt

Producto intermedio XLVIII

XLVI
PN O/K o Xivi

Una mezcla de Producto intermedio XLVI (200 mg, 0,6 mmol), éster de acido bis-(2-cloro-etil)-carbamico (335 pl,
1,5 mmol), TBAB (40 mg) y una solucion acuosa 10 M de NaOH (0,6 ml) en tolueno (2 ml) se calenté en un tubo de
alta presién a 110 °C durante 18 h. La mezcla se enfrié hasta ta y se diluy6é con agua y EtOAc. Las diferentes capas
se separaron y la capa acuosa se extrajo con EtOAc dos veces. Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre Na>SQO4 y se concentraron al vacio. El producto bruto se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida (Isolute Si Il 10 g) eluyendo con un sistema disolvente de EtOAc/ciclohexano (del 25 al 75 % en
EtOAc). El compuesto final requerido XLVIIl se recuperé como sélido de color crema (100 mg, 33 %).

Ejemplo 69
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Una mezcla de 68 (60 mg, 0,11 mmol) con LiOH (60 mg, 1,4 mmol) en una mezcla disolvente de MeOH/2-propanol
(1:1, 2ml) se calentdé bajo irradiacion por microondas durante 150 min a 160 °C (Biotage Abs. Level VH). Los
disolventes se retiraron al vacio. El producto bruto se purifico por cromatografia en columna ultrarrapida (Isolute Si Il
5 g) eluyendo con un sistema disolvente: primero MeOH/DCM (del 0 % al 5 % en MeOH) y, después, con NH3 en
MeOH/DCM (5 % de la solucién NHz 7 N en MeOH). El producto final requerido 69 se recuperé como un soélido de
color blanco (15 mg, 28 %).

CL-EM1: tr = 2,54 min; 2,71 min, EM: 470,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,15 (s, 1H), 7,88 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,35 (s, 1H), 7,19 (s,
1H), 7,09 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 4,55 (d, J = 12,7 Hz, 1H), 4,31 (dd, J = 10,5, 2,9 Hz, 1H), 4,00 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 3,93 —
3,64 (m, 3H), 3,51 (t, J = 11,3 Hz, 1H), 3,19 — 3,06 (m, 4H), 2,91 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 2,74 (s, 3H), 2,40 — 2,33 (m,
2H), 1,94 — 182 (m, 2H).

Ejemplo 70

70

El Compuesto 70 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 11 por
reaccion de un Producto intermedio XX quiral con 2-aminobencimidazol (disolvente acetonitrilo, 130 °C durante 3
dias).

CL-EM1: tr = 2,983 min, EM 445,20 [M+H]".

RMN de "H (300 MHz, DMSO) & 7,97 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,39 (s ancho, 2H), 7,18 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,05 (td, J =
7,5, 1,0 Hz, 1H), 6,99 — 6,92 (m, 1H), 4,40 (dt, J = 15,1, 7,7 Hz, 2H), 4,05 (dd, J = 11,5, 3,2 Hz, 1H), 3,99 — 3,79 (m,
3H), 3,56 (td, J = 11,6, 2,3 Hz, 1H), 3,21 (m, 2H), 3,01 (s, 3H), 1,83 (s, 3H), 1,81 (s, 3H).

o
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El Compuesto 71 se sintetiz6 siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 1 a partir
de la reaccion de acoplamiento del Producto intermedio XX quiral con pinacol éster 6-fluoro indol-4-borénico.
CL-EM1: tr = 5,14 min; EM: 447,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): & 11,29 (bs, 1H), 7,74 (dd, J=11,4, 2,2 Hz, 1H), 7,43 (bt, J=2,5 Hz, 1H), 7,31 (bs,
1H), 7,26 (dd, J=9,3, 2,2 Hz, 1H), 4,57 (bd, J=12,6 Hz, 1H), 4,40 (dd, J=10,8, 3,3 Hz, 1H), 4,05 (bd, J=11,2 Hz, 1H),
3,96-3,86 (m, 2H), 3,80-3,73 (m, 1H), 3,55 (bt, J=11,2 Hz, 1H), 3,25-3,09 (m, 2H), 2,95 (s, 3H), 1,89 (s, 3H), 1,87 (s,
3H) ppm.

Ejemplo 72
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El Compuesto 72 se sintetiz6 siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 1 a partir
de la reaccion de acoplamiento del Producto intermedio XX quiral con pinacol éster 6-metoxi indol-4-borénico.
CL-EM1: tr = 4,89 min; EM: 459,3 [M+H]*

RMN de "H (300 MHz, DMSO-d6): & 11,00 (bs, 1H), 7,60 (d, J=2,3 Hz, 1H), 7,27 (bt, J=2,5 Hz, 1H), 7,19 (bs, 1H),
7,00 (d, J=2,3 Hz, 1H), 4,56 (bd, J=12,6 Hz, 1H), 4,39 (dd, J=10,8, 3,3 Hz, 1H), 4,06 (bd, J=11,5 Hz, 1H), 3,96-3,85
(m, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,81-3,70 (m, 1H), 3,56 (bt, J=11,6 Hz, 1H), 3,25-3,08 (m, 2H), 2,95 (s, 3H), 1,88 (s, 3H), 1,86
(s, 3H) ppm.

