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DESCRIPCION

Derivados de indolilalquilamino sustituidos con aza-biciclohexilo como inhibidores novedosos de histona
desacetilasa

Esta invencién se refiere a compuestos que tienen actividad enzimatica inhibidora de histona desacetilasa (HDAC).
Se refiere ademas a procesos para su preparacion, a composiciones que los comprenden, asi como a su uso, tanto
in vitro como in vivo, para inhibir HDAC y como medicamento, por ejemplo como medicamento para inhibir estados
proliferativos, tales como cancer y psoriasis.

Las histonas nucleares se conocen como componentes integrales y dinamicos de la maquinaria responsable de la
regulacién de la transcripcion génica y otros procesos con molde de ADN tales como replicacién, reparacion,
recombinacion y segregacion de cromosomas. Son el sujeto de modificaciones postraduccionales incluyendo
acetilacion, fosforilacién, metilacion, ubiquitinacion y ribosilacion de ADP.

La(s) histona desacetilasa(s), denominada(s) en el presente documento “HDAC”, son enzimas que catalizan la
eliminacion de la modificacion de acetilo en residuos de lisina de proteinas, incluyendo las histonas nucleosémicas
del nucleo H2A, H2B, H3 y H4. Junto con histona acetiltransferasa(s), denominada(s) en el presente documento
“HAT”, las HDAC regulan el nivel de acetilacion de las histonas. El balance de acetilacion de histonas nucleosémicas
desempefia un papel importante en la transcripcion de muchos genes. La hipoacetilacién de histonas esta asociada
con una estructura de cromatina condensada dando como resultado la represion de la transcripcion génica, mientras
que las histonas acetiladas estan asociadas con una estructura de cromatina mas abierta y una activacion de la
transcripcion.

Se han descrito once HDAC estructuralmente relacionadas y se dividen en tres clases. Las HDAC de clase |
consisten en HDAC 1, 2, 3, 8, las HDAC de clase Il consisten en HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10 mientras que la HDAC 11
representa a la clase IV. Los miembros de la tercera clase de HDAC no estan estructuralmente relacionados con las
HDAC de clase |, Il y clase IV. Las HDAC de clase I/ll/IV funcionan mediante mecanismos dependientes de zinc,
mientras que las HDAC de clase Ill son dependientes de NAD.

Ademas de las histonas, otras proteinas también han sido el sustrato para la acetilacion, en particular factores de
transcripcion tales como p53, GATA-1 y E2F; receptores nucleares tales como el receptor de glucocorticoides, los
receptores tiroideos, los receptores de estrogeno; y proteinas reguladoras del ciclo celular tales como pRb. Se ha
vinculado la acetilacion de proteinas con la estabilizacién de proteinas, tal como la estabilizacion de p53,
acumulacion de cofactores y aumento de la unién de ADN. p53 es un supresor tumoral que puede inducir la
detencién del ciclo celular o la apoptosis en respuesta a una variedad de sefales de estrés, tales como dafo de
ADN. La diana principal para la detencién del ciclo celular inducida por p53 parece ser el gen p21. Tras su activacion
mediante p53, se ha identificado p21 en virtud de su asociacién con complejos de ciclina/cinasa dependiente de
ciclina que da como resultado la detencién del ciclo celular en las fases tanto G1 como G2, su regulacién por
incremento durante la senescencia y su interaccion con el antigeno nuclear de células proliferantes.

El estudio de inhibidores de HDAC indica que desempefian un papel importante en la detencion del ciclo celular, la
diferenciacion celular, la apoptosis y la inversion de fenotipos transformados.

El inhibidor tricostatina A (TSA), por ejemplo, provoca la detencion del ciclo celular en las fases tanto G1 como G2,
invierte el fenotipo transformado de diferentes lineas celulares e induce la diferenciacion de células de leucemia de
Friend y otros. Se ha notificado que TSA (y el &cido suberoilanilidahidroxdmico SAHA) inhibe el crecimiento celular,
induce la diferenciacién terminal y previene la formacién de tumores en ratones (Finnin et al., Nature, 401: 188-193,
1999).

También se ha notificado que la tricostatina A es util en el tratamiento de fibrosis, por ejemplo fibrosis hepatica y
cirrosis hepatica. (Geerts et al., solicitud de patente europea EP 0 827 742, publicada el 11 de marzo de 1998).

El farmacoforo para inhibidores de HDAC consiste en un dominio de unidon a metal, que interacciona con el sitio
activo que contiene zinc de las HDAC, un dominio de ligador y un dominio de reconocimiento de superficie o region
de ocupacion, que interacciona con residuos en el borde del sitio activo.

Se ha notificado también que los inhibidores de las HDAC inducen la expresion del gen p21. La activacion
transcripcional del gen p21 por estos inhibidores se promueve mediante modificacién de cromatina, seguido por
acetilacion de histonas H3 y H4 en la region del promotor de p21. Esta activacion de p21 se produce de manera
independiente de p53 y por tanto los inhibidores de HDAC funcionan en células con genes p53 mutados, un
distintivo de numerosos tumores.

Ademas, los inhibidores de HDAC pueden tener actividades indirectas tales como un aumento de la respuesta
inmunitaria del huésped e inhibicién de la angiogénesis tumoral y por tanto pueden suprimir el crecimiento de
tumores primarios e impedir la metéstasis (Mai et al., Medicinal Research Reviews, 25: 261-309, 2005).
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En vista de lo anterior, los inhibidores de HDAC pueden tener gran potencial en el tratamiento de enfermedades o
estados proliferativos celulares, incluyendo tumores con genes p53 mutados.

La solicitud de patente EP 1472216 publicada el 14 de agosto de 2003 da a conocer hidroxamatos biciclicos como
inhibidores de histona desacetilasa.

Las solicitudes de patente EP 1485099, EP 1485348, EP 1485353, EP 1485354, EP 1485364, EP 1485365, EP
1485370, EP 1485378 publicadas el 18 de septiembre de 2003, entre otras, dan a conocer &cidos
piperazinilpirimidinilhidroxdmicos sustituidos como inhibidores de histona desacetilasa, ademéas el documento EP
1485365 da a conocer R306465.

La solicitud de patente EP 1492534 publicada el 9 de octubre de 2003 da a conocer compuestos de acido carbamico
que comprenden un enlace de piperazina, como inhibidores de HDAC.

La solicitud de patente EP 1495002 publicada el 23 de octubre de 2003 da a conocer compuestos de
piperazinilfenilbenzamida sustituidos, como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente WO 04/009536 publicada el 29 de enero de 2004 da a conocer derivados que contienen un
grupo conector alquilo entre el grupo arilo y el hidroxamato, como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1525199 publicada el 12 de febrero de 2004 da a conocer hidroxamatos biciclicos
sustituidos con (hetero)arilalquenilo, como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1581484 publicada el 29 de julio de 2004 da a conocer derivados de derivados de N-
hidroxi-benzamida con actividad antiinflamatoria y antitumoral.

La solicitud de patente EP 1585735 publicada el 29 de julio de 2004 da a conocer derivados de hidroxamato de arilo
sustituidos como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente WO 04/072047 publicada el 26 de agosto de 2004 da a conocer indoles, benzimidazoles y
naftimidazoles como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1608628 publicada el 30 de septiembre de 2004 da a conocer hidroxamatos unidos a
sistemas de anillo heterociclico no aromatico como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1611088 publicada el 28 de octubre de 2004 da a conocer derivados de hidroxamato
como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1546326 publicada el 31 de marzo de 2005 da a conocer benzimidazoles como
inhibidores de histona desacetilasas.

Las solicitudes de patente WO 05/030704 y EP 1663953 publicadas el 7 de abril de 2005 dan a conocer benzamidas
como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1685094 publicada el 6 de mayo de 2005 da a conocer hidroxamatos conectados a
acilurea y conectados a sulfonilurea como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1682538 también publicada el 6 de mayo de 2005 da a conocer hidroxamatos unidos a
biarilo como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1735319 publicada el 6 de octubre de 2005 describe inhibidores novedosos de histona
desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1781639 publicada el 2 de febrero de 2006 da a conocer derivados de indolilalquilamino
sustituidos como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente US 05/0234033 A1 publicada el 20 de octubre de 2007 da a conocer, entre otros, derivados
de azabiciclohexilo como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente EP 1881977 publicada el 23 de noviembre de 2006 da a conocer, entre otros, derivados de
azabiciclohexilo como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente WO 07/045844 publicada el 26 de abril de 2007 da a conocer compuestos de benzamida
utiles como inhibidores de histona desacetilasas.
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La solicitud de patente WO 07/055942 publicada el 18 de mayo de 2007 se refiere a una clase novedosa de
nicotinamidas que pueden inhibir la histona desacetilasa.

Las solicitudes de patente WO 07/082878, WO 07/082880 y WO 07/082882 publicadas el 26 de julio de 2007 dan a
conocer derivados de pirimidinas como inhibidores de histona desacetilasa.

La solicitud de patente WO 07/091703 publicada el 16 de agosto de 2007 da a conocer pirazinilhidroxiacrilamidas
como inhibidores de histona desacetilasas.

La solicitud de patente WO 07/100657 publicada el 7 de septiembre de 2007 da a conocer (hetero)arilcarboxamidas
como inhibidores de histona desacetilasas.

Los compuestos de la presente invencion difieren de la técnica anterior en estructura, en su actividad farmacolégica
y/o potencia farmacolégica.

Esta invencion se refiere a compuestos de formula (1)

Ra

A g =N lll1 P N
‘HL<\:X/>_N -—'(CHz)n‘—N_(CHz)m_. / ?RB m

las formas de N-Oxido, las sales de adicién farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente
isoméricas del mismo, en la que:

cada n es un numero entero con valor 0, 1 6 2 y cuando n es 0 entonces se entiende que es un enlace directo;

cada m es un nimero entero con valor 1 6 2;

X es independientemente N o CH;

A es hidroxilo o un radical de férmula:

Ry

N2 (a1
R' es hidrégeno, alquilo Cis, hidroxialquilo Cis, alquilsulfonilo Cis, alquilcarbonilo Ci, o mono- o di(alquil
C1-g)aminosulfonilo;

R% es hidrégeno, hidroxilo, amino, haldégeno, alquilo Ci., ciano, alquenilo Cs¢, polihaloalquilo Ci.s, nitro, fenilo,
alquilcarbonilo C+.¢, hidroxicarbonilo, alquilcarbonilamino C1.6, alquiloxilo C1.s, 0 mono- o di(alquil C1.¢)amino;

R® es hidrégeno, halégeno, alquilo C1. 0 alquiloxilo C1.6; 0

cuando R® y R® estan en atomos de carbono adyacentes, pueden formar el radical bivalente:

-O-CH-O- (a-2);

R*es hidrégeno, alquilo C1.6, alquiloxi C1-s-alquilo C1.s, cicloalquilo Cs.s, cicloalquilmetilo Cs.g, fenilalquilo Cq.6; 0
cuando R? esta en la posicion 7 del indolilo entonces R? y R* juntos pueden formar el radical bivalente;
-(CHz)2- (@-3), 0

-(CH2)s- (a-4);

R°® es hidrégeno o tiofenilo.
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Las lineas dibujadas en los sistemas de anillo biciclico a partir de sustituyentes indican que los enlaces pueden
unirse a cualquiera de los atomos de anillo adecuados del sistema de anillo biciclico.

