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DESCRIPCION

Derivado de purina para usar en el tratamiento de un trastorno proliferativo

[0001] La invencion tiene por objeto un compuesto para usar para el tratamiento de un trastorno proliferativo.

[0002] El estudio de los mecanismos moleculares que controlan el ciclo celular ha permitido demostrar la funcién
reguladora de las cdk. Estas proteinas estan constituidas por al menos dos subunidades, una subunidad catalitica
(cuyo cdc2 es el prototipo) y una subunidad reguladora (ciclina). Se han descrito ocho cdk, cdk1 (=cdc2), cdk2-cdk8.

[0003] A excepcion de cdk3, para la que no se conoce ninguna ciclina asociada, éstas cdk estan reguladas por
asociacion transitoria con un miembro de la familia de las ciclinas: ciclina A (cdc2, cdk2), ciclina B1-B3 (cdc2), ciclina
C (cdk8), ciclina D1-D3 (cdk2-cdk4-cdk5-cdk6), ciclina E (cdk2), ciclina H (cdk7).

[0004] Cada uno de estos complejos esta implicado en una fase del ciclo celular. La actividad de las cdk esta
regulada por modificacidon post-traduccional, por asociaciones transitorias con otras proteinas y por modificacion de
su localizacion intracelular. Los reguladores de las cdk comprenden activadores (ciclinas, cdk7/ciclina H, fosfatasas
cdc25), las subunidades p9%® y p15° %8P y |as proteinas inhibidoras (p16™"*, p15™“B, p21“P1 p18, p27""").

[0005] Paralelamente a las investigaciones puramente fundamentales sobre los mecanismos reguladores de la
divisién celular, la importancia de las desregulaciones de las quinasas ciclinas dependientes en el desarrollo de
tumores humanos ha quedado demostrada por numerosos estudios. Asi, se ha observado la sobreexpresion de
ciclinas D y E en numerosos tumores, la sobreexpresion de cdc2, las propiedades oncogénicas de las ciclinas D y A,
la expresion temporal anormal de quinasas ciclinas dependientes, la mayor desregulacion de los inhibidores
proteicos (mutaciones, deleciones).

[0006] Los reguladores del ciclo de division celular son objeto de muchisimos estudios clinicos (utilizacién como
marcadores indicativos para el tratamiento).

[0007] Estos resultados estimulan en gran medida los esfuerzos para obtener una comprensién detallada de los
mecanismos reguladores del ciclo celular. Asimismo, conducen a la investigacion, por seleccion, de las moléculas
inhibidoras de quinasas ciclinas dependientes.

[0008] Se han descrito muchos inhibidores de quinasas, como la butirolactona, el flavopiridol y la 2(20
hidroxietilamino)-6-benzilamino-9-metilpurina, denominada olomucina. Los trabajos relativos a la olomucina los han
descrito Veseley y col. en el articulo indicado con la referencia (1) en el listado de referencias bibliograficas que
figura al final de la descripcion.

[0009] Este inhibidor de cdc2, de gran eficacia (su Clso es de 7 yM) es muy selectivo (se han ensayado mas de
35 quinasas), responde a la siguiente formula:

S
NH N

CHs

OH

[0010] Los trabajos de los autores de la invencion en este campo les han llevado a elaborar una nueva molécula
particularmente interesante, que inhibe cdc2 en pequefias dosis, conservando al mismo tiempo la especificidad
enzimatica de la olomucina para usar para el tratamiento de un trastorno proliferativo.

[0011] La invencion se refiere a un compuesto de férmula |
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en la que

R2 representa un grupo 1-D, L- hidroximetilpropilamino;

R6 representa un grupo benzilamino; y

R9 representa un grupo isopropilo;

y los isébmeros 6pticos o la mezcla racémica de los mismos;
para usar para el tratamiento de un trastorno proliferativo.

[0012] Mas particularmente, el trastorno proliferativo tratado es el cancer.
[0013] De manera general, este compuesto constituye un inhibidor de proteinas quinasas de gran interés.

[0014] El compuesto definido anteriormente se obtiene segun los métodos clasicos de la sintesis organica. Se
utiliza un derivado de purina de partida cuyas sustituciones permiten introducir los grupos deseados.

[0015] Usando, por ejemplo, un derivado de purina 2-cloro, 6-benzilamino, es posible introducir un grupo
isopropilo en posicion 9, por reaccion, por ejemplo, con el halogenuro de isopropilo correspondiente.

[0016] La reaccibn con un aminoalcohol permitird después introducir, en posicion 2, el grupo
hidroximetilpropilamino en lugar del grupo cloro.

[0017] Segun un aspecto de gran interés, el compuesto de la invencion, sus isdbmeros 6pticos o la mezcla
racémica de los mismos, para usar para el tratamiento para un trastorno proliferativo, posee propiedades inhibidoras
de quinasas de gran selectividad. Estos efectos inhibidores son reversibles.

[0018] Las cdk desempefian una funcién central en el inicio, el desarrollo y la terminacion de eventos del ciclo
celular, las moléculas inhibidoras de cdk son susceptibles de limitar una proliferacion celular no deseada como el
cancer.