Ejemplo 73

El Compuesto 73 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 11 por
reaccion de un Producto intermedio XX quiral con 2-morfolin-4-il-1H-bencimidazol (disolvente acetonitrilo, 130 °C
durante 3 dias).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,65 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,12 (td, J = 7,6, 1,1 Hz, 1H), 7,06
- 6,97 (m, 1H), 4,43 (dd, J = 15,6, 8,1 Hz, 2H), 4,06 — 3,77 (m, 4H), 3,65 (s, 4H), 3,56 — 3,44 (m, 1H), 3,27 — 3,07 (m,
6H), 2,99 (s, 3H), 1,83 (s, 3H), 1,81 (s, 3H).

CL-EM1: tr = 3,167 min, EM: 515,30 [M+H]".

Ejemplo 74
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El Compuesto 74 se sintetiz6 siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 6 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XLIV quiral con pinacol éster 6-fluoro indol-4-borénico.
CLEM 1 = tr =4,825 min, EM: 445,2 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,05 (s, 1H), 7,53 (dd, J = 11,5, 2,4 Hz, 1H), 7,25 - 7,16 (m, 1H), 7,13 (s, 1H), 7,04
(dd, J =9,1, 2,1 Hz, 1H), 4,29 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 4,21 (dd, J = 11,0, 3,4 Hz, 1H), 3,89 — 3,79 (m, 1H), 3,72 (dd, J =
13,4, 6,2 Hz, 2H), 3,52 (t, J = 9,7 Hz, 1H), 3,34 (dd, J = 11,9, 9,2 Hz, 1H), 3,07 — 2,88 (m, 2H), 2,85 (s, 3H), 1,55 —
1,43 (m, 2H), 1,20— 1,19 (m, 2H).
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El Compuesto 75 se sintetiz6 siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 6 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XLIV quiral con pinacol éster 6-metoxi indol-4-borénico.
CLEM 1 =tr = 4,311 min, EM: 457,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,19 (s, 1H), 7,81 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,51 — 7,35 (m, 2H), 7,20 (d, J = 2,1 Hz, 1H),
4,70 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 4,62 (dd, J = 11,0, 3,4 Hz, 1H), 4,25 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 4,18 — 4,06 (m, 2H), 4,00 (s, 3H),
3,97 — 3,86 (m, 1H), 3,75 (t, = 10,7 Hz, 1H), 3,47 — 3,29 (m, 2H), 3,28 (s, 3H), 1,89 (d, J = 3,5 Hz, 2H), 1,61 (d, J =
3,8 Hz, 2H).

Ejemplo 76

El Compuesto 76 se sintetizo siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 67 a partir
de reaccion de acoplamiento del Producto intermedio XLVII quiral con pinacol éster 7-fluoro indol-4-borénico.
CL-EM1, tr= 6,09 min, EM: 459,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 10,96 (s, 1H), 8,07 (dd, J = 8,4, 5,4 Hz, 1H), 7,53 (m, 1H), 6,90 (dd, J = 10,1,
8,4 Hz, 1H), 6,58 (dd, J = 2,9, 2,3 Hz, 1H), 4,60 (dd, J = 13,1, 1,4 Hz, 1H), 4,36 (dd, J = 11,0, 3,4 Hz, 1H), 4,03 (dd, J
= 11,5, 3,2 Hz, 1H), 3,92 (m, 2H), 3,75 (dt, J = 9,5, 3,3 Hz, 1H), 3,55 (m, 1H), 3,20 (t, J = 10,8 Hz, 1H), 3,11 (td, J =
12,8, 3,8 Hz, 1H), 2,94 (m, 4H), 2,89 (s, 3H), 2,18 (m, 1H), 1,87 (m, 1H).

o
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El Compuesto 77 se sintetiz6 siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 67 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XLVII quiral con pinacol éster 6-fluoro indol-4-borénico.
CL-EM1, tr = 5,24 min, EM: 459,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,28 (s, 1H), 7,77 (dd, J = 11,5, 2,4 Hz, 1H), 7,41 (m, 1H), 7,31 (t, J = 2,1 Hz, 1H),
7,26 (dd, J = 9,2, 2,3 Hz, 1H), 4,55 (dd, J = 13,2, 1,5 Hz, 1H), 4,36 (dd, J = 10,9, 3,3 Hz, 1H), 4,05 (dd, J = 11,5,
3,2 Hz, 1H), 3,92 (m, 2H), 3,75 (m, 1H), 3,56 (td, J = 12,1, 2,2 Hz, 1H), 3,15 (m, 2H), 2,95 (m, 4H), 2,86 (s, 3H), 2,14
(m, 1H), 1,88 (m, 1H).
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El Compuesto 78 se sintetizo siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 67 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XLVII quiral con pinacol éster 6-metoxi indol-4-borénico.
CL-EMA1, tr = 4,95 min, EM: 471,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,00 (s, 1H), 7,63 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,20 (m, 1H), 7,17 (m, 1H), 7,00 (d, J =
2,0 Hz, 1H), 4,53 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 4,35 (dd, J = 10,9, 3,3 Hz, 1H), 4,05 (dd, J = 11,6, 3,2 Hz, 1H), 3,91 (m, 2H),
3,80 (s, 3H), 3,73 (m, 1H), 3,56 (id, J = 11,7, 2,4 Hz, 1H), 3,15 (m, 2H), 2,95 (m, 4H), 2,85 (s, 3H), 2,14 (m, 1H), 1,88
(m, 1H).

Ejemplo 79

79

El Compuesto 79 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 11 por
reaccion de un Producto intermedio XX quiral con 1H-bencimidazol-2-amina, N,N-dimetilo (disolvente acetonitrilo,
130 °C durante 3 dias).