El término “inhibidor de histona desacetilasas” o “inhibidor de histona desacetilasa” se usa para identificar un
compuesto, que puede interaccionar con una histona desacetilasa e inhibir su actividad, mas particularmente su
actividad enzimatica. Inhibir la actividad enzimatica de histona desacetilasa significa reducir la capacidad de una
histona desacetilasa para eliminar un grupo acetilo de una histona. Preferiblemente, tal inhibicién es especifica, es
decir el inhibidor de histona desacetilasa reduce la capacidad de una histona desacetilasa para eliminar un grupo
acetilo de una histona a una concentracion que es inferior a la concentracion del inhibidor que se requiere para
producir algun otro efecto bioldgico no relacionado.

Tal como se usa en las definiciones anteriores y a continuacion en el presente documento, halégeno es genérico
para fluor, cloro, bromo y yodo; alquilo C1-» radicales hidrocarbonados saturados de cadena lineal que tienen 1 6 2
atomos de carbono tales como, por ejemplo metilo o etilo; alquilo C1.¢ define alquilo C1.2 y radicales hidrocarbonados
saturados de cadena lineal y ramificada que tienen de 3 a 6 4tomos de carbono tales como, por ejemplo propilo,
butilo, 1-metiletilo, 2-metilpropilo, pentilo, 2-metil-butilo, hexilo, 2-metilpentilo y similares; y polihaloalquilo C+. define
alquilo Cy1.6 que contiene tres sustituyentes de haldégeno idénticos o diferentes por ejemplo trifluorometilo; alquenilo
C..¢ define radicales hidrocarbonados de cadena lineal y ramificada que contienen un doble enlace y tienen de 2 a 6
atomos de carbono tales como, por ejemplo, etenilo, 2-propenilo, 3-butenilo, 2-pentenilo, 3-pentenilo, 3-metil-2-
butenilo y similares; cicloalquilo Cs.s incluye grupos hidrocarbonados ciclicos que tienen de 3 a 6 carbonos, tales
como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo y similares.

Las sales de adicién farmacéuticamente aceptables abarcan sales de adicién de acido farmacéuticamente
aceptables y sales de adicibn de base farmacéuticamente aceptables. Las sales de adicion de &cido
farmacéuticamente aceptables, tal como se mencion6 anteriormente en el presente documento, pretenden
comprender las formas de sal de adiciéon de acido no toxicas terapéuticamente activas que pueden formar los
compuestos de férmula (I). Los compuestos de férmula (l) que tienen propiedades basicas pueden convertirse en
sus sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables tratando dicha forma de base con un acido apropiado.
Los acidos apropiados comprenden, por ejemplo, acidos inorganicos tales como acidos hidrohalicos, por ejemplo
acido clorhidrico o bromhidrico; acidos sulfirico; nitrico; fosférico y similares; o acidos organicos tales como, por
ejemplo, acidos acético, trifluoroacético, propanoico, hidroxiacético, lactico, pirivico, oxalico, malénico, succinico (es
decir acido butanodioico), maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, metanosulfonico, etanosulfonico,
bencenosulfonico, p-toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-amino-salicilico, pamoico y similares.

Los compuestos de férmula (I) que tienen propiedades &cidas pueden convertirse en sus sales de adicion de base
farmacéuticamente aceptables tratando dicha forma de acido con una base organica o inorganica adecuada. Las
formas de sal de base apropiadas comprenden, por ejemplo, las sales de amonio, las sales de metal alcalino y
alcalinotérreo, por ejemplo las sales de litio, sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, sales con bases organicas,
por ejemplo la benzatina, N-metil-D-glucamina, sales de hidrabamina y sales con aminoacidos tales como, por
ejemplo, arginina, lisina y similares.

El término “sales de adicion de acido o base” también comprende los hidratos y las formas de adicién de disolvente
que pueden formar los compuestos de formula (l). Ejemplos de tales formas son por ejemplo hidratos, alcoholatos y
similares.

El término “formas estereoquimicamente isoméricas de compuestos de férmula (1)”, tal como se usa en el presente
documento, define todos los posibles compuestos constituidos por los mismos atomos unidos mediante la misma
secuencia de enlaces pero que tienen estructuras tridimensionales diferentes, que no son intercambiables, que
pueden presentar los compuestos de férmula (l). A menos que se mencione o indique lo contrario, la designacién
quimica de un compuesto abarca la mezcla de todas las formas estereoquimicamente isoméricas posibles que
puede presentar dicho compuesto. Dicha mezcla puede contener todos los diastereémeros y/o enantiomeros de la
estructura molecular basica de dicho compuesto. Todas las formas estereoquimicamente isoméricas de los
compuestos de férmula (I) tanto en forma pura como en mezcla entre si pretenden abarcarse dentro del alcance de
la presente invencion.

Las formas de N-6xido de los compuestos de férmula (I) pretenden comprender los compuestos de férmula (1) en la
que uno o mas atomos de nitrégeno se oxidan para dar el denominado N-6xido, particularmente los N-6xidos en los
que uno o mas de los nitrégenos de piperidina, piperazina o piridazinilo estan N-oxidados.

Algunos de los compuestos de férmula (1) también pueden existir en sus formas tautoméricas. Tales formas aunque
no se indican explicitamente en la férmula anterior pretenden incluirse dentro del alcance de la presente invencion.

Siempre que se use a continuacién en el presente documento, el término “compuestos de formula (I)” pretende
incluir ademas las sales de adicién farmacéuticamente aceptables y todas las formas estereocisoméricas.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “histona desacetilasa” y "HDAC” pretender referirse a una
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cualquiera de una familia de enzimas que eliminan grupos acetilo de los grupos e-amino de residuos de lisina en el
extremo N-terminal de una histona. A menos que se indique lo contrario por contexto, el término “histona” pretende
referirse a cualquier proteina de histona, incluyendo H1, H2A, H2B, H3, H4 y H5, de cualquier especie. Las proteinas
o productos génicos de HDAC humanos, incluyen, pero no se limitan a, HDAC-1, HDAC-2, HDAC-3, HDAC-4,
HDAC-5, HDAC-6, HDAC-7, HDAC-8, HDAC-9, HDAC-10 y HDAC-11. La histona desacetilasa también puede
derivarse a partir de una fuente protozoaria o flngica.

Un primer grupo de compuestos interesantes consiste en los compuestos de férmula (I) en los que es aplicable una
0 mas de las siguientes restricciones:

a) A es hidroxilo;

b) R' es hidrégeno, alquilo C1.s, hidroxialquilo C+.6, alquilsulfonilo C1.s, o mono- o di(alquil C1.¢)aminosulfonilo;
c) R® es hidrégeno; o

d) R* es hidrogeno, alquilo C1., cicloalquilo Css 0 cicloalquilmetilo Ca..

Un segundo grupo de compuestos interesantes consiste en los compuestos de férmula (I) o los compuestos del
primer grupo de compuestos interesantes en los que es aplicable una o mas de las siguientes restricciones:

a) cada n es un nimero entero con valor 0 6 1;

b) cada m es un nimero entero con valor 1;

¢) X es independientemente N;

d) A es hidroxilo;

e) R' es hidrégeno;

f) R? es hidrégeno, halégeno o ciano;

g) R® es hidrégeno; o

g) R* es alquilo C.

Un tercer grupo de compuestos interesantes consiste en los compuestos de férmula (1), los compuestos del primer
grupo de compuestos interesantes o los compuestos del segundo grupo de compuestos interesantes en los que es
aplicable una o mas de las siguientes restricciones:

a) cada n es un numero entero con valor 1;

b) cada m es un numero entero con valor 1;

c¢) X es independientemente N;

d) A es hidroxilo;

e) R' es hidrégeno;

f) R® es hidrégeno;

g) R® es hidrégeno; o

9) R*es alquilo Cq..

Un grupo de compuestos preferidos consiste en los compuestos de formula (l) en la que cada n es un nimero entero
con valor 0 6 1; cada m es un ndmero entero con valor 1; X es independientemente N; A es hidroxilo; R' es
hidrégeno; R® es hidrégeno, halégeno o ciano; R® es hidrogeno; y R* es alquilo C1..

Un grupo de compuestos mas preferidos consiste en los compuestos de férmula (I) en la que cada n es un nimero
entero con valor 1; cada m es un ndmero entero con valor 1; X es independientemente N; A es hidroxilo; R' es
hidrégeno; R? es hidrogeno; R® es hidrégeno; y R* es alquilo C1..

El compuesto mas preferido es el compuesto n.2 1.
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Los compuestos de formula (I) y (ll), sus sales farmacéuticamente aceptables y N-6xidos y formas

5  estereoquimicamente isoméricas de los mismos pueden prepararse de manera convencional. Los materiales de
partida y algunos de los productos intermedios son compuestos conocidos y estan comercialmente disponibles o
pueden prepararse segun procedimientos de reaccién convencionales como se conocen generalmente en la técnica
o tal como se describen en las solicitudes de patente EP1485099, EP1485348, EP1485353, EP1485354,
EP1485364, EP1485365, EP1485370 y EP1485378. A continuacién en el presente documento se describiran

10 algunos métodos de preparacion en mas detalle. En los ejemplos se describen otros métodos para obtener
compuestos finales de formula (l).

a) Los acidos hidroxamicos de férmula (I), denominados en el presente documento compuestos de férmula (I-a),
pueden prepararse haciendo reaccionar un producto intermedio de férmula (II), en la que Q es

15 tetrahidropiraniloxiaminocarbonilo, denominado en el presente documento producto intermedio de féormula (ll-a), con
un acido apropiado, tal como por ejemplo, acido trifluoroacético. Dicha reaccién se realiza en un disolvente
apropiado, tal como, por ejemplo, metanol o diclorometano.

1 — | R’ ™
O — |
. . "“\Rz
(11-a)
R
o . P
H+ =N . R N
HO. |
- oy O (Demtene £,
. X ~ \9
a-2) R

20
b) Los compuestos de férmula (I) en la que A es un radical de férmula (a-1), denominados en el presente documento
compuestos de formula (I-b), pueden prepararse haciendo reaccionar un producto intermedio de férmula (1V) en la
que M representa hidrégeno o un metal alcalino por ejemplo sodio o litio, con una anilina de férmula (lll), en
presencia de una base tal como por ejemplo trietilamina y hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidino-
25 fosfonio (PyBOP). Dicha reaccion se realiza en un disolvente apropiado, tal como, por ejemplo, tetrahidrofurano o
diclorometano o una mezcla de los mismos

. Re Ry
—N Ili . N
MO/R\{ />_NCD—(CH2),,"—N—(CH2)E EGRS + )
X ~ ) NH,
_ C R _ NH, )

(v

)
Rs :
. fo) .
=N R
- [ l | A
EJ\<\: ,)—NCD—(CHz),,—N— (CHz).,T-—-f =R,
NH, X

(-5) R?

