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INHIBIDORES DE LA MYT1-QUINASA
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a inhibidores de la enzima quinasa de la tiro-

sina asociada a la membrana y de la treonina ("mytt-quinasa "), a composiciones
farmaceuticas que comprenden estos compuestos y a métodos para identificar estos
compuestos y a métodos de uso de estos compuestos para tratar diferentes formas
de cancer y enfermedades hiperproliferativas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La entrada en mitosis se inicia por el factor promotor de la fase M (MPF), un

complejo que contiene la quinasa de la proteina cdc2 y ciclina B. Una reguiacion
apropiada del MPF asegura que la mitosis tiene lugar sélo cuando las fases iniciales
del ciclo celular estan completas. La fosforilacion de la cdc2 en Tyr-15 y Thr-14 su-
prime esta actividad durante la interfase (G1, S, y G2). En la transicion G2-M, la cdc2
es desfosforilada en Tyr-15 y Thr-14 haciendo que el MPF fosforile sus sustratos mi-
toticos. Se sabe que una precisa familia de las quinasas reguladoras de las cdc
(Wee1) es responsable de la fosforilacion de la cdc en Tyr-15. Un nuevo miembro de
esta familia, la Myt1 ha sido descrita recientemente como la quinasa de la cdc2 espe-
cifica de Thr-14 y Tyr-15, y ha demostrado ser un importante regulador de la actividad
de la cdc2/ciclina-B-quinasa (Science 270:86-90. 1995; Mol. Cell. Biol. vol 17:571,
1997). La fosforilacion inhibidora de la cdc2 es importante para el momento de entra-
da en mitosis. Algunos estudios han demostrado que la activacion prematura de la
cdc2 lleva a la catastrofe mitética y a la muerte celular. Es predecible que la inhibicion
de la Myt1 cause la activacion prematura de la cdc2, y de este modo destruya rapi-
damente las células proliferativas. También es predecible que la inhibicion de la Myt1
reduzca la resistencia a los agentes quimioterapéuticos convencionales que danan el
DNA, debido a que los mecanismos por los que las céluias evitan la muerte incluyen
la parada en la fase G2 del ciclo celular, y la reparacion del dafic al DNA antes de la

- divisién. Esta parada se puede evitar blogueando la fosforilacién inhibidora de la cdc2

por la Myt1. De este modo se fuerza a la célula a entrar en mitosis prematuramente.
La Myti-quinasa es un importante regulador del ciclo celular, particularmente
en la fase G2/M. Sus inhibidores por tanto, deben ser atractivos para el tratamiento
del cancer. Las terapias actuales del cancer, incluyendo la cirugia, radiacion, y qui-
mioterapia, son a menudo insatisfactorias para curar la enfermedad. Las poblaciones
de pacientes son grandes. Por ejemplo, sélo en el cancer de colon hay 160.000 nue-
vos casos cada ario en los Estados Unidos, y 60.000 muertes. Hay 600.000 nuevos
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casos de cancer de colon cada afo en todo el mundo. Las cifras para el cancer de
pulmoén son dos veces las del cancer de colon. La mayor deficiencia de las quimiote-
rapias para los principales tumores solidos es que la mayoria de los pacientes fallan
en la respuesta. Esto es debido a la regulacién del ciclo celular y la subsiguiente re-
paracion del dafio al DNA o al aparato mitético, los objetivos de los agentes quimiote-
rapicos mas efectivos. La Myt1-quinasa ofrece un punto de intervencion posterior
desde estos mecanismos por lo que las células tumorales desarrollan resistencia. La
inhibicién de la Myt1 puede tener por si misma beneficio terapéutico en la reduccién
de la proliferacion tumoral, y en adicion, se puede usar en unién con las quimiotera-
pias convencionales para evitar la resistencia al farmaco.

En base a lo dicho, existe la necesidad de identificar un potente inhibidor de la
enzima myt1-quinasa para el tratamiento de diferentes indicaciones, incluyendo el
cancer, asociadas con el presente receptor.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion incluye compuestos representados por la féormula (I)

que se indica mas adelante, composiciones farmacéuticas que comprenden tales
compuestos y métodos de antagonizar el receptor de la myt1-quinasa usando estos
compuestos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona compuestos de la férmula (I), que se indica

a continuacion:

X
Ar
\// —)\S
f /\.___N__.._.A \/ !
X
Férmula ()

donde A representa un enlace covalente, o un anillo de aril-amina disustituido en 1,2,

1,3 0 1,4, seleccionado del grupo constituido por:

5
2
/
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donde
R se selecciona independientemente del grupo constituido por H, OMe, Cl, Br, F, NO;
y CN;
n es un numero entero de 1 a 4,
cada X se selecciona independientemente del grupo constituido por H, Br, CHs, NO;,
CN, y NR4Ry;
cada Ar es independientemente fenilo opcionalmente sustituido o un anillo heteroci-
clico de 5 o 6 miembros opcionalmente sustituido, que comprende uno ¢ mas hete-
roatomos seleccionados entre N, Oy S;
y
R: y R, son, independientemente, hidrogeno o alquilo Cs4, ramificado o ciclico, que
contiene opcionaimente O o N.