CL-EM1: tr = 2,820 min, EM: 473,30 [M+H]".

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,51 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,07 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 6,94 (t, J =
7,6 Hz, 1H), 4,39 (dd, J = 25,1, 11,5 Hz, 2H), 4,03 — 3,87 (m, 3H), 3,82 (t, J = 9,1 Hz, 1H), 3,51 (t, J = 11,4 Hz, 1H),
3,26 — 3,17 (m, 1H), 3,11 (dd, J = 12,7, 2,8 Hz, 1H), 3,00 (s, 3H), 2,87 (s, 6H), 1,81 (s, 3H), 1,79 (s, 3H).

Ejemplos 80, 81

Los Compuestos 80 y 81 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo
11 por reaccién de un Producto intermedio XX quiral con 5-cloro-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina.

Ejemplo 80:

CL-EM1: tg = 3,602 min, EM: 493,10 [M+H]*.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,25 (s, 1H), 8,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 8,3 Hz,
1H), 4,43 (dd, J = 10,7, 3,1 Hz, 1H), 4,31 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 4,07 (dd, J = 11,5, 3,4 Hz, 1H), 4,00 — 3,81 (m, 3H),
3,65 — 3,54 (m, 1H), 3,30 — 3,20 (m, 2H), 3,04 (s, 6H), 1,84 (s, 3H), 1,82 (s, 3H).
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Ejemplo 81:

CL-EM1: tg = 3,651 min, EM 493,10 [M+H]*.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,37 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 7,96 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,98 (dd,
J=8,5,2,0Hz, 1H), 4,42 (dd, J = 10,6, 2,9 Hz, 1H), 4,33 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 4,08 — 3,78 (m, 4H), 3,56 (dd, J = 11,7,
9,6 Hz, 1H), 3,27 — 3,16 (m, 2H), 3,03 (s ancho, 6H), 1,82 (s, 3H), 1,80 (s, 3H).

Ejemplos 82y 83

Los Compuestos 82 y 83 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo
11 por reaccién de un Producto intermedio XX quiral con 5-fluoro-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina.

Ejemplo 82:

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): & = 7,98 (q, J=5,0 Hz, 1H), 7,68 (dd, J=9,9, 2,5 Hz, 1H), 7,12 (dd, J= 8,7, 5,1 Hz,
1H), 6,86-6,79 (m, 1H), 4,33 (dd, J= 10,8, 4,2 Hz, 1H), 4,23 (bd, J= 12,9 Hz, 1H), 3,98 (dd, J= 11,7, 3,3 Hz, 1H),
3,89-3,69 (m, 3H), 3,52-3,44 (m, 1H), 3,20-3,07 (m, 2H), 2,94 (s, 3H), 2,91 (d, J= 5,0 Hz, 3H), 1,74 (s, 3H), 1,72 (s,
3H) ppm.

CL-EM 1: tr = 3,18 min; EM: 477 ,1[M+H]*

Ejemplo 83:

RMN de "H (300 MHz, DMSO-d6): 5 = 8,29 (q, J=4,8 Hz, 1H), 7,97 (dd, J= 8,7, 5,1 Hz, 1H), 7,04 (dd, J= 9,6, 2,4 Hz,
1H), 6,78 (td, J= 8,7, 2,4 Hz, 1H), 4,44-4,34 (m, 2H), 4,09-3,78 (m, 4H), 3,61-3,49 (m, 1H), 3,31-3,16 (m, 2H), 3,03 (s,
3H), 3,02 (d, J= 4,8 Hz, 3H), 1,82 (s, 3H), 1,81 (s, 3H) ppm.

CL-EM 1: tg = 3,27 min; EM: 477,1 [M+H]*

Ejemplos 84 y 85

Los Compuestos 84 y 85 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo
11 por reaccién de un Producto intermedio XX quiral con 5-metil-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina.

Ejemplos 86 y 87
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Los Compuestos 86 y 87 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo
66 por reaccion de un Producto intermedio XLIV quiral con 5-cloro-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina.

Ejemplo 86:

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 7,98 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,90 (dd,
5 J=84,20Hz 1H), 4,23 (d, J= 7,8 Hz, 1H), 4,05 (d, J = 12,6 Hz, 1H), 3,86 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 3,82 — 3,70 (m, 2H),

3,71 — 3,53 (m, 1H), 3,38 (dd, J = 14,7, 7,9 Hz, 1H), 3,05 (dd, J = 19,6, 13,6 Hz, 2H), 2,90 — 2,79 (m, 6H), 1,48 (s,

2H), 1,21 (s, 2H).

CLEM 1 = tr = 3,53 min, EM: 491,1[M+H]*

Ejemplo 87:

10 RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,34 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,99 (dd,
J =85, 2,1Hz, 1H), 4,44 (dd, J = 10,9, 3,3 Hz, 1H), 4,31 (d, J = 12,5 Hz, 1H), 4,05 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,01 — 3,89
(m, 2H), 3,89 — 3,73 (m, 1H), 3,57 (t, J = 11,8 Hz, 1H), 3,29 — 3,13 (m, 2H), 3,10 — 3,00 (m, 6H), 1,69 (s, 2H), 1,42 (s,
2H).
CLEM 1: tr = 3,59 min, EM: 491,1 [M+H]*

15 Ejemplos 88 y 89

Los Compuestos 88 y 89 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo
66 por reaccion de un Producto intermedio XLIV quiral con 5-fluoro-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina.