[0019] Las quinasas mas especialmente sensibles a los efectos inhibidores de este compuesto son las cdc2,
cdk2 y cdk5.

[0020] Su inhibicién se obtiene con dosis muy pequeias del compuesto de férmula 1.

[0021] La 2-(1-D,L-hidroximetilpropilamino)-6-benzilamino-9-isopropilpurina, en lo sucesivo denominada también
roscovitina, presenta una Clso de 0,65 um. Sin embargo, este derivado, que constituye un inhibidor de gran eficacia y
de gran selectividad frente a los cdk, cdc2, cdk2 y cdk5 tiene, de manera inesperada, efectos sobre las quinasas erk
1y erk 2 similares a los de la olomucina. La selectividad es por tanto claramente superior frente a las quinasas
ciclinas dependientes. Esta ventaja, permite eliminar las interferencias con las vias de transduccién de sefales
aguas arriba que implican las quinasas erk 1 y erk 2 en numerosas respuestas celulares distintas de la division
celular.

[0022] Los estudios realizados sobre el compuesto de formula I, sus isdmeros 6pticos o la mezcla racémica de
los mismos, han demostrado que tiene, ademas de sus propiedades inhibidoras especificas de quinasas, efectos
celulares y sobre la apoptosis de gran interés.

[0023] Asi, a una concentracion muy baja (micromolar), puede inhibir la transicion profase/metafase, como se
demuestra por experimentos realizados en ovocitos de estrellas de mar y en embriones de erizos, y que se indican
en los ejemplos.

[0024] Sobre extractos acelulares de sapo africano, puede inhibir al mismo tiempo, el factor promotor de la fase
My la sintesis de ADN.

[0025] De manera ventajosa, estos efectos celulares se obtienen a concentraciones muy bajas de derivados.
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[0026] Se sabe que se han realizado varios estudios sobre las relaciones existentes entre el ciclo celular y la
apoptosis. Varias vias conducen células a la apoptosis, algunas de las cuales son dependientes de quinasas y otras,
por el contrario, no parecen necesitar estas enzimas. Se ha demostrado que la apoptosis puede inducirse en la
etapa G1 6 G2 y como consecuencia de dafios en el ADN, ciertas células se detienen en la etapa G1 y entonces se
induce una via apoptética dependiente de p53.

[0027] En otras situaciones, parece que las células se detienen en la fase G2/M, en respuesta a los dafos
causados al ADN y se observa la activacion de una via apoptética independiente de p53.

[0028] Esta via resulta ser particularmente importante para la terapia de tumores en los que se observa una
pérdida activa de p53.

[0029] Por tanto, se mide el interés de disponer, con el compuesto de férmula I, sus isémeros 6pticos o la mezcla
racémica de los mismos, medios para estimular una apoptosis independiente de p53 en las células detenidas en la
fase G2 por dafio en el ADN usando agentes tales como mitoxantrona o cisplatino.

[0030] A estas diferentes propiedades ventajosas, se afiade el interés de una ausencia de citotoxicidad del
compuesto de formula |, de sus isbmeros épticos o de la mezcla racémica de los mismos.

[0031] La invencion por tanto se refiere al aprovechamiento de las propiedades antimitéticas del compuesto de
férmula |, de sus isémeros o de la mezcla racémica de los mismos, en particular sus propiedades para la elaboracion
de composiciones farmacéuticas.

[0032] Estas composiciones farmacéuticas contienen una cantidad eficaz de al menos un compuesto de purina,
tal como se define anteriormente, en asociacion con un vehiculo farmacéutico inerte.

[0033] Estas composiciones son particularmente apropiadas como medicamentos antimitéticos, en particular
para la quimioterapia de canceres.

[0034] Estas composiciones contienen en este caso principios activos de otros medicamentos. Se citara
principalmente su asociacién con medicamentos antimitéticos, tales como los basados en taxol, cis-platino, agentes
intercalantes de ADN Yy otros.

[0035] Los envasados con vistas a la venta, en particular el etiquetado y las instrucciones de uso, y
ventajosamente el embalaje, se elaboran en funcion de la aplicacion terapéutica prevista.

[0036] Estas composiciones farmacéuticas se administran en diferentes formas, mas especialmente por via oral
o inyectable.

[0037] Para la administracion por via oral, se recurre en particular a comprimidos, capsulas, pastillas, capsulas
de gelatina y gotas. Estas composiciones contienen ventajosamente de 1 a 100 mg de principio activo por unidad de
toma, preferentemente de 10 a 40 mg.

[0038] Otras formas de administracion comprenden soluciones inyectables por via intravenosa, subcutanea o
intramuscular, elaboradas a partir de soluciones estériles o esterilizables. Igualmente, puede ftratarse de
suspensiones o de emulsiones.

[0039] Estas formas inyectables contienen, por unidad de toma, de 1 a 50 mg de principio activo,
preferentemente de 10 a 30 mg.

[0040] A titulo indicativo, la posologia utilizable en seres humanos corresponde a las siguientes dosis: asi por
ejemplo, se administra al paciente en una o varias tomas de 10 a 50 mg/dia para el tratamiento de tumores.