Los compuestos preferidos de la presente invencion se seleccionan del grupo
constituido por:
bis[2-(4-fenil-5-metil)tiazolillJamina,
bis[2-(4-(2-piridil)tiazolillamina,
bis[2-[4-(3-piridil)tiazolil)amina,
N,N-bis(5(3,4-diclorofenil)-2-tiazolil)amina,
N,N-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolil)amina,
1,4-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolilamino)benceno,
1,3-bis[4-(3-piridil)-2-tiazolilamino]benceno,

" 1,4-bis[4-fluorofenil-2-tiazolilaminolbenceno; e

1,4-bis(4-(4-metoxifenil)-2-tiazolilamino)benceno.
Compuestos mas preferidos de la presente invencion se seleccionan del grupo
constituido por:
bis[2-(4-fenil-5-metil)tiazolillamina,
1,4-bis(4-(4-metoxifenil)-2-tiazolilamino)benceno,
N,N-bis(4-(4'- bifenil)-2-tiazolil)amina,
1,4-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolilamino)benceno,
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1,4-bis[4-fluorofenil-2-tiazolilaminolbenceno,
bis[2-(4-(2-piridil)tiazolillamina y
bis[2-[4-(3-piridil)tiazolil)amina.

Los compuestos mas preferidos de la presente invencién se seleccionan del
grupo constituido por;
bis[2-(4-fenil-5-metil)tiazolillamina,
1,4-bis(4-(4-metoxifenil)-2-tiazolilamino)benceno,

N,N-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolil)amina, e
hidrobromuro de 1,4-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolitamino)benceno.

Como se usa aqui, "alquilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado opcional-
mente sustituido, unido por enlaces sencillos carbono-carbono. El grupo hidrocarbo-
nado alquilo puede ser lineal, ramificado o ciclico, saturado o insaturado. Preferible-
mente, el grupo es saturado, lineal o ciclico.

Los compuestos de la presente invencion pueden contener uno o mas atomos
de carbono asimétricos y pueden existir en formas racémicas y dpticamente activas.
Todos estos compuestos y diasteredmeros estan contemplados dentro del alcance de
la presente invencion.

Los presentes compuestos se pueden formular también como sales y com-
plejos de los mismos, farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente
aceptables son sales no téxicas en las cantidades y concentraciones a las que se
administran.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicion de acido
tales como las que contienen sulfato, hidrocloruro, fumarato, maleato, fosfato, sulfa-
mato, acetato, citrato, lactato, tartrato, metanosulfonato, etanosulfonato, benceno-
sulfonato, p-toluenosulfonato, ciclohexilsulfamato y quinato. Las sales farmacéutica-
mente aceptables se pueden obtener a partir de acidos tales como acido clorhidrico,
acido maleico, acido sulfurico, acido fosforico, acido sulfamico, acido acético, acido
citrico, acido iactico, acido tartarico, acido maldnico, acido metanosulfénico, acido
etanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-toluenosuifénico, acido ciclohe-
xilsulfamico, acido fumarico, y acido quinico.

Las sales faimacéuticamente aceptables incluyen también sales de adicion de
bases tales como las que contienen benzatina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilendiamina, meglumina, procaina, aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio,
amonio, alquilamina, y cinc, cuando estén presentes grupos funcionales acidos tales

como acido carboxilico o fenol.
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Las sales preferidas incluyen hidrobromuro, dihidrobromuro y bis-trifluoroace-
tato.
Los presentes compuestos se preparan faciimente por los esquemas repre-

sentados a continuacion:

Esquema 1
Ecuacién 1
SN
S z -
SYN_‘( + —_— S l N NN
NH, " "Br A, etanol § N
NH, 0 /7S H 87\
Ecuacién 2
S
N—(NHl X ~
AN i pied
[ j | —> 7\ ! N
/\y/ i {
+ WA Br A, etanol N TN N M/N
N o S 5
Pl
Esquema 2
NBS, HBF,
m f A /4\ -20 °C hasta Q
N Sy AN /] temp. amb. N—{ N
N TR BT NN CNeH; f
S —_—> Br

Los correspondientes compuestos de bis-tiazolilo se sintetizan por medio de la
condensacion de ditiobiuret (como en la ecuacién 1) o cualquier otra bis-tiourea tal
como 1,3-difenilditiourea (como en la ecuacién 2) con dos equivalentes de una bro-
mocetona apropiadamente sustituida tal como 2-bromo-1-fenilpropan-1-ona en un
disolvente tal como etanol o acetona o cualquier otro disolvente adecuado. La mezcla
de reaccion se calienta a 70-90 °C durante varias horas (4-12 h). Por enfriamiento de
la reaccién se obtiene el producto deseado como una sal de bis-hidrobromuro.

La monobromacion de los compuestos de bis-tiazol se puede conseguir por
ejemplo por medio de la reaccién de la N-bromosuccinimida en presencia de un acido
tal como acido fluorobérico, o cualquier otro acido prético adecuado, en un disolvente
tal como acetonitriio o cualquier otro disolvente adecuado, siguiendo un procedi-
miento descrito en la bibliografia (Oberhauser, T. J. Org. Chem., 1997, 62, 4504-
4506). La bis-bromacién se puede conseguir por medio de cualquier reaccién conoci-

da de bromacion, tal como la reaccion del bis-tiazol con la N-bromosuccinimida utili-



10

15

20

25

30

35

-6-

zando DMSO o acetonitrilo o bromo en acido acético, a reflujo, o cualquier otro méto-
do conocido por los quimicos expertos en la técnica.