Ejemplos 90 y 91

20

Los Compuestos 90 y 91 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo
66 por reaccion de un Producto intermedio XLIV quiral con 5-metil-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina.

Ejemplo 92

25 El Compuesto 92 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis de los Ejemplos 90,
91 por reaccion de un Producto intermedio XLVII quiral con N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina.
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RMN de "H (300 MHz, DMSO) & 8,12 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 7,07 (m,
1H), 6,98 (dd, J = 11,5, 3,8 Hz, 1H), 4,36 (m, 2H), 4,06 (m, 1H), 3,93 (dd, J = 10,9, 8,4 Hz, 2H), 3,83 (m, 1H), 3,58 (t,
J =10,5Hz, 1H), 3,22 (t, J = 10,8 Hz, 2H), 3,01 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 2,91 (s, 3H), 2,85 (m, 4H), 2,16 (dd, J = 19,0,
10,1 Hz, 1H), 1,90 (m 1H).

CLEM1: tr = 3,19 min; EM= 471,0 [M+H]*.

Ejemplo 93
)
!
ﬁ | \N p—
NH
S =
1 N
0
93

El Compuesto 93 se sintetizo siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 67 a partir
de reaccion de acoplamiento del Producto intermedio XLVII quiral con pinacol éster 2-metil indol-4-borénico.
CL-EMA1, tr=5,13 min, EM: 455,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,02 (s, 1H), 7,95 (dd, J = 7,6, 0,8 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,05 (t, J =
7,7 Hz, 1H), 7,00 (s, 1H), 4,55 (dd, J = 13,0, 1,3 Hz, 1H), 4,34 (dd, J = 11,0, 3,3 Hz, 1H), 4,05 (dd, J = 11,4, 3,0 Hz,
1H), 3,90 (m, 2H), 3,73 (t, J = 9,6 Hz, 1H), 3,56 (dd, J = 12,0, 9,1 Hz, 1H), 3,21 (t, J = 10,8 Hz, 1H), 3,12 (m, 1H),
2,97 (m, 4H), 2,85 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 2,13 (m, 1H), 1,88 (m, 1H).

Ejemplos 94 y 95

Los Compuestos 94 y 95 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis de los
Ejemplos 90, 91 por reaccion de un Producto intermedio XLVII quiral con 5-cloro-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-
amina.

Ejemplo 94:

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,24 (g, J = 4,7 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,99 (dd,
J=85,2,1Hz 1H), 4,37 (dd, J = 11,0, 3,5 Hz, 1H), 4,32 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 4,05 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 3,93 (m, 2H),
3,81 (m, 1H), 3,57 (t, J = 10,5 Hz, 1H), 3,22 (t, J = 10,9 Hz, 2H), 3,02 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 2,91 (s, 3H), 2,84 (m, 4H),
2,16 (dd, J = 19,2, 10,0 Hz, 1H), 1,89 (s, 1H). CLEM1: tz =3,88 min; EM = 505,1 [M+H]*

Ejemplo 95:
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,11 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 8,07 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,10 (dd,
J =84, 2,1 Hz, 1H), 4,38 (dd, J = 11,0, 3,3 Hz, 1H), 4,26 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 4,07 (dd, J = 11,6, 3,4 Hz, 1H), 3,94

(dd, J = 11,0, 8,2 Hz, 2H), 3,83 (m, 1H), 3,59 (td, J = 12,0, 2,6 Hz, 1H), 3,25 (m, 2H), 3,02 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 2,91 (s,
3H), 2,85 (m, 4H), 2,17 (m, 1H), 1,90 (m, 1H). CLEM1: tz = 3,81 min; EM= 505,0 [M+H]*

Ejemplos 96 y 97

76



10

15

20

25

ES 2670674 T3

Los Compuestos 96 y 97 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis de los
Ejemplos 90, 91 por reaccion de un Producto intermedio XLVII quiral con 5-fluoro-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-
amina.

Ejemplo 96:

RMN de "H (300 MHz, DMSO) & 8,03 (q, J = 4,4 Hz, 1H), 7,82 (dd, J = 10,1, 2,6 Hz, 1H), 7,22 (dd, J = 8,6, 5,1 Hz,
1H), 6,92 (m, 1H), 4,38 (dd, J = 10,9, 3,3 Hz, 1H), 4,28 (d, J = 12,8 Hz, 1H), 4,08 (dd, J = 11,6, 3,4 Hz, 1H), 3,94 (m,
2H), 3,81 (m, 1H), 3,58 (m, 1H), 3,24 (m, 2H), 3,00 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 2,91 (s, 3H), 2,84 (m, 4H), 2,17 (dd, J = 19,7,
9,2 Hz, 1H), 1,90 (m, 1H).

CL-EM1, tg = 3,36 min, EM= 489,1[M+H]*

Ejemplo 97:

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,24 (g, J = 4,7 Hz, 1H), 8,02 (dd, J = 8,8, 5,2 Hz, 1H), 7,05 (dd, J = 9,8, 2,6 Hz,
1H), 6,78 (m, 1H), 4,36 (m, 2H), 4,06 (dd, J = 11,7, 3,3 Hz, 1H), 3,93 (t, J = 10,0 Hz, 2H), 3,81 (m, 1H), 3,58 (m, 1H),
3,22 (t, J = 10,8 Hz, 2H), 3,02 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 2,91 (s, 3H), 2,85 (m, 4H), 2,17 (m, 1H), 1,89 (m, 1H).