[0041] En los siguientes ejemplos se indican otras caracteristicas y ventajas de la invencidn y se muestran en las
figuras 1 a 8, en las que:

- la figura 1, representa los resultados de cinéticas en condiciones lineales a partir de ensayos relativos a la
actividad de la p34°“?/ciclina B a diferentes concentraciones de roscovitina,

- la figura 2, el porcentaje de rotura de la vesicula germinal de ovocitos de estrella de mar en funcién de la
concentraciéon de roscovitina,

- las figuras 3 y 4 representan respectivamente los efectos de la roscovitina sobre la maduracion de
ovocitos de estrellas de mar la defosforilacién de la tirosina de p34CdC2 in vivo,

- la figura 4, los efectos de la roscovitina sobre el ciclo mitético de embriones de erizos,

- la figura 5, estos embriones detenidos en la etapa de profase tardia, y

- la figura 6, los efectos de la roscovitina sobre la sintesis de ADN in vitro y la actividad MPF,
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- la figura 7, representa los efectos de la roscovitina sobre la inhibicion del crecimiento de células L1210 y
la detencion de su ciclo celular en G2/M, en la figura 7A se representa el crecimiento de células L1210
después de dos dias de exposicidn a diversas concentraciones de roscovitina (media + desviacion tipica
relativa al crecimiento de célula de control no tratada), en la figura 7B se representan las medias (*
desviacion tipica) de la distribucion del ciclo de células ya cultivadas durante 48 horas en presencia o en
ausencia de roscovitina 60 uM,

- la figura 8, representa el efecto de inhibicion de la roscovitina sobre la fosforilacion in vivo de vimentina a
nivel de sitios especificos en cdc2.

MATERIAL Y METODOS

Productos quimicos

[0042] El ortovanadato de sodio, 1-metiladenina (1MeAde), EGTA, EDTA, MOPS, R-glicerofosfato, ditiotreitol
(DTT), fluoruro de sodio, nitrofenil-fosfato, leupeptina, aprotinina, inhibidor de tripsina de soja, benzamidina, histona
H1 (tipo IlI-S), proteina basica de mielina, caseina, protamina sulfato, isopropil R-D-tiogalactopirandsido (IPTG),
Sefarosa 4B activada por CNBr, medio LB, glutation y bolitas de glutation-Sefarosa: todos estos productos son como
los comercializados por Sigma Chemicals.

[0043] Los analogos de purina se disuelven generalmente de manera que se disponen en soluciones de
almacenamiento de 100 mM en DMSO. La concentracién final de DMSO en la mezcla de reaccion es inferior al 1%
(v/v).

[0044] El [y'32P]-ATP es un producto de Amersham.

[0045] La proteina GST-Retinoblastoma se expresa en bacterias y se purifica en bolitas de glutation-Sefarosa
como se ha descrito anteriormente en (1) y(2).

Tampones

Tampdén de homogeneizacion:

[0046] 60 mM de R-glicerofosfato, 15 mM de p-nitrofenil-fosfato, 25 mM de MOPS (pH 7,2), 15 mM de EGTA, 15
mM de MgCl;, 1 mM de DTT, 1 mM de vanadato de sodio, 1 mM de NaF, 1 mM de fenilfosfato, 10 ug de
leupeptina/ml, 10 ug de aprotinina/ml, 10 pyg de inhibidor de tripsina de soja ml'y 100 uM de benzamidina.

[0047] Tampon C: composicion del tampon de homogeneizacion, pero con 5 mM de EGTA, sin NaF y sin
inhibidores de proteasa.

Preparacién de extractos de ovocitos de estrella de mar en fase M

[0048] Para obtener preparaciones de extractos de ovocitos a gran escala, se extirpan las génadas de
Marthasterias glacialis maduras y se incuban con 10 uM de 1-MeAde en agua de mar natural filirada sobre Millipore
hasta la oviposicion. Todos los ovocitos se encuentran entonces en fase M. Se separan del medio de incubacion por
centrifugacion, se congelan directamente en nitrégeno liquido y se mantienen a -80°C (ver (1) y (3)).

[0049] Los ovocitos en fase M se homogeneizan en el tampén de homogeneizacion a razén de 2 ml/g de
ovocitos.

[0050] Tras la centrifugacién durante 45 minutos a 100.000 g, el sobrenadante se recupera y se utiliza
directamente para la purificacion por cromatografia de afinidad de la quinasa p34°®/ciclina B sobre bolitas de
p9°Shsl_Sefarosa (ver (1) y (4)).

Enzimas

[0051] Las actividades de las quinasas se determinan a 30 °C en el tamp6n C, a menos que se indique lo
contrario. Los valores de los blancos se restan de los datos y las actividades se calculan en pmoles de fosfato
incorporado en el aceptor de proteina para una incubacién de 10 minutos.