30 Los compuestos de férmula (l) también pueden convertirse unos en otros mediante transformaciones de grupo
funcional o reacciones conocidas en la técnica. Varias de tales transformaciones ya se describieron anteriormente
en el presente documento. Otros ejemplos son hidrélisis de ésteres carboxilicos para dar el alcohol o &cido
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carboxilico correspondiente; hidrolisis de amidas para dar las aminas o acidos carboxilicos correspondientes;
hidrélisis de nitrilos para dar las amidas correspondientes; grupos amino en imidazol o fenilo pueden reemplazarse
por un hidrégeno mediante reacciones de diazotacion conocidas en la técnica y reemplazo posterior del grupo diazo
por hidrégeno; los alcoholes pueden convertirse en ésteres y éteres; las aminas primarias pueden convertirse en
aminas secundarias o terciarias; los dobles enlaces pueden hidrogenarse para dar el enlace sencillo
correspondiente; un radical yodo en un grupo fenilo puede convertirse en un grupo éster mediante insercién de
monoxido de carbono en presencia de un catalizador de paladio adecuado.

La presente invencién también se refiere a productos intermedios de férmula (l1)

—N : R!
|
Q{ x/)'_N‘ ’ >—(CHz)n—N— (CHy)5

las formas de N-Oxido, las sales de adicién farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente
isoméricas de los mismos, en la que:

cada n es un numero entero con valor 0, 1 6 2 y cuando n es 0 entonces se entiende que es un enlace directo;
cada m es un nimero entero con valor 1 6 2;

cada X es independientemente N o CH;

Q es alquiloxicarbonilo C1-2, hidroxicarbonilo o tetrahidropiraniloxiaminocarbonilo.

R' es hidrégeno, alquilo Cis, hidroxialquilo Cis, alquilsulfonilo Cis; alquilcarbonilo Cis, 0 mono- o di(alquil
C+-s)aminosulfonilo;

R? es hidrégeno, hidroxilo, amino, haldégeno, alquilo Ci., ciano, alquenilo Cze, polihaloalquilo Ci., nitro, fenilo,
alquilcarbonilo C1., hidroxicarbonilo, alquilcarbonilamino Cs.s, alquiloxilo C+.6, 0 mono- o di(alquil C1.¢)amino;

R? es hidrégeno, halégeno, alquilo C1. 0 alquiloxilo C1.6; y

cuando R? y R?® estan en atomos de carbono adyacentes, pueden formar el radical bivalente:

-O-CH»>-O- (a-2);

R* es hidrégeno, alquilo C1., alquiloxi C+.¢-alquilo C+.6, cicloalquilo Ca., cicloalquilmetilo Ca., fenilalquilo Ci.6; 0
cuando R est4 en la posicion 7 del indolilo entonces R? y R* juntos pueden formar el radical bivalente;
-(CHa)2- (@-3), 0

-(CHz)s- (a-4);

R° es hidrégeno o tiofenilo.

Pueden definirse grupos de compuestos interesantes, preferidos, méas preferidos y los mas preferidos para los
compuestos de formula (I1), segun los grupos definidos para los compuestos de férmula ().

a) Los productos intermedios de férmula (lI-a) pueden prepararse haciendo reaccionar un producto intermedio de
formula (V) en la que M representa un catién de metal alcalino tal como sodio con un producto intermedio de
formula (V) en presencia de reactivos apropiados tales como monoclorhidrato de N-(etilcarbonimidoil)-N, N-dimetil-
1,3-propanodiamina (EDC) y 1-hidroxi-1H-benzotriazol (HOBT). La reaccién puede realizarse en presencia de una
base tal como trietilamina, en un disolvente adecuado, tal como, una mezcla de diclorometano y tetrahidrofurano.
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Los compuestos de férmula (I) y algunos de los productos intermedios pueden tener al menos un centro
estereogénico en su estructura. Este centro estereogénico puede estar presente en una configuracion R o S.

Los compuestos de formula (I) tal como se preparan en los procesos descritos anteriormente en el presente
documento son generalmente mezclas racémicas de enantidmeros, que pueden separarse entre si siguiendo
procedimientos de resolucidén conocidos en la técnica. Los compuestos racémicos de formula (I) pueden convertirse
en las formas de sal diastereoméricas correspondientes mediante reaccién con un acido quiral adecuado. Dichas
formas de sal diastereoméricas se separan posteriormente, por ejemplo, mediante cristalizacion selectiva o
fraccionada y los enantiémeros se liberan de la misma mediante alcali. Una manera alternativa para separar las
formas enantioméricas de los compuestos de férmula (l) implica cromatografia de liquidos usando una fase
estacionaria quiral. Dichas formas estereoquimicamente isoméricas puras también pueden derivarse de las formas
estereoquimicamente isoméricas puras correspondientes de los materiales de partida apropiados, siempre que la
reaccion se produzca de manera estereoespecifica. Preferiblemente si se desea un estereoisémero especifico, dicho
compuesto se sintetizaria mediante métodos de preparacion estereoespecificos. Estos métodos emplearan
ventajosamente materiales de partida enantioméricamente puros.

Los compuestos de formula (I), las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y formas
estereoisoméricas de los mismos tienen propiedades farmacoldgicas valiosas ya que tienen un efecto inhibidor de
histona desacetilasa (HDAC).

Esta invencion proporciona un método para inhibir el crecimiento andémalo de células, incluyendo células
transformadas, mediante la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion. El crecimiento
anémalo de células se refiere al crecimiento celular independiente de mecanismos reguladores normales (por
ejemplo pérdida de inhibicion de contacto). Esto incluye la inhibicién del crecimiento tumoral tanto directamente
provocando detencién del crecimiento, diferenciacién terminal y/o apoptosis de células cancerosas, como
indirectamente, inhibiendo la neovascularizaciéon de tumores.

Esta invencion también proporciona un método para inhibir el crecimiento tumoral mediante la administracion de una
cantidad eficaz de un compuesto de la presente invenciéon, a un sujeto, por ejemplo un mamifero (y mas
particularmente un ser humano) que necesita dicho tratamiento. En particular, esta invencién proporciona un método
para inhibir el crecimiento de tumores mediante la administracion de una cantidad eficaz de los compuestos de la
presente invencion. Ejemplos de tumores que pueden inhibirse son, pero no se limitan a, cancer de pulmon (por
ejemplo adenocarcinoma e incluyendo cancer de pulmén de células no pequefias), canceres pancreaticos (por
ejemplo carcinoma pancredtico tal como, por ejemplo carcinoma pancredtico exocrino), canceres de colon (por
ejemplo carcinomas colorrectales, tales como, por ejemplo, adenocarcinoma de colon y adenoma de colon), cancer
de proéstata incluyendo la enfermedad avanzada, tumores hematopoyéticos de linaje linfoide (por ejemplo leucemia
linfocitica aguda, linfoma de células B, linfoma de Burkitt), leucemias mieloides (por ejemplo, leucemia miel6gena
aguda (LMA)), cancer folicular de tiroides, sindrome mielodisplasico (SMD), tumores de origen mesenquimatoso (por
ejemplo fibrosarcomas y rabdomiosarcomas), melanomas, teratocarcinomas, neuroblastomas, gliomas, tumor
benigno de la piel (por ejemplo queratoacantomas), carcinoma de mama (por ejemplo cancer de mama avanzado),
carcinoma de rifidn, carcinoma de ovario, carcinoma de vejiga y carcinoma epidérmico.

El compuesto segun la invencién puede usarse para otros fines terapéuticos, por ejemplo:

a) la sensibilizacién de tumores frente a radioterapia administrando el compuesto segun la invencién antes, durante
o tras la irradiacion del tumor para tratar el cancer;

b) tratar artropatias y estados osteopatoldgicos tales como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis juvenil, gota,
poliartritis, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante y lupus eritematoso sistémico;

¢) inhibir la proliferacion celular de musculo liso incluyendo trastornos proliferativos vasculares, aterosclerosis y
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reestenosis;

d) tratar estados inflamatorios y estados dérmicos tales como colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, rinitis alérgica,
enfermedad de injerto contra huésped, conjuntivitis, asma, SDRA, enfermedad de Behcet, rechazo de trasplantes,
urticaria, dermatitis alérgica, alopecia areata, escleroderma, exantema, eczema, dermatomiositis, acné, diabetes,
lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Kawasaki, esclerosis multiple, enfisema, fibrosis quistica y bronquitis
crénica;

e) tratar endometriosis, mioma uterino, sangrado uterino disfuncional e hiperplasia endometrial;

f) tratar la vascularizacién ocular incluyendo vasculopatia que afecta a los vasos retinianos y coroidales;

g) tratar una disfuncién cardiaca;

h) inhibir estados inmunosupresores tales como el tratamiento de infecciones por VIH;

i) tratar la disfuncion renal;

j) suprimir los trastornos endocrinos;

k) inhibir la disfuncion de gluconeogénesis;

) tratar una neuropatologia por ejemplo enfermedad de Parkinson o una neuropatologia que da como resultado un
trastorno cognitivo, por ejemplo, enfermedad de Alzheimer o enfermedades neuronales relacionadas con
poliglutamina;

m) tratar trastornos psiquiatricos por ejemplo esquizofrenia, trastorno bipolar, depresién, ansiedad y psicosis;

n) inhibir una patologia neuromuscular, por ejemplo, esclerosis lateral amiotrofica;

o) tratar la atrofia muscular espinal;

p) tratar otros estados patoldgicos susceptibles de tratamiento potenciando la expresion de un gen;

q) potenciar la terapia génica;

r) inhibir la adipogénesis;

s) tratar parasitosis tal como malaria.

Por tanto, la presente invencion da a conocer los compuestos de férmula (I) para su uso como medicamento asi
como el uso de estos compuestos de formula (I) para la fabricacién de un medicamento para tratar uno o mas de los
estados mencionados anteriormente.

Los compuestos de formula (I), las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y formas
esterecisoméricas de los mismos pueden tener propiedades de diagndstico valiosas ya que pueden usarse para
detectar o identificar una HDAC en una muestra biolégica que comprende detectar o medir la formacién de un
complejo entre un compuesto marcado y una HDAC.

Los métodos de deteccion o identificacion pueden usar compuestos que estan marcados con agentes de marcaje
tales como radiois6topos, enzimas, sustancias fluorescentes, sustancias luminosas, etc. Los ejemplos de los
radioisétopos incluyen '2°I, *'1, ®H y *C. Las enzimas habitualmente se hacen detectables mediante conjugacion de
un sustrato apropiado que a su vez cataliza una reaccion detectable. Los ejemplos del mismo incluyen, por ejemplo,
beta-galactosidasa, beta-glucosidasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa y malato deshidrogenasa, preferiblemente
peroxidasa del rabano. Las sustancias luminosas incluyen, por ejemplo, luminol, derivados de luminol, luciferina,

ecuorina y luciferasa.

Las muestras biologicas pueden definirse como tejido corporal o fluidos corporales. Ejemplos de fluidos corporales
son liquido cefalorraquideo, sangre, plasma, suero, orina, esputo, saliva y similares.