CL-EM1, tg = 3,46 min, EM= 489,1[M+H]*

Ejemplos 98 y 99

Los Compuestos 98 y 99 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis de los
Ejemplos 90, 91 por reaccion de un Producto intermedio XLVII quiral con 5-metil-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-
amina.

Ejemplo 100
)
S
|
ﬁ | \N p—
NH
S
T N
0
CN
100

El Compuesto 100 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 1 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XX quiral con pinacol éster 6-ciano indol-4-borénico.
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Ejemplo 101
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|
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101 8

El Compuesto 101 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 1 a partir
de reaccion de acoplamiento del Producto intermedio XX quiral con pinacol éster 6-trifluorometil indol-4-borénico.
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): & 11,68 (bs, 1H), 8,18 (bs, 1H), 7,81 (bs, 1H), 7,69 (bt, J= 2,7, 1H), 7,43 (bs, 1H),
4,55 (bd, J=11,7 Hz, 1H), 4,41 (dd, J=11,1, 3,6 Hz, 1H), 4,07 (dd, J=11,4, 3 Hz, 1H), 3,97-3,88 (m, 2H), 3,81-3,73 (m,
1H), 3,61-3,52 (m, 1H), 3,25-3,11 (m, 2H), 2,95 (s, 3H), 1,89 (s, 3H), 1,88 (s, 3H) ppm.

CL-EM 1: tr = 5,65 min; EM= 497,2 [M+H]*

Ejemplo 102
)
|
ﬁ | \N p—
NH
S —
T N
0
F
102

El Compuesto 102 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 1 a partir
de reaccion de acoplamiento del Producto intermedio XX quiral con pinacol éster 7-fluoro indol-4-borénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): & = 11,45 (bs, 1H), 8,06 (dd, J=8,4, 5,4 Hz, 1H), 7,52 (bt, J=2,7 Hz, 1H), 6,91 (dd,
J=10,2, 8,4 Hz, 1H), 6,60 (bt, J=2,7 Hz, 1H), 4,63 (bd, J=11,7 Hz, 1H), 4,43 (dd, J=10,8, 3,3 Hz, 1H), 4,06-3,89 (m,
3H), 3,82-3,73 (m, 1H), 3,60-3,52 (m, 1H), 3,21 (t, J=10,8, 1H), 3,16-3,02 (m, 1H), 3,05 (s, 3H), 1,88 (s, 3H), 1,87 (s,
3H) ppm.

CL-EM 1: tr = 5,98 min; EM= 447,1 [M+H]*

Ejemplo 103
ioj
ot N
!
ﬁ | \N p—
NH
S
1 N
o
103

El Compuesto 103 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 1 a partir
de reaccion de acoplamiento del Producto intermedio XX quiral con pinacol éster 2-metil indol-4-borénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): & 11,00 (bs, 1H), 7,87 (d, J=7,6 Hz, 1H), 7,30 (d, J=7,6 Hz, 1H), 7,02 (t, J=7,6 Hz,
1H), 6,96 (bs, 1H), 4,56 (bd, J=12,0 Hz, 1H), 4,36 (dd, J=10,8, 3,5 Hz, 1H), 4,03 (bd, J=11,6 Hz, 1H), 3,93-3,82 (m,
2H), 3,76-3,68 (m, 1H), 3,53 (bt, J=11,6 Hz, 1H), 3,22-3,05 (m, 2H), 2,92 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 1,86 (s, 3H), 1,84 (s,
3H) ppm.

CL-EM1: tr = 5,12 min; EM: 443,0 [M+H]*

Ejemplo 104
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El Compuesto 104 se sintetizo siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 3 por
reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XIl quiral con pinacol éster de acido 6-ciano indol-4-borénico.

o

Ejemplo 105

ﬁ | \N —
NH
S —
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CF3
105

El Compuesto 105 se sintetizo siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 3 por
reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XllI quiral con pinacol éster de acido 6-trifluorometil indol-4-
boroénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,69 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 7,81 (s, 1H), 7,69 (t, J = 2,7 Hz, 1H), 7,34 (s, 1H), 4,58
(d, J = 12,0 Hz, 1H), 4,39 (m, 1H), 4,08 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 3,93 (m, 4H), 3,79 (m, 1H), 3,58 (i, J = 10,6 Hz, 1H),
3,27-3,13 (m, 6H), 2,88 (s, 3H), 2,10 (m, 2H).

CLEM1: tr = 5,39 min; EM = 539,2 [M+H]".

Ejemplo 106

106

El Compuesto 106 se sintetizo siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 3 por
reaccion de acoplamiento del Producto intermedio Xll quiral con pinacol éster de acido 7-fluoro indol-4-borénico.
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,04 (s, 1H), 8,00 (dd, J = 8,3, 5,3 Hz, 1H), 7,52 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,91 (dd, J =
10,1, 8,4 Hz, 1H), 6,59 (m, 1H), 4,66 (d, J = 13,2 Hz, 1H), 4,39 (dd, J = 10,9, 3,3 Hz, 1H), 4,04 (d, J = 11,5 Hz, 1H),
3,93 (m, 4H), 3,79 (m, 1H), 3,58 (t, J = 10,5 Hz, 1H), 3,24 (m, 4H), 3,07 (d, J = 13,7 Hz, 2H), 2,93 (s, 3H), 2,14 (m,
2H).

CLEM1: tr = 5,62 min; EM= 489,1 [M+H]".