[0052] Los controles se utilizan con disoluciones apropiadas de DMSO.
[0053] La fosforilacion del substrato se determina, en este caso, por autorradiografia tras SDS-PAGE.
. Se purifica la 934°d°2/ciclina B a partir de ovocitos de la fase M de estrellas de mar por cromatografia de

afinidad sobre las bolitas de p9C ShsT_Sefarosa en las que se eluyen con p9CkShS1, como se ha descrito
anteriormente (ver (2), (3) y (5)).
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[0054] Para la determinacion, se utiliza 1 mg de histona H1 (Sigma tipo 111-S)/ml, en presencia de 15 pM de [y3%]
ATP (3,000 Ci/mmol, 1 mCi/ml) en un volumen final de 30 pl (ver (1) y (6))

[0055] Después de un tiempo de incubacién de 10 minutos a 30 °C, se depositan alicuotas de 25 ul de
sobrenadante en papel de fosfocelulosa Whatman P81 y, después de 20 segundos, se lavan los filtros 5 veces
(durante al menos 5 minutos cada vez) en una solucion de 10 ml de acido fosférico por litro de agua.

[0056] Los filtros humedos se transfieren a ampollas de centelleo de plastico de 6 ml, después se afiaden 5 ml
de fluido de centelleo ACS (Amersham) y se mide la radioactividad en un contador Packard.

[0057] La actividad quinasa se expresa en pmoles de fosfato incorporado en la histona H1 durante 10 minutos de
incubacién o en porcentaje de actividad maxima.

[0058] Para realizar los experimentos de cinética en condiciones lineales, se usa, como se ha descrito
anteriormente, el sistema de ensayos de punto final para la quinasa p34CdCZ pero, sobre la base de ensayos
preliminares, se usan concentraciones apropiadas, no saturantes, de substrato.

[0059] La quinasa p34°d°2/ciclina B se afiade para obtener una activad lineal con relacion a la concentracion de
enzima y al tiempo.

[0060] En la mayoria de los casos, esto necesita una dilucion enzimatica de 3 a 10 veces en el tampon C.

[0061] Los datos de velocidad se expresan en pmoles incorporados en el substrato por segundo, por cantidad de
enzima afadida. Las constantes de inhibicion aparentes se determinan por analisis grafico.

. Las @C""Z/ciclina Ay ;@C"kz/ciclina E se reconstituyen a partir de extractos de células de insecto sf9
infectadas por diferentes baculovirus.

[0062] Las ciclinas A y E son proteinas de fusion de GST-ciclinas y los complejos se purifican sobre bolitas de
glutatién-Sefarosa.

[0063] Las actividades quinasas se determinan con 1 mg/ml de histona H1 (Sigma, tipo 1lIS), en presencia de 15
UM de [y-SZP] ATP, durante 10 minutos, en un volumen final de 30 pl, como se describe para la quinasa
p34°“““[ciclina B.

.La ;@CdkslpZ_S se purifica a partir de cerebro bovino (7), pero no se utiliza la etapa de cromatografia Mono S.

[0064] Las fracciones activas recuperadas a partir de la columna de Superosa 12 se rednen y se concentran hasta
obtener una concentracion final de aproximadamente 25 ug de enzima/ml.

[0065] La determinacion de la quinasa se efectua con 1 mg/ml de histona H1 (Sigma, tipo IlIS), en presencia de
15 uM de [y-32P] ATP, durante 10 minutos en un volumen final de 30 ul, como se describe para la p34°d°2/ciclina B.

. La ;@“’k“/ciclina D1, se obtiene a partir de lisados de células de insecto. Cdk4 es un producto de

construccion GST-cdk4 y el complejo activo se purifica sobre bolitas de glutation-Sefarosa.

[0066] Su actividad quinasa se determina con una proteina purificada GST-retinoblastoma en presencia de 15
UM de [y-32P] ATP, en un volumen final de 30 pl.

[0067] Después de 15 minutos de incubacion se afiade tampén de Laemmli (2 x 30pul).

[0068] El substrato fosforilado se resuelve mediante SDS-PAGE al 10% y se analiza por autorradiografia por
exposicion durante aproximadamente 14 horas en MP Hiperfilm y densitometria.

. La ;@C‘“‘G/ciclina D2 se obtiene a partir de lisados de células de insecto (8). Para los ensayos, se procede
como se ha indicado anteriormente para la proteina p33°*“/ciclina D1.

. Las quinasas MAP: la GST-erk1 (9), clonada a partir de un banco humano HepG2, se expresa en bacterias,
se purifica sobre bolitas de glutation-Sefarosa y se ensaya con 1 mg de proteina basica de mielina por ml en
presencia de 15 pM de [y->2P] ATP, como se ha descrito para la quinasa p34°°“/ciclina B.

[0069] Las proteinas erk1 y erk2 marcadas con histona, se activan in vitro por MAPKK, se purifican (afinidad-Ni y
Mono Q) y se ensayan, como se ha descrito anteriormente, durante 10 minutos, en un volumen final de 30 pl.

. La subunidad catalitica de la quinasa cAMP-dependiente, purificada a partir de corazén de bovino se ensaya
con 1 mg de histona H1 por ml, en presencia de 15 uM de [y-32P] ATP, como se ha descrito anteriormente para
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la p34°““/ciclina B.