Con apropiada manipulacion y protecciéon de cualquier grupo funcional quimi-
co, la sintesis de los restantes compuestos de la férmula (I) se consigue por métodos
analogos a los anteriores.

Para usar un compuesto de la formula (I) o una de sus sales farmacéutica-
mente aceptables en el tratamiento de los seres humanos y de otros mamiferos, di-
cho compuesto se formula normalmente de acuerdo con la practica farmaceutica es-
tandar, como una composicién farmaceéutica.

Los presentes ligandos se pueden administrar por diferentes vias incluyendo
la administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, oral, tépica,
transdérmica, o transmucosal. Para administracion sistémica, se prefiere la adminis-
tracion oral. Para la administracion oral, por ejemplo, los compuestos se pueden for-
mular en formas farmacéuticas orales convencionales, tales como capsulas, compri-
midos y preparaciones liquidas tales como jarabes, elixires y gotas concentradas.

Alternativamente, se pueden usar los inyectables (administracién parenteral),
por ejemplo, intramusculares, intravenosos, intraperitoneales y subcutaneos. Para
formas inyectables, los compuestos de la invencidén se formulan en soluciones liqui-
das, preferiblemente, en tampones o soluciones fisiolégicamente compatibles, tales
como solucién salina, solucion de Hank, o soluciéon de Ringer. En adicién, los com-
puestos se pueden formular en forma sélida y redisolver o suspender inmediatamente
antes de su uso. También se pueden producir formas liofilizadas.

La administracion sistémica se puede realizar también por medios transmuco-
sales o transdérmicos. Para administracion transmucosal o transdérmica, se usan en
la formulacion, agentes penetrantes apropiados para la barrera que debe ser per-
meada. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen por
ejemplo, para administracion transmucosal, sales biliares y derivados del acido fusidi-
co. En adicion, se pueden usar detergentes para facilitar la permeacion. La adminis-
tracién transmucosal, por ejemplo, puede hacerse por medio de pulverizadores na-
sales, supositorios rectales, o supositorios vaginales.

Para administracion tépica, los compuestos de la invencién se pueden formu-
lar en pomadas, unguientos, geles o cremas, como es generaimente conocido en (a
técnica. '

Las cantidades a ser administradas de los diferentes compuestos, se pueden
determinar por procedimientos estandar, teniendo en cﬁehta factores tales como las
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ICs0, ECsp del compuesto, la semivida biologica del compuesto, la edad, tamano y
peso del paciente, y la enfermedad o trastomo asociado con el paciente. La impor-
tancia de estos y otros factores a ser considerados, es conocida por las personas con
experiencia normal en la técnica.

Las cantidades administradas también dependen de las vias de administracion
y del grado de biodisponiblidad oral. Por ejemplo, de los compuestos con baja biodis-
poniblidad oral, se tienen que administrar dosis relativamente mas altas.

Preferiblemente, la composicion esta en forma de dosis unitarias. Para aplica-
cion oral, por ejemplo, se puede administrar un comprimido o una capsula, para apli-
cacion nasal, se puede administrar una dosis medida en aerosol, para aplicacion
transdérmica, se puede administrar una formulacion tépica o parche, y para liberacion
transmucosal, se puede administrar un parche bucal. En cada caso, la dosificacion es
tal que el paciente pueda recibir una dosis unica.

Cada unidad de dosis para administracion oral contiene de forma adecuada
de 0,01 a 500 mg/kg, y preferiblemente de 0,1 a 50 mg/kg, de un compuesto de la
férmula (I) o de una de sus sales farmacéuticamente aceptables, calculada como
base libre. La dosis diaria para las vias parenteral, nasal, inhalacion oral, transmuco-
sal o transdérmica contiene de forma adecuada de 0,01 a 100 mg/kg, de un com-
puesto de la férmula (I). Una formulacion tépica contiene de forma adecuada de 0,01
a 5,0 % de un compuesto de la formula (I). El ingrediente activo se puede administrar
de 1 a 6 veces al dia, preferiblemente de una vez, de forma suficiente para presentar
la actividad deseada, como es faciimente evidente para los expertos en la técnica.

Como se usa aqui, "tratamiento” de una enfermedad incluye la prevencion,
retraso y profilaxis de una enfermedad, pero no esta limitado a esto. Como se usa
aqui, "enfermedades” tratables usando los presentes compuestos incluyen, pero no
estan limitadas a, leucemias, canceres de tumor sélido, metastasis, canceres de teji-
do blando, cancer de cerebro, cancer de eséfago, cancer de estbmago, cancer de
pancreas, cancer de higado, cancer de pulmén, cancer de vejiga, cancer de huesos,
cancer de prostata, cancer de ovarios, cancer cervical, cancer de Utero, cancer de
testiculos, cancer de rifidén, cancer de cabeza y cancer de cuello, enfermedades in-
flamatorias proliferativas cronicas tales como la psoriasis y la artritis reumatoide; en-
fermedades cardiovasculares proliferativas tales como la restenosis; trastornos ocula-
res proliferativos tales como la retinopatia diabética; y enfermedades hiperproliferati-
vas benignas tales como los hemangiomas.