Ejemplo 107
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El Compuesto 107 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 6 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XLIV quiral con pinacol éster 6-ciano indol-4-borénico.

Ie

Ejemplo 108

ﬁ | \N —
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El Compuesto 108 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 6 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XLIV quiral con pinacol éster 6-trifluorometil indol-4-
boroénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,68 (s, 1H), 8,20 (d, J = 1,4 Hz, 1H), 7,81 (s, 1H), 7,69 (t, J = 2,7 Hz, 1H), 7,47 (s,
1H), 4,46 (dd, J = 18,7, 7,6 Hz, 2H), 4,08 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 4,02 — 3,90 (m, 2H), 3,83 — 3,68 (m, 1H), 3,57 (t, J =
10,6 Hz, 1H), 3,32 — 3,13 (m, 2H), 3,08 (s, 3H), 1,77 — 1,67 (m, 2H), 1,44 — 1,43 (m, 2H).

CLEM 1 = tg 5,38 min; EM= 495,11 [M+H]".

Ejemplo 109
)
’
ﬁ | \N p—
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S
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El Compuesto 109 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 6 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XLIV quiral con pinacol éster 2-metil indol-4-borénico.

CLEM 1: tr =4,141 min, EM: 441,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 10,80 (s, 1H), 7,70 (dd, J = 7,5, 0,9 Hz, 1H), 7,11 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,90 — 6,69
(m, 2H), 4,30 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 4,19 (dd, J = 11,0, 3,3 Hz, 1H), 3,83 (dd, J = 14,5, 5,1 Hz, 1H), 3,78 — 3,65 (m,
2H), 3,51 (t, J = 9,7 Hz, 1H), 3,34 (dd, J = 12,0, 9,2 Hz, 1H), 3,08 — 2,91 (m, 2H), 2,87 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 1,54 -
1,46 (m, 2H), 1,20-1,17 (m, 2H).

Ejemplo 110
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El Compuesto 110 se sintetizé siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 6 a partir
de reaccion de acoplamiento de un Producto intermedio XLIV quiral con pinacol éster 7-fluoro indol-4-borénico.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,17 (s, 1H), 8,10 (dd, J = 8,4, 5,4 Hz, 1H), 7,61 - 7,50 (m, 1H), 6,92 (dd, J = 10,1,
8,4 Hz, 1H), 6,64 — 6,56 (m, 1H), 4,59 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 4,44 (dd, J = 11,0, 3,5 Hz, 1H), 4,11 — 3,87 (m, 3H), 3,85
-3,70 (m, 1H), 3,85 — 3,68 (m, 1H), 3,56 (t, J = 10,5 Hz, 1H), 3,32 — 3,10 (m, 2H), 3,08 (s, 3H), 1,79 — 1,70 (m, 2H),
1,51 -1,42 (m, 2H).

CLEM 1: tr = 5,77 min, EM= 445,1 [M+H]*

Ejemplo 111
ioj
|
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El Compuesto 111 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 67 a
partir de reaccién de acoplamiento del Producto intermedio XLVII quiral con pinacol éster 6-ciano indol-4-borénico.

o

Ejemplo 112
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El Compuesto 112 se sintetizd siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del Ejemplo 67 a
partir de reaccién de acoplamiento del Producto intermedio XLVII quiral con pinacol éster 6-trifluorometil indol-4-
boroénico.

CL-EM1, tr = 5,74 min, EM= 509,1 [M+H]*

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 11,67 (s, 1H), 8,22 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 0,5 Hz, 1H), 7,68 (m, 1H), 7,43
(s, 1H), 4,51 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 4,36 (m, 1H), 4,05 (m, 1H), 3,94 (m, 2H), 3,75 (m, 1H), 3,57 (m, 1H), 3,21 (m, 2H),
2,95 (m, 4H), 2,86 (s, 3H), 2,13 (m, 1H), 188 (m, 1H).

Ejemplos 113y 114
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cN ?

113 114

Los Compuestos 113 y 114 se sintetizaron siguiendo una ruta de sintesis similar a la usada para la sintesis del
Ejemplo 11 por reaccion de un Producto intermedio XX quiral con 5-carbonitrilo-N-metil-1H-1,3-benzodiazol-2-amina.

Ejemplo 113

RMN de "H (300 MHz, DMSO) 5 8,36 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 8,22 (s, 1H), 7,45 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,31 (d, J = 8,2 Hz,
1H), 4,37 (dd, J = 10,8, 3,1 Hz, 1H), 4,26 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 4,07 — 3,71 (m, 4H), 3,53 (t, J = 10,7 Hz, 1H), 3,25 —
3,12 (m, 2H), 3,00 (d, J = 4,8 Hz, 3H), 2,97 (s, 3H), 1,76 (d, J = 5,2 Hz, 6H).

CLEM1: tr = 4,01 min; EM=483,9 [M+H]*

Ejemplo 114

RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & 8,25 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,61 (s, 1H), 7,33 (dd, J = 8,3,
1,5 Hz, 1H), 4,48 — 4,19 (m, 2H), 4,11 — 3,72 (m, 4H), 3,50 (t, J = 10,7 Hz, 1H), 3,30 — 3,14 (m, 2H), 2,97 (d, J =
2,9 Hz, 6H), 1,75 (d, J = 5,0 Hz, 6H).