[0070] La quinasa cGMP-dependiente (10), purificada hasta la homogeneidad a partir de musculo liso de traquea de
origen bovino se ensaya con 1 mg de histona H1 por ml, en presencia de 15 yM de [y-32P] ATP, como se ha descrito
anteriormente para la p34°*“%/ciclina B.

e La caseina quinasa 2 se aisla del citosol de higado de rata (11) y se ensaya con 1 mg de caseina por mly 15 uyM
de [y-szP] ATP. El substrato se deposita sobre filtros Whatman 3MM y se lava con 10 % de TCA (P/V).

e La quinasa de la cadena ligera de miosina purificada de molleja de pollo (12) se ensaya en presencia de 100 nM
de calmodulina, 100 uM de CaCl,, 50mM de HEPES, 5 mM de MgCl;, 1 mM de DTT y 0,1 mg de BSA/ml con pH
7,5, usando un péptido de sintesis de base del sitio de fosforilacion de la cadena ligera de miosina de musculo
liso (KKRPQRATSNVFAM, 50 uM) y en presencia de 15 uM de [y-szP] ATP, en un volumen final de 50 pl.

[0071] La incorporacion de fosfato radioactivo se controla en filtros de fosfocelulosa como se ha descrito
anteriormente.

e La ASK-y, homologa en la planta de GSK-3, se expresa como proteina de fusion GST en E.coli (13) y se purifica
sobre glutation-Sefarosa. La actividad de la quinasa ASK-y, se determina durante 10 minutos a 30 °C, con 5 ugm,
de proteina basica de mielina, en presencia de 15 uyM de [y—32P] ATP, en un volumen final de 30 pl. La proteina
basica de mielina fosforilada se recupera en papel de fosfocelulosa Whatman P81 como se ha descrito
anteriormente para la p34°*“#/ciclina B.

o El dominio tirosina quinasico del receptor de la insulina (14) se sobreexpresa en un sistema de baculovirus y se
purifica hasta la homogeneidad. Su actividad quinasa se determina durante 10 minutos a 30 °C con 5 ug de
Raytide (Oncogéne Sciences), en presencia de 15 uM de [y—32P] ATP, en un volumen final de 30 pl. El producto
Raytide fosforilado se recupera en papel de fosfocelulosa Whatman P81 como se ha descrito anteriormente para
la p34°“?[ciclina B.

Ejemplo 1: Sintesis de laroscovitina

[0072] La sintesis se efectia en 3 etapas y comprende en primer lugar la preparacion de 1) 6-benzilamino-2(]
cloropurina, después 2) de 6-benzilamino-2-cloro-9-isopropilpurina, y 3) de 6-benzilamino-2-R-(1-etil, 201
hidroxietilamino)-9-isopropilpurina.

1) Sintesis de 6-benzilamino-2-cloropurina:
[0073] Se procede como describe Hocart en Phytochemistry 1991, 30, 2477-2486.
2) Sintesis de 6-benzilamino-2-cloro-9-isopropilpurina (1)

[0074] Se somete a agitacion a temperatura ambiente, durante tres dias, una mezcla de 6-benzilamino-2(
cloropurina (3,7 g; 14,2 mmol), de carbonato de potasio (11g; 80/mmol) y de bromuro de isopropilo (8,2 ml; 87 mmol)
en 100 ml de DMSO absoluto. Por cromatografia de capa fina [CHCI3-MeOH (98:2)], se constata la ausencia de 60
benzilamino-2-cloropurina. Se elimina por destilacion al vacio por debajo de 50 °C el DMSO y el exceso de bromuro
de isopropilo. El residuo se reparte entre el agua y el acetato de etilo. La fase organica se seca sobre Na,SO, y se
evapora al vacio.

[0075] Por cristalizacion en MeOH, se obtienen 3,51 g (82%) de producto; P.F. 181-182 °C; UV (MeOH): Amax
273,5; IR (Nicolet 205, KBr, DRIFT cm 1713,1626,1572,1537,1497,1471,1456,1425,1398,1355,1314,1292,1255,
1228, 1202.

3) Sintesis de 6-benzilamino-2-R-(1-etil-2-hidroxietilamino)-9-isopropil-purina (ll), derivado racémico:

[0076] Se calienta en un horno a 160-165°C, durante 3 h 30, una ampolla sellada, en la que se ha hecho el
vacio, que contiene 2,7 g (8,95 mmol) de 1 y 17 ml (0,18 mol) de R(-)-2-amino-1-butanol (Fluka 90%, R:S>9:1). Se
evapora el exceso de amina a una temperatura inferior a 50 °C, y se purifica el producto en una columna de
cromatografia usando cantidades en aumento de MeOH en CHCIs, es decir 0, después 2, y 3%.

[0077] Por cristalizacion en acetato de etilo, se obtienen 2,2 g de Il (69%); P. F. 132-134 °C, [a]= +35,1 (c =
0,29, CHCIl3). Espectrografia de masa [Finnigam MAT 90, BE geometria 70 eV, temperatura de la fuente 250 °C,
corriente de emision 1 mA, voltaje de aceleracion 5 keV, entrada directa, temperatura DIP entre 190-220°C. El
HRMS se ha efectuado por el método de superposicion de picos usando Ultramark 1600 F (PCR Inc.; Fl.; EEUU)
como patrén] 354.2167 (M+, C19H26N6O calc. 354.2168, 27%), 325 (7%), 324 (29%), 232 (100%), 295 (3%), 282
(7%), 281 (3%), 217 (6%), 185 (5%) 134 (3%), 91 (34%). FTIR (Nicolet 205; KBr, DRIFT, cm'1): 1622, 1610, 1547,
1540, 1452, 1389, 1370, 1261, 1068.
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Ejemplo 2: Estudio de las propiedades inhibidoras de quinasas de la roscovitina y de sus efectos sobre
el ciclo celular.

a) estudio de las propiedades inhibidoras de quinasas.
[0078] Se midieron las actividades de las enzimas indicadas en la siguiente tabla, después de afiadir roscovitina
u olomucina, segun concentraciones en aumento. Estas actividades se han medido con sustratos apropiados

(histona H1, proteina basica de mielina, caseina, etc.) con 15 yM de ATP.

[0079] Las Clso se han calculado a partir de curvas de dosis-respuesta obtenidas. El signo (-) significa que no se
ha observado ningun efecto inhibidor. La concentracién mas elevada ensayada figura entre paréntesis.

TABLA 2
Enzima Clso (LM) Roscovitina Olomucina
cdc2/ciclina B 0,65 7
cdc2/ciclina A 0,7 7
cdc2/ciclina E 0,7 7
cdc4/ciclina D1 > 1000 > 1000
cdk5/p35 0,16 3
cdk6/ciclina D3 > 500 > 250
GST-erk1 30 30
erk1 34 50
erk2 14 40
PK cAMP-dependiente > 1000 > 2000
PK cGMP-dependiente -(1000) > 2000
Quinasa de la cadena ligera de miosina 90 > 1000
Caseina quinasa 2 -(1000) > 2000
ASK-y (planta GSK-3) 220 130
insulina-receptor tirosina quinasa 70 400
Cc-src 250 -
v-abl > 1000 -

. inhibicién de cdc2, cdk2 y cdk5.

[0080] El examen de estos resultados muestra que la roscovitina presenta una actividad 10 veces mas elevada
que la olomucina frente a las cdc2 y cdk2 diana y 20 veces mas elevada frente a cdk5.

[0081] Comparativamente, su efecto parece limitado, como se observa con la olomucina sobre las quinasas
cdk4/ciclina D1 y cdké/ciclina D2 (las Clso son superiores a 100 uM). Esta ausencia de efecto se ha confirmado con
cdk4 procedente de diferentes fuentes. Procediendo en condiciones idénticas, la GST p16INR4A inhibe la cdk4/ciclina
D1.

. especificidad del efecto inhibidor
[0082] Como se puede constatar, la mayor parte de las quinasas se inhiben de forma débil o nula.
[0082] Aunque la roscovitina presenta una eficacia al menos 10 veces superior a la de la olomucina frente a sus
dianas cdk, su efecto inhibidor es muy similar al de la olomucina frente a erk1 y erk2. También resulta necesaria una
concentracion 40 veces mas elevada de roscovitina para inhibir erk1 (20 veces para erk 2) de manera similar a la
inhibicion de cdc2.
- b) Efecto sobre el ATP
[0084] Para estudiar el mecanismo de accién de la roscovitina, se realizaron experimentos de cinética en

presencia de concentraciones en aumento de roscovitina, con variacién de los niveles del ATP (de 0,1 a 0,5 mM), la
concentracién de histona H1 se mantuvo constante a 0,7 mg/ml.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364 722 T3

[0085] Los resultados se indican en la figura 1.

[0086] Estos resultados muestran que la roscovitina actia como inhibidor competitivo para el ATP. Teniendo en
cuenta la linealidad de las pendientes en funcién de las concentraciones de roscovitina, se la califica como inhibidor
lineal. La constante de inhibicion aparente Ki es de 1,2 uM.

[0087] El analisis de la estructura del co-cristal de roscovitina y de cdk2 confirma que la roscovitina se une, como
la olomucina, en la zona de enlace con el ATP y que su ciclo de purina esta orientado como el de la olomucina, es
decir, de manera totalmente diferente del ciclo purina del ATP.

. ¢) Estudio del efecto sobre la sintesis de ADN vy la actividad MPF.
[0088] Se indican los resultados de experimentos realizados en numerosos tipos celulares.

. efecto sobre la maduracién de ovocitos de estrella de mar y sobre la defosforilacion de la tirosina de p34Cdcz in
Vvivo.