Las composiciones de los compuestos de la formula (I) y sus sales farmacéu-
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ticamente aceptables que son activas cuando se administran oralmente, se pueden
formular como jarabes, comprimidos, capsulas y pastillas para chupar. Una formula-
cién de jarabe, generalmente consiste en una suspension o solucion def compuesto o
sal en un excipiente liquido por ejemplo, etanol, aceite de cacahuete, aceite de oliva,
glicerina o0 agua con un agente aromatizante o colorante. Cuando la composicion esta
en la forma de un comprimido, se puede usar cualquier excipiente farmacéutico em-
pleado rutinariamente para preparar formulaciones sélidas. Ejemplos de tales exci-
pientes incluyen estearato de magnesio, ferra alba, taico, gelatina, goma arabiga,
acido estearico, almidon, lactosa y sacarosa. Cuando la composicion esta en la forma
de una capsula, es adecuada cualquier encapsulacion rutinaria, por ejemplo usando
los excipientes mencionados antes en una capsula de gelatina dura. Cuando la com-
posicion esta en la forma de una capsula de gelatina blanda, se puede considerar
'cualquier excipiente farmacéutico usado rutinariamente para preparar dispersiones o
suspensiones, por ejemplo, gomas acuosas, celulosas, silicatos o aceites, y se incor-
poran a una capsula de gelatina blanda.

Las composiciones parenterales tipicas constan de una soluciéon 0 suspension
de un compuesto o0 sal en un excipiente estéril acuoso o no acuoso que contiene op-
cionalmente un aceite parenteralmente aceptable, por ejemplo polietilengticol, polivi-
nilpirrolidona, lecitina, aceite de cacahuete o aceite de sésamo.

Las composiciones tipicas para inhalacion estan en la forma de una solucion,
suspension o emulsiéon que se puede administrar como un polvo seco ¢ en forma de
un aerosol usando un propelente convencional tal como diclorodifluorometano o tri-
clorofluorometano.

Una formulacién tipica de supositorios comprende un compuesto de la férmuia
(I) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables que es activa cuando se ad-
minstra de esta forma, con un agente aglutinante y/o lubrificante, por ejemplo, glico-
les poliméricos, gelatinas, manteca de cacao u otras ceras 0 grasas vegetales de
bajo punto de fusion o sus analogos sintéticos.

Formulaciones tipicas dérmicas y transdérmicas comprenden un vehiculo con-
vencional acuoso 0 no acuoso, por gjemplo, una crema, pomada, locién o pasta en
forma de un emplasto, parche 0 membrana, medicados.

Preferiblemente la composicion esta en forma de dosis unitaria, por ejemplo,
un comprimido, una capsula o una dosis medida en aerosol, de forma que el paciente
pueda recibir una dosis Unica.

No se esperan efectos toxicos inaceptables cuando se administran los com-
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puestos de la presente invencion de acuerdo con la presente invencion.
La actividad biolégica de los compuestos de la formula (1) se demostro por los
ensayos que se indican a continuacién.

Ensavos in vitro

Los compuestos capaces de inhibir la myt1-quinasa se pueden identificar con
ensayos in vitro y ensayos celulares como se describen a continuacion. Para los ex-

pertos en la técnica deben ser obvias las variaciones a estos ensayos.

Expresion de la GST-Myt1:

Se formé una construccion de expresion de la GST-Myt1, que tiene el gen de
la glutation-S-transferasa fusionado con el amino terminal de la Myt1-quinasa a traveés
de un ligante que contiene un sitio de escision de la trombina. Este clon ha sido trun-
cado en el aminoacido 362 de la Myt1, justo antes del dominio de la transmembrana.
Esta construccion se cloné dentro del vector de expresion del baculovirus,
pFASTBAC, y éste se us6 para preparar la reserva viral para la subsiguiente infec-
cién. Se infectaron células de spodoptera frugiperda (Sf21) con el virus que expresa
la GST-Myt1 y se cultivaron las células durante 3 dias, después se recogieron y se
congelaron.

Purifcacién de la GST-Myt1:
La proteina GST-Myt1 se purificd como sigue: un sedimento de células Sf21

que expresan la GST-Myt1 se resuspendid sobre hielo en 10 ml de solucién tampon

" de lisis (tris-Ci 50 mM, pH 7,5, NaCl, 250 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM, NP-40 al 0,1%,

coctel del inhibidor de la proteasa al 5 % (v/v), ortovanadato de sodio 1 mM), las cé-
lulas se lisaron por sonicacion y se centrifugaron a 100.000 x g durante 30 min. Se
anadi6 el sobrenadante a 5 ml (volumen compactado) de glutatién-sefarosa 4B, equi-
librado en tampén de lavado (tris-Cl 20 mM, pH 7,0, MgCl, 10 mM, NaCl, 100 mM,
DTT 1 mM, coctel del inhibidor de la proteasa al 0,5 % (v/v), ortovanadato de sodio 1
mM). La mezcla se movi6é con oscilacién durante 30 min. La resina con la GST-Myt1
ligada, se centrifugd a 500 x g durante 5 min y se lavé con 14 mi de solucién tampon
de lavado. Las perlas se centrifugaron como anteriormente y se resuspendieron en
otros 14 mi de solucién tampoén de lavado. La suspension se transfirié a una columna
y se dejo compactar, después se dejo fluir a su través, por gravedad, la solucion tam-
pon de lavado. La GST-Myt1 se eluy6 de la columna con 10 ml de giutation 10 mM en
Tris-Cl 50 mM, pH 8,0 en fracciones de 500 ul. Se determinaron las concentraciones
de proteinas de las fracciones, usando un kit de ensayo de proteinas Bio-Rad si-

guiendo instrucciones. Las fracciones que contienen la GST-Myt1 se reunieron y se
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diluyeron hasta una concentraciéon de ~ 0,5 mg/ml y se dializaron durante 4 horas a 4
°C en tampon de dialisis (HEPES 20 mM, pH 7,0, acetato de manganeso 1 mM, NaCl,
100 mM, Brij-35 ai 0,05 %, glicerol al 10 %, DTT 1 mM, coctel del inhibidor de la pro-
teasa al 0,2 % (p/v), ortovanadato de sodio 1 mM). La proteina se dividié en alicuotas
y se almacend a —80 °C.
Ensayos enzimaticos:
Ensayo de autofosforilacion de la GST-Myt1 por DELFIA