CLEM1: tg = 3,78 min; EM: 483,9 [M+H]*
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REIVINDICACIONES

1. Una entidad quimica seleccionada entre los compuestos de Férmula (1)

0
( N
m
0
| N
/
R, N R,

)

en la que

R1 representa un heteroarilo biciclico seleccionado entre el grupo que consiste en indazolilo, indolilo,
bencimidazolilo y pirrolopiridinilo;

R2 se selecciona entre NR3SO2Rs3, alquilo y cicloalquilo;

en la que R3 se selecciona independientemente en cada aparicién entre H, alquilo opcionalmente sustituido con
1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y
heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; y

mes102;

alquilo es un hidrocarburo saturado lineal que tiene hasta 10 atomos de carbono (C4-C10) o un hidrocarburo
saturado ramificado de entre 3 y 10 atomos de carbono (Cs-Cio);

cicloalquilo es un hidrocarburo C3-C4o saturado monociclico o biciclico, que puede estar opcionalmente
condensado con un grupo arilo; o cicloalquilo es adamantilo;

heterocicloalquilo es un anillo monociclico o biciclico saturado unido a C o unido a N de 3-10 miembros, que
contiene 1, 2, 3 0 4 heteroatomos de anillo independientemente seleccionados entre N, S y O, en los que un
atomo de N o S en el anillo puede sustituirse con oxigeno para formar un grupo N-6xido, sulféxido o sulfona;

arilo es fenilo, bifenilo o naftilo; y

heteroarilo es un anillo aromatico monociclico, biciclico o triciclico de 5, 6, 9 o 10, 12, 13 0 14 miembros, que
puede contener 1, 2, 3 0 4 heteroatomos de anillo independientemente seleccionados entre N, Sy O;

en la que Ry representa alquilo o cicloalquilo, dicho alquilo o cicloalquilo esta sustituido con al menos un
sustituyente seleccionado entre (NR4),SO2R4, en el que n es 0 0 1, OH y CN; y dicho alquilo o cicloalquilo esta
opcionalmente sustituido adicionalmente con 1 o 2 sustituyentes independientemente seleccionados entre
halégeno, CN, COOR4, CF3, alquilo C1-Cg opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo
opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo C4-Cs opcionalmente sustituido con 1, 2 o
3 atomos de haldgeno, o pueden tomarse dos sustituyentes en un solo atomo junto con el atomo al que estan
fijados para formar una estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo y heterocicloalquilo opcionalmente
sustituidos con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno, alquilo C+-C4, C(O)-alquilo C4-C4 y C(O)O-alquilo
Ci-Cy;

R3 se selecciona entre alquilo, cicloalquilo y heterocicloalquilo, entonces dicho alquilo, heterocicloalquilo y
cicloalquilo pueden estar opcionalmente sustituidos en cada aparicion con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes, en los que
los sustituyentes se seleccionan independientemente entre halégeno, OH, CN, COORy4, CF3, NR4R4, NR4COR4,
(NR4):SO2R4, en el que n es 0 o 1, alquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de haldgeno, cicloalquilo
opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y O-alquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 0 3
atomos de haldgeno, y en los que pueden tomarse dos sustituyentes en un solo atomo junto con el atomo al que
estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo y heterocicloalquilo opcionalmente
sustituidos con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre halégeno, C(O)-alquilo C4-C4, C(O)O-alquilo C+-C4 y alquilo
C1-C4 opcionalmente sustituidos con 1, 2 o 3 atomos de halégeno;

cada grupo heteroarilo biciclico representado por R1 puede estar opcionalmente sustituido en cada aparicion con
1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes independientemente seleccionados entre halégeno, OH, CN, COOR4, CF3, NR4R4,
NR4sCORj4, (NR4)nSO2R4, en el que n es 0 o 1, NHRs, alquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de
halégeno, O-alquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, cicloalquilo opcionalmente
sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno y heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de
halégeno;

R4 se selecciona independientemente en cada aparicion entre H, alquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo y
heterocicloalquilo, en los que alquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo y heterocicloalquilo estan opcionalmente
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sustituidos con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados entre halégeno, alquilo, O-alquilo, N(alquilo C4-C4)2, N(alquil
C1-C4)CO-alquilo C1-C4, 0 se toman los dos grupos R4 junto con el atomo o atomos a los que estan fijados para
formar un heterocicloalquilo, opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno o, cuando esta presente
un sustituyente que comprende un grupo Rs en un alquilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo, el grupo R4 puede
tomarse junto con un sustituyente en ese alquilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo para formar un
heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; y

Rs se selecciona independientemente entre CO-alquilo, CO-arilo o CO-heteroarilo;

y sales, solvatos y estereoisomeros farmacéuticamente aceptables de los mismos.

2. Una entidad quimica segun la reivindicacion 1, en la que R se selecciona entre

lew Ro

Re
\/N
R7 N
Rs
Ro Ro 7»»
Rs R1z N
N e, %
Ry N © R, N ’
’ Rs Rg
Ry Ry
R A \ Rg N \
N| Rt | Ry
a e

Ry

en las que

Re se selecciona entre halégeno y H;

R7, Rsy Re se seleccionan cada uno independientemente entre H, halégeno, CN; Rio y OR10; en los que Ry es
alquilo C+-Cg opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno;

R11 se selecciona entre H, Rig, NR4Rs y NR4CORy;

en los que R4 se selecciona independientemente en cada apariciéon entre H o alquilo opcionalmente sustituido
con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o los grupos R4 se toman junto con el atomo o los atomos a los que estan
fijados para formar un heterocicloalquilo opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno; y

R12 se selecciona entre H, halégeno, OR1y 0 Rio.