[0089] Se tratan ovocitos de estrellas de mar, detenidos en la profase, durante 15 minutos, con concentraciones
en aumento de roscovitina antes de afiadir la hormona 1-MeAde (1 pM). Transcurridos 30 minutos, se anota el % de
rotura de la vesicula germinal (GVBD). Estos valores se indican en la figura 2 en funcion de la concentracion de
roscovitina (en uM). La roscovitina inhibe la rotura de la envoltura nuclear con una Clsp de 5 pM (la Clsp de la
olomucina, procediendo en las mismas condiciones, es de 30 uM). Estos resultados se muestran en la figura 2.

[0090] Como ya se ha observado con la olomucina, la roscovitina disminuye, pero no inhibe, la defosforilacion de
la tirosina de p34Cdcz in vivo. Se tratan ovocitos con 10 uM de roscovitina durante 15 minutos antes de afadir 1 yM
de 1-MeAde al tiempo 0. Los extractos se preparan en diferentes tiempos y se cargan sobre una columna de bolitas
de p9®"s'_Sefarosa

[0091] Las proteinas que se han unido a las bolitas se resuelven por SDS-PAGE antes de efectuar una
transferencia de Western con anticuerpos anti-PSTAIRE. La figura 3 presenta una fotografia de la transferencia de
Western. Las formas fosforiladas de p34Cdcz aparecen en la parte superior y las formas defosforiladas en la parte
inferior.

[0092] Asi pues, la roscovitina no inhibe la activacion de cdc2, sino su actividad. La defosforilacion de la tirosina
de p34CdC2 se cataliza mediante cdc25 y precede normalmente a la activacion de la quinasa cdc2 en la transicion
G2/M. Ademas, la quinasa cdc2 fosforila y sobreactiva la fosfotasa de cdc25. La roscovitina ha podido provocar por
tanto una interrupcion a nivel cdc2 quinasa, lo que implica una disminucién de la defosforilacién.

. efectos sobre el ciclo mitético de embriones de erizo.

[0093] Se afade roscovitina 60 minutos después de la fertilizacion. 120 minutos después de la fertilizaciéon se
toma el porcentaje de embriones divididos. Los resultados se muestran en la figura 4.

[0094] Se constata que ésta provoca una parada en el estado profase tardia, que es dependiente de dosis.

[0095] La Clsp es de 10 yM. (Incluso a 100 pyM, la olomucina solo provoca una ralentizaciéon de la transicién
prefase/metafase, pero no detiene a las células en profase).

[0096] Se observa un gran nucleo en los huevos asi detenidos por la roscovitina como se muestra en la figura 5.
[0097] Esta detencion resulta totalmente reversible. En efecto, tras varios lavados con agua de mar, los huevos
entran de nuevo en los ciclos mitéticos y se desarrollan en larvas pluteo normales. Estos resultados se obtienen

incluso a concentraciones elevadas de roscovitina de 100 uM.

. efectos sobre la sintesis del ADN in vitro y la actividad MPF en extractos de huevos de sapo africano.

[0098] Los ensayos se realizan segun (15), procediendo como se describe en (1) para la olomucina.

[0099] Se incuban extractos de sapo africano detenidos en la fase metafase con roscovitina y con cromatina de
esperma.

[0100] Con concentraciones de roscovitina que varian de 0 a 5 pM, los cromosomas se mantienen muy
condensados y no hay ninguna envoltura nuclear visible. A una concentraciéon de 10 yM, y por encima, aparecen
nucleos de interfase con la cromatina parcialmente descondensada y una envoltura nuclear intacta, lo que
demuestra que la actividad MPF se ha inhibido (la Clso es de 5 pM).
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[0101] También se ha estudiado la sintesis del ADN procediendo como se describe en (1) para la olomucina.

[0102] También se afiadié roscovitina y cromatina de esperma, a un extracto de huevos detenidos en la fase
metafase.

[0103] El extracto se dejo a continuacion en la fase interfase por adiciéon de CaCl, (15) y (16). La sintesis del
ADN total se midié 3 h mas tarde mediante incorporacion de [y—32P]-dATP en material precipitable mediante el TCA.

[0104] Como muestra la figura 6, la roscovitina inhibe la replicacién con una Clso de 15 pM.

[0105] La invencion proporciona de esta manera nuevas purinas dotadas de propiedades inhibidoras de
cdc2/ciclina B de especificidad elevada.

Ejemplo 3: Propiedades bioquimicas y efectos de la roscovitina en células de mamiferos
Método
Seleccion in vitro de células tumorales humanas

[0106] Se cultivaron sesenta lineas celulares de tumores humanos que comprendian nueve tipos de tumores
durante 24 horas antes de someterse a una exposicion continua de 48 horas a 0,01-100 uM de roscovitina. Para
calcular la citotoxicidad, se usé un ensayo de proteina sulforhodaminina B.

Cultivo de célula L1210

[0107] Usando un hemocitémetro, se contaron células L1210 extraidas de cultivos en crecimiento exponencial en
medio RPMI-1640 complementado con suero de ternero fetal al 10%, penicilina y estreptomicina, dispuestas a una
tasa de 5x10* células por mililitro en placas de cultivo de tejido de 96 pocillos en presencia o en ausencia de
diversas concentraciones de roscovitina o de olomucina, y después, se incubaron a 37 °C con CO; al 5%. Para
invertir el efecto roscovitina, las células L1210 cultivadas durante dos dias en presencia o en ausencia de roscovitina
se lavaron con PBS para eliminar cualquier traza de producto activo, se contaron y se volvieron a poner en medio
recién preparado que no contenia ningun producto activo (roscovitina u olomucina). El crecimiento celular se medio
diariamente usando el ensayo con tetrazolio en microcultivo. El analisis del ciclo celular se realizé sobre células
fijadas en etanol, tratadas con RNasa 100 ug/ml y tefidas con yoduro de propidio. La toma de datos se realizd
usando un citdmetro de flujo Coulter (Hialeah, FI, EEUU) EPICS Elite (marca registrada) y el analisis de estos datos
se realizd con un programa informatico Multicycle (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA, EEUU) (marca
registrada). Todos los ensayos se repitieron tres veces y todos los experimentos se repitieron al menos dos veces.

Fosforilacion de vimentina in vivo

[0108] Para estudiar la fosforilacion in vivo de la vimentina por la quinasa cdc2, las células se trataron o no con
roscovitina 60 uM durante 48 horas antes de una exposicidon de la colcemida 10 ng/ml durante dos horas mas.
Después, los extractos celulares se colocaron para migracion sobre un gel SDS-PAGE al 10%, se transfirieron por
transferencias de Western y se incubaron con anticuerpos 4A4. Estos anticuerpos reaccionan de forma cruzada con
la vimentina fosforilada por cdc2, pero no reaccionan ni con la vimentina fosforilada por otras quinasas (proteina
quinasa cAMP dependiente, proteina quinasa C, proteina quinasa Ca2+calmodulina-dependiente) ni con la vimentina
no fosforilada: los anticuerpos 4A4 reconocen especificamente la vimentina que esta fosforilada al nivel de su resto
Ser-55 por la quinasa cdc2 en el momento de la entrada en mitosis de la célula.

Resultados

[0109] La roscovitina (0,01-100 uM; exposicion durante 48 horas) se ensay6 en 60 lineas celulares humanas
tumorales que comprendian nueve tipos de tumores (leucemia, cancer de pulmén no microcitico, cancer de colon,
cancer del sistema nervioso central, melanoma, cancer de ovarios, cancer renal, cancer de prostata y céncer de
mama). Todas las lineas celulares presentaron una sensibilidad equivalente a la roscovitina. El valor medio Clsg es
de 16 pM (mientras que en el caso de la olomucina es de 60,3 uM). No se ha observado ninguna correlacion entre la
sensibilidad de las lineas celulares a la roscovitina y la presencia de p53 silvestre o mutado. El método de analisis
Compare ha mostrado que los efectos de la roscovitina y del flavopiridol son comparables.

[0110] En cuanto a los efectos de la roscovitina en el crecimiento de la linea celular L1210, se observé una
inhibicion dependiente de la dosis muy clara del crecimiento, como muestra la figura 7A. En la figura 7A se
representa el crecimiento celular en funcién de la concentracién de roscovitina o de olomucina. Las curvas son
sensiblemente idénticas tras dos y tres dias de cultivo, como se ha observado con las células tumorales
mencionadas anteriormente. La roscovitina es aproximadamente cuatro veces mas eficaz que la olomucina para
inhibir el crecimiento celular (Clso de 40 uM para la roscovitina y 160 uM para la olomucina). Aunque la mayor parte
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de las células son viables (96 + 2% por exclusion con azul de Tripano) tras un tratamiento de 48 horas con
roscovitina 60 UM, se mantienen irreversiblemente detenidas, incluso después de abundantes lavados. Las células
expuestas a 120 uM de roscovitina mueren rapidamente. Los efectos de la roscovitina sobre la distribucion del ciclo
celular se estudiaron a continuacion por citometria de flujo. Con 60 uM de roscovitina, las células permanecen
detenidas en G1 y se acumulan en G2 como muestra la figura 7B donde se representan las proporciones (%) de
cada fase del ciclo celular observado (G1, S, G2/M) en presencia o en ausencia de roscovitina.

[0111] Con objeto de identificar la diana molecular in vivo de la roscovitina, se han utilizado anticuerpos 4A4. Los
resultados se ilustran en la figura 8 donde se representan las proteinas totales extraidas de las células tratadas (+) o
no tratadas (-) con roscovitina y después resueltas en SDS-PAGE antes de la transferencia de Western con los
anticuerpos 4A4. Las células no tratadas se detienen en metafase y acumulan vimentina fosforilada por cdc2. Por el
contrario, las células tratadas con roscovitina no presentan vimentina fosforilada por cdc2, lo que muestra que, en
efecto, cdc2 se ha inhibido in vivo y que las células se han detenido antes de la metafase.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula |,

en la que

R? representa un grupo 1-D, L- hidroximetilpropilamino;

R® representa un grupo benzilamino; y

R® representa un grupo isopropilo;

y los isébmeros 6pticos o la mezcla racémica de los mismos;
para usar para el tratamiento de un trastorno proliferativo

2 . El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que el trastorno proliferativo tratado es el
cancer.
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