En vista de sus propiedades farmacoldgicas Utiles, los compuestos objeto pueden formularse en diversas formas
farmacéuticas para fines de administracién.

Para preparar las composiciones farmacéuticas de esta invencion, una cantidad eficaz de un compuesto particular,

en forma de sal de adiciéon de acido o base, como principio activo se combina en mezcla profunda con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, pudiendo adoptar dicho vehiculo una amplia variedad de formas dependiendo de la
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forma de preparacion deseada para la administracion. Estas composiciones farmacéuticas estan de manera
deseable en una forma de dosificacion unitaria adecuada, preferiblemente, para la administracion por via oral, por
via rectal, por via percutanea o mediante inyeccion parenteral. Por ejemplo, en la preparaciéon de las composiciones
en forma de dosificacién oral, puede emplearse cualquiera de los medios farmacéuticos habituales, tales como, por
ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares en el caso de preparaciones liquidas orales tales como
suspensiones, jarabes, elixires y disoluciones; o vehiculos solidos tales como almidones, azlcares, caolin,
lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares en el caso de polvos, pildoras, capsulas y comprimidos.

Debido a su facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas representan la forma de dosificacion unitaria
oral mas ventajosa, en cuyo caso se emplean obviamente vehiculos farmacéuticos sélidos. Para composiciones
parenterales, el vehiculo comprenderd habitualmente agua estéril, al menos en gran parte, aunque pueden incluirse
otros componentes, para ayudar a la solubilidad por ejemplo. Pueden prepararse disoluciones inyectables, por
ejemplo, en las que el vehiculo comprende solucion salina, disolucién de glucosa o una mezcla de solucion salina y
disolucién de glucosa. También pueden prepararse suspensiones inyectables, en cuyo caso pueden emplearse
vehiculos liquidos, agentes de suspension y similares apropiados. En las composiciones adecuadas para
administracion percutanea, el vehiculo comprende opcionalmente un agente potenciador de la penetracion y/o un
agente humectante adecuado, combinado opcionalmente con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en
proporciones menores, aditivos que no provocan un efecto perjudicial significativo para la piel. Dichos aditivos
pueden facilitar la administraciéon a la piel y/o pueden ser Utiles para preparar las composiciones deseadas. Estas
composiciones pueden administrarse de diversas maneras, por ejemplo, como parche transdérmico, como
formulacion de vertido en la cruz o como pomada.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en forma de
dosificacién unitaria por la facilidad de administracion y uniformidad de la dosificacion. Forma de dosificacion unitaria
tal como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones en el presente documento se refiere a unidades
fisicamente diferenciadas adecuadas como dosificaciones unitarias, conteniendo cada unidad una cantidad
predeterminada de principio activo, calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en asociaciéon con el
vehiculo farmacéutico requerido. Ejemplos de tales formas de dosificacion unitarias son comprimidos (incluyendo
comprimidos ranurados o recubiertos), capsulas, pildoras, paquetes de polvo, obleas, disoluciones o suspensiones
inyectables, cucharaditas, cucharadas y similares, y mlltiples segregados de las mismas.

Los expertos en la técnica podran determinar facilmente la cantidad eficaz a partir de los resultados de prueba
presentados a continuacién en el presente documento. En general se contempla que una cantidad terapéuticamente
eficaz seria de desde 0,005 mg/kg hasta 100 mg/kg de peso corporal, y en particular desde 0,005 mg/kg hasta 10
mg/kg de peso corporal. Puede ser apropiado administrar la dosis requerida como dos, tres, cuatro o0 mas subdosis
en intervalos apropiados a lo largo del dia. Dichas subdosis pueden formularse como formas de dosificacién
unitarias, por ejemplo, que contienen de 0,5 a 500 mg, y en particular de 10 mg a 500 mg de principio activo por
forma de dosificacion unitaria.

Como otro aspecto de la presente invencién se prevé una combinacion de un inhibidor de HDAC con otro agente
anticancerigeno, especialmente para su uso como medicamento, mas especificamente en el tratamiento de cancer o
enfermedades relacionadas.

Para el tratamiento de los estados anteriores, los compuestos de la invencién pueden emplearse ventajosamente en
combinacion con uno o mas de ofros agentes medicinales, mas particularmente, con otros agentes
anticancerigenos. Ejemplos de agentes anticancerigenos son:

- compuestos de coordinacion de platino por ejemplo cisplatino, carboplatino u oxaliplatino;

- compuestos de taxano por ejemplo paclitaxel o docetaxel;

- inhibidores de topoisomerasa | tales como compuestos de camptotecina por ejemplo irinotecan o topotecan;

- inhibidores de topoisomerasa Il tales como derivados de podofilotoxina antitumorales por ejemplo etoposido o
tenipésido;

- alcaloides de la vinca antitumorales por ejemplo vinblastina, vincristina o vinorelbina;
- derivados de nucledsido antitumorales por ejemplo 5-fluorouracilo, gemcitabina o capecitabina;

- agentes alquilantes tales como mostaza de nitrégeno o nitrosourea por ejemplo ciclofosfamida, clorambucilo,
carmustina o lomustina;

- derivados de antraciclina antitumorales por ejemplo daunorubicina, doxorubicina, idarubicina o mitoxantrona;

- anticuerpos de HER2 por ejemplo trastuzumab;
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- antagonistas de receptores de estr6geno o moduladores de receptores de estrégeno selectivos por ejemplo
tamoxifeno, toremifeno, droloxifeno, faslodex o raloxifeno;

- inhibidores de aromatasa tales como exemestano, anastrozol, letrazol y vorozol;

- agentes de diferenciacién tales como retinoides, vitamina D y agentes de bloqueo del metabolismo de éacido
retinoico (RAMBA) por ejemplo acutano;

- inhibidores de ADN metil transferasa por ejemplo azacitidina;

- inhibidores de cinasa por ejemplo flavoperidol, mesilato de imatinib o gefitinib;

inhibidores de farnesil transferasa;

otros inhibidores de HDAC;
- inhibidores de la ruta ubiquitina-proteasoma por ejemplo Velcade; o
- Yondelis.

El término “compuesto de coordinacién de platino” se usa en el presente documento para indicar cualquier
compuesto de coordinacion de platino que inhibe el crecimiento de células tumorales que proporciona platino en
forma de un ion.

El término “compuestos de taxano” indica una clase de compuestos que tienen el sistema de anillo de taxano y
relacionados con o derivados de extractos de determinadas especies de arboles de tejo (Taxus).

El término “inhibidores de topoisomerasa” se usa para indicar enzimas que pueden alterar la topologia de ADN en
células eucariotas. Son criticas para funciones celulares importantes y la proliferacion celular. Existen dos clases de
topoisomerasas en células eucariotas, concretamente tipo | y tipo Il. La topoisomerasa | es una enzima monomérica
de aproximadamente 100.000 de peso molecular. La enzima se une a ADN e introduce una ruptura monocatenaria
transitoria, desenrolla la doble hélice (o le permite que se desenrolle) y posteriormente sella nuevamente la ruptura
antes de disociarse de la hebra de ADN. La topoisomerasa Il tiene un mecanismo de accién similar que implica la
induccion de rupturas de hebras de ADN o la formacién de radicales libres.

El término “compuestos de camptotecina” se usa para indicar compuestos que estan relacionados con o se derivan
del compuesto de camptotecina original que es un alcaloide insoluble en agua derivado del arbol chino
Camptothecin acuminatay el arbol indio Nothapodytes foetida.

El término “compuestos de podofilotoxina” se usa para indicar compuestos que estan relacionados con o se derivan
de la podofilotoxina original, que se extrae de la planta de la mandragora.

El término “alcaloides de la vinca antitumorales” se usa para indicar compuestos que estan relacionados con o se
derivan de extractos de la planta vincapervinca (Vinca rosea).

El término “agentes alquilantes” abarca un grupo diverso de productos quimicos que tienen la caracteristica comuan
de que tienen la capacidad de contribuir, en condiciones fisiolégicas, con grupos alquilo a macromoléculas
biol6gicamente vitales tal como ADN. Con la mayoria de los agentes mas importantes tales como las mostazas de
nitrégeno y las nitrosoureas, los restos alquilantes activos se generan in vivo tras reacciones de degradacion
complejas, algunas de las cuales son enzimaticas. Las acciones farmacoldgicas mas importantes de los agentes
alquilantes son las que alteran los mecanismos fundamentales relativos a la proliferacién celular en particular
sintesis de ADN vy division celular. La capacidad de los agentes alquilantes para interferir con la funcién de ADN y la
integridad en tejidos que proliferan rapidamente proporciona la base para sus aplicaciones terapéuticas y para
muchas de sus propiedades téxicas.

El término “derivados de antraciclina antitumorales” comprende antibiéticos obtenidos del hongo Strep. peuticus var.
caesius y sus derivados, caracterizados porque tienen una estructura de anillo de tetraciclina con un azlcar no
habitual, daunosamina, unido mediante un enlace glicosidico.

Se ha mostrado que la amplificacion de la proteina del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER
2) en carcinomas de mama primarios se correlaciona con un mal pronéstico clinico para determinados pacientes. El
trastuzumab es un anticuerpo anti-lgG1 kappa monoclonal humanizado derivado de ADN recombinante altamente
purificado que se une con alta afinidad y especificidad al dominio extracelular del receptor de HER2.

Muchos canceres de mama tienen receptores de estrégeno y el crecimiento de estos tumores puede estimularse
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mediante estrogeno. Los términos “antagonistas de receptores de estrégeno” y “moduladores de receptores de
estrogeno selectivos” se usan para indicar inhibidores competitivos de estradiol que se unen al receptor de
estrogeno (RE). Los moduladores de receptores de estrogeno selectivos, cuando estan unidos al RE, inducen un
cambio en la forma tridimensional del receptor, modulando su unién al elemento sensible al estrégeno (ERE) en el
ADN.

En mujeres posmenopausicas, la fuente principal de estrogeno circulante es de la conversion de andrégenos
adrenales y ovaricos (androstenodiona y testosterona) en estrégenos (estrona y estradiol) mediante la enzima
aromatasa en tejidos periféricos. La privacién de estrogeno a través de la inhibicion o inactivacion de aromatasa es
un tratamiento eficaz y selectivo para algunas pacientes posmenopdausicas con cancer de mama dependiente de
hormonas.

El término “agente antiestrogénico” se usa en el presente documento para incluir no sélo antagonistas de receptores
de estrogeno y moduladores de receptores de estrégeno selectivos sino también inhibidores de aromatasa tal como
se comentd anteriormente.

El término “agentes de diferenciacion” abarca compuestos que pueden, de diversas maneras, inhibir la proliferacion
celular e inducir la diferenciacién. Se conoce que la vitamina D y los retinoides desempefian un papel principal en la
regulacion del crecimiento y la diferenciacién de una amplia variedad de tipos celulares normales y malignos. Los
agentes de bloqueo del metabolismo de acido retinoico (RAMBA) aumentan los niveles de acidos retinoicos
endodgenos inhibiendo el catabolismo mediado por citocromo P450 de acidos retinoicos.