Se realizaron los inmunoensayos fluorescentes retardados (DELFIA) en placas
maxisorp NUNC de 96 pocillos, a 50 ul/pociiio con 0,25 ng de GST-Myt1, en solucion
tampén A (HEPES 50 mM, pH 7,4, Mn(Oac), 2 mM, ATP 5 uM, DTT 1 mM). Se inicia-

ron las reacciones de autofosforilacion por la adicion de GST-Myt1 en solucién tam-

pén y se dejaron continuar a temperatura ambiente con agitacion durante 20 min. Se
pararon las reacciones con la adicion de EDTA hasta una concentracion final 20 mM,
y se dejé que la proteina continuara uniéndose a los pocilios durante 40 min adicio-
nales. Se lavaron los pocillos tres veces con 300 ul de TBS/Tween (Tris 50 mM, pH
7.4, NaCl; 150 mM, Tween-20 al 0,2 %). Después del lavado, se bloque¢ la placa
usando Pierce’s Superblock en TBS a 100 pl/pocillo. Este se decanté inmediatamente
y se repitio el bloqueo dos veces mas. Se lavo entonces la placa de nuevo con tres
lavados de 300 ul/pocillo de TBS-Tween. Después se afadieron a los pocillos 100 ul
de anticuerpos antifosfotirosina marcados con Eu, diluidos a 0,125 pg/ml en TBS-
Tween conteniendo 0,15 mg/ml de BSA, y se dejaron incubar durante 30 min con
agitacion a temperatura ambiente. Se lavaron entonces los pocillos tres veces con
300 pul de TBS-Tween, se anadieron 200 ul por pocillo de solucién de enriquecimiento
y se incubaron con agitacion durante 10 min. Se leyo entonces la placa en un conta-
dor de placas 1420 VICTOR de Wallac. Inc. Se usaron condiciones idénticas para los
estudios del inhibidor excepto que el ATP esta a concentracién 1 uM y que los inhibi-

dores se afiaden en dimetilsulfoxido (DMSO) hasta una concentracion final del 1 %.

Los intervalos tipicos de concentracion a los que se espera que los compuestos del

ensayo inhiban la autofosforilacion de la myt1, son 0,001 a 10 uM.

Estudios biolégicos:

Estudios del ciclo celular
Se realizaron estudios de farmacos considerando los efectos celulares, en la
linea de células adherentes Hela S3. Las células se distribuyeron en placas a una

concentracion suficientemente baja para que 24 horas mas tarde estuvieran en la
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confluencia de 10-20 % (tipicamente 2 x 10° células/15 cm e3). Se sincronizaron en-
tonces las células en la fase S por un bloqueo repetido con timidina. Brevemente, se
trataron las células con timidina 2 mM durante 18 horas, se liberaron durante 8 horas
por medio de 3 lavados, y después se trataron de nuevo con timidina. Despues de la
segunda liberacion de la timidina, el 95 % de las células estuvieron en la fase S. Las
células sincronizadas se devolvieron entonces al medio completo que contiene un
farmaco que dafa el DNA tal como topotecan 50 nM (una dosis que se ha visto que
es suficiente para parar las células en la fase inicial G2 sin inducir la apoptosis) solo y
en combinacién con los compuestos de ensayo, durante hasta 18 horas. Se realiza-
ron entonces los perfiles del ciclo celular citométricamente usando un procedimiento
para tefiir los nicleos con yoduro de propidio. (Vindelov ef al, Cytometry Vol. 3, No. 5,
1983, 323-327). Es de esperar que los inhibidores de la Myt1 inviertan la parada en
G2 causada por el agente que dafa el DNA. Los intervalos tipicos de concentracion
para tal actividad son de 0,001 a 10 uM.

Estudios de proliferacién/apoptosis:

Se realizaron estudios de proliferacion en una serie de lineas celulares adhe-
rentes y no adherentes que incluyen Hela S3, HT29, y Jurkat. En el ensayo de prolife-
racion se utilizé un cambio colorimétrico resultante de la reduccién del reactivo XTT
de tetrazolio a un producto formazan por medio de las células metabdlicamente acti-
vas (Scudiero et al. Cancer Research, 48, 1981, 4827-4833). Se sembraron las célu-
las a 100 pl en placas de 96 pocillos hasta una confluencia de aproximadamente 10
% (la concentracion celular varié con la linea de células) y se cultivaron durante 24
horas. Se afnadieron entonces los compuestos al medio con o sin suficiente vehiculo,
para llevar fas células hasta un volumen finai de 200 ul que contiene los reactivos
quimicos en DMSO al 0,2 %. Las células recibieron muitiples concentraciones de los
farmacos anti-proliferativos que dafian el DNA tales como topotecan, los compuestos
de ensayo, y el tratamiento de combinacién a 37 °C y CO; al 5 %. 72 horas mas tar-
de, se aiadieron a cada pocillo 50 ul de una mezcla de XTT/metosulfato de fenazina
y se dejaron incubar las células durante 90 min. Se leyeron las placas a 450 nm, y los
efectos anti-proliferativos se compararon en relacién a las céiulas tratadas con el
vehiculo. Los inhibidores de la Myt1 se espera que inhiban la proliferacion de tales
lineas celulares cancerosas y/o mejoren la citotoxicidad de los farmacos quimiotera-
péuticos que dafan el DNA. Los intervalos tipicos de concentracion para tal actividad
son de 0,001 a 10 uM. Otros ensayos de proliferacion celular o citotoxicidad se pue-

den usar también con los compuestos de ensayo, y estos ensayos son conocidos por
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los expertos en la técnica.

La presente invencién incluye los ejemplos que siguen pero no esta limitada a
ellos. Los espectros de resonancia magnética nuclear se registraron a 300 MHz
usando un espectrofotometro Bruker AM 300. CDCl; es deuteriocloroformo, DMSO-d6
es hexadeuteriodimetilsulféxido, y CDsOD es tetradeuteriometanol. Los despiaza-
mientos quimicos se registran en partes por millén (8) a partir del estandar interno
tetrametilsilano. Las abreviaturas para los datos de NMR son como sigue: s = single-
te, d = doblete, t = triplete, q = quartete, m = multiplete, dd = doblete de dobletes, dt =
doblete de tripletes, app = aparente, br = ancho. J indica la constante de acopla-
miento de NMR medida en hertz. Los espectros de infrarrojos de onda continua (IR)
se registraron en un espectrofotometro de infrarrojos Perkin-Eimer 683, y los espec-
tros de infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) se registraron en un espectro-
fotometro de infrarrojos Nicolet Impact 400 D. Los espectros IR y FTIR se registraron
en el modo de transmision, y las posiciones de las bandas se registraron en longitu-
des de onda inversas (cm™). Los espectros de masas se determinaron en los instru-
mentos VG 70 FE, PE Syx API lil, o VG ZAB HF, usando técnicas de bombardeo de
atomos rapidos (FAB) o de ionizacién por electropulverizacion (ES). Se obtuvieron
andlisis elementales usando un analizador elemental Perkin-Elmer 240C. Los puntos
de fusion se determinaron en un aparato de puntos de fusién de Thomas-Hoover y
estan sin corregir. Todas las temepraturas se registran en grados Celsius.

Para cromatografia en capa fina se utilizaron placas de cromatografia en capa
fina Analtech Silica Gel GF y E. Merck Silica Gel 60 F-254. Tanto la cromatografia
rapida como la cromatografia por gravedad, se llevaron a cabo en gel de silice, E.,
Merck Kieselgel 60 (230-400 mallas). La cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) analitica y preparativa se realizd en cromatégrafos Rainin o Beckman. ODS
significa un soporte cromatografico de gel de silice derivatizado con octadecilsililo. 5 u
Apex-ODS indica un soporte cromatografico de gel de silice derivatizado con octade-
cilsililo que tiene un tamano de particula nominal de 5 u, fabricado por Jones Chro-
matography, Littleton, Colorado. YMC ODS-AQ® es un soporte cromatografico ODS y
es una marca registrada de YMC Co. Ltd., Kyoto, Japan. PRP-1® es un soporte cro-
matografico polimérico (estireno-divinilbenceno), y es una marca registrada de Ha-
milton Co., Reno, Nevada). Celite® es una ayuda filtrante compuesta de tierra de
diatomeas lavada con acido, y es una marca registrada de Manville Corp., Denver,

Colorado.
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Ejemplo 1
Hidrobromuro de bis[2-(4-fenil-5-metil)tiazolillamina
MS (ES) m/e 363,7 [M+H]"; 'H NMR (300 MHz, DMSO-d) & 7,74 (d, J=10 Hz,
4H), 7,52 (t, J=6 Hz, 4H), 7,39 (t, J=11 Hz, 2H).
Ejemplo 2
Dihidrobromuro de bis[2-(4-(2-piriditiazoliljamina
MS (ES) m/e 337,7 [M+H]"; '"H NMR (300 MHz, DMSO-d) & 8,71 (d, J=3 Hz,
2H), 8,23 (m, 4H), 8,05 (s, 2H), 7,59 (t, J=6 Hz, 2H).
Ejemplo 3
Bis-trifluoroacetato de bis[2-(4-(3-piridil)tiazoliljlamina
MS (ES) m/e 337,7 [M+H]"; "H NMR (300 MHz, DMSO-d) 8 9,33 (s, 2H), 9,04
(d, =10 Hz, 2H), 8,75 (d, J=5 Hz, 2H), 8,08 (t, J=11 Hz, 2H), 7,88 (s, 2H).
Eiemplo 4
Dihidrobromuro de N,N-bis(5(3.4-diclorofenil)-2-tiazolilamina
'H NMR (300 MHz, DMSO-d) & 8,33 (s, 1H), 8,18 (s, 2H), 7,94 (d, J=8,2 Hz,
2H), 7,82 (s, 2H), 7,73 (d, J=8,2 Hz, 2H).
Eiemplo §
Dihidrobromuro de 1,3-bis[4-(3-piridil)-2-tiazolilaminolbenceno
MS (ES) m/e 428,8 [M+H]" 'H NMR (300 MHz, DMSO-d) § 10,44 (s, 2H), 9,17
(d, J=1,7 Hz, 2H), 8,47 (dd, J=1,7-4,7 Hz, 2H), 8,23-8,29 (m, 4H), 7,56 (s, 2H), 7,39
(dd, J=5,0, 8,0 Hz), 7,32 (s, 2H).
Se pueden preparar formulaciones para uso farmacéutico que incorporan los