3. Una entidad quimica segun la reivindicacion 2, en la que

(i) Re se selecciona entre H y haldgeno;

R7, Rs y Rg se seleccionan entre H, halégeno, CN, O-alquilo C4-Cs y alquilo C4-Cg opcionalmente sustituido con
uno o mas atomos de halégeno;

R11 se selecciona entre H, alquilo C1-Cs, NR4sRs y NR4CORy; y

R12 se selecciona entre H, halégeno, alquilo C+-Cg y O-alquilo C4-Cs;
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(ii) Re, R7, Rs, Ro y R12 son H; y Rq1 se selecciona entre alquilo C4-Cs, NRsRs y NR4CORy;

(iii) Re, Rs, Ro, R11 ¥ Ry2 son H; y Ry se selecciona entre halégeno, CN, O-alquilo C4-Cg, y alquilo C4-Cs
opcionalmente sustituido con 1, 2 0 3 atomos de halégeno; o

(iV) Re, R7, Rs, Rg, R11 y R12 son H.

4. Una entidad quimica segun la reivindicacion 1, en la que Rz es (CH2),C(R13)2(CH2);Q, en la que Q es
(NR4):SO2R4, OH 0 CN, en la que p y q son independientemente 0, 1 o 2, y en la que (i) Rz se selecciona
independientemente en cada aparicion entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Cs, o (ii) un R43 se selecciona
entre el grupo que consiste en H y alquilo C4-C4 0 €l otro R3 se toma junto con Ry, si esta presente, para formar un
heterocicloalquilo de 3-6 miembros opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 atomos de halégeno, o (iii) los grupos Ri3
se toman junto con el carbono al que estan fijados para formar una estructura ciclica seleccionada entre cicloalquilo
Cs3-Cs y heterocicloalquilo de 3-6 miembros opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos seleccionados entre
halégeno, alquilo C4-C4, C(O)-alquilo C4+-C4 y C(O)O-alquilo C1-Ca.

5. Una entidad quimica segun la reivindicacion 4, en la que ambos grupos Ri3 son H, en la que ambos grupos Ri3
son metilo o en la que los grupos Ri3 se toman junto con el carbono al que estan para formar ciclopropanilo,
ciclobutilo, tetrahidropiranilo, piperidinilo, N-etoxicarbonilpiperidinilo o N-metilpiperidinilo; opcionalmente en la que Q
es SOzR4.

6. Una entidad quimica segun cualquier reivindicacion anterior, en la que, cuando m es 1, el centro quiral obligatorio
en la entidad quimica de Formula (I) esta en la configuracion (S) y en la que, cuando m es 2, el centro quiral
obligatorio en la entidad quimica de Férmula (I) esta en la configuracion (R).

7. Una entidad quimica segun la reivindicacion 1, seleccionada entre el grupo que consiste en:
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CN

y sales, solvatos y estereoisomeros farmacéuticamente aceptables de los mismos.

8. Una entidad quimica seleccionada entre el grupo que consiste en:

Oj
N
° | NN —
P NH
N
NH
0

“ZSa
y

0/\

y sales, solvatos y estereoisémeros farmacéuticamente aceptables del mismo.

9. Una composicién farmacéutica que comprende una entidad quimica segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8 y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptables.

10. Una entidad quimica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en medicina.

11. Una entidad quimica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en un procedimiento de
tratamiento de una enfermedad o afeccién en las que esta implicada la actividad de ATR.

12. Uso de una entidad quimica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad o una afeccion en las que esta implicada la actividad de ATR.

13. La entidad quimica para su uso segun la reivindicacion 11 o el uso segun la reivindicacion 12, en los que la
enfermedad o afeccion, en las que esta implicada la actividad de ATR, es una enfermedad o afeccién asociadas a
una proliferacién aumentada, tal como cancer.

14. La entidad quimica para su uso o el uso de la reivindicacion 13, en los que la enfermedad o afeccion, en las que
esta implicada la actividad de ATR, es cancer de endometrio, cancer de colon o cancer de estdbmago.

15. Un producto de combinaciéon que comprende:

(A) una entidad quimica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8; y
(B) otro agente terapéutico que es util en el tratamiento de cancer y/o de una enfermedad proliferativa,

en el que cada uno de los componentes (A) y (B) esta formulado en mezcla con un adyuvante, un diluyente o un
vehiculo farmacéuticamente aceptables.
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Figura 1(C)
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Figura 1(H)
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Figura 1(J)
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Figura 2(A)
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Figura 2(B)
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Figura 3(A)

tratado

I l con HU .

Recuentos

sin HU

+DMSO + Compuesto 1 + Compuesto 2

101



ES 2670674 T3

Figura 3(B)
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Figura 4(A)
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Figura 5
Parametro \Y oral
F (%) - 55,01 10000+
Cmax (ng/ml - 317446 E
(ng/mi) 4 D
Tmax (h) - 025 =
=]
. ‘o 100
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(h*ng/mi) 956,86 5264,64 £
o 104
T (h) 0,75 - 3
Il (UhfKg) 1,04 - 1-
vd(liKg) 0,78 . 0 1 23 4 5
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MRT (h) 0,75 318
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Figura 6
Parametro v Oral
F (%) 28,67 1
E
Cmax (ng/ml) 156745 ‘E 1000 4
Tméx (h) 050 S
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2 103
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MRT (h) 0,82 2,24
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Figura 7
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Figura 8
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