Los cambios de metilacion del ADN estan entre las anomalias mas comunes en la neoplasia humana. La
hipermetilacién dentro de los promotores de genes seleccionados esta asociada habitualmente con la inactivacion
de los genes implicados. El término “inhibidores de ADN metil transferasa” se usa para indicar compuestos que
actlan a través de la inhibicién farmacolégica de ADN metil transferasa y la reactivacién de la expresién del gen
oncosupresor.

El término “inhibidores de cinasa” comprende inhibidores de cinasas potentes que estan implicados en la progresion
del ciclo celular y la muerte celular programada (apoptosis).

El término “inhibidores de farnesil transferasa” se usa para indicar compuestos que se disefiaron para impedir la
farnesilacién de Ras y otras proteinas intracelulares. Se ha mostrado que tienen un efecto sobre la proliferacién y
supervivencia de células malignas.

El término “otros inhibidores de HDAC” comprende pero no se limita a:
- carboxilatos por ejemplo butirato, acido cinamico, 4-fenilbutirato o acido valproico;

- &cidos hidroxamicos por ejemplo &cido suberoilanilidahidroxamico (SAHA), piperazina que contiene analogos de
SAHA, hidroxamato de biarilo A-161906 y sus andlogos de carbozolil éter, tetrahidropiridina y tetralona, aril-N-
hidroxicarboxamidas biciclicas, piroxamida, CG-1521, PXD-101, &cido sulfonamidahidroxamico, LAQ-824, LBH-589,
tricostatina A (TSA), oxamflatina, scriptaid, moléculas triciclicas relacionadas con scriptaid, acido m-carboxicinamico,
acido bishidroxamico (CBHA), acidos hidroxamicos similares a CBHA, analogo de &cido trapoxinhidroxamico,
R306465 y acidos benzoil y heteroarilhidroxdmicos relacionados, aminosuberatos y malonildiamidas;

- tetrapéptidos ciclicos por ejemplo trapoxina, apidicina, depsipéptido, compuestos relacionados con espirucostatina,
RedFK-228, tetrapéptidos ciclicos que contienen sulfhidrilo (SCOP), tetrapéptidos ciclicos que contienen acido
hidroxamico (CHAP), TAN-174s y azumamidas;

- benzamidas, por ejemplo MS-275 o CI-994, o

- depudecina.

El término “inhibidores de la ruta ubiquitina-proteasoma” se usa para identificar compuestos que inhiben la
destruccién dirigida de proteinas celulares en el proteasoma, incluyendo proteinas reguladoras del ciclo celular.

Para el tratamiento de cancer, los compuestos segun la presente invencién pueden administrarse a un paciente tal
como se describié anteriormente, junto con irradiacion. La irradiacion significa radiacion ionizante y en particular
radiacion gamma, especialmente la emitida por aceleradores lineales o por radionuclidos que se usan de manera
comun hoy en dia. La irradiacion del tumor mediante radionuclidos puede ser externa o interna.

La presente invencion también se refiere a una combinacion segun la invencion de un agente anticancerigeno y un
inhibidor de HDAC segun la invencion.

La presente invencion también se refiere a una combinacién segun la invencion para su uso en terapia médica por
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ejemplo para inhibir el crecimiento de células tumorales.

La presente invencion también se refiere a una combinacién segun la invencién para inhibir el crecimiento de células
tumorales.

La presente invencion también se refiere a un método de inhibicién del crecimiento de células tumorales en un sujeto
humano que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una combinacién segun la invencion.

Esta invencion proporciona ademas un método para inhibir el crecimiento anémalo de células, incluyendo células
transformadas, administrando una cantidad eficaz de una combinacion segun la invencién.

El otro agente medicinal y el inhibidor de HDAC pueden administrarse simultdneamente (por ejemplo en
composiciones separadas o unitarias) o secuencialmente en cualquier orden. En el dltimo caso, los dos compuestos
se administraran dentro de un periodo y en una cantidad y manera que sea suficiente para asegurar que se logra un
efecto ventajoso o sinérgico. Se apreciara que el método y el orden de administracion preferidos y las cantidades y
regimenes de dosificacion respectivos para cada componente de la combinacion dependeran del otro agente
medicinal e inhibidor de HDAC particular que esté administrandose, su via de administracién, el tumor particular que
esté tratandose y el huésped particular que esté tratandose. El método y el orden de administracion éptimos y las
cantidades y el régimen de dosificacion pueden determinarse facilmente por los expertos en la técnica usando
métodos convencionales y en vista de la informacion expuesta en el presente documento.

El compuesto de coordinacion de platino se administra ventajosamente en una dosn‘ncamon de 1 a 500 mg por metro
cuadrado (mg/m ) de area de superficie corporal por ejemplo de 50 a 400 mg/m particularmente para cisplatino en
una dosificacién de aproximadamente 75 mg/m® y para carboplatino en aproximadamente 300 mg/m? por ciclo de
tratamiento.

El compuesto de taxano se administra ventajosamente en una dosmcamon de 50 a 400 mg por metro cuadrado
(mg/m ) de area de superficie corporal, por ejemplo de 75 a 250 mg/m particularmente para paclitaxel en una
dosificacién de aproximadamente 175 a 250 mg/m2 y para docetaxel en aproximadamente de 75 a 150 mg/m2 por
ciclo de tratamiento.

El compuesto de camptotecina se administra ventajosamente en una dosn‘lcamon de 0,1 a 400 mg por metro
cuadrado (mg/m?) de area de superficie corporal, por ejemplo de 1 a 300 mg/m?, particularmente para mnotecan en
una dosificacion de aproximadamente 100 a 350 mg/m? y para topotecan en aproximadamente de 1 a 2 mg/m? por
ciclo de tratamiento.

El derivado de podofllotoxma antitumoral se administra ventajosamente en una dosn‘lcamon de 30 a 300 mg por
metro cuadrado (mg/m ) de area de superficie corporal, por ejemplo de 50 a 250 mg/m particularmente para
etop03|do en una dosificacion de aproximadamente 35 a 100 mg/m y para tenipdsido en aproximadamente de 50 a
250 mg/m? por ciclo de tratamiento.

El alcaloide de Ia vinca antitumoral se administra ventajosamente en una dosificacion de 2 a 30 mg por metro
cuadrado (mg/m?) de area de superficie corporal, particularmente para vinblastina en una dosn‘ncamon de
aproximadamente 3 a 12 mg/m?, para vincristina en una dosificacion de aproximadamente 1 a 2 mg/m® y para
vinorelbina en dosificacion de aproximadamente 10 a 30 mg/m2 por ciclo de tratamiento.

El derivado de nucledsido antitumoral se administra ventajosamente en una dosificaciéon de 200 a 2500 mg por
metro cuadrado (mg/m2) de area de superf|0|e corporal, por ejemplo de 700 a 1500 mg/m2 particularmente para 5-
FU enuna dosificacién de 200 a 500 mg/m?, para gemcitabina en una dosn‘lcamon de aproximadamente 800 a 1200
mg/m? y para capecitabina en aproximadamente de 1000 a 2500 mg/m? por ciclo de tratamiento.

Los agentes alquilantes tales como mostaza de nltrogeno 0 nitrosourea se administran ventajosamente en una
dosn‘ncamon de 100 a 500 mg por metro cuadrado (mg/m ) de area de superficie corporal, por ejemplo de 120 a 200
mg/m?, particularmente para ciclofosfamida en una dosificacion de aproximadamente 100 a 500 mg/m? para
clorambucilo en una dosificacion de aproximadamente 0,1 a 0,2 mg/kg, para carmustina en una dosificacion de
aproximadamente 150 a 200 mg/m2 y para lomustina en una dosificacion de aproximadamente 100 a 150 mg/m2 por
ciclo de tratamiento.

El derivado de antramclma antitumoral se administra ventajosamente en una dosmcacmn de 10 a 75 mg por metro
cuadrado (mg/m?) de area de superficie corporal, por ejemplo de 15 a 60 mg/m?, particularmente para doxorubicina
en una dosificacién de aproxmadamente 40 a 75 mg/m para daunorubicina en una dosn‘lca0|0n de

aproximadamente 25 a 45 mg/m y para idarubicina en una dosificacion de aproximadamente 10 a 15 mg/m por
ciclo de tratamiento.

El trastuzumab se administra ventajosamente en una, dosificacion de 1 a 5 mg por metro cuadrado (mg/m?) de area
de superficie corporal, particularmente de 2 a 4 mg/m? por ciclo de tratamiento.
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El agente antiestrogénico se administra ventajosamente en una dosificacion de aproximadamente 1 a 100 mg
diariamente dependiendo del agente particular y el estado que esté tratdndose. El tamoxifeno se administra
ventajosamente por via oral en una dosificacion de 5 a 50 mg, preferiblemente de 10 a 20 mg dos veces al dia,
continuando el tratamiento durante tiempo suficiente para lograr y mantener un efecto terapéutico. El toremifeno se
administra ventajosamente por via oral en una dosificacién de aproximadamente 60 mg una vez al dia, continuando
el tratamiento durante tiempo suficiente para lograr y mantener un efecto terapéutico. El anastrozol se administra
ventajosamente por via oral en una dosificacion de aproximadamente 1 mg una vez al dia. El droloxifeno se
administra ventajosamente por via oral en una dosificacion de aproximadamente 20-100 mg una vez al dia. El
raloxifeno se administra ventajosamente por via oral en una dosificacion de aproximadamente 60 mg una vez al dia.
El exemestano se administra ventajosamente por via oral en una dosificacion de aproximadamente 25 mg una vez al
dia.

Estas dosificaciones pueden administrarse por ejemplo una vez, dos veces o0 mas por ciclo de tratamiento, que
puede repetirse por ejemplo cada 7, 14, 21 6 28 dias.

En vista de sus propiedades farmacolégicas Utiles, los componentes de las combinaciones segun la invencion, es
decir, el otro agente medicinal y el inhibidor de HDAC pueden formularse en diversas formas farmacéuticas para
fines de administracién. Los componentes pueden formularse por separado en composiciones farmacéuticas
individuales o en una composicién farmacéutica unitaria que contiene ambos componentes.

Por tanto, la presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el otro agente
medicinal y el inhibidor de HDAC junto con uno o mas vehiculos farmacéuticos.

La presente invencion también se refiere a una combinacién segun la invencién en forma de una composicion
farmacéutica que comprende un agente anticancerigeno y un inhibidor de HDAC segun la invencion junto con uno o
mas vehiculos farmacéuticos.

La presente invencion se refiere ademas al uso de una combinacioén segun la invencion en la fabricacién de una
composicién farmacéutica para inhibir el crecimiento de células tumorales.

La presente invencion se refiere ademas a un producto que contiene como primer principio activo un inhibidor de
HDAC segun la invenciéon y como segundo principio activo un agente anticancerigeno, como preparacion combinada
para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de pacientes que padecen cancer.

Parte experimental

Los siguientes ejemplos se proporcionan con fines de ilustracion. A continuacion en el presente documento, “DCM”
se define como diclorometano, “DMSQO” se define como dimetilsulféxido, “EDC” se define como monoclorhidrato de
N*(etilcarbonimidoil)- N, N-dimetil-1,3-propanodiamina, “HOBt” se define como 1-hidroxi-1H-benzotriazol, “MeOH” se
define como metanol, “TFA” se define como &cido trifluoroacético y “THF” se define como tetrahidrofurano.

A. Preparacién de los compuestos intermedios

Ejemplo A1

a) Preparacién de producto intermedio 1

Se agitd una mezcla de éster etilico del acido 2-(6-aminometil-3-aza-biciclo[3.1.0]hex-3-il)-pirimidina-5-carboxilico
(0,11 g, 0,00042 mol) y 1-metil-1H-indol-3-carboxaldehido (0,1 g, 0,00063 mol) en MeOH (5 ml) y se sometié a
reflujo durante 48 horas, luego se enfri6 hasta 10°C. Se anadi6 DCM (5 ml) y se anadi6 en porciones
tetrahidroborato de sodio (0,025 g, 0,00067 mol). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 4 horas, se
verti6 en agua y se extrajo con DCM. Se separé la fase organica, se secd (MgSQO), se filtr6 y se evaporé el
disolvente. Se purifico el residuo (0,17 g) mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40 um)
(eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 95/5/0,5). Se recogieron las fracciones puras y se evaporo6 el disolvente, produciendo
0,03 g (18%) de producto intermedio 1.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): 0,75-0,9 (m, 1H); 1,3 (t, J=7,2 Hz, 3H); 1,5 (s, 2H); 2,6 (d, J= 7,2 Hz, 2H); 3,45-3,6 (m,
2H); 3,7 (s, 3H); 3,8-4,0 (m, 4H); 4,3 (q, J=7,2 Hz, 2H); 6,95 (s, 1H); 7,1 (t, J=7,5 Hz, 1H); 7,15-7,3 (m, 3H); 7,5 (d,
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J=7,5Hz, 1H); 8,7 (s, 2H).

b) Preparacién de producto intermedio 2

Se agité una mezcla de producto intermedio 1 (0,03 g, 0,00074 mol) e hidroxido de sodio 1 M (0,59 ml, 0,0006 mol)
en THF (1 ml) y MeOH (175 pl) a temperatura ambiente durante 24 horas. Se evaporaron los disolventes y se
acidificéd la disolucion acuosa resultante hasta pH: 3 — 4 con HCI 1 N, se evapor6 el residuo hasta sequedad,
produciendo 0,028 g de producto intermedio 2.

"H-RMN (400 MHz, de-DMSO): 0,9 (m, 1H); 1,8 (s, 2H) 2,9 (d, J=7,6 Hz, 2H); 3,55 (d, J=11,6 Hz, 2H); 3,8 (s, 3H);
3,85 (d, J=11,6Hz, 2H); 4,25 (s, 2H); 7,1 (1, J=7,6 Hz, 1H); 7,2 (t, J=7.6 Hz, 1H); 7,45 (d, J=7,6 Hz, 1H); 7,5 (s, 1H);
7,75 (d, J=7,6 Hz, 1H); 8,7 (s, 2H).

c) Preparacién de producto intermedio 3
N
L "r@
N N
0" O

Se afadieron EDC (0,0551 g, 0,000355 mol), HOBt (0,0479 g, 0,000355 mol) luego trietilamina (0,063 ml, 0,00044
mol) y O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)-hidroxilamina (0,0416 g, 0,000355 mol) a temperatura ambiente a una mezcla de
producto intermedio 2 (0,028 g, 0,000074 mol) en DCM (0,8 ml) y THF (4 ml) bajo flujo de N.. Después se agit6 a
temperatura ambiente durante 7 dias. Se afiadieron de nuevo las mismas cantidades de EDC, HOBT, trietilamina y
O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)-hidroxilamina, se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante otros 7 dias. Se vertid
la disolucién en agua helada y se extrajo con DCM. Se separé la fase organica, se secod (MgSQOa), se filiré y se
evaporé el disolvente. Se purificd el residuo (0,155 g) mediante cromatografia en columna sobre gel de silice
(3,5 um) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 98/2/0,2). Se recogieron las fracciones puras y se evaporé el disolvente
hasta sequedad produciendo 0,016 g (46%) de producto intermedio 3.

"H-RMN (400 MHz, ds-DMSO): 0,7-0,85 (m, 1H); 1,5-1,75 (m, 8H); 3,35 (s, 2H); 3,5-3,55 (m, 3H); 3,75 (s, 3H); 3,8 (d,
J=11,6 Hz, 2H); 3,85 (s, 2H); 3,95-4,05 (m, 1H); 4,9-4,95 (m, 1H); 7 (t, J=7,6 Hz, 1H); 7,1 (t, J=7,6 Hz, 1H); 7,2 (s,
H): 7,35 (d, J=7,6 Hz, 1H); 7,6 (d, J=7,6 Hz, 1H):8,65 (s, 2H); 11,3 (s a, 1H).

Ejemplo A2

a) Preparacién de producto intermedio 4

oo

Bajo N2 a temperatura ambiente, se afadié en porciones éster metilico del acido 2-cloro-pirimidina-5-carboxilico
(4,75 g, 0,028 mol) a una disoluciéon de 3-aza-biciclo[3.1.0]hex-6-ilamina (3 g, 0,0306 mol) y carbonato de potasio
(6,327 g, 0,046 mol) en acetonitrilo (80 ml). Se agité la disolucién a temperatura ambiente durante 3 horas. Se vertio
la disolucién en agua enfriada, se extrajo el producto con DCM, se secd la fase organica sobre MgSQs, se filtrd y se
evaporé hasta sequedad. Se purificé el residuo (3 g) mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40
um) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 97/3/0,5). Se recogieron las fracciones puras y se evaporo el disolvente hasta
sequedad. Se llevo el residuo (1,60 g) a dietil éter. Se filird y se secé el precipitado, produciendo 1,55 g (22%) de
producto intermedio 4, punto de fusién: 149°C.

"H-RMN (400 MHz, ds-DMSO) 1,55 (s, 2H); 1,9 (s a, 2H); 1,95 (s, 1H); 3,5-3,6 (m, 2H); 3,7 (d, J=11,6 Hz, 2H); 3,8 (s,
3H); 8,75 (s, 2H).
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b) Preparacién de producto intermedio 5

Se calentd una disolucion de producto intermedio 4 (1,5 g, 0,0064 mol) y 1-metilindol-3-carboxaldehido (1,53 g,
0,0096 mol) en D (50 ml) durante 24 horas. Se enfri6 la disolucion a 5°C, se afadieron DCM (50 ml) y
tetrahidroborato de sodio (0,39 g, 0,01025 mol). Se agit6 la disolucién a temperatura ambiente durante 4 horas. Se
vertié la disolucién en agua enfriada y se extrajo con DCM. Se sec6 la fase organica sobre MgSQs, se filtré y se
evaporé hasta sequedad. Se purificé el residuo (5,2 g) mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40
um) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 97/3/0,1). Se recogieron las fracciones puras y se evaporo el disolvente hasta
sequedad. Se llevé el residuo (1,73 g, 72%) a dietil éter. Se filir6 y se seco el precipitado, produciendo 1,6 g (66%)
de producto intermedio 5, punto de fusion: 179°C.

'H-RMN (400 MHz, ds-DMSO) 1,7 (s, 2H); 1,8 (s, 1H); 3,5-3,6 (m, 2H); 3,7-3,75 (m, 5H); 3,8 (s, 3H) 3,85 (s, 2H); 7
(t, J=7,6 Hz, 1H); 7,1 (t, J=7,6 Hz, 1H); 7,2 (s, 1H); 7,35 (d, J=7,6 Hz, 1H); 7,6 (d, J=7,6 Hz, 1H); 8,75 (s, 2H).

c) Preparacién de producto intermedio 6

.er“(y

Se agité una mezcla de producto intermedio 5 (1,6 g, 0,00424 mol) e hidréxido de sodio 1 M (33,9 ml, 0,034 mol) en
MeOH (1,9 ml) y THF (9,8 ml) a temperatura ambiente durante 24 horas. Se eliminaron los disolventes a vacio y se
acidificé la disolucion acuosa resultante hasta pH: 3 — 4. Se filtr6 y se secé el precipitado, produciendo 1,479 (93%)
de producto intermedio 6.

"H-RMN (400 MHz, ds-DMSO): 1,8 (s a, 2H); 2 (s a, 1H); 3,5-3,6 (m, 2H); 3,7-3,8 (m, 5H); 4 (s a, 2H); 7 (t, J=7,6 Hz,
1H); 7,15 (t, J=7.6 Hz, 1H); 7,3 (s, 1H); 7,4 (d, J=7,6 Hz, 1H); 7,65 (d, J=7,6 Hz, 1H); 8,7 (s, 2H).

d) Preparacién de producto intermedio 7

Se afadieron EDC (1,2 g, 0,0077 mol), HOBt (1,044 g, 0,0077 mol) luego trietilamina (1,36 ml, 0,0097 mol) y O-
(tetrahidro-2H-piran-2-il)-hidroxilamina (0,042 g, 0,0097 mol) a temperatura ambiente a una mezcla de producto
intermedio 6 (1,17 g, 0,00322 mol) en DCM (6 ml) y THF (30 ml) bajo flujo de N». Tras agitar a temperatura ambiente
durante 6 dias, se vertié la disolucion en agua helada y se extrajo con DCM. Se separé la fase organica, se secé
(MgSOQs), se filtré y se evaporé el disolvente. Se purificd el residuo (0,17 g) mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (15-40 um) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 95/5/0,5). Se recogieron las fracciones puras y se
evaporé el disolvente hasta sequedad, produciendo 0,7 g (47%) de producto intermedio 7.

"H-RMN (400 MHz, dg-DMSO): 1,5-1,73 (m, 8H); 1,8 (s, 1H); 3,5-3,55 (m, 3H); 3,65-3,75 (m, 5H); 3,85 (s, 2H); 3,95-
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4,05 (m, 1H); 4,9-4,95 (m, 1H) 7,0 (t, J=7,6 Hz, 1H); 7,1 (t, J=7,6 Hz, 1H); 7,2 (s, 1H); 7,35 (d, J=7,6 Hz, 1H); 7,6 (d,
J=7,6 Hz, 1H); 8,6 (s, 2H); 11,4 (s a, 1H).

B. Preparacién de los compuestos finales

Ejemplo B1

Preparacién de compuesto 1

Se anadié 1,1 CoHF302 TFA (78 ul) a una mezcla de producto intermedio 3 (16 mg, 0,000034 mol) en MeOH (1,6
ml). Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 24 horas. Se evapord el disolvente. Se cristalizé el residuo
en dietil éter. Se separé por filtracién el precipitado y se sec6, produciendo 9 mg (52%) de compuesto 1 como sal de
trifluoroacetato, punto de fusién: 150°C.

'H-RMN (400 MHz, ds-DMSO): 0,85-0,95 (m, 1H); 1,8 ( , 2H); 2,95-3,0 (m, 2H); 3,5- 3,55 (m, 2H); 3,8 (s, 3H); 3,85
(d, J=11,6 Hz, 2H); 4,3 (s, 2H); 7,1 (t, J=7,6 Hz, 1H); 7,2 (t, J=7,6 Hz, 1H); 7,45-7,5 (m, 2H); 7,75 (d, J=7,6 Hz, 1H);
8,55-8,7 (m, 3H); 9,0 (s, 1H); 11,1 (s, 1H).

Ejemplo B2

Preparacién de compuesto 2

HYL%N(E? H [?II |

O

Se anadié 0,87 C2HF30> TFA (0,5 ml) a temperatura ambiente a una mezcla de producto intermedio 7 (0,1 g,
0,00022 mol) en MeOH (10 ml). Se agitdé la mezcla a temperatura ambiente durante 24 horas. Se evapor6 el
disolvente hasta sequedad. Se cristaliz6 el residuo en CHzCN/dietil éter. Se separé por filtracion el precipitado y se
seco, produciendo 90 mg (87%) de compuesto 2 como sal de trifluoroacetato, punto de fusién 157°C.

"H-RMN (400 MHz, de-DMSO): 2,15 (s, 2H); 2,55 (s, 1H); 3,5-3,55 (m, 2H); 33,8-3,85 (m, 5H); 4,45 (s, 2H); 7,1 (t,
J=7.6 Hz, 1H); 7,2 (t, J=7.6 Hz, 1H): 7,5-7,55 (m, 2H); 7,75 (d, J=7,6 Hz, 1H): 8,65 (s, 2H); 9,1-9,2 (m, 3H): 11,1 (s,
1H).

La tabla F-1 enumera los compuestos que se prepararon segun uno de los ejemplos anteriores. Se usaron las
siguientes abreviaturas en las tablas: .CoHF3O; representa la sal de trifluoroacetato.

Tabla F-1 (compuestos finales)
oA s alhse
H ' NY T H I “H/ r
uo M N _N N
(0]
e} .

1,1 C2HF30;; Co. n.2 1; Ej. [B1]; pf: 150°C 0,87 C2HF302; Co. n.? 2; Ej. [B2]; pf: 157°C

ﬁ@fm ,Np(yﬁm

1,2 CoHF302; Co. n.2 3; Ej. [B1]; pf: 154°C 1,1 CzHF502; Co. n.2 4; Ej. [B1]; pf: 165°C
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g’s“q@““"

Neadhad m"*“ o

.1,3 C2HF302; Co. n.2 5; Ej. [B1]; pf: 170°C 1,7 C2HF302; Co. n.2 6; Ej. [B1]; pf: 153°C

el

(o]

1,0 CoHF502; Co. n.2 7; Ej. [B1]; pf: 184°C

C. Ejemplo farmacolégico:

El ensayo in vitro para inhibicion de histona desacetilasa (véase el ejemplo C.1) mide la inhibicién de actividad
enzimatica de HDAC obtenida con los compuestos de formula (1).

Se determind la actividad celular de los compuestos de formula (I) en células tumorales HCT116 usando un ensayo
colorimétrico para toxicidad o supervivencia celular (Mosmann Tim, Journal of Immunological Methods 65: 55-63,
1983) (véase el ejemplo C.2).

Ejemplo C.1.: Ensayo in vitro para inhibicién de histona desacetilasa:

Ejemplo C.1.a.: Ensayo in vitro con sustrato marcado con [°HJ:

Se incubaron extractos nucleares de Hela (proveedor: Biomol) a 60 pg/ml con 75 pM de sustrato. Como sustrato
para medir la actividad de HDAC se us6 un péptido sintético, es decir los aminoacidos 14-21 de histona H4. Se
biotinil6 el sustrato en la parte NHz-terminal con un espaciador de acido 6-aminohexanoico, y se protege en la parte
COOQOH-terminal mediante un grupo amida y se [ H]-acetila especificamente en la lisina 16. Se afnadié el sustrato,
biotin-(6-aminohexanoico)Gly-Ala-([*H]-acetil-Lys-Arg-His-Arg-Lys-Val-NHz), en un tampén que contenia Hepes 25
mM, sacarosa 1 M, BSA 0,1 mg/ml y Triton X-100 al 0,01% a pH 7,4. Tras 30 min. se termind la reacci6on de
desacetilacion mediante la adiciéon de HCI y acido acético (concentracion final 0,035 mM y 3,8 mM respectivamente).
Tras detener la reaccion, se extrajo el *H-acetato libre con acetato de etilo. Tras mezclar y centrifugar, se conté la
radiactividad en una alicuota de la fase superior (organica) en un contador de centelleo.

Para cada experimento, se ejecutaron en paralelo controles (que contenian extracto nuclear de HeLa y DMSO sin
compuesto), una incubacién blanco (que contenia DMSO pero sin extracto nuclear de HelLa o compuesto) y
muestras (que contenian compuesto disuelto en DMSO y extracto nuclear de Hela). En primer lugar, se sometleron
a prueba los compuestos a una concentracion de 10° M. Cuando los compuestos mostraron actividad a 10° M, se
realizé una curva concentramon respuesta en la que los compuestos se sometieron a prueba a concentraciones de
entre 10° My 10"? M. En cada prueba se resté el valor blanco de los valores tanto control como de muestra. La
muestra control representaba el 100% de desacetilacién de sustrato. Para cada muestra se expreso la radiactividad
como porcentaje del valor medio de los controles. Cuando era apropiado, se calcularon los valores de Clsp
(concentracién del farmaco necesaria para reducir la cantidad de metabolitos hasta el 50% del control) usando
andlisis de probit para datos corregidos. En el presente documento los efectos de los compuestos de prueba se
expresan como pClso (el valor log negativo del valor Clsp) (véase la tabla F-3).

Ejemplo C.1.b.: Ensayo in vitro con sustrato marcado de manera fluorescente:

Se usé el kit de ensayo de actividad fluorescente de HDAC/descubrimiento de farmaco de Biomol (n.% de cat.: AK-
500-0001). El ensayo de actividad fluorescente de HDAC se basa en el sustrato Fluor de Lys (histona desacetilasa
lisil fluorogénica) y combinacién de revelado. El sustrato Fluor de Lys comprende una cadena lateral de lisina
acetilada. La desacetilacion del sustrato sensibiliza el sustrato de modo que, en la segunda etapa, el tratamiento con
el revelador de Fluor de Lys produce un fluoréforo.

Se incubaron extractos nucleares de Hela (proveedor: Biomol) a 60 ug/ml con 75 uM de sustrato. Se anadio el
sustrato Fluor de Lys en un tampo6n que contenia Tris 25 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM y MgCl».6H20 1 mM a pH
7,4. Tras 30 min., se afadi6é 1 volumen del revelador. Se excit6 el fluoréforo con 355 nm de luz y la luz emitida (450
nm) se detect6 en un lector de placas fluorométrico.

Para cada experimento, se ejecutaron en paralelo controles (que contenian extracto nuclear de HelLa y tampén), una
incubacién blanco (que contenia tampdn pero sin extracto nuclear de Hela) y muestras (que contenian compuesto
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disuelto en DMSO vy diluido ademas en tamgon y extracto nuclear de HelLa). En primer lugar, se sometleron a prueba
los compuestos a una concentracion de 10 M. Cuando los compuestos mostraron actividad a 10° M, se realizo una
curva concentracién-respuesta en la que los compuestos se sometieron a prueba a concentraciones de entre 10°M
y 10° M. Todas las muestras se sometieron a prueba 4 veces. En cada prueba se rest6 el valor blanco de los
valores tanto control como de muestra. La muestra control representaba el 100% de desacetilacién de sustrato. Para
cada muestra la fluorescencia se expresé como porcentaje del valor medio de los controles. Cuando era apropiado,
se calcularon los valores de Clso (concentracion del farmaco necesaria para reducir la cantidad de metabolitos hasta
el 50% del control) usando andlisis de probit para datos corregidos. En el presente documento los efectos de los
compuestos de prueba se expresan como pClsg (el valor log negativo del valor Clsg) (véase la tabla F-2).

Ejemplo C.1.c.: Ensayo in vitro para inhibiciéon de histona desacetilasa:

Se incubaron extractos nucleares de Hela (preparados mediante extraccion con sal elevada de nicleos de Hela,
J.D. Dignam et al., S. M. Abmayr et al.) con 9 mg/ml en KCI 0,1 M, HEPES/NaOH 20 mM, pH 7,9, glicerol al 20%
(v/v), EDTA 0,2 mM, DTT 0,5 mM, PMSF de enzima 0,5 mM. Tras 45 min., a 37°C se terminé la reaccién de
desacetilacion. Se realizé una lectura de la reaccion del revelador (también a 37°C) de una manera dependiente del
tiempo durante una hora. Para cada experimento, se ejecutaron en paralelo controles (que contenian extracto
nuclear de HeLa y DMSO sin compuesto) y muestras (que contenian compuesto dlsuelto en DMSO y extracto
nuclear de Hela). Se sometieron a prueba los compuestos a concentraciones de entre 10° My 102 M. La muestra
control representaba el 100% de desacetilacion de sustrato. Para cada muestra se expres6 la actividad como
porcentaje del valor medio de los controles. Se calcularon los valores de Clso apropiados (concentraciéon del farmaco
necesaria para reducir la cantidad de metabolitos hasta el 50% del control) usando el programa Prism. En el
presente documento los efectos de los compuestos de prueba se expresan como pClsy (el valor log negativo del
valor Clsg) (véase la tabla F-2). El trabajo fue realizado por Reaction Biology Corp. (Malvern, PA, EE.UU.).

Referencias:
1: J.D. Dignam et al. Nucl. Acids Res. 1983, 11, 1475
2: S.M. Abmayr et al. Genes Devel. 1988, 2, 542

Ejemplo C.2: Determinacién de actividad antiproliferativa en células HCT116

Se cultivaron células HCT116 de carcinoma de colon humano obtenidas de la ATCC en medio 5A de McCoy
complementado con L-glutamina 2 mM, gentamicina 50 pug/ml y suero de ternero fetal inactivado con calor al 10%.

Reactivos usados en el ensayo Alamar Blue

Se adquirié resazurina de Aldrich (n.? de prod. 199303). Se adquirieron ferrocianuro de potasio, ferricianuro de
potasio, KH2PO4 y Kz2HPO, de Sigma (n.°° de prod. P9387, P8131, P5655 y P8281, respectivamente).

Se prepar6 tampon fosfato de potasio 0,1 M (PPB) tal como sigue: se disolvieron 2,72 gramos de KH2PO4 y 13,86
gramos de KaHPO4 en 500 ml de H20 mili-Q, se ajustd el pH a pH 7,4 y se llevo el volumen a 1 litro con H20 mili-Q;
se esterilizd con filtracion el tampon y se almacend a temperatura ambiente. Se prepard disolucién madre de
resazurina (PPB-A) fresca disolviendo 45 mg de resazurina en 15 ml de PBS. Se preparé ferricianuro de potasio 30
mM (PPB-B) disolviendo 0,987 gramos de ferricianuro de potasio en 100 ml de PPB. Se prepar6 ferrocianuro de
potasio 30 mM (PPB-C) disolviendo 1,266 gramos de ferrocianuro de potasio en 100 ml de PPB.

Se prepar6 una mezcla de PPB-A, PPB-B y PPB-C mezclando volimenes iguales de las disoluciones respectivas.
Se preparé disolucién de trabajo de resazurina (denominada en el presente documento disolucion “Alamar Blue”)
diluyendo dicha mezcla 20x (vol/vol) en PPB y esterilizando con filtracion; la disolucion Alamar Blue podria
mantenerse a 4°C durante un maximo de 2 semanas.

Procedimiento del ensayo Alamar Blue

Para experimentos en placas de 384 pocillos se sembraron las células a una densidad de 4,5 x 10° células/ml en
placas de cultivo Falcon de 384 pocillos (Life Technologies, Merelbeke, Bélgica), negras con fondo transparente, en
45 ul de medio de cultivo. Se permitié que las células se adhirieran al plastico durante 24 h. Se diluy6 previamente el
compuesto sometido a prueba (1/50 en medio de cultivo) y se afadieron 5 ul de compuesto diluido previamente a los
pocillos. Tras una incubacién de 4 dias, se anadieron 10 ul de la disolucion Alamar Blue a cada pocillo y se
incubaron adicionalmente las células durante 4 h (HCT116) o 24 h (PC-3) a 37°C. Se midi6 la intensidad de
fluorescencia para cada pocillo en un lector de placas de fluorescencia (Fluorskan, Labsystems, 540 nm de
excitaciéon y 590 nm de emision).

Se calcul6 la actividad antiproliferativa como porcentaje de células viables restantes en condiciones tratadas frente a
control (células no tratadas). Dentro de un experimento, el resultado para cada condicion experimental es la media
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de 3 pocillos duplicados. Cuando era apropiado, se repitieron los experimentos para establecer curvas completas de
concentracién-respuesta. Cuando era apropiado, se calcularon los valores de Clso (concentracion del farmaco
necesaria para reducir el crecimiento celular hasta el 50% del control) usando analisis de probit para datos
corregidos (Finney, D. J., Probit Analyses, 2* Ed. Capitulo 10, Graded Responses, Cambridge University Press,
Cambridge 1962). En el presente documento los efectos de los compuestos de prueba se expresan como pClsg (el
valor log negativo del valor Clsp) (véase la tabla F-2).

Tabla F-2: enumera los resultados de los compuestos que se sometieron a prueba segun el ejemplo C.1y C.2.

Actividad enzimatica Actividad celular

Numero de compuesto pClso pClso
C.1.c. Cc.2

1 8,39 7,05

2 8,62 6,18

3 7,12

4 7,09

5 6,40

6 7,45

7 7,59

D. Ejemplo de composicion: Comprimidos recubiertos con pelicula

Preparacién de nucleo de comprimido

Se mezcla bien una mezcla de 100 g de un compuesto de férmula (l), 570 g de lactosa y 200 g de almidén y
después se humidifica con una disolucién de 5 g de dodecilsulfato de sodio y 10 g de polivinilpirrolidona en
aproximadamente 200 ml de agua. Se tamiza la mezcla de polvo himeda, se seca y se tamiza de nuevo. Luego se
afiaden 100 g de celulosa microcristalina y 15 g de aceite vegetal hidrogenado. Todo se mezcla bien y se comprime
para formar comprimidos, proporcionando 10.000 comprimidos, comprendiendo cada uno 10 mg de un compuesto
de férmula (l).

Recubrimiento

A una disolucién de 10 g de metilcelulosa en 75 ml de etanol desnaturalizado se le afiade una disoluciéon de 5 g de
etilcelulosa en 150 ml de diclorometano. Luego se afiaden 75 ml de diclorometano y 2,5 ml de 1,2,3-propanodiol, se
funden 10 g de polietilenglicol y se disuelven en 75 ml de diclorometano. Se afade la Gltima disolucién a la primera y
luego se afiaden 2,5 g de octadecanoato de magnesio, 5 g de polivinilpirrolidona y 30 ml de suspensién de color
concentrada y todo se homogeniza. Los ndcleos de comprimido se recubren con la mezcla asi obtenida en un
aparato de recubrimiento.

Lista de secuencias

<110> Janssen Pharmaceutica NV

Freyne, Eddy

Pilatte, Isabelle

Patrick, Angibaud

<120> Derivados de indolilalquilamino sustituidos con aza-biciclohexilo como inhibidores novedosos de histona
desacetilasa

<130> Documento PRD2845-PCT
<160> 1
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de féormula (1),

o}

1

—N R

A |
EJK<\: X/>_N —(CH,);—N—(CHp)s

las formas de N-6xido, las sales de adicién farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente
isoméricas del mismo, en la que:

cada n es un numero entero con valor 0, 1 6 2 y cuando n es 0 entonces se entiende que es un enlace directo;
cada m es un nimero entero con valor 1 6 2;

X es independientemente N o CH;

A es hidroxilo o un radical de férmula:

Rs

Nz (a-1);
R' es hidrégeno, alquilo Cis, hidroxialquilo Cis, alquilsulfonilo Ci.6, alquilcarbonilo Cis o mono- o di(alquil Ci.
g)aminosulfonilo;

R% es hidrégeno, hidroxilo, amino, haldégeno, alquilo Ci., ciano, alquenilo Cs¢, polihaloalquilo Ci.s, nitro, fenilo,
alquilcarbonilo C1., hidroxicarbonilo, alquilcarbonilamino Cs.s, alquiloxilo C+.6, 0 mono- o di(alquil C1.¢)amino;

R® es hidrégeno, halégeno, alquilo C1. 0 alquiloxilo C1.6; 0

cuando R? y R?® estan en atomos de carbono adyacentes, pueden formar el radical bivalente:

-O-CH-O- (a-2);

R* es hidrégeno, alquilo C1., alquiloxi C1.¢-alquilo C+.6, cicloalquilo Ca., cicloalquilmetilo Ca., fenilalquilo Ci.6; 0
cuando R? esta en la posicion 7 del indolilo entonces R? y R* juntos pueden formar el radical bivalente;

-(CHa)2- (@-3), 0

-(CHz)s- (a-4);

R°® es hidrégeno o tiofenilo.

2. Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que cada n es un numero entero con valor 0 6 1; cada m es un
ndmero entero con valor 1; X es independientemente N; A es hidroxilo; R'es hidrégeno; R? es hidrégeno, halégeno
o ciano; R® es hidrégeno; y R*es alquilo C1.6.

3. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, en el que cada n es un numero entero con valor 1; cada m es un
namero entero con valor 1; X es independientemente N; A es hidroxilo; R' es hidrégeno; R® es hldrogeno R? es

hidrégeno; y R* es alquilo C1 6-

4. Compuesto segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho compuesto es el compuesto n.? 1
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5. Composicion farmacéutica que comprende vehiculos farmacéuticamente aceptables y como principio activo una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun las reivindicaciones 1 a 4.

6. Proceso de preparacion de una composicién farmacéutica segun la reivindicaciéon 5, en el que los vehiculos
farmacéuticamente aceptables y un compuesto segun las reivindicaciones 1 a 4 se mezclan intimamente.

7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso como medicamento.

8. Uso de un compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento de enfermedades proliferativas.

9. Combinacién de un agente anticancerigeno y un inhibidor de HDAC segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4.

10. Proceso para preparar un compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado por
a) hacer reaccionar un producto intermedio de formula (ll), en la que Q es tetrahidropiraniloxiaminocarbonilo,
denominado en el presente documento producto intermedio de férmula (ll-a), con un &cido apropiado, produciendo

un &cido hidroxamico de férmula (I-a);

Ry

0 )
R" N
N =N i .
@r E"K<\: X/>—NC1>—(CHQ) — N—(CHo)— f P, _'\)*RB
: \\RZ
(I-2)
R]

H+
> ){ ,)——C]>—(CH2%—1'Q—(CH2)..= {*

(i-a)

b) hacer reaccionar un producto intermedio de férmula (IV) en la que M representa hidrégeno o un metal alcalino,
con una anilina de férmula (lll), en presencia de una base y hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidino-
fosfonio (PyBOP) en un disolvente apropiado.

1 RS
§
O)LC'B_@_(CH’) N (CH)e— / /Rs +
NH,
¥ C
. N
J\C )N (CHg)n—N"‘“(CHz)E—A{I//\C-—Rg
3
{1-b) R’

11. Compuesto de formula (Il),
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1

—N
Q_{/)—NCD-(CHz)n N—(CHp)y;
X

las formas de N-Oxido, las sales de adicién farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente
isoméricas del mismo, en la que:

—x

(an

cada n es un numero entero con valor 0, 1 6 2 y cuando n es 0 entonces se entiende que es un enlace directo;
cada m es un nimero entero con valor 1 6 2;

cada X es independientemente N o CH;

Q es alquiloxicarbonilo C1-2, hidroxicarbonilo o tetrahidropiraniloxiaminocarbonilo;

R' es hidrogeno, alquilo Ci, hidroxialquilo Ci, alquilsulfonilo Cy., alquilcarbonilo Cis, 0 mono- o di(alquil Cy.
g)aminosulfonilo;

R% es hidrégeno, hidroxilo, amino, halégeno, alquilo Ci., ciano, alquenilo Cs¢, polihaloalquilo Cy.s, nitro, fenilo,
alquilcarbonilo C+.6, hidroxicarbonilo, alquilcarbonilamino C1.6, alquiloxilo C1.s, 0 mono- o di(alquil Cy-g)Jamino;

R®es hidrégeno, halégeno, alquilo C1.¢ 0 alquiloxilo C1.6; y

cuando R® y R® estan en atomos de carbono adyacentes, pueden formar el radical bivalente:

-O-CH-O- (a-2);

R* es hidrégeno, alquilo C1., alquiloxi C1.s-alquilo C1., cicloalquilo Cas, cicloalquilmetilo Ca, fenilalquilo Ci-g; 0
cuando R? esta en la posicion 7 del indolilo entonces R? y R* juntos pueden formar el radical bivalente;

-(CHz)2- (@-3), 0

-(CHz)s- (a-4);

R°® es hidrégeno o tiofenilo.

12. Proceso para preparar un compuesto segun la reivindicacion 11, caracterizado por hacer reaccionar un
compuesto de férmula (II), en la que M representa un cation de metal alcalino, denominado en el presente
documento compuesto de férmula (ll-a), con un producto intermedio de férmula (V) en presencia de reactivos

apropiados tales como monoclorhidrato de N'-(etilcarbonimidoil)-N,N-dimetil-1,3-propanodiamina (EDC) y 1-hidroxi-
1H-benzotriazol (HOBT) con la formacion de un compuesto de férmula (ll-a),

. R}
=N R' \Y, o
HOi{ /> —NC>—(CH2),;—IL‘—(CHQ)M—L@ . @/ NH,
X
——\Rz

(11-b)

3
1

R

—N R \

0.0~ ! i

EDC/HOBT U Ej\{x/)—NO—(CHg,.—N—(cHz).r—,

Y,
/
o)

(Il-a)
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