compuestos de la presente invencion, en diferentes formas y con numerosos exci-

pientes. Ejemplos de tales formulaciones se dan a continuacion:
i Ejemplo 6

N

Formulacion inhalante:-

Un cor\r\i‘bdé's'to de la férmula (1), (1 mg a 100 mg) se convierte en aerosol des-

e,

de un inhalador con dosis medidas para administrar la cantidad deseada de farmaco

para cada uso.

Ejemplo 7
Formulacién en comprimidos:
Comprimidos/Ingredientes Por comprimido
1. Ingrediente activo ............c...ccccevenienne 40 mg

(compuesto de la férmula (I)
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2. Almidonde maiz ........ccoooeeeeei, 20 mg
3. Acido alginico ......c.ooveveeieeieeeree, 20 mg
4. Alginatode sodio ... 20 mg
5. Estearato de magnesio ...................... 1,3 mg

Procedimiento para ia formulacién en comprimidos:

Se mezclan los ingredientes 1, 2, 3 y 4 en un mezclador adecuado. Se afnade
suficiente agua en porciones a la mezcla, mezclando con cuidado después de cada
adicion hasta que la masa tenga una consistencia que permita su conversion en gra-
nulos humedos. La masa humeda se convierte en granulos pasandofa a través de un
granulador oscilante usando un tamiz de malla No. 8 (2,38 mm). Los granulos hume-
dos se secan entonces a una temperatura de 60 °C hasta desecacion. Los granulos
secos se lubrifican con el ingrediente No. 5, y los granulos lubrificados se comprimen
en una maquina de comprimir adecuada.

Ejemplo 8
Formulacién parenteral:

Una composicion farmacéutica para administracion parenteral se prepara di-
solviendo una cantidad apropiada de un compuesto de la férmula () en polietilenglicol
con calentamiento. Esta solucidn se diluye entonces con agua para inyeccion (hasta
100 mi). La solucién se esteriliza entonces por filtraciéon a través de un filtro de mem-
brana de 0,22 micrones y se llena en envases estériles herméticos.

Todas las publicaciones, incluyendo pero sin limitarse a ellas, las patentes y
solicitudes de patentes, citadas en esta memoria descriptiva, se incorporan aqui co-
mo referencia como si cada publicacion individual estuviera especifica e individual-

mente indicada a ser incorporada como referencia, como si estuviera totaimente pu-

blicada. ﬁ —

— b
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bis[2-(4-(2-piridil)tiazolillamina,
bis[2-[4-(3-piridil)tiazolil)amina,
N,N-bis(5(3,4-diclorofenil)-2-tiazolil)amina,
N,N-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolil)amina,
1,4-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolilamino)benceno,
1,3-bis[4-(3-piridil)-2-tiazolilamino]benceno,
1,4-bis[4-fluorofenil—2-tiazoIilamino]bencené; y
1,4-bis(4-(4-metoxifenil)-2-tiazolilamino)benceno.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 2, seleccionado del grupo constituido
por:
bis[2-(4-fenil-5-metil)tiazoliljamina,
1,4-bis(4-(4-metoxifenil)-2-tiazolilamino)benceno,
N,N-bis(4-(4'- bifenil)-2-tiazolil)amina,
1,4-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolilamino)benceno,
1,4-bis[4-fluorofenil-2-tiazolilamino]benceno,
bis[2-(4-(2-piridil)tiazoliljamina y
bis[2-[4-(3-piridil)tiazolil)amina.

4. Un compuesto segun la reivindicacion 3, seleccionado del grupo constituido
por:
bis[2-(4-fenil-5-metil)tiazolillamina,
1,4-bis(4-(4-metoxifenil)-2-tiazolilamino)benceno,
N,N-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolil)amina, e
hidrobromuro de 1,4-bis(4-(4'-bifenil)-2-tiazolilamino)benceno.
(f 5. Un método para antagonizar al receptor de la myt1-quinasa, que compren-
de administrar a un sujeto que lo necesite, una cantidad efectiva de un compuesto
segun la reivindicacion 1.

