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METHODS OF TREATING THALASSEMIA

RELATED APPLICATIONS

[0001]  This application claims priority to U.S.S.N. 61/056,233 filed August 5, 2008, hereby

incarporated by reference in its entirety.

BACKGROUND

[0002] Thalassemia and sickle cell anemia are genetic blood disorders that cause the
formation of abnormal hemoglobin noleculzs, cesulting in low red blaod cell count.
Hemoglobin consicts of two different proteins, alpha and beta. If the bady dees not produce
enough of either of these two proteins, red blood cells do not form properly and cannat carry

sufficient oxygen.

[0003] Beta-thalassemia, one of the maost common congenital anemias, arises from partial or
complete lacl: of beta-globin synthesis. In both moderate and severz forms of the diszase,
sometimes referred to as Cooley’s disease, patients may require regular blood transfusions ta
sustainn life, Because there is no natural way for the body to eliminate iron in thalassemia
patients, ivon in the transfused blood cells builds vp in a condition Inmown as iron overload and
becomes toxic to tissues and organs, particularly the liver and heart.  As a consequance,

patients are ofien required to undergo iron chelation therapy.

[0004] Comimon symptems of thalassemia include an enlarged spleen or splenomegaly,
caused by buildup of malformed red blood cells within the bady. The spleen worl:s to filter out
these unhealthy cells in order to prc&ect the body from harm, but, in a patiznt with thalassamia,
the spleen eventally becomes enlarged and is commonly surgically removed in ardar (o
prevent a potentially fatal burst. Unfortunately, after the spleen is removed, patients are at a
much greater risl: for strole and infections,  Further, remaval of the spleen can cause an
increase in life-thrzatening bload clots. After a splenectomy, patients are immunocomproniised,

and are typically placed on lifelong prophylactic oral antibictics.

g
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[0005] The biological mechanism driving ineffective erythropoiesis, or ineffective
production of red bload cells has not been completely understood. Accordingly, there is a need
to understand these mechanisms and develop compounds vseful as modulators of ana or more
of these processes for the treatment and/or management of genatic blood dizarders such as

thalassemia.

SUMMARY

[0006] Provided herein are methads of treating and/or managing genetic blood disorders
such as thalassemia and sicllde cell anemia by a Jal:2 inhibitor. Such Jak2 inhibitors include
those compounds disclosed herein,  Exemplary methods include treatment of thalassemia

minor, thalassemia intermedia, and thalazsemia major vsing Jal:2 inhibitors.

[0007] In an embodiment, & method of (reating, ameliorating, or delaying at least one
symptom of a genetic blood disorder in a patient in need thereof is provided, comprising
administering a therapeuntically effective amount of a Jak2 inhibitor and/or a compound
provided herein, for example, a compound represented by formula I, defined below,  For
example, the genetic blood disorder may be thalassemia, e.8., beta- thalassemia, In certain
embodiments, methods for delaying at least one symptom of a genetic blood disorder 1s

provided in a patient in need thereaf, wherein the symptom is an enlarged spleen.

[0008]  For example, a methaod of reducing an enlarged spleen in a patient suffering from
thalassemia, is provided, comprising administering a therapeuntically effective amount of a Jal2
inhibitor, A method of preventing or reducing iron overload in a patient suffering from
thalassemis, i3 alsa provided, comprising administering a therapeutically effective amount of a

Jak?2 inhibitor.

DESCRIFTION OF DRAWINGS

[0009]  Figure 1 depicts levels of hc—mc-lytic markers (A) bilirubin and (B) LDH (N >6 per
Genotype), (C) Epo levels in arice 2-months post-BMT and (D) Epo and Hb levels in mice up
to 1 year of age. In (C), a non-parametric t-test was used for statisticalalmlysis; N=>3 per
genotype; p=0.0370 (*) and p=0.0008 (**¥), respectively, for th3/+ and th3/th3 mice compared
to wildeype animals, th3/+ and th3/th3 mice ar= indicated respectively as +/- and -/-. Epa levels

were measured in random mice up 1 year of age or 1 year post-BMT in wildtype (zquares,

5



10

25

WO 2010/017122 ‘ PCT/US2009/052544

-3-

n=17) and th3/+ (triangles, n=18) mice. Pearson’s 1 tzst was used to determine thz degree of
linear assaciation or the correlation coefficient between the Hb and Epo levels (wildtype, non

significant, p = 0.0867; th3/+, p = 0.0296).

[0010] Figure 2 depicts FACS analysis of (A) FACS analysic of CEFSE-treated cells co-
stained with antibodies to CD71 and Terll9. Erythraid cells from wt mice cultored in the
presence of colcemid or AG490 (dashed line) showed little difference from untreated cells.
Staining with 7-AAD, PI and Annexin-V excluded dead or apoptotic cells (n=4 per genotype).
After 42 hours, no further cell expansion was cobserved, instead there is a decline in <zl
mumber, indicating that these cells did not have an intrinsic selfsustaining ability to proliferate
under these tissue culture conditions; (B) FACS analysis of freshly purified erythroid cells
using an antibody that recognizes the phasphorylated form of Jal2 (arrow indicating ling). As a
control for the specificity of the antibody, the same cells were stained with the antibady after

preincubation with the competitor peptide (n=3 per genotype).

[0011] Figure 3 depicte resulting Hb and spleen analysis after animals were administered a
Jal2 inhibitor or placebo. Hb levels, spleen weight, age of theanimal and days of treatment are

indicated.

[0012] Figure 4 depicts spleen size of representative animals after administration of a Jal2

inhibitor or a placebo.

'DETAILED DESCRIPTION

[0013] The present disclosure stems in part from  ¢he Jdiscovery that ineffective
erythropaiesis (IE) in thalassewia is characterized by limited erythroid cell differentiation, and

that thalassemic cells arz associatzd with the expression of thz cell cycle promating gene Jal2,

[0014] Before further description of the present invention, certain terms employed in the
specification, examples and appended claims are collected here. These definitions should be
read in light of the remainder of the disclosure and understood as by a person of slill in the art.
Unless defined otherwise, all technical and scientific terms used herein have the same meaning

as commonly understood by a person of ordinary skill in the art.
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[0015] The teom “therapeutic effect” is art-recognized and refers to a local or systemic effect
in animals, particularly mammals, and more particularly humans cawnsed by a
pharmacologically active substance. The term thus means any substance intended for nse in the
diagnosis, cure, mitigation, treatment or prevention of disease or in the enhancement of
desirable physical or mental development and/or conditions in an animal or human. The phrase

“therapeutically-effective amount” means that amount of such a substance that produces some
desired local or systemic effect at 2 reasonable benefit/risl: ratio applicable to any treatment.
The therapeutically effective amount of such substance will vary depending vpon the subject
and disease condition being treated, the weight and age of the subject, the severity of the
disease condition, the manner of administration and the like, which can readily be dztermined
by one of ordinary skill in the art. For example, certain compositions of the present invention
may be administered in a sufficient amount to produce a at a reasonable benefit/risk ratio

applicable to such treatment.

[0016] A “patient,” “subject” or “host” to be treated by the subject method may mean either

a human or non-human animal.

0017 The term “trzating” is art-recognized and refers to curing as well as ameliorating at
o =) = S

least one symptom of any condition or disease

[0018]  The term “alkyl” is art-recognized, and includes saturated aliphatic groups, including
straight-chain allzyl groups, branched-chain all:yl groups, cycloallyl (alicycelic) groups, allzyl
substituted cycloallzyl groups, and cycloallzyl substituted allzyl groups. In certain embodiments,
a straight chain or branched chain allzyl has about 30 or fewar carbon atoms in its backbone
(e.g., C1-Cso for straight chain, C3-Csp fior branched chain), and alternatively, about 20 or fewer,
e.g. front 1 to 6 caubons, Lilewise, cycloalkyls have from about 3 to abont 10 carbon atoms in
their ring structure, and alternativaly about 5, € or 7 catbons in the ring structuré, The term

“alkyl” is also defined to include halosubstituted alkyls.

[0019] Moreover, the term “alloyl” (or “lower allzyl”) includes “substituted alliyls”, which
refers to all:yl moietizs having substitments replacing a hydrogen on one or maore carbans of the
hydrocarbon bacl:bone, Such substituents may include, for example, a hydroxyl, a carbonyl
(such as a carboxyl, an alkoxycarbonyl, a formyl, or an acyl), a thiocarbonyl (such as a

thicester, a thicacetate, or a thioformate), an alloxyl, a phasphoryl, a phosphonate, a
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phasphinate, an amino, an amide, an amidine, an imine, a cyano, a nitro, an azido, a sulfhydryl,
an allzylthio, a sulfate, a sulfonate, a sulfamoyl, a sulfonamido, a sulfonyl, a heterocyclyl, an
arallzyl, or an aromatic or heteroaromatic moizty. It will be understood by thase slilled in the
art that the moizties substituted on the hydrocarbon chain may themselves be substituted, if
appropriate. For instance, the substituents of a substituted all:yl may include substituted and
unsubstituted forms of aming, azida, imino, amida, phosphoryl (including phosphonate and
phasphinate), sulfonyl (including sulfate, sulfonamideo, sulfamoyl and sulfonate), and silyl
groups, as well ag ethers, allzylthios, carbonyls (including Iretones, aldehydes, carboxylates, and
esters), -CN and the lile. Exemplary substituied allcyls are describad below, Cycloallzyls may
be further substituted with allyls, allenyls, allzoxys, all:ylthios, aminoallyls, carbonyl-

substituted alkyls, -CN, and the like.

[0020]  The term “aralkyl” is art-recognized and refers to an allzyl group substituted with an

aryl group (e.g., an arematic or hetercaromatic group).

[0021] The terms “allienyl” and “allzynyl” are art-recognized and refer to unsaturated
aliphatic grovps analagous in length and possible substitution to the allzyls describied abave, but
that contain at least one double or triple bond respectively. The term “alkylene” refers to an
organic radical formed from an unsaturated aliphatic hydracarbon; “allzenylene” denotes an

acyclic carbon chain which includes a catbon-to-carbon daouble bond.

[0022]  Unless the number of carbons i3 otherwise specified, “lower allzyl” refers to an allyl
aroup, as defined abave, but having from one (o about ten carbons, alternatively from one to
about six cartbon atoms in its backbone structure,  Liliewise, “lower allzenyl” and “lower

alkynyl” have similar chain lengths.

[0023]  The term “hetercatom” i3 art-recognized and refers to an atom of any element other
than carbon or hydrogen.  Iustrative heterocatoms  include  baron, nitrogen, oxygen,

phaosphorus, sulfur and selenium.

[0024] The term “aryl” is art-recognized and refers to 5-, 6- and 7-membered single-ring
aromatic groups that may include from zero to foor heteroatoms, for example, benzene, pyrrole,
furan, thiophene, imidazole, axazole, thiazole, aiazole, pyrazole, pyridine, pyrazine, pyridazine

and pyrimidine, and the lilzz. Thase aryl groups having hetzroatoms in the ring structura may
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also be referred to as “heteroaryl” or “heteroaromatics.” The aromatic ring may be substituted
at one or more ring positions with such substituents as described above, for example, halozen,
azide, allzyl, aralkyl, allenyl, allynyl, cycloalkyl, hydroxyl, allzoxyl, aming, nitro, sulfhydryl,
imino, amido, phosphonate, phosphinate, carbonyl, carboxyl, silyl, ether, allzylthio, sulfonyl,
sulfonamido, ketone, aldehyde, ester, heterocyclyl, aromatic or heteroaromatic maieties, -CF3,
-CN, or the lile. The term “aryl” also includes palycyelic ring systems having two or more
cyclic rings in which two or more carbons are common (o two adjoining rings (the rings arz
“fused ringz”) wheiein at least one of the rings is aromatic, e.g., the other cyclic rings may be

cycloallzyls, cycloallenyls, cycloallzynyls, aryls and/or heterocyclyls.

[0025]  The terms ortho, meta and para are art-recognized and refer to 1,2-, 1,3- and 1,4-
disubstituted benzenes, 1espectively. For example, the names 1,2-dimethylbenzene and ortho-

dimethylbenzene are synonymous.

[0026] The terms “heterocyclyl” or “heterocyclic group” are art-recognized and refer to 3-
to about 10-membered 1ing structmes, altematively 3- to about 7-membered rings, whose ring
structures include one (o four heteroatoms, Heterocycles may alsa be polycycles. Heterocyclyl
groups include, for example, thiophene, thianthrene, furan, pyran, isobznzofuran, chromene,
xanthene, phenoxanthene, pyrrole, imidazole, pyrazole, isothiazole, isoxazole, pyridine,
pyrazine, pyrimidine, pyridazine, indolizine, iscindole, indole, indazole, purine, quinolizine,
isoquinoline, guinoline, phthalazine, naphthyridine, quinoxaline, quinazaline, cinnoline,
pteridine, carbazaole, carboline, phenanthridine, acridine, pyrimidine, phenanthroline,
phenazing, phenarsazine, phenothiazing, furazan, phenoxazine, pyrroliding, oxolane, thiolane,
oxazole, piperiding, piperazine, morpheling, lactones, lactams such as acetidinones and
pyrrolidinenes, sultams, sultones, and the lile. The heterocyclic ring may be substituted at one
or more positions with such substitments as described above, as for example, halogen, alkyl,
arallzyl, allzenyl, allynyl, cycleallzyl, hydeoxyl, amino, nitro, sulfhydryl, imine, amido,
phosphonate,  phosphinate, carbonyl, carboxyl, silyl, cther, alkylthio, sulfonyl, ketone,

aldehyde, ester, a hetzrocyclyl, an aromatic or hetzroaromatic moiety, -CF3, -CN, or the like

[0027] The term “carbocycle” is art-recognized and refers to an aromatic or non-aromatic

ring in which each atom of the ring is carbon.
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[0028]  The term “nitea” is art-recognized and refers to -NOQg; the term “halogen” is art-
recognized and refers to -F, -Cl, -Br or -I; the term “sulfliydryl” is art-recognized and refers to -
SH; the term “hydroxyl” means -OH; and the term “sulfonyl” is art-recognized and refers to -

SO2.

[0029] The terms “amine” and “amino” are art-recognized and refer to both unsubstituted

and substituted amines, €.g., a moiety that may be represented by the general formulas:

RS0 ‘I‘SO
+
—N —N—RS3
\ |
R51 R52

wherein R50, R51 and R52 each indepandently represent a hydirogen, an allzyl, an allenyl, -
(CH2)m-R61, or RS0 and R51, talzen together with the N aiom (0 which they are attached
complete a heterocycle having from 4 (o 8 atoms in the ring stmcture; RO1 represents an aryl, a
cycloallzyl, a cycloallzenyl, a heterc'c;‘yc]c-. or a palycycle; and nis zera or an integer in the range
of 1 to £, In certain embodiments, only one of RS0 or RS1 may be a carbonyl, €.3., R50, RS1
and the nitrogen together do not form an imide. In other embodiments, RS0 and RST (and
optionally R52) each independently represent a hydrogen, an allzyl, an allzenyl, or -(CH2)m-
R61. Thus, the term “allzylamine” includes an amine gromp, as defined above, having a
substituted or unsubstitmted allzyl attached thereto, i.c., at least cne of R50 and R51 is an allzyl

group.

[0030]  The term “araido” is art recognized as an amino-substituted carbonyl and includes a

moiety that may be represented by the general formula:
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R50
wherein R50 and RS51 are as defined above., Certain ambaodiments of the amide in the present

invention will not include imides which may be unstable.

[0031] The term “acylamine” is art-recognized and refers to a moiety that may be represented

by the general formula:

N ” R54

R50

[0032]  wherein RS0 is as defined above, and RS54 represents a hydrogen, an allyl, an

allzenyl or -(CHy)m-R61, where m and R61 are as defined above.

[0033]  The term “allzylthica” vefers o an alkyl group, as defined abave, having a sulfor
radical attached thereto, In certain embaodiments, the “allylthio” maiety is représented by one
of -S-all:yl, -S-allzenyl, -S-allzynyl, and -S-(CH2)m-R61, wherein m and R61 are defined

above, Representative alkylthio gronps include meihylthio, ethyl thia, and the lilze.

[0034]  The term “carbonyl” is art recognized and includes snch moieties as may be

represented by the general formulas:

0]
RS )]\
~ X50 R56

X50



15

20

25

WO 2010/017122 PCT/US2009/052544

-9-

wherein X50 is a bond or represents an oxygen or a sulfur, and RS5 and R56 represents a
hydrogen, an alkyl, an all-enyl, -(CHz)n-R610r a pharmaceutically acceptable salt, RS6
represents a hydrogen, an allzyl, an all:enyl or -(CH)p-R61, where m and R61 are defined
above. Where X50 is an oxygen and RSS or R56 is not hydragen, the formula represents an
“ester”. Where M50 is an oxygen, and RS55 is as defined above, the maiety 15 referred (o herein
as a carboxyl group, and particularly when RS55 is a hydrogen, the formula represents a
“carbaccylic acid”. Where X50 is an oxygen, and RS6 is hydrogen, the formula reprecents a
“formate”, In general, where the oxygen atom of the above formula is replaced by sulfur, the
formula represents a “thiclcarbonyl” group, Where X50 i3 a sulfur and R55 or R56 is nat
hydrogen, the formula represents a “thiclester.” Where X50 iz a sulfur and RSS is hydrogen,
the formula represents a “thiclcarbaxylic acid.” Where X50 is a sulfur and R56 is hydrogen,
the formula rzpresents a “thi-:rlf@l‘ﬁ]ﬁt@.” On the other hand, where X50 is a bond, and R55 is
not hydragen, the above formula represents a “ketone” group, Where X350 is a bond, and R55

is hydrogen, the above formula represents an “aldehyde” group.,

[0035] The definition of each expression, e.z. alkyl, im, 1, and the lilze, when it accurs more

than once in any structure, is intended o bz independent of its definition elsewhere in the same

structure.

[0036] Certain compounds contaiined in compasitions of the present invention may exist in
particular geometiic or sterecisomeric forms. In addition, polymears of the present invention
may also be optically active. The present invention conteniplates all such compounds,
including cis- and (rans-isomers, R- and S-znantiomers, diastereomers, (0)-isomers, (L)-
isomers, the racemic mixtures thereof, and other mixtures thereof, as falling within the scope of
the invention., Additional asymmetric carbon atoms may be present in a substituent such as an
alkyl group. All such isomers, as wzll as mixtures thereof, are intended ta be included in this

invention.

[0037] If, for instance, a particular enantiomar of compound of the present invention i3
dasirad, it may ba prepared by asymmetric synthesis, or by derivation with a chiral auxiliary,
whers tha resulting diasterecomeric mixture is separated and the auxiliary group cleaved to
provide the pure desired cnantiomers. Altematively, where the molecule cantains a basic

functional group, such as amine, ar an acidic functional group, such as carbaxyl,
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diastereomeric salts are formed with an appropriate optically-active acid or base, followed by
resolution of the diastereomers thus formad by fractional erystallization or chromatagraphic

means well known in the art, and subsequent recovery f the pure enantiomers.

[003S] It will be understood that “substitution” or “substituted with” includes the implicit
5 proviso that such substitution is in accordance with permitted valence of the substituted atom

and the substituent, and that the substitution results in a stable compound, &.3., which does not

spontaneously undergo transformation such as by reartangement, cyclization, slimination, or

other reaction,

[0039]  The tenn “substituted” is also contemplated (o include all permissible substituents of

10 organic compounds, In a broad aspect, the permissible substituznts include acyclic and cyclic,
branched and unbranched, carbocyclic and heteracyclic, armmatic and nonaromatic substituents
of arganic compounds. Tlustrative substitnents include, for example, those described herein
above. The permissible substituents may be ane or more and the same or different for
appropriate organic compounds. For parposes of this invention, the heteroatoms such as

15  nitrogen may have hydrogen substituents and/or any permissible substituents of arganic
compounds described herein which satisfy the valences of the heteroatoms. This invention is

not intended to be limited in any manner by the permissible substituents of organic compounds.

[0040]  Fuor purposes of this invention, the chemical elements are identifiad in accordance

with the Periodic Tablz of the Elements, CAS version, Handbook of Chemisiry and Physics,

- 20 670 Ed., 1936-87, inzide cover. Also for purposes of this invention, the term “hydrocarben” is
contemplated (o include all permissible compounds having at least onz hydrogen and one
carbon atom. In a broad aspect, the permissiblz hydracarbons include acyclic and cyclic,
branched and unbranched, carbocyclic and hetzrocyclic, aromatic and nonaromatic arganic

compounds that may be substitutzd or unsubstituted.

2
N

[0041]  The term “pharmaceutically-acceptable salts” is art-recognized and refers to the
relatively non-toxic, inorganic and organic acid addition salts of compounds, including, for

example, those contained in compasitions of the present invention.
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[0042] The term “pharmaceutically acceptable carrier” is art-recognized and refars to a
pharmaceutically-acceptable material, composition or vehicle, such as a liquid or solid filler,
diluent, excipient, solvent or encapsalating material, involved in carrying or transparting any
subject campasition ar component thereof from one organ, or portion of the bady, to anather
argan, or portion of the body. Each carrier must be “acceptable” in the sense of being
compatible with the subject compasition and its camponents and nat injuricons to the patient.
Some examples of materials which may serve as phanmaceuntically acceptable carriers include:
(1) sugars, such as lactase, glucase and sucrose; (2) starches, such as corn starch and patato
starch; (3) cellulose, and its derivatives, such as sodivm cabaoxymethyl cellulose, ethyl
cellulose and cellulose acetate; (4) powdered tragacanth; (5) malt; (5) gelating (7) tale; (2)
excipients, such as cocoa butter and suppository waxes; (9) oils, such as peanut wil, cottonseed
nil, safflower il sesame oil, olive ail, corn oil and soybean oil; (10) glycols, such as propylene
alycol; (11) polyals, such as glycerin, sorbitol, mannitol and polysthylene glycol; (12) esters,
such as ethyl oleate and ethyl laurate; (13) agar; (14) buffering agents, such as magnesium
hydroxide and aluminum hydroxide; (15) alginic acid; (16) pyragen-fres water; (17) isotonic
saline; (18) Ringer’s solution; (19) ethyl alcohol; (20) phosphate buffer solutions; and (21)

other non-toxic compatible substances employed in pharmaceutical formulations.
Methods

[0043] Methods of treating and/or ameloriating genstic bload disorders, such as thalassemia
or sickle cell anemia, or delaying ar ameliorating at least cne symptom thereof, are
contemplated herein, comprising adhlinistering to a patient in need therzof an effective amount
of a Jal:2 inhibitor, such as a small moleculz Jal:2 inhibitor (e.3. a Jal:2 iphibitor having a
maolecvlar weight (e.z. a free base molecular weight) of about 100 gz/mal to about700 g/mal, or
about 400 g/mol 2 about 600 g/meol. In sene embodiments, the Jak2 inhibitor is represented
by a compound of formula I, as provided Lerein. Exemplary symptoms of thalassemia include
enlarged spleen and/or anemia. Symptoms may also include excessive iron absorption, and
those resulting from ineffective erythropaiesis due to excessive iron absorption, including

osteaporosis, e.g. secondary osteoporosis.
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[0044] In an embodiment, a method is provided to ameloriate or delay an enlarged spleen in
a patient suffering from thalassemia, comprising administering a pharmaczutically effective
amount of a Jal-2 inhibitor, e.g. a compound of formula 1. For example, transfusion independent
beta-thalassemia intermedia patients, if affected by splenomegaly, may develop a nead for
blead transfusion therapy and may eventually underga a splenectomy. For example, patients
affectad by thalassmia intermedia and splenonmegaly may be treated temporarily with a Jal:2

inhibitor to reduce epleen size while also using blaad transfusion to prevent further anemia.

[0045]  In some embodiments, the spleen size of a patient suffering from thalassemia and
receiving a Jal2 inhibitor may be reduced by 109%, 209%, 30%, 409%, or even 50% or more as
compared to a patient with a similar'spleen size suffering from thalassemia and not raceiving a

Jak2 inhibitor.

[0046] Methads of treating, or amelioriating or delaying at least one symptom of genetic
blood disorders provided herein include methods divected to e.g., the treatment of sickle cell
disease, alpha-thalassemia, delta-thalasszmia, and bata-thalassemia. Contemplated treatments
herein include treatment of patients suffering from thalassemia minar, thalassemia intermedia,
thalassemia major (Cooley’s disease), e-beta thalassemia, and sickle beta thalassemia. An
exemplary method for reducing the frequency of chelation therapy in a patient,e.g., suffering

from thalessemia, that includes adiministering a disclosed compaound is pravided herein,

Compounds

[0047] Coniemplated herein, for use in the provided methads are Jal:2 inhibitors. In another
embodiment, compounds of formula I are contemplated for use in the provided methods, Such
compcunds may be, 2.g., Jak2 inhibitors. The componnds of formula I include those

represented by:
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I
wherein A is selected from the graup consisting of all:ylene (e.g. C;-Cg allzylene) or NR.
Q may be a monocylic ar bicyclic zﬁ'yl, or monocyclic or bicyclic heteroaryl, bonded to A
through a rving carbon, wherein Q may be optionally substituted by 1, 2, or 3 substituents each
independently selected from the group consisting of: halo, hydroxyl, cyana, amina, nitra, C;-Cg
allyl, C-Cg alkenyl, C;-Cg allzynyl, C 1-Cg allzamy, NRjRy’, amido, carbosyl, allianoyl,
alkoxycarbonyl, ureida, N-allzylsulphamayl, N-all:ylcarbamayl, carboxamide, sulphamoyl,
carbamoyl, heteroaryl, heteracycle, LNR 1~C(10)-NR’- phenyl, SO;NH-cycloallyl; SO;NH-
heterocycle, SOH, SO,-(C1-Celallyl, SOy-heterocycle, or C(0)-heteracycle, wherein the
heterocycle, phenyl or cyclaalliyl, for each occurence if any, may be optionally substituted by
C-Cg alkyl. Forexample, 0 may be aptionally substituted phenyl, naphthyl, quinaline,
benzothiophene, indole, or pyridine, In a particular embodiment, Q is phenyl, aptionally

substituted by one N-iert-butyl sulfonamide.

]

[004S] R, and Ry’, independently, for ach accurrence, can be selected from H ar Ci-Cg
alkyl, e.g. may be methyl, or ethyi. |
[0049] R;is H, cyano, or C)-Cg allyl, for example, methyl, ethyl, isopropyl, n-propyl, etc.

In a particular embodiment, Rs is methyl.

[0050] B is N or CRy, wherein R; is selecied from the group consisting of H, halo, C-Cs

allzyl, C;-Cy alkoxy; or alloxycarbonyl.

[0051] Y can be selectad from the group consisting of: a bond, —O-alkylene; -SO;-, SO;-
NR;-all:ylene-, -0-, all-ylene, and —C(0)-, wherein R, is defined above. In a particular
embodiment, Y is an optionally substituted methylene, In another embodiment, Y is —0-CH;-

CHs-.
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[0052]  Rjis selected from the group consisting of H, halo, hydraxyl, and R., wherein Ry 15 &
menocyclic heterocycle or hetzeroaryl bonded to Y through a ring carban or hetzroaton, and
wherein Ry is optionally substituted by 1, 2, or 3 substituents each independently selected from
the group consisting of halo, hydroxyl, cyano, amina, nitro, C;-Cy allyl, carbaxyl, allzanayl, or
allzoxycarbonyl, In certain embodiments, Ry is selzcted from the group consisting of
pyreolidyl, piperazinyl, morpholinyl, or piperdinyl, tetrazole, imidazale, triazole, pyrazole, or

pyridinyl.

~

[0053]  For each accurrence, if any, in formula I, C)-Cg alkyl, C;-C allenyl, C-Cg alkynyl,

C1-Ceallzoxy or allzylene (e.2. C-C; alkylene) can be optionally substituted one, twa, three or
y y pas ¥ ! y

more times by halo, amino, hydroxyl, or eyano, Contemplated herein arz also pharmacentically

acceptable salts or N-axide thersof of compounds of Formula 1.

[0054] In certain emibodiments, Q can be represented by:

A

wherein Rg, R7, and R are, independently, for each occurrence, selected from the
group comsisting of: H, halo, hydroxyl, cyana, aming, nitro, C,-Cg allzyl, C)-Cg allzoxy, amido,
carboxyl, allzanoyl, allzoxycarbonyl, N-allzylsulphamoyl, N-all:ylcarbameayl, carboxamide,

sulphamaoyl, carbamoyl, SOzH, and SO,-(C)-Ces)alkyl.

[0055] Exemplary compounds contemplated for use in the methads provided herein include

the following, or the pharmaceutically acceptable salts and/or N-oxides thereaof:
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,and

[0056] Compounds pravided herein for use in the claimed methads include those
compounds represented by a first moiety chemically connected to a second maiety, or a
pharmaceutically acceptable salt or N-oxide thereof, wherzin the first maoiety is selected from

the group consisting of:
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The compounds of the invention may be Jal:2 inhibitors. An exemplary Jal2

[0058]

inhibitor is compaund A, which has the chemical structure:

or its pharmaceutically acceptable salts thereof.

In another embadiment, an exemplary compound for use with the contzmplated

5  [0039]

methads herein can be represented by:

or its pharmaceutically acceptable salts thereof.

[0060]  For example, ICsq values for compounds can be determined using e.g. a

-\

10 luminescence-basad Linase assay with recombinant JAIZ2. Such Jal:2 inhibition properties are

provided, for example, in U.S.S.N 11/5§8,658, filed October 25, 2006 and U.S.S.N. 11/796,717

filed April 26, 2007, both of which are incorporated by reference in their entirety.
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[0061] Compounds disclased hierein can be made using processes and procedures such as
those disclosed in U.S.S.N 11/533,63%, filed October 25, 2006 and T1.S.S.N. 11/796,717 filed

April 26, 2007, bath of which are incorporated by reference in their entirety.

Dosages

[0062] The dosage of any compaositions of the present invention will vary depending on the
symptaems, age and bady weight of the patient, the nature and severity of the disorder to be
treated or prevented, the route of administration, and the form of the subject composition. Any
of the subject formulations may be administered in a single dose or in divided doses. Dosages
for the compositions of the present invention may be readily determined by techniques known

to those of skill in the art or as tavght herein.

[0063] In certain embodiments, the dosage of the subject compounds will generally be in the
ranze of about 0.01 ng to about 10 3 per Iz bady weight, specifically in the range of about 1 ng

to about 0.1 g per Lg, and more specifically in the range of about 100 ng to about 10 mg per 1z,

[0064]  An effzctive dose or amount, and any possible affects on the timing of administration
of the formulation, may need to be identified for any particular compaosition of the present
invention, This may be accomplished by routine experiment as described herein, nsing onz or
more groups of animals (preferably at least 5 animals per group), ar in human trials if
appropriate. The effectiveness of any subject composition and method of treatment or
prevention may be assessed by administering the composition and assessing the effect of the
administration by measuring one or more applicable indices, and comparing the post-treatment

values of these indices to the values of the same indices prior to treatment.

[0065] The precise time of administration and amount of any particular subject composition
that will yield the most effective treatment in a given patient will depend upon the activity,
pharmacoldinetics, and bicavailability of a subject compasition, physiological condition of the
patient (including age, sex, disease type and stage, general physical condition, responsivene

to a ziven dosage and type of medication), ronte of administration, and the lilze. The guidelines
presented herein may be used (o optimize the treatment, ¢.g., determining the optimum time
and/or amount of administration, which will require no more than routine experimentation

consisting of menitoring the subject and adjusting the dosage and/or timing.

2
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[0066] While the subject is being treated, the health of the patiznt may be monitored by
measuring one or more of the relevant indices at pradetermined times during the treatment
period. Treatment, including compaosition, amounts, times of administration and formulation,
may be optiniized according to the resulis of such monitoring. The patient may be periodically
reevaluated to determine the zxtent of improvement by measuring the same parameters.
Adjustments o the amaunt(s) of subject compasition administered and poszibly to the time of

administration may be made based on these reevaluations.

[0067] Treatment may be initiated with smaller dosages which are less than the aptimum
dose of the compound. Thereafter, the dosage may be increased by small increments until the

optimuon therapeutic effect is attained.

[0068]  The use of the subject compasitions may raduce the required dosage for any
individual agent econtained in the compositions because the onset and duration of effect of the

different agents may be complimentary.

[0069]  Toxicity and therapeutic efficacy of subject compositions may be determined by
standard pharmaceutical pracedures in cell cultures or experimental animals, e.g., for

determining the LDS50 and the EDS0.

[0070] The data obtained from the cell cultwre assays and animal studies may be vsed in
formulating a range of dosage for use in humans. The dosage of any subject composition lies
praferably within a range of circulating concentrations that include the ED50 with little or no
toxicity. The dosage may vary within this range depending upon the dosage form employed
and the 1oute of administration utilized. For compasitions of the present invention, the

therapeutically effective dose may be estimated initially from cell culture assays.

Formulations

[0071]  The compositions of the present invention may be administered by various means,

depending on their intended use, as is well Imown in the art. For example, if compositions of

the present invention are (o be administered orally, they may be formulated as tablets, capsules,
‘

granulzs, powders or syrups. Alternatively, formulations of the present invention may be

administered parenterally as injections (intravenous, intramuscular or subcutanzous), drop

infusion preparations, suppositories or administration intranasally (for example, to deliver a

W
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dosage ta the brain via the naoge or to deliver a dosage to the nose directly) or by inhalation (e.g.

to treat a condition of the respiratary tract or (o pretreat or vaccinate via the respiratory tract).

[0072] The examples which follow are intended in na way to limit the scope of this
invention but are provided to illustrate how (o prepare and use campounds of the present

invention. Many other embadiments of this invention will be apparent to one skilled in the art.

EXAMPLES
General

Mouse models

[0073] Meouse madels that miniic bata-thalassenda intenmedia (¢7354) and major (th3,th3)
were used. (Rivella, S. et al, A novel murine madel of Coolzy anemia and its rescue by
lentiviral mediated human beta globin gene transfer. Bload (2003) 101: 2032-2039, hereby
incorporated by reference.) In ih3/+ mice both the betaminor and betamajor gens have been
deleted from one chromosome. Mice completely lacking adult beta-glabin (th3,7h3) die late in
gestation. To circumvent this prablem, bone mamow transplantation is conducted wherein
hematopoiztic fetal liver cells (HFLCs) were harvested from (A3 1h3 embryos at embryonic day

14.5 (E14.5) and injected into lethally irradiated syngeneic wild-type (wt) adult recipients.

FPurification of erythroid cells from the spleen

[0074]  Spleens from wt, ih3/+ and th3/1h3 mice were harvested and mechanically
dissociated into single cell suspensions. Murine mononuclear cells were then isolated by
centrifugation using Lympholyte-M density gradients (Cedarlané Laboratories Lid, Westbury,
NY) following the manufacturer’s instructions, Cells were incubated on ice for 15 minutes with
a coclitail containing 10 Wz each of non-erythroid FITCeonjugated antibodies (GR-1, MACI,
CD4, CDE, CD11b, and CD49) (BD FharMingen). Afier washing, the cells wer2 incubated for
15 minutes at 4°C with anti-FITC microbeads (Miltenyi Biotech, Auburn, CA). The cell
suspension was placed an a magnetic column and the eluted erythroid cells were Lept for RNA
extraction, protzin analysis, in vitro culture with carboxy-flucrescein diacetate succinimidyl

ester (CFSE; MolecularProbes, Eugene, OR) staining or flow cytometric analysis.
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Primary Splenic erythroid cell cultures and CFSE staining

[0075]  CFSE was added (o the cells to give a final concentration of 1.25 uM. After 10
minutes at 37°C, further dye upialze was pravented by addition of 5 volumes of ¢old medium
and incubated in ice for 5 minutes. The cells wera then washed three times and seeded at 13107
cells/ml in IMDM with 30% FBES (Hyclone, South Logan, UT 34321), 1% deionized BSA,
10010/l of penicilling 100 ug/mL of streptomycin (Mediatech, Manassas, VA), 70.1 mM beta-
thioglycerol (mTG; Sigma-Aldvich), and 0.1 mM rHuEpo (10U/ml; Amgen Mfg. Lid.
Thousand Qalzs, CA). Aliquats of the cells werethen cultured in the prezence and absence of
100 uM colcemid with and without AG490 (100 uM, Calbiochem-EMD Biosciences, San

Diego, CA) or compound A, two Jak2 inhibitors.

Phospha-Jal2 analysis

[0070] One million cells per genotype wers fixed and permeabilized (Fix and Perm Kit;
Invitrogen, Grand Island, NY) as per the manufacturer’s instructions. Cells were incubated for
30 minutes with 0.05 vz of phospha-Jal:2 polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) or with 0.05 ug of isotype contral (Santa Cruz Biotechnalogy). The cells were
washed twice with 1% BSA-PBS and then incubated for 30 minutes at raom temperature in the
darl: with 0.05 ug of a secondary .mubuJy (Jaclzan ImmunoResearch, West Baltimore Pikez,
West Graove, PA). After washing twice, the cells were immediately analyzed using flow

cytometry.

[0077] For the peptide competition aszay, 0.05 ug of phaspho-Jal:2 palyclonal antibady
were incubated for 2 h at room tzmperature with a 5-fold concentration of blocking peptide in
Medium B of the Fix and Perm Kit, The peptide-antibody solution was then added to the fixed

cells and they were incubated as dbC’V\./.

EXAMPLE 1 Bilimbin and lactic acid dehydrogenase (LDIH) levels in thalassemic mice

[0078] Bilirubin and lactic acid dehydrogenase (LDH) levels, which are elevated if red
cells hemolyze, were unchanged or only slightly increased in thalassemic compared to normal
mice (Figure 1A and 1B). In th3/+ mice, these observations indicated that limited hemolysis
was present despite erythrocyte formation. In th3/th3 erythroid cells, the average amount of

alpha-globin transcript was, on average, 3 fold less than that in wt animals. The low bilirubin
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and LDH levels in th3/th3 mice emphasize the limited maturation of their erythroid cells, with
the erythropoiesis blockade happening before the formation of fully hemoglobinized cells.
Such immature morphology exhibited by thalassemic erythroid cells suggests that an altered
cell cycle and limited c2ll differentiation may be responsible for the low levels of apoptosis and
hemaolysis seen in this disease ccungared to earlier predictions arising from fzrrolinetic

measurements.

EXAMPLE 2 Jak2 inhibition

[0079] Purified erythroid cells isolated from the spleens of normal and thalassemic mice
were cultured in ihe presence of Epo, with and withont colcemid, an anti-mitotic agent. In arder

to visualize cell division, the cultured erythroid cells were stained with CFSE.

[0080] Once the dye is inside the cell, it binds to cytoskeletal proteins and is divided

"y

equally between daughter cells. Thus, it is possible to determine if cells are dividing by
monitoring the reduction of CFSE fluarescence (Figure 2A). After 48 hin culture, wt cells
exhibited some differences, depending upen whether they were cultured with or without
colcemid, indicating absent or limited cell proliferation (46:£9% and 61+12% of the initial cell
numbers, respectively, with and without colecemid; n=4). In contrast, a large proportion of th3/+
and (h3/th3 cells were able toproliferate over the same time period (Figure 2A), leading to an
increase in the total c2ll number ((h3/+, &3£15% with colcemid and 132199 without; th3/th3,

72425% with and 1702229 without, respectively; n=4 each genotype).

[0081] The phosphorylation of Jal-2 in normal and thalassemic erythroid cells was then
investigated. This analysis showed that a larger percentage of erythroid cells was positive for

phospha-Jal2 (pJal2) in thalassemic compared to normal mice (Figure 2B, n=3).

0082 Based on these observations, the effect of Jal:2 inhibitors on the erythroid cultures
y
was investigated. AG490 and compound A, inhibitors of Jak2, had the same effect as colcemid,
blocking cell proliferation (Figure 2A, only the results for AG490 are shown). The FACS
prafile and the total number of c2lls were also similar with coleemid and the Jal2 inhibitors.
Altogether, these data ndicate that the increased number of proliferating cells in beta-
) I =4

thalassemia is associated with Jal:2-mediated signaling.

EXAMPLE 3 In vive administration of Jak2
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[0083] Compound A, a Jal:2 inhibitor, was administered to cohorts of normal and
thalassemic mice of different ages. At 10 and 18 days of treatmant, the spleen size was
dramatically reduced in 6- and 12-weel: old thalassemic mice (Figures 3 and 4). These changes
were associated with decreasing Hb levels (Figure 3). These observations indicate that the
main role of pJak2 is to propel the .":1'ythr~:'pL'vietic drive. Administration of the Jal:2 inhibitor
also affzcted both erythropoiesis and the zize of the spleen in young narmal animals, at a time

when the erythron is still expanding.

References

[0084]  All publications and paients mentioned herein, including those items listed below,
are hereby incorporated by refzrence in their entirety as if each individual publication ar patent
was specifically and individually incorparated by reference. In case of conflict, the present

application, including any definitions herein, will control.

Equivalents

[0085]  While specific embadiments of the subject invention have bezn discussed, the above
specification is illustrative and not restrictive. Many variations of the invention will bacome
apparent to those skilled in the art upon review of this specification. The full scope of the
invention should be determined by reference (o the claims, along with their full scope of

A . . ! . .
equivalents, and the specification, along with such variations.

[0086] Unless otharwise indicated, all numbers expressing quantities of ingradients, reaction
conditions, and so forth used in the specification and claims are o be understood as being
madified in all instances by the term “about.” Accordingly, unless indicated to the contrary,
the numerical parameters set forth in this specification and attached claims are approximations
that may vary depending aupon the desired properties sought to be obtained by the present

invention.

[0087] What is claimed is:
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CLAIMS
1. The methad of treating, ameliovating, or delaying at least one symptom of thalassemia in a

patient in need thereof, comyprising administering a therapeutically effective amount of &

compound represented by formula It

wherein
A i3 selected from (he group consisting of alkylenz or NRy;
Q is a monocylic or bicyelic aryl, or monacyclic or bicyclic heteroaryl, bonded to A

through a ring carbon,

wherein Q may be optionally substituted by 1, 2, or 3 substituents zach independently
selected from the group consisting ¢f: halo, hydroxyl, Cyana, amine, nitro, C,-Cy alkyl, C-Cq
all:enyl, C;-C; alkynyl, C;-Csallzoxy, NRiR,’, amide, carboxyl, allzanayl, allzoxycarbonyl,
ureido, N-all:ylsulphamayl, N-allzylearbamaoyl, carboxamide, sulphamoyl, carbamayl,
heteroaryl, heteracycle, -NR-C(10)-NR - phenyl, SO;NH-cycloallzyl; SO, NH-heteracycle,
SO,H, SO,-(C-Ceallyl, SOs-heteracycle, or C(0)-heterocycle, wherein the heterocycle,

phenyl or cycloalkyl, for each accurrence if any, may be optionally substituted by C;-Cy alkyl;
R; and R)’, independently, for each occurrence, is selectad from H or C;-Cy alkyl;
Rs is H, halo, cyano, or Ci-Cg alkyl;
B is N or CR»;
R; is selected from the group consisting of H, halo, C;-Cs allzyl, C)-Cg allzoxy; ar
alkoxycarbonyl;
Y is selected from the group consisting af: a BCN](J, —01-allzylene; -SO-, SO5-NR ;-

alkylene-, -0-, alkylene, and —C(0)-;
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R is selected from the group consisting of H, halo, hydroxyl, and Ra, wherein Ry is a
monocyclic heterocyele or heteroaryl bonded o Y theough a ring carbon or heteroatom, and
wherein Ry i3 optionally substituted by 1, 2, or 3 substituents each independently selected from
the group consisting of halo, hydroxyl, cyana, amina, nitro, C-C, allzyl, carboxyl, allzanoyl, or

alkoxycarbonyl;

wherein for each occwrrence, if any, C;-C; allzyl, C,-Cg alkenyl, C,-Cg alkynyl, C;-Cg alliaxy or

alliylene can be optionally sabstituted by halo, amino, hydroxyl, or cyano;
or a pharmacentically acceptable salt or N-oxide therecf.

2. The methad of claim 1, wherein Q is selected from the group consisting of phenyl, naphthyl,

quincline, benzothiophene, indole, ar pyridine.

3. The methad of claim 1 or 2, wherein Rg is C;-Cg alkyl.

4, The methad of any ane of claims 1-3, wherein Rs is methyl.

5. The method of any one of claims 1-4, whersin Y is methylene.

6. The method of any one of claims 1-4, wherzin Y is —0-CH;-CH,-.

7. The method of any one of claims 1-6, wherein Ry is selected from the group consisting of

pyreolidyl, piperazinyl, morpholinyl, or piperdinyl.

8. The method of any one of claims 1-6, wherein Ry is selected from the group consisting of

tetrazole, imidazole, triazole, pyrazgle, or pyridinyl.

9. Tha methad of claim 7 or 8, wherein R, is substituted with a methyl.

10. The method of any one of claims 1-9, wherein Q is phenyl.

11. The methad of any one of clailﬁs 1-10, wherein Q is substituted by N-fere-butyl
sulfonamide.

12. The method of any one of claims 1-9, wherzin Q is represented by:

R7
\, /RG

N

Re
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wherein Rg, Ry, and R are, independently, for each occurrence, selected from the group

consisting of: H, hala, hydroxyl, cyano, aming, nitvo, C-C allyl, C,-Cg allory, amido,
carboxyl, alkanayl, all:oxycarbanyl, N-all:ylsulphamaoyl, N-allzylcarbamoyl, carboxamide,

sulphamoyl, carbamoyl, SO,H, and SO,-(Cy-Cg)alkyl.

13. The methad of claim 1, wherein the compound is selected from the group consisting of:

o . AN
N s N N N
BN YL
N N ¥ N N ~
H R H ,
HO. P /
L e
NH o r’> 0" " “NH o] M
~. S . N ; e 8 - M
. .,5';,\ l~ ” o “ . »I_ ~ ,”
NN LI
) H )
o)
~ I
NH
HO” " “NH 0 ™\ L i O~
N - T ]I " ']\l [ ” ',
| g I lomn L/
N N N ﬂ

Ao e O P On g
0 \ YL V)
i e L l N



10

11

12

13

WO 2010/017122 PCT/US2009/052544

-46 -




14

15

16

17

18

19

WO 2010/017122

&2

PCT/US2009/052544




20

21

22

23

WO 2010/017122

-48 -

N

e

PCT/US2009/052544



IS

WO 2010/017122 PCT/US2009/052544

=
HO | N Z |
~ N .Ii \\’ NH [l i s
'I.I ‘wS" e NH

b
Y



PCT/US2009/052544

-50 -

WO 2010/017122

30

HH

p I
g
’
—
ﬁ.
O=n=0
|.N4.
4 \ y
. k)
Q‘/ »

31

32

33

L
3
i
—
-—
p
.
a\ :
L0
A3 7
W4

34

Py
4 kY
A —

e
EY

—__
H 7 /.w.
A

\ ):. —
L
N\ T
fa
O=n=C
=
/ X
;
kY
kS
Z—
—
h
/‘
,.J
N
A\ ry
—

35



36

37

38

39

40

WO 2010/017122

O/\; 2 “
N 9191 , ”

,,,,,

e

PCT/US2009/052544

-51-




41

42

43

44

45

=52 -

NH_ N

[

WO 2010/017122 PCT/US2009/052544



[

PCT/US2009/052544

WO 2010/017122

-53-

46 ,
e L 9,,[.\(/71 R s
> . g e N

47

48

49 ‘
=

50

51



52

53

54

55

56

57

WO 2010/017122

PCT/US2009/052544

-54 -



58

59

60

61

62

63

WO 2010/017122

PCT/US2009/052544

-55-

=N

O



4

WO 2010/017122 PCT/US2009/052544

-56 -

64
i T | Wy |
o [ o=\ )
O=gin—o K
AN
» | ﬁ o
\%\TH r"‘ T rlll—l p[l T
e o LM . T \” RARIS
[ I L)
” oy vy ,
O=gN Q:SL-N%
\;"{LNII I'/\IJJ/ “ c»-"\rlJH | “SMH
N ~ M. . L M
y SO -
Ll LT

67 H ,



68

69

70

71

72

WO 2010/017122

L2~

PCT/US2009/052544

-57 -



WO 2010/017122 PCT/US2009/052544

-58 -

) 4
Ho « H /ﬁ\
~ M Y Ml
4 u\ ) N [IlH ' /; ﬁ/[} b . '[IH i
N i TN g "N"B
Lo ) I T B
73 NT N e NN
74
75
76
77

78



79

80

81

82

83

84

WO 2010/017122 PCT/US2009/052544

_59_
O Nal o
FiC R N N ‘NH [ ‘N
H H 1 J

FsC” 7 "NH * T NH
3 / N | ” ) l ) I"“’L‘N I ” () I
<l ! Il . ¥
e _MH e M
H : H
B Al
EFAN R B R R
1. A
P N
N N ~ N NS
H
HN L -
0 ML
R N N Y
HM J . ""‘J’"‘“r J I‘ll | I I*r P Y )
Lol -
NN NN R
H

e | )
NN N ANy
L P EANPEN ¥ ST
TI /T _[’ |’ I f|l|’| [ ” l~ ” Q
N~ N7 NT N
H ) )
4 Y
7 4!
F (‘\U..* R ’»-.NH F3CJ/ i NH
J [o o ) ; ‘,O ~
. ) O =)
N° N7 N7 N —

64



85

86

wn AW N

o

WO 2010/017122 PCT/US2009/052544

s H s and

14. A method of treating thalassemia, or ameliorating or delaying at least one symptom of
thalassemia in a patient in need thereof, comprising administering a therapeutically effective
amount of a compound represented by a first maiety chemically connected to a second moiety,
or a pharmacentically acceptable salt or N-oxide thereof, wherein the first maiety is selected

from the group consisting of:
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15. The method of any one of claims 1-14, wherein the symptom is an enlarged spleen.
16. The methad of any one of claims 1-15, wherein the symptom is iron overload.

17. A method of weating thalassemia comprising administeting to a patient in need thereof a

therapeutically effective amount of a compound selected froni:

AN
D=
$
=z
T

]
"‘z——
=

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,
18. The method of any one of claims 1-17, wherein the thalascemia ic alpha-thalassemia.

19. The methad of any one of claims 1-17, wherein the thalassemia is beta-thalassemia.
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METODOS PARA TRATAR LA TALASEMIA

SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001]  Esta solicitud reivindica la prioridad del documento de patente U.S.S.N. 61/086.233

presentado el 5 de agosto de 2008, por 1a presente incorporado por referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES

[0002] La talasemia y la anemia drepanccitica son trastornos sanguineos genéticos que
provocan la formacion de moléculas de hemoglobina anormales, dando coma resultado cifras
bajas de gldbulos rojos. La hemoglobina consiste en dos proteinas diferentes, alfa y beta. Si el
cuerpo no produce bastante de cualquicra de estas dos proteinas, los gldbulos rajos no se

forman apropiadamente, y no pueden transportar suficiente oxigeno.

[0003]  La talasemia [2, una de las anemias congénitas mas comunes, surge a raiz de una falta

‘parcial o completa de sintesis de globina . Tanto en la forma moderada como en la grave de la

enfermedad, a la que a veces se hace referencia como enfermedad de Cooley, los pacientes
pueden necesitar transfusiones regulares de sangre para preservar la vida. Ya que no hay un
modo natural para que el cuerpo eliming &l hieno en los pacientes con talasemia, el hierro se
acumula en los glébulos rojos transfundidos én un éstado conocido como sobrecarga de hierro,
y se vuelve tdxico para los tejidos y organos, particularmente el higado y el corazédn. Coma

consecuencia, los pacientes necesitan a menudo un tratamiento de quelacion de hierro.

[0004]  Los sintomas comunes de 1a talasemia incluyen un bazo dilatado o esplenomegalia,
provocada pot la acumulacién de giébulos rojos malformados dentro del cuerpo. El bazo
trabaja para filtrar estas células ma]saﬁas, para proteger el cuerpo del daio, pero, en un paciente
con talasemia, el bazo finalmente se dilata, y comiinmente se retira mediante cirngla para
prevenir un estallido potencialmente mortal. Desafortunadamente, después de retirar €l bazo,
los pacientes tienen un riesgo much‘p mas alto para sufrir ictus e infecciones. Ademas, la
retirada del bazo puede provocar un anmento de codgulos de sangre con riesgo para la vida
Después de una esplenectomia, loé pacientes estin immunodeprimidos, y & mantiénen

tipicamente de por vida con antibidticos profilacticos por via oral.
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[0005] El mecanismo biolégic(} que conduce a wna eritrocitopoyesis ineficaz, o una
produccién ineficaz de glabulos 1'«3jc»s, no s¢ ha comprendido completamente. Por 1o tanto, hay
una necesidad de comprender estos mecanismos, y de desarrollar compuestos Atiles como
maoduladores de uno o mas de estos procesos, pata el fratamiento y/o aténciédn al paciente con

trastornos sanguineos genéticos tales como talasemia.

COMPENDIO)

[0006] En la presente invencidn se proporcionan métodos para el tratamiento y/u atencion al

mediante un inhibidor de Jal:2. Tales inhibidores de Jal:2 incluyen los compuestos descritos en
la presente invencién. Los métodos ilustrativos incluyen el tratamiento de talasemia menor,

talasemia intermedia y talasemia mayor, vsando inhibidores de Jal:2.

[0007]  En una realizacién, se proporciona un método para tratar, mejorar, o refrasar al
menos un sintoma de un rastorno sangnineo genético en un paciente que lo necesite, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de Jak2 y/o un
compuesto que se proporciona en la presente invencion, por gjemplo, un compuesto
representado por la férmula I, definida mas adelante. Por ¢jemplo, ¢l trastorno sanguineo
genético puede ser talasemia, por gjemplo (alasemia [ En clertas realizaciones, se
proporcionan los métodos para retrasar al menos un sintoma de un trastorno sangnineo

genético, en un paciente que los necesite, en el que el sintoma es un bazo dilatado.

[0008]  Por gjemplo, se proporciona un métoda para reducir vn bazo dilatade en nn paciente
que padece talasemia, que comprende administrar vna cantidad terapéaticamente eficaz de un
inhibidor de Jak2. Se proporciona tamibién un método para prevenir o reducir la sobrecarga de
hierro en wn paciente que padece talasemia, que comprende administrar una cantidad

terapéuticamente eficaz de un inhibidor de Jak?2.

DESC R]P( ION DE LOS DIBUJOS

[0009]  La figma 1 representa niveles de marcadores hemaoliticos (A) bilirrubina y (B) LDH
(N 26 por genotipo), (C) niveles de ]:pn en ratones de 2 meses post-trasplante de médula dsea
(TMO) y (D) niveles de Epo y Hb en ratones hasta 1 afio de edad. En (C), se usd nna prueba t

no paramétrica para el andlisis estadistico; N33 por genotipo; p=0,0370 (*) y p=0,0008 (***),



10

1

2

2

[F%
>

5

0

5

respectivamente, para ratones th3/+ y th3/th3, comparados con animales genéticamente
intactos. Los ratones th3/+ y th3/th3 se indican respectivamente como -/~ y -/-. Los niveles de
Epo se determinaron en ratones elegidos al azar hasta de 1 afio de edad o 1 afio post-TMO en
ratones gencticamente intactos (cuadrados, n=17) y th3/ (tridngulos, n=18). Se usd una proeba
1 de Pearson para determinar el grado de asociacion lineal o el coeficiente de correlacion entre
los niveles de Hb y Epo (genéticamente intactos, no significativo, p = 0,0867; th3/+-, p =
0,0296).

[0010]  La figura 2 representa (A) andlisia FACS de células tratadas con CFSE co-tefiidas
con anticuerpos frente a CD71 y Terl19, Las células eritroides de ratones genéticamente
intactos (wt), culfivadas en presencia de colcemida o AG490 (linea discontinua), mostraron
poca diferencia con respecto a las células sin tratar. La tincion con 7-AAD, PI y anexina V
excluyd las células mwertas o apoptdticas (n=4 por genotipo). Después de 48 hours, no se
observd mas expansién celular, en cambio, hubo una disminucién del nimero de células,
indicando que estas células ne tenfan una capacidad intringeca antosuficiente para proliferar en
estas condiciones de cultivo de gjidos; (B) Andlisis FACS de células eritroides recién
una flecha). Como testigo para la especificidad del anticwerpo, las mismas células se tifieron

con el anticuerpo después de preincubacion con el péptido competidor (n=3 por genotipo).

[0011]  La figura 3 representa un andlisis de Hb y bazo después de administrar a los animales
inhibidor de Jal:2 o placebo. Se indican los niveles de Hb, peso del bazo, edad del animal, y los

dias de tratamiento.

[0012]  La figura 4 representa el tamafio del bazo de animales vepresentativos, después de la

administracién de un inhibidor de Jak2 o un placebo.

DESCRIPCION DETALLADA

[0013]  La presente descripcidn proviene en parte del desenbrimiento que la eritrocitopoyesis
ineficaz (EI) en la talasemia esti caracterizada por wna diferenciacion limitada de celulas
eritroides, y que las células talasémicas estin asociadas con la expresion del gen promotor del

ciclo celular Jak2.

[0014] Antes de wna descripeidn adicional de la presente invencidn, 3¢ recogen ciertas

expresiones empleadas en la memoria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones adjuntas. Estas
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definiciones deben interpretarse a la vista del resto de la descripeidn, y entenderse coma por
una persona experta en la téenica. A menos que se defina de otra manera, todas las expresiones
técnicas y cientificas usadas en la presente invencion tienen el mismo significado, coma se

entiende cominmente por una persona de habilidad comiin en la técnica.

[0015]  La expresién “efecto ferapéutico” estd reconocida en la técnica, y se refiere a un
efecto local o generalizado en animales, patrticularmente mamiferos, y mas particularmente
seres humanos, provocado por una sustancia farmacoldgicamente activa. La expresidn significa
de este modo cualquier sustancia para wsar en la diagnosis, cura, alivio, tratamiento o
prevencidon de una enfermedad, o en la mejora del desarrollo y/o estado fisico o mental
deseable én un animal o ser humano, La frase “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la
cantidad de vna sustancia tal que produce algin efecto local o generalizado deseado con una
relacidon  beneficio/riesgo razonable, aplicable a cvalquier tratamiento. La  cantidad
terapénticamente eficaz de tal sustancia variard dependiendo del sujeto y del estado de la
enfermedad que se estd tratando, el peso y edad del sujeto, la gravedad de la enfermedad, el
modo de adminisiracién, y similarés, que se determinarin facilmente por una persona Jde
habilidad ¢omin en la técnica. Por gjemplo, ciertas composiciones de la presente invencidn
pueden administrarse en una cantidad soficiente para producir un efecto terapéutics a una

relacidn beneficio/riesgo razonable aplicable a tal tratamiento.

[0016] Un “paciente”, “sujeto” o “anfitrién” que ha de fratarse mediante €l método de la

presente invencion puede significar un ser humano o un animal.

[0017] La expresion “iratar” estd reconocida en la téenica, y se refiere a curat, asi como a

mejorar al menos un sintoma de cualquier estado o enfermedad.

[0018]  La expresion “alquilo” estd reconocida en la técnica, & incluye grupos alifiticos
saturados, que incluyen gupos alquilicos de cadena lineal, grupos alguilicos de cadena
ramificada, gmpos cicloalquilicos (aliéiclicos), grupos cicloalquilicos sustituidas con alquila, y
grupas alquilicos sustituidos con (:iclbalquilo. En ciertas realizaciones, un alquile de cadena
lineal o cadena ramificada tiene aproximadamente 30 o menos dtomas de carbono en su cadena
principal (por ejemplo, Cj-Cso para cadena lineal, C;-Csp para cadena ramificada), y
alternativamente, aproximadamente 20 o menos, por gemplo, desde 1 hasta 6 itomos de
carbona. Asimismo, los cicloalguilos tienen desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente

10 dtomos de carbono en su estructura de anillo, y alternativamente, aproximadamente 5, 6 6 7

-
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atomos de carbono en la estruetura de anillo. La expresion “alquilo” también estd definida para

incluir alquilos halosustituidos.

[0019] Ademis, la expresidon “alquilo” (o “alquilo inferior”) incluye “alquilos sustitidos”,

que s¢ refiere a restos alquilicos con sustituyentes que reemplazan un hidrdgeno sobre uno o

5 mas dtomaos de carbono de la cadena principal del hidrocarburo. Tales sustituyentes pueden
incluir, por ejemplo, un hidroxilo, un carbonilo (tal como carboxilo, un alcoxicarbonilo, un
formila, o un acilo), un tiocarbonilo (tal como un tioéster, un toacetato, o un fioformiata), un
alcoxilo, un fosforilo, un fosfonato, un fosfinato, un amina, vn amido, una amidina, vna imina,

un ciano, un nitro, un azido, un sulfhidrilo, un alquiltio, un sulfato, un sulfonato, un sulfamoila,

10 un sulfonamido, un sulfonilo, un heterociclilo, un aralquilo, o un resto aromatico o
hetervaromatico. Se entenderd por las expertos en la técnica que los restos sustituidos sobre la
cadena de hidrocarburo pueden estar sustimidos ellos misma, si fuera apropiado. Por ejemplo,

los sustituyentes de un alquilo sustituido pueden incluir formas sustituidas y sin sustituir de,
grupos de amino, azido, imino, amido, fosforilo (que incluye fosfonato y fosfinato), sulfonila

15 (que incluye sulfato, sulfonamide, aulfamoila y sulfonato), y sililo, ast como éteres, alquiltios,
carbonilos (que incluyen cetonas, aldehidos, carboxilatos, y ésteres), -CN y similares. Alquilos
sustituidos ilustrativos se describen mas adelante. Los cicloalquilos pueden estar sustituidos
adicionalmente con alguilos, alquenilos, alcoxis, alquiltios, aminoalquiles, alquilos sustituidos

con carbonilo, -CN, y similares.

20 [0020]  La expresién “aralquilo” estd reconocida en la técnica, y se refiere a un grupo

alquilico sustituido con un grope ailico (por gemplo, un grupo aromatico o heteroaromatico).

[0021] Las expresiones “alquenilo” y “alquinilo” estin reconocidas en la técnica, y se
refieren a grupos alifaticos insaturados, andlogos en longitud y sustitucion posible a los alquilos
descritos anteriormente, pero que contienen al menos un doble o triple enlace, réspectivamente.
25 La expresidn “alquileno” se vefiere a un radical organico formado a partir de un hidrocarburo
alifatico insaturado; “alquenilenc” denota una cadena carbonada aciclica gue incluye un doble

enlace carbono-carbonio.

[0022] A menos que el mimers de diomos de carbono se especifique de otra manera,
“alquilo inferior” se refiere a un grupd alquilico, como se ha definido anteriormente, pero que

30 tiene desde uno hasta aproximadamente diez dtomos de carbono, alternativamente desde uno
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hasta aproximadamente seis &tomos de carbono en su estructura de cadena principal.

Asimismo, “alquenilo inferior” y “alquinilo inferior” tienen longitudes de cadena similares,

[0023] La expresion “heteroatomo” estd reconocida en la téenica, y se refiere a un dtomo de
cualquier elemento diferente al carbono o hidrdgeno. Los heterodtomos ilustrativos incluyen

bora, nitrdgeno, oxigena, fosforo, azufre y selenio.

[0024]  La expresion “arilo” estd reconocida en la técnica, y se refiere a grupos aromaticos
de un Mnico anillo, de 5, 6 y 7 miembros, que pueden incluir desde cero hasta cuatro
heteroatomos, por gjemplo, benceno, pirrol, furano, tiofeno, imidazal, oxazol, tiazol, triazol,
pirazol, piridina, pirazina, plllLLl._‘lllnl v pirimidina, y similares. También se puede hacer
referencia a los grupas arilicos con heterodtomos en la estructura de anillo coms “heteroarilo” o
“heteroaromatice”. El anillo aromético puede estar sustimido én wna o mas posiciones del
anillo con sustituyentes tales como los descritos anteriormente, por ejemplo, haldgeno, azida,
alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloagquilo, hidroxilo, aleoxilo, amina, nitro, sulfhidrila,
imino, amido, fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, silile, éter, alquiltio, sulfonilo,
sulfonamido, cetona, aldehido, éster, heterociclilo, restos aromaticos o heteroaromaticos, -CF3,
-CN, o similares. La expresion “atilo” incluye también sistemas de anillos policiclicos que
tienen dos o més anillos ciclicos en log que dos o mas atomos de carbono son comunes a Jdos
anillos adyacentes (los anillos son "anillos fusionados™), en los que al menos uno de 1os anillos
es aromatico, por gemplo, los otros anillos ciclicos pueden ser cicloalquilos, cicloalquenilos,

cicloalquinilos, arilos y/o heterociclilos.

[0025]  Las expresiones orto, meta y para estan reconocidas en la téenica, y se refieren a
bencenos 1,2-, 1,3- y 1 4-disustituides, respectivamente. Por e¢jemplo, los nombres 1,2-

dimetilbenceno y orto-dimetilbenceno son sindnimos.

[0026] Las expresiones “heterociclilo” o “grupo heterociclico” estin reconocidas en la
técnica, y se refieren a estructuras de anillos de 3 a aproximadamente 10 miembros,
alternativamente anillos de 3 a aprovimadamente 7 miembros, cuyas estructuras de anillos
incluyen de uno a cuatro heterodtomos. Los heteraciclos pueden ser también policiclos. Los
grupos  de  heteraciclilo  incluyen, por eemplo, fiofeno, tiantreno, furano, pirano,
isobenzofurano, cromeno, ¥anteno, fenoxanteno, pirrol, imidazol, pirazol, isotiazol, isoxazol,
piridina, pirazina, pirimidina, piridazina, indolizina, isoindol, indol, indazol, purina,

quinalizina, isoquinolina, quinoling, falazina, naftiridina, quinoxalina, quinazolina, cinnolina,
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pteridina, carbazol, carbolina, fénantridina, acridina, pirimidina, fenantroling, fenazina,
fenarsazina, fenotiazina, furazano, fenoxa:ina, pirrolidina, oxolano, tiolano, oxazol, piperidina,
piperazina, morfolina, lactonas, lactamas tales como azetidinonas y purolidinonas, sultamas,
sultonas, y similares. El anillo heterociclico puede estar sustituido en una o mas posiciones con
sustiftuyentes tales como las descritos anteriormente, como por ejemplo, haldégeno, alquilo,
aralquilo, alquenilo, alguinilo, ciclnalquilo, hidroxilo, amino, nitro, sulfhidrilo, imino, amida,
fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, sililo, éter, alquiltio, sulfonilo, cetona, aldehida,

éster, un heterociclilo, un resto aromatico o heteroaromatico, -CF3, -CN, o similares.

[0027] La expresidn “carbociclo” estd reconocida en la téenica, y s¢ refiere a un anillo

aromatico o no aromatico en el que cada atomo del anillo es carbono,

[0028]  La expresion “nifro” estd reconocida en la téenica, y se refiere a -NOy; la expresion
“haldgenc” estd reconocida en la técnica, y se refiere a -F, -Cl, -Br o -I; la expresion
“sulfhidrile” esta reconocida en la téenica, y se refiere a -SH; la expresion “hidroxilo” significa

-OH; y Ia expresién “sulfonilo” estd reconocida en la téenica, y se refiere a -SO,-.

[0029]  Las expresiones “amina” y “amino” estin reconocidas en la técnica, y ambas se
refieren a aminas sin sustitir y sustituidas, por gjemplo, un resto que puede estar representado

mediante las formulas generales:

R50
R50 I
‘ +
—N\ —N—RS53

en las que R50, R51 y R52 representan, cada uno independientemente, un hidrégeno, un
alquilo, nn alquenilo, -(CH2)m-R61, o R50 y R51, conjuntamente con el dtome de N al que
estan unidas, completan un heternciclo con desde 4 hasta $ Atomos en la estmetura de anillo;
R61 representa un arilo, un cicloalquilo, un cicloalquenilo, un heteraciclo o un paliciclo; y m es
cero o un mimero entero en el intervalo de 1 a S. En ciertas realizaciones, sdlo uno de RS0 o

R51 puede ser un carbonilo, por ejemplo, RS0, R51 y el nitrdgeno conjuntamente no forman
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una imida. En otras realizaciones, RS0 y R51 (y opeionalmente R52), cada wno representa

independientemente un hidrégeno, tn alquilo, un alquenilo, o -(CH2)m-R61. De este modo, la

expresion “alquilamina” incluye un grupo de amina, como se ha definido anteriormente, con un
alquilo sustituido o sin sustituir vnido a €, es decir, al menos uno de RS0 y R51 &s un grupo

alquilico.

[0030] La expresion “amido” estd reconocida en la técnica como un carbonilo sustituido con

amino, e incluye un resto que puede estar representado mediante la fdrmmla general:

R51
N

R50
en la que RS0 y RS1 son como se lu definido anteriormente. Ciertas realizaciones de la amida

en la presente invencion no incluiran imidas que pueden ser inestables.

[0031] La expresion “acilaming” esta reconocida en la téenica, y se refiere a un resto que puede

estar representado mediante la férmula general:

N “ R54

R50

[0032]  en la que RSO es coma se ha definido anteriormente, y R54 representa un hidrégeno,
un alquilo, un alquenilo o -(CHy)u-R61, en el que m y R61 son como se¢ ha definido

anteriormente.

[0033] La expresion “alguiltio” se refiere a un gropo alquilico, como se ha Jefinido
anteriormente, con un radical de azufre unido a €. En ciertas realizaciones, el resto “alquiltin”

esta representado por uno de -S-alquile, -S-alquenilo, -S-algquinilo, y -S-(CH2)m-R61, en el que
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m y R61 son como se ha definido anferiormente. Los grupos de alquiltio representativos

incluyen metiltio, etiltio, y similares.

[0034]  La expresion “carbonilo” estd reconocida en la téenica, e incluye los restos tales que

pueden estar representados mediante las formulas generales:

~_RSS
X50 X50 R56

en las que X50 es un enlace o repre écnh un oxigeno o un azufre, y RSS y RS6 representan un
hidrdgeno, un alquilo, un alquenilo, -(CHz)m-R(il o una sal farmacéuticamente aceptable, RS6
representa un hidrdgeno, un alguilo, nn alquenilo o -(CHy)p-R61, en el que m y R61 se han
definido anteriormente. Cuando X50 es un oxigeno y RSS o RS6 no es hidrégena, la formula
representa un “éster”. Cuando X50 &s un oxigeno, y RSS es coma seé ha definido anteriormente,

se hace referencia en la presente invencidn al resto como un gmpo carboxilico, y
particularmente cuando RSS5 es un hldlé 0o, la formmla representa vn “acido carboxilico”.
Cuanda X350 is un oxigeno, y R56 es hidrbgens, la formola representa un “formiato”. En

general, cuando el dtomo de oxigeno dc la férmla anterior se reamplaza con azufre, 1a formula
representa un grupo “tolcarbonilo”. Cuando X50 es un azufre y RSS o R56 no es hidrdgeno, la
férmula representa un “tioléster”. Cﬁanchy X50 es un azufre y RSS es hidrdgeno, la fdrmula
representa un “4cido tiolcarboxilico". Cuando X50 es un azufie y R56 es hidrdgeno, Ta formula
representa un “tiolformiato”. Por ofta parfe, cuando XS0 es un enlace, y R55 no es hidrdgena,
la formula anterior representa un grupo de “cetona”. Cuando X50 es un enlace, y R55 es

hidrégeno, la formula anterior representa un grapo de “aldehido”.

[0035]  La definicion de cada expresian, por ejemplo, alquilo, m, n, y similares, cnando tiene
lugar mis de una vez en c:ualquiel estructura, se pretende que sea independiente de su

definicidn en otro Ingar en la misma estructura.

[0036] Ciertos compuestos contenidos en las compasiciones de la presente invencidn
pueden existir &n formas geomélricas o estereoisdmeras parficulares. Ademds, compuestos de
la presente invencién pueden ser también opticamente activos. La presente invencion

contempla todos de tales compuestos, que incluyen isémeros cis y trans, enantibmeros R y S,
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diasterecisémeros, isémeros (D), isémeros (L), sus mezclas racémicas, y otras de sus mezclas,
dentro del alcance de la invencién, Pueden estar presentes carbonos asimétricos adicionales en

un sustituyente tal como un grupo alquilico. Se pretende que todos de tales isdbmeros, asi como

sus mezelas, estén incluidos en esta invencion.

[0037]  Si, por ¢jemplo, se desea un enantiémera particular de un compuesto de la presente
invencién, puede prepararse mediante una sintesis asimétrica, o mediante formacién de un
derivado con un anxiliar quiral, en la que la mezcla diasterenisdmera resultanfe se separa, y el
grupo  auxiliar se¢  escinde para proporcionar  los  enantidmeros  puros  deseados.
Alternativamente, cuando la moléeula contiene un grupo funcional bésico, tal como aming, o
un grupo funcional dcido, tal coma carboxilo, se forman sales diasterenisdmeras con un 4cido o
base .Spticamentc activo apropiada, seguido por resolucion de los diastereoisémeros formados
de mado mediante cristalizacién fraccionada o medios cromatograficos bien conocidos en

la técnica, y recuperacion posterior de los enantidmeros puros.

[0038]  Se entenderd que “sustitucién” o “sustituido con”, incluye la condicidon implicita que
tal sustitucidn esti de acnerdo con la valencia permitida del dtomo sustituido y el sustituyente,
y que la sustitucidn da como resultado un compuesto estable, por ejemplo, que no experimenta

z

una transformacion espontinea tal como transposicion, ciclacién, eliminacidn, u ofra reaccidn.

[0039]  La expresién “sustituida” también se contempla que incluya todos los sustituyentes
admisibles de compuestos organicos. En un aspecto amplio, los sustituyentes admisibles
incluyen sustituyentes aciclicos y ¢ clclicos, ramificados y sin ramificar, carbociclicos y
heterociclicas, aromaticos y ne aromaticos, de compuestos organicos. Los sustituyentes
ilustrativos inchiyen, por ejernplo, los descritos anteriormente en la presente invencidn. Los
sustituyentes admisibles pueden sex o o mas, y los mismos o diferentes, para compuestos
organicos apropiados. Para los fines de esta invencién, 1os heteroitomos tales como el
nitrdgeno pueden tener sustiluyenl'es‘ de hidrédgeno y/o cualquier sustituyente admisible de
compuestos organicos descrito en la presente invencidn, que satisfaga las valencias de los
heteroatomos. No se pretende que esta invencion esté limitada de ningin modo por los

sustituyentes admisibles de compuestos orgdnicos.

[0040] Para los fines de esta invencidm, los elementos quimicos estin identificados de

acuerdo con la Tabla Periddica de los Elementos, version de CAS, Handbool: of Chemistry and

Physics, 67" Ed., 1986-87, cubierta interior. También para los fines de esta invencién, se
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contempla que la expresion “hidiocarbure” incluya todos los compuestos admisibles que
tengan al menos un hidrégeno y un dtomo de carbono. En un aspecto amplio, 1os hidrocarburas
admisibles incluyen compuestos organicos aciclicos y eiclicos, ramificados y sin ramificar,
carbociclicos y heterociclicos, aroméiticos y no aromaticos, que puedan estar sustitnidos o sin

sustituir.

[0041]  La expresidm "sales farmacéuticamente aceptables” estd reconocida en la téenica, y
se refiere a las sales de adicidn de dcidos inorgdnicas y organicas, relativamente atdxicas, de
compuestos, que incluyen, por gemplo, las contenidas en composiciones de la presente

mvencion.

[0042] La expresion “vehiculo farmacénticamente aceptable” esth reconocido en la téenica,
y se refiere a un material, composicidén o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una
carga liguida o sdlida, diluyente, exﬁpiente, disolvente o material encapsulante, implicado en
llevar o transportar cualguier composicién de la presente invencién o componente de la misma
desde un drgana, o parte del cuerpo, hasta olro drgano, o parte del cuerpo. Cada vehiculo debe
ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con 1a composicidm de la presente invencion y
sus componentes, y no perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden
servir coma vehiculos fa,rmacéuticalﬁente aceptables incluyen: (1) azlicares, tales comeo lactosa,
ghucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidén de patata; (3)
celulosa, y sus derivados, tales como carboximetileelulosa sddica, etilcelulosa y acetato de
celulasa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) ialeo; (8) excipientes, tales como
manteca de cacao y ceras para supasitorios; (9) aceites, (ales como aceite de cacahuete, aceite
de semilla de algodén, aceite de cirtamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y
aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11) polioles, tales coma glicerol,
sarbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo y lanrato de etilo;
(13) azar; (14) agentes tamponanies, tales como hidréxido magnésico € hidroxido de aluminio;
(15) 4cido alginico;, (16) agua exenta de pirdzenos; (17) disolucidn salina isotdnica; (13)
disolucién Jde cloruro sédico ctu'npu‘esta (Ringer’s solution); (19) etanol; (20) disoluciones
tamponantes  de fosfato; y (21) ofras sustancias compatibles atdxicas empleadas en

formulaciones farmacéuticas.

Métodos
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[0043] En la presente invencidén estin conteraplados métodos para tratar y/o mejorar
trastornos sanguineos genéticos, tales como talasemia o anemia drepanocitica, o retrasar o
mejorar al menos uno de sus "lllluludo, que comprenden administrar a un paciente que 1o
necesite una cantidad eficaz de vn inhibidor de Jak2, tal como un inhibidor de Jak2 de molécula
pequedia (por ejemplo, un iphibidor de Jak2 con un peso molecular (por ejemplo, peso
molecular de la base libre) de aproximadamente 100 g/mol a aproximadamente 700 g/mol, o de
aproximadamente 400 g/mol a aproximadamente 600 g/mol). En algunas realizaciones, el
inhibidor de Jak2 est4 representado por un compuesto de fdrmula I, como sé proparciona en la
presente invencidn. Sintomas ilustrativos de talasemia incluyen bazo dilatado y/o anemia. Los
sintomas pueden incluir fambién una absorcion excesiva de hierro, y los que resultan de una
eritrocitopoyesis ineficaz debido a una absorcidn excesiva de hierro, que incluyen osteoporosis,

por gjemplo, osteoporosis secundaria.

[0044] En una realizacidn, se proporciona un método para mejorar o retrasar un bazo
dilatado en wn paciente que padece talasemia, que comprende administrar nna cantidad
farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de Jak2, por ejemplo, un compuesto de formula 1. Por
ejemplo, los pacientes con l:alasenﬁa p intermedia independiente de transfusidn, siestan
afectados por esplenomegalia, pu,‘ueden desarrollar  pecesidad de un  tratamiento  con
transfusiones sangnineas, y pueden someterse finalmente a una esplenectomia. Por ejemplo, loa
pacientes afectados por talasemia intermedia y esplenomegalia pueden ser tratados
temporalmente con un inhibidor de Jal2, para reducir el tamafo del bazo, mientras se nsan

también transfusiones sanguingas para prevenir mas anemia.

[0045]  En algunas realizaciones, el tamafio del bazo de un paciente que padece talasemia, y
que recibe un inhibidor de Jak2, pnede reducirse en 10%, 20%, 30%, 40%, o incluso 50% o
més, cuando se compara ¢con un paciente con un tamafio de bazo similar que padece talasemia y

que no recibe un inhibidor de Jak?2.

[0046] Los métodos para tratar o mejorar o rehasar al menos un sintoma de trastornos
sangnineos genéticos proporcionados en la presente invencidn, incluyen métodos dirigidos a,
por ejemplo, el tratamiento de anemia drepanocitica, talasemia o, talasemia & y talasemia f3. Los
tratamientos contemplados en la presente invencién incluyen tratamiento de pacientes que

padecen talasemia menor, talasemia intermiedia, talasemia mayor (enfermedad de Cooley),
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talasemia E-f, y talasemia falciforme p (sicl:le beta thalassemia). Se proporciona en la presente

invencion un método ilustrativo para reducir la frecuencia de la terapia de quelacidén en un

paciente, por ¢jermplo, que parece talasemia, que incluye administrar un compuesto descrito.

Compuestos

[0047]  En la presente invencidn estan contemplados inhibidores de Jak2, para usar en los
métodos proporcionados. En ofra realizacion, los compuestos de fdrmula T estin contemplados
para usar en los métodos proporcionados. Tales compuestos pueden ser, por ejemplo,

inhibidores de Jal2., Los wmpucuub de férmula I incluyen los representados por:

1
Re ~. H. :',B\]
NTONT

I
en la que A se selecciona del grupo que consiste en alquileno (por ejemplo, alquilena C-Co) o

NR;.

Q puede ser un arilo monoeiclico o biciclico, o heteroarilo monaciclico o biciclico, unido a A
por medio de un carbono de anilla, én &l que Q puede estar sustituido «:»pcicmalmente conl, 2,0
3 sustituyentes, cada uno seleccionado independienfemente del gmpo que consiste eén: halo,
hidroxilo, ciano, amino, nitro, alquile C-Cq, alquenilo C-Cy, alquinilo C-Cg, alcoxi C;-Cg,
NRR,’, amido, carboxilo, alcanoilo, alcoxicarbenilo, ureido, N-alquilsulfamoilo, N-
alquilcarbamailo, carboxamida, sulfamoilo, carbamoilo, heteroarilo, heterociclo, -NR-C(0)-
NR,’- fenilo, SO;NH-cicloalquilo; SO.NH-heteraciclo, SO, SOz-alquila (C-Cg), SO--
heteraciclo, o C(Q)-heterocicly, en el que el heterociclo, fenilo o cicloalquilo, para cada
aparicidn si hay alguna, puede estar sustituido opcionalmente con alquilo C-Ce. Por gjempla,

Q puede ser fenilo sustituido opci01]ah'ne11te, naftilo, quinolina, benzotiofeno, indol, o piridina.

Q es fenilo, sustimido opeionalmente con una N-ters-butil-

~

En una realizacién particular,

sulfonamida.
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[0048] R, y Ry, independientemente, para cada aparicion, puede seleccionarse de H o

alquilo Cy-Cg, por ejemplo, puede ser metilo, o etilo.

[0049] R; es H, ciano, o alquilo C-Cy, por ejemplo, metila, etilo, isoprapila, n-propilo, éte.

En una realizacion particular, Rs es metilo.

[0050] B es N o CRy, én el que Ry se selecciona del grupo que eonsiste en H, halo, alquilo

Cy-Cg, alcoxi C-Cg; 0 alcoxicarbonilo.

[0051] Y puede seleccionarse del gmpo que consiste en: un enlace, —O-alquileno; -SO,-,
SO,-NR-alquilena-, -0-, alquileno, y —C(0)-, en el que R, se ha definido anteriormente. En
una realizacion particular, Y es un metileno snstituido dpeionalmenta. En otra realizacidn, Y es

—0-CH,-CH;-.

[0052] R se selecciona del grupo que consiste en H, hala, hidroxilo, y Ry, en el que Ry es un
heterociclo o heteroarilo monociclico wnido a Y por medio de un carbono de anillo o
heterodtome, y én el que Ry estd sustituido opeionalmente con 1, 2, & 3 sustituyentes, cada uno
seleccionado independientemente del grupo que consiste en halo, hidroxilo, clano, aming, nitro,
alquile Cy-Cg, carboxilo, alcanoilo, o alcoxicarbonilo. En ciertas realizaciones, Iy se selecciona
del grupo que consiste en pirrolidilo, piperazinilo, morfolinilo, o piperidinilo, tetrazol,

imidazol, triazol, pirazol, o pridinilo.

[0053]  Para cada aparicidn, si hay alguna, en la férmula 1, alguilo Cy-Cy, alquenilo C;-Cs,
alquinilo Cj-Cg, alcoxi C-C¢ o alquileno (por ejemplo, alquileno C;-Cg), pueden estar
sustituidos opcionalmente una, dos, tres o més veces con halo, amino, hidroxila, o ciana.
También estin contempladas aqui las sales o N-dxidos farmacéuticamente aceptables de

compuestos de formula L.

[0054]  En ciertas realizaciones, Q puede estar representado por:
R7
Ué;\
en &l que Re, Ry, y Rg estin, independientemente, para cada aparicion, seleccionados del grupo

que consiste e H, halo, hidroxilo, ciano, amino, nitro, alquile C-Cg, alcoxi C-Cg, amido,
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carboxilo, alcanoflo, alcoxicarbonilo, N-alquilsulfamoilo, N-alguilcarbamoila, carboxamida,

sulfamoilo, carbamoilo, SOH, y SO,-alquilo (C1-Cg).

[0055] Los compuestos ilnsirativos contemplados para wsar en los métodos proporcionados

en la presente invencién incluyen los siguientes, o sus sales y/o N-éxidos farmaceuticamente
aceptables:
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[0056] Los compuestos proporcionados en la presente invencion para usar en los métodos

reivindicados, incluyen los compuestas representados por un primer resto conectado

quimicamente a un segundo resto, o una de sus sales o N-6xidos farmacéuticamente aceptables,

en los que el primer resto se selecciona del gripo que consiste en:
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en los que ¢l segundo resto se selecciona del grupo que consiste e
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[0058] Los compuestos de la invencién pueden ser inhibidores de Jak2. Un inhibidor de

Jak2 ilustrativo es un compuesto A, que tiene la estructura quimica:

io (F
Rel |

o sus sales farmacénticamente aceptables.

[0059] En ofva realizacion, un compuesto ilusivativo para nsar con los métodos

confemplados en la presente invencidn puede estar representado por:

H =z
L \v| NH
T ™o | .
- N - N
L \\>
N N ¥
H

0 sus sales farmacéuticamente aceptables.
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[0060]  Por ejemplo, los valores de Cly para los compuestos pueden determinarse usanda,
por gemplo, un andlisis de cinasas basado en luminiscencia con JAK2 recombinante. Tales
propiedades de inhibicidn de Jak2 se proporcionan, por gemplo, en el documento de patente
17.S.S.N 11/588.638, presentado el 25 de octubre de 2006, y el documento de patente U.S.S.N.
11/796.717, presentado el 26 de abril de 2007, ambos incorporados por referencia en su

totalidad.

[0061] Los compuestos descritos en la presente invencidn pueden fabricarse uwsando
procesos y procedimientos tales como los descritos en el documento de patente TJL.S.S.N
11/588.638, preseniado el 25 de octubre de 2006, y el documento de patente T.S.S.N.
11/796.717, presentado el 26 de abril de 2007, ambos incorporados por referencia en su

totalidad.

Dosificaciones

[0062] La dosificacién de cualquier composicion de la presente invencidén variard
dependiendo de los sintomas, edad y peso corporal del paciente, 1a naturaleza y gravedad del
trastorno que ha de tratarse o prevenirse, la via de administracion, y la forma de la composicion
de la presente invenciom. CLlalcl'Lliei'a de las formulaciones de la presente invencién puede
administrarse en una dosis tnica o en dosis divididas. Las pautas posoldgicas para las
composiciones de la presente invencidn pueden determinarse facilmente mediante técnicas

conocidag por 1os expertos en la técnica o como se ensefia en la presente invencion.

[0063] En ciertas realizaciones, la dosificacion de los compuestos de la presente invenciéon
estaran generalmenie en el intervalo de aproximadamente 0,01 ngz a aproximadamente 10 g por
kg de peso corporal, especiﬁcan:‘lenta en ¢l intervalo Jde aproximadamente 1 ng a
aproximadamente 0,1 2 por 2z, y mAas especificamente en el intervalo de aproximadamente 100

ng a aproximadamente 10 mg por kg.,

[0064) TUna dosis o cantidad eficaz, y cualquier posible efecto sobre el tiempo de
administracién Jde la formulacion, puede ser necesario que se identifique para cualquier
composicion particular de la presente invencidn. Esto puede lograrse por experimentos
habituales, como se describe en la l)fesente invencion, usando uno o mas grupos Jde animales
(preferiblemente al menos 5 animales por gnipa), o en ensayos en seres humanos si &3
apropiado. La eficacia del cualquie'r composzicién de la presenfe invencidm y método de

tratamiento o prevencién puede evaluarse mediante la administracién de la compogsicion, y

\
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evaluando el efecto de la adminisiraciém midiendo vno o méas indices aplicables, y comparando
los valares de postratamiento de estos indices con los valores de los mismos indices antes del

tratamiento.

[0065] El tiempo preciso de achﬁinistracién y cantidad de cualquier compaosicion particular
de la presente invencién que proporcionaran el tratamiento mas eficaz en un paciente dado,
dependeran de la actividad, farma@ocinética, y biodisponibilidad de wna composicion de la
presente invencidn, estado fisioldzico del paciente (que incluye edad, sexo, tipo y fase de la
enfermedad, estado fisico general, grado de respuesta a una dosis dada y tipo de medicacién),
via de administracién, y similares. Las directrices presentadas en la presente invencidn pueden
usarse para optimizar el tratamiento, por ejemplo, determinar el tiempo y/o cantidad dptimos de
administracién, lo que necesitard solamente una experimentacién habitual, que consiste en

vigilar al sujeto y ajustar la dosis y/o el tiempo.

[0066] Mientras el sujeto esta siepdo iratado, la salud del paciente puede vigilarse midiendo
wmo o mas de los indices relevantes en tiempos predeterminados durante el tiempo de
tratamiento. El tratamiento, que incluye la composicidn, cantidades, tiempos Je administracion
y formulacién, puede optimizarse conforme a los resuliados de tal vigilancia. El paciente puede
ser reevaluado periddicamente para determinar el grado de mejora, midiendo los mismos
pardmetros. Los ajustes de la(s) Céll'ltidfl(:l(eS) de la composicién de la presente invencion
administrada(s), y posiblemente del tiempo de administracion, pueden hacerse basandose en

estas reevaluaciones.

[0067)  El tratamiento puede iniciarse con dosis més pequefias que sean inferiores a la dosis
Optima del compuesto. Después de eso, las dosis pueden aumentarse eén pequefios incrementos

z

hasta lograr el efecto terapéutico dptimo.

[0068]  El uso de las compasiciones de la presente invencidn puede reducir la dosis que se
necesita para cualquier agente individual contenido én las compasiciones, porgque el comienzo

y duracidn del efecto de los diferentes agentes pueden ser complementarios.

[0069]  La toxicidad y eficacia ferapéutica de las composiciones de la presente invencidn
pueden determinarse mediante procedimientos farmacénticos habituales, en cultivos celulares o

en animales de experimentacidn, por gjemplo, para determinar la LDS0 y 1a EDS0.

\ 2
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[0070] Los datos obtenidos de los andlisis en cultivos celulares y estudios en animales,
: ) : .y i . i . .y R
pueden usarse en la formulacion de un intervalo de dosificacién para uso en seres humanos. La
dosificacion de cualquier composicion de la presente invencidm cae preferiblemente dentro de
un intervalo de concentraciones circulantes, que incluyen la EDSO, con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacién puede variar dentro de este intervalo, dependiendo de la forma
farmacentica empleada y de la vu de administracidn utilizada. Para composiciones de la
presente invencion, la dosis terapeut](:amente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de los

ensayos en cultivos celulares.

Formulaciones

[0071] Las composiciones de la presente invencidn pueden administrarse por diversos
medios, dependiendo de su uso, coma és bien conocido en la téenica. Por ejemplo, si las
composiciones de la presente invencién han Jde administrarse por via oral, pueden formularse
coma comprimidos, capsulas, granulos, polvos o jarabes. Alternativamente, las formulaciones
de la presente invencion puedeﬁ administrarse por via parenteral como inyecciones
(intravenosas, intramusculares o subcutineas), preparacién para infusidn  por  goteo,
supositorios o administracion intranasal (por ejemplo, para administrar una dosis al cerebro a
través de la nariz, o para administrar una dosis a la nariz directamente), o por inhalacidn (por
gjemplo, para tratar un frastorno del aparato respiratorio o para pretratar o vacunar a fraves del

aparato respiratorio).

[0072]  No s pretende que los ejemplos que siguen limiten de ningin moda el alcance de
esta invencion, sino que sé proporcionan para ilnstrar como preparar y usar compuestos de la
presente invencidn, Muchas otras realizaciones de esta invencidn serdn evidentes para un

experto en la técnica.

EJEMPLOS
General
Modclos de ratones
[0073]  Se usaron modelos de ratones que imitan la talasemia p intermedia (¢4h3/7+) y mayor

(th3/th3). (Rivella, S. ef al, A novel murine model of Cooley anemia and its réscue by lentiviral
mediated human beta globin gene transfer. Blood (2003) 101: 2932-2939, incorporads por la
presente por referencia). En ratones (h3/ tanto 103 genes beta menor como beta mayor se han

eliminado de un cromosoma. Las ratones que carecen completamente de globina [ adulta

\&
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(th3/th3) mueren hacia el final de la gestacion. Para evitar este problema, se lleva a cabo un
trasplante de médula dsea, en ¢l que hepatocitos hematopoyéticas fetales (HFLC) se recogieron
de embriones th3/th3 en el dia embrional 14,5 (E14, 5), y se inyectaron en receptores adultos

genéticamente intactos (wt), y genéticamente idénticos irradiados de manera mortal.

Furificacicn de células ervitroides del bazo

[0074]  Se recogieron los bazos de ratones genéticamente intactos, th3/+y th3/th3, y se
disociaron mecinicamente en suspensiones de células individuales. Se aislaron luego células
mononucleares murinas mediante centrifugacion, vsando gradientes de densidad Lympholyte-
M (Cedarlane Laboratories Lid, Westbury, NY), siguiendo las instmeciones del fabricante. Las
élulas se incubaron sobre hielo duranie 15 minutos, con una mezela que contenfa 10 pg de
cada de anticuerpos conjugados con FITC no eritroides (GR-1, MACT, CD4, CDS, CD11b, y
CD49) (BD PharMingen). Después de lavar, las células se incubaron durante 15 minutos a 4°C
con microesferas anti-FITC (Miltenyi Biotech, Auburn, CA). La suspension celular se colocd
en una columna magnética y las células eritvoides elvidas se mantuvieron para extraccidn de
ARN, andlisis de proteinas, cultivo in vitra con tincidn con éster succinimidilico de diacetato Jde

carboxi-flouresceina (CFSE; MolecularPrabes, Eugene, OR) o andlisis por citometria de flujo.

Cultivos primarios de cilulas evitroidzs esplénicas y tincidn con CFSE

[0075]  Se afiadié CFSE a las células hasta una concentracién final de 1.25 pM. Después de
10 minutos a 37°C, se impidiéd una captacion adicional de tinte mediante la adicién de 5
volimenes de medio fiio, y se incubd én hiele durante 5 minutos. Las células se lavaron Tuego
tres veces, y se senibraron a 1x107 células/ml en IMDM con 30% de suero fetal bavine (SFB)
(Hyclone, South Logan, UT 84321), 1% de sercalbumina bovina (SAB) desionizada, 100 Ul/ml
de penicilina, 100 pg/ml de estreptcmjicina (Mediatech, Manassas, VA), p-tioglicero] 70,1 mM
(MTG; Sigma-Aldrich), y tHuEpa 1 mM (10 U/ml; Amgen Mfz. Ltd. Thousand Oals, CA).
Cantidades ignales de las células se (1';.lltiVﬂI'C'll luego en presencia y ausencia de colcemida 100
M con y sin AG490 (100 pM, Calbiochem-EMD Biosciences, San Diego, CA) o compuesto

A, dos inhibidores de Jak2.

Andlisis de fosfo-Jak?2
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[0076]  Se fijaron y permeabilizaron un millén de células por genotipo (Fix and Perm Kit;
Invitrogen, Grand Island, NY) segun las instrucciones del fabricante. Las celulas se incnbaron
durante 30 mitos con 0,05 pg de anticuerpo policlonal para fosfo-Jak2 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) o con 0.05 pg de iestigo de isotipo (Santa Cruz
Biotechnology). Las células se lavaron dos veces con SAB al 1% en PBS, y luego se incubaron
durante 30 minutos a terperatura ambiente en la oscuridad, con 0,05 pg de un anticuerpo
secundario (Jaclson ImmunoResearch, West Baltimore Pilie, West Grove, PA). Después de

lavar dos veces, las células se analizaron inmediatamente usando citometria de flujo.

[0077]  Para el analisis de competencia de péptidos, se incubaron, 0.05 pg de anticuerpo
policlonal para fosfo-Jal:2 durante 2 h a temperatura amnbiente, con una concentracion 5 veces
superior del péptido bloqueante en ¢l medio B del "Fix and Perm Kit". La disolucidn péptida-

anticuerpo se afiadid luego a las células fijadas, y Inego se incubaron coma anteriormernte.

EJEMPLO 1 Niveles de bilinmubina v lactato-deshidrogenasa (LDH) en ratones talasémicos

[0078]  Los niveles de bilirubina y lactato-deshidrogenasa (LDH), que son elevados si se
praduce la hemolisis de los gldbulos rojos, permanecieron inalterados o anmentaron sélo
ligeramente en ratones talasémicos comparados con ratones normales (fignra 1A y 1B). En
ratones th3/+, estas observaciones indicaron que se presentd una hemolisis limitada a pesar de
la formacion de eritrocitos. En células eritroides th3/th3, 1a cantidad media de transcrito de
globina o, en promedio, 3 veces inferior a la de animales genéticamente intactos. Los niveles
bajos de bilirrubina y LDH en ratones th3/ih3, enfatizan la maduracién limitada de sus células
eritroides, produciéndose el bloqueé de la eritrocitpoyesis antes de la formacién de células
completamente hemoglobinizadas. T'll morfolozia inmadura mostrada por las células eritroides
talasémicas, sugiere que un ciclo celular alterado y una diferenciacion celular limitada pueden
ser responsables de los bajos niveles de apoptosis y hemolisis vistos en esta enfermedad,

comparados con predicciones anteriores que resultan de medidas ferrocinéticas.

EJEMPLO 2 Inhibicién de Jak2

[0079]  Se cultivaron células eritroides purificadas a partir de bazos de ratones normales y
talasémicos, en presencia de Epo, con y sin colcemida, un agente antimitético. Para visualizar

la divisién celular, las células eritroides cultivadas se tifieron con CFSE.
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[0080]  Una vez que el tinte estd dentro de 1a célula, se une a las proteinas citoesqueléticas y
se divide por igual enfre las células hijas, De este modo, es posible determinar si las células se
dividen mediante el seguimiento de la reduccidn de la fluorescencia de CFSE (figura 2A).
Después de 48 h en cultivo, las células genéticamente intactas mostraron algunas diferencias,
dependiendo de si se cultivaron con o sin colcemida, indicando ausencia de, o una proliferacién
celular limitada (46:9% y 61::12% cL las cifias de células iniciales, respectivamente, con o sin
colcemida; n=4). Por contrasie, una gran proporcion de células th3/+ y th3/th3 fueran capaces
de proliferar durante ¢l mismo periodo de tiempo (figura 2A), conduciendo a un aumento de la
cifra total de células (th3/+, 88+18% con colcemida y 132+19% sin colcemida; th3/ih3,

724:25% con colcemida y 170:22% sin colcemida, respectivamente; n=4 para cada genotipa).

[0081]  Luego se investigd la fosforilacién de Jak2 en células eritroides normales y
talasémicas. Este andlisis mostrd que un tanto por ciento mayor de células eritroides dio
positivo para fosfo-Jak2 (pJal:2) en ratones talasémicos comparado con ratones normales

(figura 2B, n=3).

[0082] Basandose en estas observaciones, se investigd el efecto de los inhibidores de Jak2
sobre cultivos eritroides. AG490 y compuesto A, inhibidores de Jal:2, tuvieron el mismo efecto
que la coleemida, blogqueando la proliferacidn celular (figura 2A, solamente se muestran los
resultados para AG490). El perfil FACS vy a cifra total de células también fueron similares con
coleemida y los inhibidares de Jal2. En conjunto, estos datos indican que el aumento de la cifra
de célnlas proliferantes en la talasemia [ estd asociado con la sefializacion en la ¢que Jak2 actia

como mediador.

EJEMPLO 3 Administracién de Jak?2 in vivo

[0083]  El compuesto A, un inhibidor de Jak2, se adiministrd a cohortes de ratones normales
y talasémicos de diferentes edades. A los 10 y 18 dias de tratamiento, el tamafio del bazo se
redujo espectacularmente en mlums talasémicos de 6 y 12 semanas Jde edad (figuras 3 y 4).
Estos cambios se asociaron ¢on ni\‘/eles decrecientes de Hb (figura 3). Estas observaciones
indican que el papel principal de pJak2 es impulsar el estimulo eritrocitopoyético. La
administracidn del inhibidor de Jak?2 fambién afectd tanto la eriftocitopoyesis como ¢l tamafio
del bazo en animales normales jdvenes, en un tiempo en el que el eritron estaba todavia

aumentando.
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Referencias

[0084] Todas las publicaciones y patentes mencionadas en la presente invencidn, se
incorporan por la presente mediante referencia en su totalidad, como si cada publicacién o
patente individual fuera especifica e individualmente incorporada por referencia. En caso de
conflicta, prevalecera la presente solicitud, incluyendo cualquier definicidn en el presente

documento.

Equivalentes

[0085]  Aunque se han tratado realizaciones especificas de la presente invencion, la memaria
descriptiva anterior es ilustrativa y no restrictiva. Muchas variaciones de la invencidn serin
evidentes para los expertos en la téenica tras examinar esta memoria descriptiva. El alcance
completo de la invencidn debe determinarse mediante la referencia a las reivindicaciones, junto

con su alcance completo de equivalentes, y la memoria descriptiva, junto con tales variaciones.

[0086] A menos que se indique de otra manera, todos los nimeros que expresan cantidades
de ingredientes, condiciones de feaccidn, y asi sucesivamente, usados en la memoria
descriptiva y reivindicaciones, en todos los casos debe entendarse que estin modificados por el

témino "aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que se indique 1o contrario, los
pardmetros miméricos mostrados en esta memoria descriptiva y retvindicaciones adjuntas, son
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se pretende

que se obtengan mediante la presente invencidn.

[0087] Lo que se reivindica es
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REIVINDICACIONES

1. El método para tratar, mejorar, o retrasac al menos un sintoma de talasemia én on paciente
que lo necesite, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un

compuesto representado por la férmula I:

en la que
A se selecciona del grupo qué consiste en alquilena o NRy;
Q es mn arilo monociclico o biciclico, o heteroarilo monociclica o biciclico, unide a A

por medio de un carbono de anillo,

10 en el que Q puede estar sustituido opcionalmente con 1, 2, o 3 sustituyentes, cada uno
seleccionado independientemente del grupo que consiste en: halo, hidroxilo, clano, amino,
nitro, alquilo Cy-Cgl, alquenilo Cy-Cg, alquinilo C4-Ce, aleoxi Ci-Ceg, NRyRy’, amido, carboxila,
alcanailo, alcoxicarbonilo, wreido, N-alquilsulfamoilo, N-alquilcarbamoflo, carboxamida,
sulfamoilo, carbamoilo, heteroarilo, heterociclo, -NR-C(0)-NR’- fenilo, SO;NH-cicloalquilo;

15 SO,NH-heterociclo, SO,H, SOz-alquilo (C-Cg), SOu-heterociclo, o C(O)-heteraciclo, en el que

el heterociclo, fenilo o cicloalquilo, para cada aparicién si hay alguna, puede estar sustitnido

opcionalmente con alquilo Ci-Cg;
R, y Ry, independientemente, para cada aparicion, ¢ selecciona de H o alquilo Cy-Cs;
Rs es H, halo, ciana, o alguile C-Ce;
20 BesN o CRy;

R; se selecciona del grupo qm consiste én H, halo, alquilo C-Cg, alcoxi C,-Cg;

alcoxicarbonilo;

Y se selecciona del grupo que consiste en: un enlace, —O-alquileno; -SO;-, SO,-NR;-

alquileno-, -O-, alquileno, y —-C(0)-;



10

15

25

44 \\

R; se selecciona del grupo L]ue consiste en H, halo, hidroxilo, y Ry, en el que Ry es un
heterociclo @ heteroarilo monociclico unido a Y por medio de un carbono de anillo o
heterodtomo, y en el que Ry estd sustituido opcionalmente com 1, 2, o 3 sustituyentes, cada uno
seleccionada independientemente del grpo que consiste en halo, hidroxilo, ciano, amino, nitro,

alquilo C;-Cg, carboxilo, alcanoilo, o alcoxicarbonilo;

en la que para cada aparicién, si hay alguna, alquilo C;-Cs, alquenilo C)-Cg, alquinilo C;-Cs,
alcoxi C)-Cy 0 alquileno, pnede estar sustituido opeionalmente con halo, amino, hidroxilo, o

ciano;
o una de sus sales o N-6xidos farmacéuticamente aceptables.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que Q se selecciona del grupo que consiste en fenilo,

naftilo, quinolina, benzotiofeno, indol, o piridina.

3. El método de la reivindicacién 1 6 2, en el que Rs es alquilo C;-C.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, én el que Rs es metilo.

5. Bl meétado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que Y es metileno.

6. El método de una cnalquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que Y es —0-CH;-CH-.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que Ry se selecciona del grupo

que consiste en pirrolidilo, piperazinilo, morfolinilo, or piperidinilo.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que Ry se selecciona del grupo

que consiste en tetrazol, imidazol, t1'iazol, pirazol, o piridinilo.
. Elmétodo de la reivindicacion 7 6 8, en el que R4 estd sustituido con vn metilo.
10. El métado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que Q es fenilo.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que Q esté sustituido con

N-terc-butil-sulfonamida.
12. Bl método de nna cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que Q estd representado por:

R7
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en el que Rg, Ry, y Ry estan, independientemente, para cada aparicion, seleccionados del
grupo que consiste en: H, halo, hidroxils, ciano, amino, nitro, alquilo C-Cs, alcoxi C)-Cs,
amido, carboxilo, alcanoilo, alcoxicarbonilo, N-alquilsulfamoilo, N-alguilcarbamoilo,

carboxamida, sulfamoilo, carbamoilo, SO.H, y SOz-alquilo (C-Ce).

5 13, El métado de la reivindicacion 1, en el que el compuesto se selecciona del grupo que
consiste en:
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14. Un método para tratar 1a talasemia, o mejorar o retrasar al menos un sintoma de talasemia
en un paciente que lo necesite, que comprende administrar una cantidad terapénticamente
eficaz de un compuesto representado por un primer resto conectado quimicamente a un
segundo resto, o una de sus sales o N-dxidos farmacénticamente aceptables, en el que &l primer

resto se selecciona del grupo que consiste en:
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en el que el segundo resio se selecciona del grupo que consiste e
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15. El método de una cualgquiera de las reivindicaciones 1-14, eén el que el sintoma es un bazao

dilatado.

16. El méiodo de una cualquiera deé las reivindicaciones 1-15, en el que ¢l sintoma es una

sobrecarga de hierro.

17. Un método para hatar 1a alasemia, que comprende administrar a un paciente que lo

necesite una cantidad terapénticamente eficaz de un compuesto seleccionado de:
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o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

18. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en

talasemia o.

19. El método de wna cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en

talasemia .

Sl

el que la talasemia es

el que la talasemia es
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RESUMEN

En la presente invencién se proporciona un método para iratar, mejorar, o retrasar al
menos nn sintoma de un frastorno sanguineo geneético, por gemplo, anemia drepanocitica o
talasemia, en wn paciente que lo necesite, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de Jal:2, También se proporciona en parte un método
para reducir un bazo dilatado en un paciente que padece talasemia, que comprende administrar

una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de Jak2.

WPC18195/ID.187172
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Figura 3

genéticaments intactos (WT) th3/+
Placeho A  TG101209 Placebo A  TG101209
g/dL mg g/dL mg g/dL mg g/dL mg
152 60 | 1386 20 a6 250 | 7.2 120 10 dias
6 semanas 92 320 8.4 50 10 dias
9.2 340 6.8 110 18 dias
12semanas| o0 g0 | 148 50 100 250 | 84 120 10 dias




Figura 4

Parte superior: Compuesto A
Parte inferior: Placebo

6 semanas de edad

genéticamente inactivos (wt) th3/+

Parte superior: Placebo
Parte inferior: Compuesto A

12 semanas de edad

genéticamente inactivos (wt) th3/+
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Comprobants de pago de las tasas establecidas (Da zer &l cazo formato de descuenta)

Completa D Incarnpleta D

PATENTE DE INVENCION PCT E MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisi6n 486/00, Circular Unica

E Indizacidn qua se solic |ta una PCT

g Copia de la solicitud @n espafiol, tal como fus presentada inicialments (apitulo desariptiva,

reivindicatorio, resurmnen)

[E’ Dibujos de sar estos partinentes

w Comprobanie de pago de |3z tasas astablacidasz (de ser el cago formata de descuenta)

Completa m Incompleta l:]

T =~
DISENO INDUSTRIAL D (Art. 119 Decision 486/00)
l_J Indicacidn que se 2 solicita Disefo industrial
D Daios de identificacién dal solicitanie o de la persona que prasenta la zolicitud
‘:' Pepresentacian grafica y fotografica del Dizefio industrial o muastra del material que incorpora el

disefo

D Comprobants de pago de las tazaz establacidas

Cornpleta D Incompleta D

m

ESQUEMA DE TRAZADO D (Art. 92 Decision 456/00)

Indicacidn que se solicita un esquama de trazado
Datos dz identificacién del soliciiants o de la perzona que prezenta la EC'“LitUd
Reprasentaciin grafica de un esqueama de trazado

Comprobants de pago de las tazas establecidas

Cornpleta I:l Incompleta l:]

HENREEN

PIN?-FNR 120N8-11-18)
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Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ SLEMENCIA
Apaderado(a) /o Peprazentante de
TARGESEN INC,

FEFERENCIA Padicacion He. 11 Q26653

Solictud intermaciconal PCT/US2D09/052544
Fecha inicio faze nacional 05/03/2011
Tramite 11

Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. | .E‘O 5 8 2 5

Comno resultada del axamen de forma, realizado con fundaments en el articula 23 de la Decisidon 456 de la
Comizidn de la Comunidad Anding, articuly 27 del Tratado de Sosperacién en Matsia de Patantes (P2T), regla
£1 bis del Feglamento y Sircular Unica de la Supsrintendencia de Industria y Comercio, g& e comunica guis:

- La zolicitud no contiens e poder debidamente clomgad, con &l llans de los requizites exigidos por 103 articulos
y aubsiguientes del Codign de Procadimiznts Civil, Adicicnalmaente, deberd presentar ¢l documents que
acredita 13 existencia y reprezentacidn legal de la sociedad saolicitants, cuands &ata fusre perzona juridica,

o -
(%)

2. La aolicitud ne contiens la copia del documenta en que consta la cezidn del derechs a la patente del inventor al
galicitanie o a su cauzante, conforniz a 1o establecida por el aricuto 26 litzral F) d2 la Decisidn 426 ds la
Comisidn de 1a Somunidad Andina, Cuando ze rate de documentsz olorgados en el estranjer, @3ios deberan

leqalizarze de conformidad con 1o dizpussts por 10s artioulas 289 y 260 del Cddige de F’r-:--:,@dlnuer-t-;- Civil.
iz :uando se frale de 1as declaracionsz a que hace refersncia la Fegla 317 i) del Tratads de Cooperacidn en

ria de Patente: PCT., &l alcancs de las tales declaraciones e determinard gegim indiguan daramentz una
cesion de derechos del inventor al solicitante o a0 causants, de conformidad on ko dispuesta @én @l numearal

£.2 45 del Sapituls uinto, Tituls = de la Sircalar Unica de Supsrintendencia de Induztria y Comercia,

=
’.Ll
i Cu

En curnplimients de 1o dizpussto por @ arlicule 33 de la Decisidn 496, 2 bx requisre para qus dentro del téming
de doz mese: siguientes a la fecha de notificaciin del prezents oficic, complete 1oz requizitos antericrmente

|
enunciados. En cago de no dar cumplimiznto al presente requenimisntt, la solicitud e considarard abandonada y
perdera su pralaciin,

Continua &n 1a pagina siguienta...

Al contestar favor indiquo el numcro dc Sad: Contro: Carvarc 123 Mo, 27-00 Pisos 2, 5, 7 v 10 PBX: 5870000
radicaciun qua 84 Snouontra & continuacion Scdz CAN: Av. Cra 50 Ho. 26-55 int. 2 Tel' 5580070
Call Centor 6513240. Linca 01200-910165
Web: vasvrsic.gov.co c-mall: Info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colorabia
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Coniinuacion radicado WNo: 11 02665 N .
i ‘ Industria y Comercio
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Hotifiquesa &l prezente oficio conforms a b dispuszto sn el numeral 5.2, litsral &), del capitulo quints del titulo
primerae de la Gircular Unica Ma, 10 de 2001.
f *

JOSE LIS SALAZAF LOPEZ

Dircctor de Nuevas Craacionzs () BR Zﬂ"
El anterior reguerimienta fue natificads por fijacidn en lista de fecha .
adpat1

A\ cantestar favor indiqué 31 nGrzro de ‘ Scda Contre: Corera 13 Ho. 27-00 Pisoe 2, 5, 7 y 10 PRY: 5570000
radicceldn quz ec Incuintra 4 continuzelon S:de CAIL Av. Cro 50 Ho 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Conter 6513240. Linza 01000-910165
Web: vavw.sic.gov.co c-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