Q 6. Un método para tratar una enfermedad o un trastomo seleccionado del gru-
po constituido por leucemias, canceres de tumor solido, metastasis, canceres de teji-
do blando, céncer de cerebro, cancer de eso6fago, cancer de estébmago, cancer de
pancreas, cancer de higado, cancer de pulmén, cancer de vejiga, cancer de huesos,
cancer de prostata, cancer de ovarios, cancer cervical, cancer de utero, cancer de
testiculos, cancer de rifién, cancer de cabeza y cancer de cuello, enfermedades in-
flamatorias proliferativas crénicas, enfermedades cardiovasculares proliferativas,

trastornos oculares proliferativos y enfermedades hiperproliferativas benignas, que

comprende administrar a un sujeto que lo necesite, una cantidad efectiva de un com;)

[N
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puesto/{segun la reivindicacion 1.
[7. Un método segun la reivindicacion 6, en el que la enfermedad o trastorno

tratado se selecciona del grupo constituido por psoriasis, artritis reumatoide, retinopa-

tia diabética y hemangiomas. N
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ESUMEN DE LA DESCRIPCION
Se proporcionan nuevos antagonistas del receptor de la myt-quinasa y méto-

dos para su uso.
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EXTRACTO PARA PUBLICACION
' SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

DELEGATURA PROPIEDAD INDUSTRIAL

I (21) No. SOLICITUD: (61) INT. CL.

(22) FECHA DE

PRESENTACION: (71) SOLICITANTE:
= SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION
(30) PRIORIDAD: '
(31) No. DE SOLICITUD: T (72) INVENTOR/ES:
Maria A. LAGO

(32) FECHA DE

PRESENTACION:

' (33) PAIS: (74) APODERADO:

(54) TITULO: INHIBIDORES DE LA MYTl- QUINASA .

. (57) RESUMEN:

1. Un compuesto de acuerdo con la férmula (I), que se indica a continuacion:

S N Ar

X

Formula (1)
donde A representa un enlace covalente, o un anillo de aril-amina disustituido en 1,2,
1,3 0 1,4, seleccionado del grupo constituido por:

o ~
N
]

(R)

S8t

(R),
N_
a Y
N_._.

(R),

donde

R se selecciona independientemente del grupo constituido por H, OMe, Cl, Br, F, NO;
y CN;



n es un numero entero de 1 a 4;

cada X se selecciona independientemente del grupo constituido por H, Br, CHs, NOg,
CN, y NR{Ry;
cada Ar es independientemente fenilo opcionalmente sustituido o un anillo heteroci-

clico de 5 o 6 miembros, opcionalmente sustituido, que comprende uno o mas hete-
roatomos seleccionados entre N, O y S;

y

R1y Rz son, independientemente, hidrégeno o alquilo C4.4, ramificado o ciclico, que
contiene opcionalmente O o N.

6. Un método para tratar una enfermedad o un trastomo seleccionado del gru-
po constituido por leucemias, canceres de tumor sélido, metastasis, canceres de teji-
do blando, cancer de cerebro, cancer de eséfago, cancer de estomago, cancer de
pancreas, cancer de higado, cancer de pulmoén, cancer de vejiga, cancer de huesos,
cancer de préstata, cancer de ovarios, cancer cervical, cancer de Gtero, cancer de
testiculos, cancer de rifidn, cancer de cabeza y cancer de cuelio, enfermedades in-
flamatorias proliferativas cronicas, enfermedades cardiovasculares proliferativas,
trastomos oculares proliferativos y enfermedades hiperproliferativas benignas, que
comprende administrar a un sujeto que lo necesite, una cantidad efectiva de un com-
puesto segun la reivindicacion 1.
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.  j S 1
- ‘ - SI[vINO[] Contiene 1a descripcién clara y completa de la invencién (Art. 13-c). P

SI[/]NO[]  Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del l
o Dto. 117 del 94). » r‘

Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el >
~ Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

ST [vIno[] Contiene una o més reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
o - parala cual se solicita la proteccién mediante la patente (Art.13-d).

s1[ JNO [#]  Contiens el extracto de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 del Dto. 117 /94,

ST []Ng[,/] Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal ¢) del
S : , articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94, |

o Contlene latar]eta del Archivo Temético [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c jlmto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

Contlene la tarjeta del Archwo de Propietarios [formato P-105] en forma
correcta (Art 14 -¢ Jlmm con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

%
CUMPLE LOS REQ[MITOS TECNICOS }

OBSERVAI QNES Y OTROS: SI [./] NO [] ver hoja(s) anexa(s)

~F1 titulo debe estar acorde con el capitulo remmhcatormy descn[mvo, el cual se refiere a |
derivados de his tiazol- |

*Debe adjuntar los artes finales, las tar]etas de k!s ardiws tenﬁt:co vy propietarios debidamente |
madas, Junto con el extracto para ;mlu:m

é’iBogofé, D.C., 19 de junio ‘;33 2000
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= SUPERINTENDENCIA |
¢, DE INDUSTRIA |
Y COMERCIO /?)

o

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXPEDIENTE 2000-34349 120
auTO1S73 2000 008

 DISPONE

LO PRIMERO -—n v"i"[personeria al doctor GERMAN CASTILLO GRAU como
rado de la Sociedad solicitante, en Ios términos y para los efectos del poder
ido.

"ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisién 344 de la \
Comision del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de ftreinta (30) dfas habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente

respuesta a las cbservacnones ; plemente los antecedentes sefialados en el examen
de farma : 5 hauta

ARTICULO TERCERO Natlﬁcar por estada el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la vta gubernativa

NOTIFIQUESEYCUMPLASE 0407 0

S CREACIONES,

~ ALIX CARMENZA'CESPEDES DE VERGEL

~ NOTIFICADO POR EST

Sahtafé de Bogota D.

. ;8 UL m:;tlﬂcado por anotacion en estado de esta misma
fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO Sl NO

|
VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10° |
202022 Conmutador 334 1221-2-3-4 |
Fax 281 3125 :

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia &



