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ES 2403 558 T3

DESCRIPCION
Inhibidores purinicos y pirimidinicos de CDK y su uso para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias

La presente invencion se refiere a compuestos para uso en un procedimiento de tratamiento de enfermedades
asociadas a anticuerpos antinucleares. Mas especificamente, pero no exclusivamente, la invencion se refiere a
compuestos para uso en procedimientos de tratamiento de enfermedades reumaticas autoinmunitarias tales como
lupus sistémico eritematoso (LSE) humano y a composiciones farmacéuticas y combinaciones de los mismos.

Antecedentes de lainvencion

El fin del sistema inmunitario es proteger al cuerpo de sustancias potencialmente dafiinas (antigenos) tales como
microorganismos, toxinas, células cancerosas y sangre o tejidos extrafios de otra persona o especie. Los antigenos
se destruyen por la respuesta inmunitaria, que incluye la produccién de anticuerpos (moléculas que se unen al
antigeno y lo hacen méas sensible a la destruccion) y linfocitos sensibilizados (leucocitos especializados que
reconocen y destruyen antigenos particulares).

Los trastornos del sistema inmunitario aparecen cuando la respuesta inmunitaria es inapropiada, excesiva o
ausente. Trastornos autoinmunitarios designa cualquier enfermedad caracterizada por un funcionamiento anormal
del sistema inmunitario que cause que el sistema inmunitario produzca anticuerpos contra sus propios tejidos. Esto
esta causado por una reaccion de hipersensibilidad en que el sistema inmunitario reacciona ante sustancias que
normalmente ignoraria, concretamente, tejidos corporales “propios” normales.

Normalmente, el sistema inmunitario es capaz de diferenciar el tejido “propio” del “no propio”. Algunas células del
sistema inmunitario (linfocitos) se sensibilizan frente a células de tejido “propias”, pero estos linfocitos defectuosos
habitualmente se controlan (suprimen) por otros linfocitos. Los trastornos autoinmunitarios aparecen cuando se
perturba el proceso de control normal, o si el tejido se altera de modo que no se reconozca ya como “propio”.

Los trastornos autoinmunitarios dan tipicamente como resultado la destruccion de uno o més tipos de tejido corporal, el
crecimiento anormal de un 6rgano o cambios en la funcién del érgano. El trastorno puede afectar solo a un 6rgano o
tejido o puede afectar a mdltiples érganos y tejidos. Los 6rganos y tejidos afectados comiUnmente por trastornos
autoinmunitarios incluyen componentes sanguineos tales como eritrocitos, vasos sanguineos, tejidos conectivos,
glandulas endocrinas tales como tiroides o pancreas, 6rganos tales como rifion o higado, musculos, articulaciones y piel.

Los ejemplos de trastornos autoinmunitarios o relacionados con autoinmunidad incluyen: tiroiditis de Hashimoto,
anemia perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes de tipo |, artritis reumatoide, lupus sistémico eritematoso,
dermatomiositis, sindrome de Sjogren, lupus eritematoso inducido por farmacos, esclerosis mdltiple, miastenia
grave, sindrome de Reiter y enfermedad de Grave.

Los sintomas de enfermedades autoinmunitarias varian ampliamente dependiendo del tipo de enfermedad. Sin
embargo, los trastornos autoinmunitarios estan asociados a menudo a sintomas inespecificos tales como fatiga,
mareos, malestar (sensacion inespecifica de no sentirse bien), fiebre y elevaciones de temperatura de bajo grado.

La enfermedad autoinmunitaria especifica da como resultado la destruccién de un érgano o tejido, dando como
resultado un funcionamiento reducido de un drgano o tejido (por ejemplo, las células de islotes pancreaticos se
destruyen en la diabetes) y/o un aumento de tamafio de un 6rgano o tejido (por ejemplo, agrandamiento de tiroides
en enfermedad de Grave). Los sintomas varian dependiendo del trastorno especifico y del 6rgano o tejido afectado.

La autoinmunidad se controla mediante una supresion equilibrada del sistema inmunitario. El objetivo es reducir la
respuesta inmunitaria contra el tejido corporal normal dejando intacta la respuesta inmunitaria contra
microorganismos y tejidos anormales. Los tratamientos clinicos para enfermedades autoinmunitarias implican
tipicamente el uso de corticosteroides e inmunosupresores (incluyendo ciclofosfamida o azatioprina) que reducen la
respuesta inmunitaria. Sin embargo, muchos de los tratamientos disponibles hasta la fecha estan asociados a
efectos secundarios adversos graves.

La presente invencién busca proporcionar compuestos alternativos para uso en procedimientos terapéuticos para
tratar enfermedades autoinmunitarias que idealmente sean capaces de reducir los sintomas y controlar el proceso
autoinmunitario manteniendo la capacidad de luchar contra la enfermedad. Mas particularmente, la invencion se
refiere a compuestos para uso en el tratamiento de enfermedades asociadas a anticuerpos antinucleares,
especialmente a enfermedades autoinmunitarias tales como lupus sistémico eritematoso humano. La invencion
busca también proporcionar combinaciones y composiciones farmacéuticas adecuadas para tratar dichos trastornos.

Exposicion de lainvencién

Un primer aspecto de la invencién se refiere al uso de un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9
seleccionado de
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacién de un medicamento para tratar lupus inducido
por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE).

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una combinacion que comprende un inhibidor purinico de CDK2 y/o
CDK?7 y/o CDK9 seleccionado de:
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5 o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende la combinacién anterior
y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

10 Un cuarto aspecto de la invencién se refiere a un producto farmacéutico que comprende un inhibidor purinico de
CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de



ES 2403 558 T3

NH j‘: S NH
RN N
NN " I1 >

H
HUMNAM N e A0S N
H )_‘ OH CH, H
0 21 ¥
P ,r

H

(8]

5 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona como preparacion combinada para uso
simultaneo, secuencial o separado en terapia.

Un quinto aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende:

10 () un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK?9 seleccionado de
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y
(i) metilprednisolona;
mezclados con un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere al uso de un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9
seleccionado de
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5 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para tratar lupus inducido

por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE), en el que el medicamento es para uso en combinacion con
metilprednisolona.

Un séptimo aspecto de la invencién se refiere al uso de metilprednisolona en la preparacién de un medicamento
10 para tratar lupus inducido por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE), en el que el medicamento es para uso
en combinacion con un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Un octavo aspecto de la invencion se refiere al uso de un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9
seleccionado de
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona, en la preparacion de un medicamento para
tratar lupus inducido por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE).

Un noveno aspecto se refiere al uso de un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de
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5 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
lupus inducido por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE), en el que dicho tratamiento comprende administrar
a un sujeto simultanea, secuencial o separadamente el inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona.

10 Un décimo aspecto de la invencion se refiere a un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de

10
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento de lupus inducido por farmacos o
lupus sistémico eritematoso.

Un undécimo aspecto de la invencion se refiere a un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado
de

11
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5 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y metilprednisolona, para uso en el tratamiento de lupus inducido
por farmacos o lupus sistémico eritematoso.

Por facilidad de referencia, se examinan ahora estos y otros aspectos de la presente invencion en los titulos de
seccion apropiados. Sin embargo, las ensefianzas en cada seccion no estan necesariamente limitadas a cada
10 seccion particular.

Descripcion detallada

INHIBIDORES DE CDK2 Y/O CDKY7 Y/O CDK9

15
La presente invencion se refiere al uso de uno o mas inhibidores purinicos de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9

seleccionados de los expuestos anteriormente. Para evitar dudas, el inhibidor puede ser un inhibidor de cualquiera
de CDK2, CDK7 o CDK9 o cualquier combinacion de los mismos.
20 En una realizacion preferida, el inhibidor es un inhibidor de CDK2.

En otra realizacion preferida, el inhibidor es un inhibidor de CDK7.

12
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En otra realizacion preferida, el inhibidor es un inhibidor de CDKO9.
En otra realizacion preferida, el inhibidor es un inhibidor de CDK7 y CDKO9.

Los procedimientos para ensayar la actividad de CDK seran familiares para el experto en la materia. Se esbozan
detalles adicionales en la seccién de ejemplos adjunta.

Preferiblemente, el inhibidor exhibe un valor de Clsg para uno o méas de CDK2, CDK7 o CDK9 de menos de 1 mM,
mas preferiblemente de menos de 100 uM, mas preferiblemente ain de menos de 50 uM, mas preferiblemente de
menos de 25 uM, més preferiblemente de menos de 10 uM, incluso més preferiblemente de menos de 1 mM o pu0,5
00,1 uM.

Se dan a conocer inhibidores purinicos de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 en los documentos EP 0874847B (CNRS), WO
03/002565 (Cyclacel Limited), WO 04/016613 (Cyclacel Limited) y WO 04/016612 (Cyclacel Limited).

En el contexto de la presente invencion, se selecciona el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 de los siguientes:

NH j: Y NH
AN HNT N NE N
W 1o Ho~ A S
Ho” NN N ? ’ ~TUNTNTN
H )_‘ OH CH, H
0 (2 ¥l
"-.N | N
P ,.f

D 3 s
HO Nﬁ N HDK\H SN N

(8]

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
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Hasta la fecha, no ha habido sugerencias de que los inhibidores de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 fueran eficaces para
reducir el nivel de anticuerpos antinucleares. Ni ha habido ninguna ensefianza ni sugerencia en la materia de que
dichos inhibidores pudieran usarse en terapia de combinacion con metilprednisolona en el tratamiento de trastornos
autoinmunitarios.

En una realizacion incluso més preferida de la invencion, el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 es roscovitina.
La roscovitina o 2-[(1-etil-2-hidroxietil)amino]-6-bencilamino-9-isopropilpurina se describe también como 2-(1-D,L-
hidroximetilpropilamino)-6-bencilamino-9-isopropilpurina. Como se usa en la presente memoria, el término

“roscovitina” engloba los enantidmeros R y S resueltos, mezclas de los mismos y el racemato de los mismos.

Como se usa en la presente memoria, el término "CYC202" designa el enantiomero R de roscovitina, a saber 2-(1-R-
hidroximetilpropilamino)-6-bencilamino-9-isopropilpurina, cuya estructura se muestra a continuacion.

~

HN

N

Klf W,
s

N7z N s

H /‘\\

OH H,C” “CH,

La actividad in vitro de la roscovitina es como sigue:

Cinasa Clso (M)
Cdkl1/ciclina B 2,7
Cdk?2/ciclina A 0,7
Cdk2/ciclina E 0,1
Cdk7/ciclina H 0,5
Cdk9/ciclinaT1 | 0,8
Cdk4/ciclina D1 | 14,2

ERK-2 1,2
PKA >50
PKC >50

Aunque el uso de roscovitina en el tratamiento de trastornos autoinmunitarios estd documentando en la materia,
hasta la fecha no ha habido sugerencias de que seria eficaz para reducir el nivel de anticuerpos antinucleares. Ni ha
habido ninguna ensefianza o sugerencia en la materia de que la roscovitina pudiera usarse en terapia de
combinacion con metilprednisolona en el tratamiento de trastornos autoimunitarios.

Para todas las realizaciones de la invencion, la roscovitina esta preferiblemente en forma del enantiomero R, a saber
2-(1-R-hidroximetilpropilamino)-6-bencilamino-9-isopropilpurina, designada de aqui en adelante como "CYC202".

ACTIVIDAD TERAPEUTICA

Como se menciona anteriormente, la presente invencion se refiere al uso de los inhibidores de CDK2 y/o CDK7 y/o
CDK9 anteriormente descritos, 0 a sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la preparacion de un
medicamento para tratar lupus inducido por farmacos o LSE. Preferiblemente, se administra el inhibidor de CDK2 y/o
CDK7 ylo CDK9, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en una cantidad suficiente para regular
negativamente los niveles de anticuerpos antinucleares.

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son anticuerpos no habituales, detectables en la sangre, que tienen la
capacidad de unirse a ciertas estructuras en el nicleo de las células. Los ANA se encuentran en pacientes cuyo
sistema inmunitario puede estar predispuesto a causar inflamacién contra sus propios tejidos corporales. Los
anticuerpos que se dirigen contra los tejidos propios se designan como autoanticuerpos. La propension del sistema
inmunitario de actuar contra su propio cuerpo se designa como autoinmunidad.

La presencia de anticuerpos antinucleares es un sello de enfermedades autoinmunitarias. Los anticuerpos

antinucleares son un grupo diverso de anticuerpos, dirigidos a menudo a complejos celulares grandes que contienen
componentes proteicos y de acidos nucleicos. Los anticuerpos antinucleares de aparicion mas frecuente reaccionan

14
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con componentes de complejos de ADN-proteina o ARN-proteina [Van Venrooij W.J. et al.; Von Mulen C. A. et al.].
Los estudios han indicado que la produccion de estos autoanticuerpos, que son generalmente anticuerpos de IgG de
alta afinidad de titulo alto, es dependiente de linfocitos T y esta activada por el autoantigeno del hospedador
[Reichlin M. et al.].

Para que una enfermedad se defina como autoinmunitaria, debe mostrarse que el dafio de tejido esta causado por
una respuesta inmunitaria adaptativa ante antigenos propios. Las enfermedades autoinmunitarias pueden mediarse
por autoanticuerpos y/o por linfocitos T autorreactivos, y el dafio de tejido puede ser el resultado del ataque directo a
las células que portan el antigeno, de la formacion de complejo inmunitario o de la inflamacién local. Los linfocitos T
pueden estar implicados directamente en la inflamacion o destruccién celular, y son también necesarios para
mantener las respuestas de autoanticuerpo. De forma similar, los linfocitos B pueden ser células presentadoras de
antigeno importantes para mantener las respuestas de linfocitos T especificas de autoantigeno.

Los linfocitos T CD4 activan selectivamente aquellos linfocitos B que se unen a epitopos que estan ligados
fisicamente con el péptido reconocido por el linfocito T. Por tanto, se requieren tanto linfocitos B autorreactivos como
linfocitos T autorreactivos para una enfermedad que implique autoinmunidad.

La produccion de anticuerpo antinuclear puede estudiarse solo in vivo puesto que la produccion de estos anticuerpos
requiere un sistema inmunitario disfuncional que comprenda tanto linfocitos B como T, y la incapacidad de
seleccionar y destruir células inmunitarias que se autorreconozcan.

Los ensayos in vitro de la funcion de linfocitos T son herramientas de cribado apropiadas para identificar compuestos
que puedan tener la capacidad de modular la respuesta inmunitaria en la situacion compleja de enfermedad
autoinmunitaria. Es uno de dichos ensayos el ensayo de proliferacion de linfocitos T, cuyos detalles adicionales se
exponen en los ejemplos adjuntos. En enfermedades autoinmunitarias que impliquen la produccion de anticuerpo
antinuclear, se requiere una funcién de linfocitos T normales para estimular la producciéon de autoanticuerpos por
linfocitos B. Por consiguiente, los compuestos que afectan a la funcion de linfocitos T (es una medida de la funcion
de linfocitos T la capacidad de proliferar en respuesta a un estimulo inmunitario) deberian prevenir también la
formacion de autoanticuerpos al controlar la capacidad de los linfocitos T de comunicarse con los linfocitos B y al
prevenir ademas que los linfocitos T migraran al sitio de dafio autoinmunitario.

Como se usa en la presente memoria, el término “anticuerpos antinucleares” incluye tanto anticuerpos anti-ADN y
anticuerpos anti-ARN como anticuerpos dirigidos contra componentes proteicos nucleares.

Las enfermedades asociadas a anticuerpos antinucleares incluyen enfermedades reumaticas autoinmunitarias y
autoinmunidad especifica de 6rgano.

Preferiblemente, la enfermedad reumatica autoinmunitaria se selecciona de lupus inducido por farmacos o lupus
sistémico eritematoso (LSE).

Mas preferiblemente, la enfermedad reumatica autoinmunitaria es lupus sistémico eritematoso (LSE).
LUPUS SISTEMICO ERITEMATOSO

En una realizacion preferida, la invencion se refiere al tratamiento de lupus sistémico eritematoso (también conocido
como lupus eritematoso diseminado, LSE, lupus o lupus eritematoso), que es un trastorno autoinmunitario
inflamatorio crénico que puede afectar a muchos sistemas organicos incluyendo piel, articulaciones y drganos
internos. Aunque las personas con la enfermedad pueden tener muchos sintomas diferentes, algunos de los mas
comunes incluyen fatiga extrema, articulaciones doloridas o hinchadas (artritis), fiebre idiopéatica, exantemas
cutaneos y problemas renales. Actualmente, no hay cura para el LSE.

La enfermedad afecta a nueve veces mas mujeres que hombres y parece mas comun en personas de descendencia
africana. Puede aparecer a cualquier edad, pero aparece mas a menudo en personas entre 10 y 50 afios de edad. El
LSE puede estar causado también por ciertos farmacos. Cuando ocurre esto, es conocido como lupus eritematoso
inducido por farmacos y es habitualmente reversible cuando se detiene la medicacion.

El curso de la enfermedad puede variar desde una dolencia episédica leve hasta una enfermedad grave mortal. Los
sintomas pueden variar también ampliamente en un individuo particular con el tiempo y se caracterizan por periodos
de remision y exacerbacion. Algunos de los sintomas mas comunes de lupus incluyen articulaciones doloridas o
hinchadas (artritis), fiebre idiopatica y fatiga extrema. Otros sintomas de lupus incluyen dolor de pecho, pérdida de
cabello, anemia (una reduccion de los eritrocitos), Ulceras bucales y dedos de manos o pies palidos o morados por
frio o estrés. Algunas personas experimentan también dolores de cabeza, mareos, depresion, confusién o
convulsiones. Pueden seguir apareciendo nuevos sintomas afios después del diagnoéstico inicial, y pueden aparecer
sintomas diferentes en momentos diferentes. En su inicio, solo puede estar implicado un sistema organico. Los
organos adicionales pueden resultar implicados después.
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El lupus se caracteriza por periodos de dolencia, denominados exacerbaciones, y periodos de bienestar, o remisién.
Tipicamente, una vez se ha diagnosticado LSE, el doctor desarrollara un plan de tratamiento basado en la edad,
sexo, salud, sintomas y estilo de vida del paciente. Al desarrollar el plan de tratamiento, el doctor tiene varios
objetivos: evitar exacerbaciones, tratarlas cuando aparezcan y minimizar el dafio organico y las complicaciones.

Hasta la fecha, estan disponibles una serie de diferentes tratamientos para pacientes de LSE. Para personas con
dolor de articulaciones o de pecho o fiebre, se usan a menudo farmacos que reducen la inflamacién, denominados
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Los efectos secundarios comunes de dichos AINE pueden incluir
malestar digestivo, pirosis, diarrea y retencion de fluidos. Algunos pacientes desarrollan también complicaciones
hepaticas, renales o incluso neurolégicas.

Los antimalaricos son otro tipo de farmaco usado cominmente para tratar lupus. Aungue se usan generalmente para
tratar fatiga, dolor de articulaciones, exantemas cutaneos e inflamacién de los pulmones, los estudios clinicos han
encontrado que el tratamiento continuo con antimalaricos puede prevenir la recurrencia de las exacerbaciones. Los
efectos secundarios de los antimalaricos pueden incluir malestar digestivo, y de forma extremadamente rara, dafio
en la retina del ojo.

El pilar del tratamiento de lupus implica el uso de hormonas corticosteroideas. Los corticosteroides funcionan
suprimiendo rapidamente la inflamacion y pueden suministrarse oralmente, en cremas aplicadas a la piel o mediante
inyeccion. Los efectos secundarios a corto plazo de los corticosteroides incluyen hinchazén, aumento de apetito y
ganancia de peso. Estos efectos secundarios generalmente cesan cuando se deja el farmaco. Sin embargo, a
menudo puede ser peligroso dejar de tomar corticosteroides repentinamente, asi que existe la necesidad de
deshabituar al paciente durante un periodo prolongado de tiempo. Los efectos a largo plazo de los corticosteroides
pueden incluir estrias en la piel, huesos debilitados o dafiados (osteoporosis y osteonecrosis), presion sanguinea
alta, dafio en las arterias, azlcar sanguineo alto (diabetes), infecciones y cataratas. Tipicamente, cuanta mas dosis
y mas tiempo se tome, mayor riesgo y gravedad de los efectos secundarios.

Para pacientes cuyos rifiones o sistema nervioso central esté afectado por lupus, pueden usarse inmunosupresores.
Los inmunosupresores contienen el sistema inmunitario superactivo blogqueando la produccién de células
inmunitarias. Los efectos secundarios pueden incluir nduseas, vomitos, pérdida de cabello, problemas de vejiga,
fertilidad reducida y riesgo aumentado de cancer e infeccion. El riesgo de efectos secundarios aumenta con la
duracion del tratamiento. Como con otros tratamientos de lupus, existe el riesgo de recaida después de dejar los
inmunosupresores.

La presente invencidn proporciona tratamientos terapéuticos alternativos para LSE y lupus inducido por farmacos.
En particular, la invencién se dirige a proporcionar tratamientos alternativos a inmunosupresores y corticosteroides,
que al menos en la fase aguda de la enfermedad tengan excelentes efectos terapéuticos pero carezcan de los
efectos secundarios a largo plazo principales.

ESTUDIOS IN VIVO

Se emprendieron estudios para investigar la eficacia de CYC202 y combinaciones de CYC202/metilprednisolona en
ratones.

Los ratones hibridos NZB/W F1 desarrollan espontaneamente una enfermedad autoinmunitaria grave similar al lupus
sistémico eritematoso humano. La enfermedad se manifiesta por la formaciéon de anticuerpos antinucleares
tempranos, el desarrollo de una glomerulonefritis compleja inmunitaria con proteinuria y progresion hasta
insuficiencia renal con el tiempo, que causa también la mortalidad prematura de estos ratones. Es una enfermedad
de disfuncion de linfocitos T y B, con formacién de autoanticuerpos contra antigenos nucleares y enddgenos, entre
los que nucleosomas y ADN complejado con histonas parecen ser los mas destacados.

Los nucleosomas se generan in vivo mediante apoptosis, un proceso que parece alterado en lupus. En condiciones
de retirada insuficiente de células apoptoéticas, los nucleosomas actllan como autoantigenos activando la respuesta
inmunitaria dependiente de linfocitos T, cuyos componentes criticos son anticuerpos especificos de nucleosoma y
complejos de nucleosoma/lgG. Estos se unen a constituyentes intrinsecos de la membrana basal glomerular y
promueven la inflamacién. Las citocinas y quimioatractores generados en gran cantidad por las células renales
residentes e infiltradas amplifican y perpettan la lesién mediada por complejo inmunitario.

Histoldgicamente, los cambios glomerulares en los ratones NZB/W incluyen hipercelularidad endocapilar asociada a
proliferacion extracapilar local; se detectan depositos de tipo inmunitario en el mesangio y en la cara subendotelial
de la membrana basal glomerular (MBG). El dafio tubular, inflamacion intersticial y fibrosis son graves.

Hay evidencias crecientes que muestran que proteinas reguladoras positivas (ciclinas y cinasas dependientes de
ciclinas) y negativas (inhibidores de cinasa dependiente de ciclina) del ciclo celular tienen un papel critico en la
regulacion de las respuestas celulares a formas inmunitarias y no inmunitarias de lesion, incluyendo proliferacién
celular y apoptosis. La proliferacion de células glomerulares intrinsecas tales como células mesangiales es una
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respuesta caracteristica ante formas de lesién glomerular mediada inmunitariamente tales como nefropatia por IgA,
lupus y glomerulonefritis membranoproliferativa. La expresion de proteinas positivas de ciclo celular (ciclinas D, E,
A), asi como los niveles y actividad de proteina CDK2, aumentan en glomerulonefritis mesangioproliferativa
experimental (nefritis por Thy) caracterizada por la proliferacion de células mesangiales. En este modelo, inhibir
CDK2 reducia la proliferacion de células mesangiales y la acumulacion de proteina de matriz y mejoraba la funcién
renal.

Los estudios in vivo por la solicitante han mostrado que los ratones NZB/W F1 tratados con CYC202 a dosis de 200
y 100 mg/kg, empezando a los 2 meses de edad, sobrevivian significativamente mas (P<0,05) que los ratones
tratados con vehiculo. Al final del estudio (mes 8), aunque solo 4 de los 13 ratones NZB/W (31%) que se habian
tratado con vehiculo seguian vivos, 10 de 13 (77%) y 10 de 14 (71%) ratones tratados con CYC202 200 y 100 mg/kg
sobrevivieron, respectivamente. En el grupo de ratones suministrados con CYC202 (100 mg/kg) de 5 meses de edad
(tratamiento terapéutico), el porcentaje de supervivencia no era diferente del registrado en ratones tratados con
vehiculo.

En una realizacion preferida de la invencion, la cantidad de inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 es suficiente para
retardar el inicio de la proteinuria y el deterioro de la funcion renal.

Se evalud el porcentaje acumulado de ratones con proteinuria grave (>4 mg/dia) en diferentes etapas de la
enfermedad en todos los grupos experimentales. En el grupo de vehiculo, el porcentaje de ratones con proteinuria
aumentaba progresivamente con el tiempo. Al final del estudio, el porcentaje de ratones proteinlricos era de 85%. El
CYC202 suministrado como terapia preventiva desde los 2 meses de edad retardaba significativamente el inicio de
la proteinuria en comparacion con vehiculo de manera dependiente de la dosis (% de ratones proteindricos, mes 8:
200 mg/kg, 23%, P <0,01 frente a vehiculo; 100 mg/kg, 43%, P<0,05 frente a vehiculo). Cuando se administro
CYC202 a ratones con lupus de 5 meses de edad, se observé la tendencia a un porcentaje reducido de ratones
proteinuricos con respecto al vehiculo, que sin embargo no alcanzo significacion estadistica.

Se midi6 la funcidn renal, valorada por el nitrdgeno ureico en sangre (NUS) sérico, a los 5y 8 meses. A los 5 meses,
los niveles de NUS sérico estaban dentro del intervalo normal (< 29 mg/dl) en todos los grupos experimentales. En el
grupo de vehiculo, la funcién renal se deteriord con el tiempo y a los 8 meses el 50% de los animales supervivientes
tenian niveles de NUS =30 mg/dl. EI CYC202 suministrado como terapia preventiva desde los 2 meses de edad
daba como resultado una mejor funcién renal de los ratones con lupus, mientras que no era eficaz cuando se
administraba a la edad posterior de 5 meses.

En una realizacion preferida de la invencion, la cantidad de inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 es suficiente para
regular negativamente los niveles de anticuerpos antinucleares, especificamente anti-ADN.

Los niveles de anticuerpo anti-ADN elevados son caracteristicos de los ratones NZB/W F1. Los ratones
suministrados con vehiculo exhibian niveles crecientes de anticuerpos anti-ADN con el tiempo. A los 5 u 8 meses de
edad, los ratones tratados desde los 2 meses con CYC202 a ambas dosis mostraban niveles de anticuerpo anti-ADN
significativamente menores que el vehiculo. En el grupo de ratones que recibian CYC202 desde los 5 meses, la
concentracién de anticuerpo anti-ADN era numéricamente, si bien no significativamente, menor que con vehiculo a
los 8 meses.

En una realizacion preferida, el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 esta en una cantidad suficiente para reducir
los cambios glomerulares y tubointersticiales.

Al final del estudio, los ratones NZB/W suministrados con vehiculo revelaron cambios glomerulares con
hipercelularidad intracapilar asociada a proliferacion extracapilar focal. Se detectaron depdsitos inmunitarios en el
mesangio y en la cara subendotelial de la membrana basal glomerular. Se observaron también dafio tubular e
inflamacioén intersticial. El tratamiento desde los 2 meses de edad con CYC202 limitaba notablemente la
hipercelularidad glomerular, los depositos inmunitarios y el dafio tubulointersticial. Estos efectos eran mas
pronunciados cuando se suministraba CYC202 a la dosis de 200 mg/kg. Solo se observé un efecto leve sobre la
morfologia renal en ratones administrados con CYC202 desde los 5 meses de edad.

En una realizacion preferida, la cantidad de inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 es suficiente para inhibir la
proliferacién de linfocitos T inducida por PMA y ConA.

En una realizacion preferida de la invencion, el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 esta en una cantidad
suficiente para regular negativamente la expresion de Mcl-1.

En una realizacién preferida, la cantidad de inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 es una cantidad suficiente para
reducir la acumulacion intersticial de células mononucleares.

Se analizaron en los rifiones los monocitos/macrofagos positivos de F4/80 mediante técnicas inmunohistoquimicas.
Estaba presente una marcada acumulacion de células positivas de F4/80 en el intersticio renal de ratones NZB/W
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administrados con vehiculo. El tratamiento preventivo desde los 2 meses de edad con CYC202 200 mg/kg reducia
notablemente el nUmero de monocitos/macréfagos positivos de F4/80 con respecto al vehiculo. EI CYC202 a la
dosis de 100 mg/kg limitaba, si bien no en un grado estadisticamente significativo, la acumulacion intersticial de
células mononucleares. Se observo una reduccion numérica de las células positivas de F4/80 en el estudio
terapéutico (tratamiento desde los 5 meses de edad).

A modo de resumen, los resultados del presente estudio indican claramente que CYC202 (200 y 100 mg/kg),
suministrado como terapia preventiva desde los 2 meses de edad, retardaba la manifestacion renal de lupus en ratones
NZB/W y prolongaba notablemente la vida en comparacion con animales suministrados con vehiculo. Especificamente,
el CYC202 retardaba el inicio de la proteinuria y el deterioro de la funcién renal y limitaba los cambios glomerulares y
tubulointersticiales, incluyendo acumulacion intersticial de células mononucleares, hipercelularidad glomerular y
depdsitos inmunitarios. Los efectos son méas pronunciados a la dosis de 200 mg/kg. Era un notable hallazgo del
presente estudio la reduccién de los niveles de anticuerpos anti-ADN por CYC202, que podria atribuirse posiblemente a
los efectos de CYC202 sobre los linfocitos T, que a su vez pueden afectar a linfocitos B. Mediante experimentos in vitro,
se ha observado la inhibicién dependiente de la concentracion de la proliferacion de linfocitos T inducida por PMA y
ConA, asi como en reaccion de linfocitos mixtos, después de tratamiento con CYC202. Ademas, hay evidencias de
que, en LSE, los linfocitos T auxiliares autoinmunitarios activados especificos de histonas o nucleosomas pueden
proporcionar ayuda a los linfocitos B para diferenciarse en células plasmaticas productoras de anti-ADN (para revision,
véase Rekvig, Arthritis & Rheumatism 48: 300-312, 2003).

El CYC202 es también conocido por tener efecto sobre la transcripcion, incluyendo la regulacion negativa de la
proteina antiapoptética mcl-1, y es por tanto capaz de alterar el equilibrio de sefiales de supervivencia en las células.
Los linfocitos T anérgicos pueden ser especialmente sensibles a este mecanismo de accion.

La administracion de CYC202 (100 mg/kg) iniciada a los 5 meses de edad daba como resultado una reduccion leve
del porcentaje de ratones proteinuricos y de dafio renal con respecto a los ratones con vehiculo. La supervivencia no
mejoraba. El modesto efecto era probablemente debido a la baja dosis.

COMBINACIONES

En una realizacion particularmente preferida, el medicamento es para uso en terapia de combinacion con
metilprednisolona.

Como se usa en la presente memoria, el término “terapia de combinacién” designa una terapia en que se
administran metilprednisolona y el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9, si no simultineamente, entonces
secuencialmente en un marco temporal en que ambos estan disponibles para actuar terapéuticamente en el mismo
marco temporal.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una combinacion que comprende un inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9
como se describe anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona.

Preferiblemente, la combinacion tiene efecto sinérgico, concretamente la combinacion es sinérgica.

La metilprednisolona es un corticosteroide sintético (hecho por el hombre). El nombre quimico es 11,17,21-trihidroxi-
6-metil-(6a,11b)-pregna-1,4-dieno-3,20-diona. Los corticosteroides son productos quimicos de origen natural
producidos por las glandulas suprarrenales localizadas adyacentes a los rifiones. Los corticosteroides bloquean la
inflamacién y se usan en una amplia variedad de enfermedades inflamatorias. Existen numerosas preparaciones de
corticosteroides incluyendo comprimidos orales, cépsulas, liquidos, cremas y geles tépicos, inhaladores, gotas
oculares y soluciones inyectables e intravenosas. La metilprednisolona se prescribe tipicamente como un
comprimido oral o liquido.

La metilprednisolona se usa para conseguir una rapida supresion de la inflamacion. Los ejemplos de afecciones
inflamatorias para las que se usa metilprednisolona incluyen artritis reumatoide, lupus sistémico eritematoso, artritis
gotosa aguda, artritis psoriasica, colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn. Las afecciones alérgicas graves que no
responden al tratamiento convencional pueden responder también a metilprednisolona. Los ejemplos incluyen asma
bronquial, rinitis alérgica, dermatitis inducida por farmacos y dermatitis de contacto y atdpica. Las afecciones
cutaneas croénicas tratadas con metilprednisolona incluyen dermatitis herpetiforme, pénfigo, psoriasis grave y
dermatitis seborreica grave. Se tratan también con metilprednisolona afecciones alérgicas e inflamatorias crénicas
de Uvea, iris, conjuntiva y nervio éptico de los ojos.

Otro aspecto se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una combinacién seguin la invencién y un
vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un producto farmacéutico que comprende un inhibidor de CDK2 y/o CDK7

y/o CDK9 como se describe anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona
como preparacion combinada para uso simultaneo, secuencial o separado en terapia.
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El inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/lo CDK9 y metilprednisolona pueden administrarse simultdneamente, en
combinacién, secuencial o separadamente (como parte de un régimen de dosificacion).

Como se usa en la presente memoria “simultaneamente” se usa para indicar que los dos agentes se administran a la
vez, mientras que el término “en combinacidon” se usa para indicar que se administran, si no simultdneamente,
entonces “secuencialmente” en un marco temporal en que ambos estan disponibles para actuar terapéuticamente en
el mismo marco temporal. Por tanto, la administracion “secuencialmente” puede permitir administrar un agente a los
5 minutos, 10 minutos o una serie de horas después del otro, a condicién de que la semivida en circulacion del
primer agente administrado sea tal que estdn ambos presentes a la vez en cantidades terapéuticamente eficaces. El
retardo de tiempo entre la administracion de los componentes variara dependiendo de la naturaleza exacta de los
componentes, la interaccion entre ellos y sus semividas respectivas.

En contraposicion con “en combinacion” o “secuencialmente”, “separadamente” se usa en la presente memoria para
indicar que el lapso entre la administracion de un agente y el otro es significativo, concretamente, el primer agente
administrado puede no estar ya presente en la corriente sanguinea en una cantidad terapéuticamente eficaz cuando
se administra el segundo agente.

Todavia otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende:

(i) un inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 como se describe anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo;y

(i) metilprednisolona;
mezclados con un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto adicional se refiere a una combinacion segin la invencion en la preparacién de un medicamento para
tratar una enfermedad asociada a anticuerpos antinucleares.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de un inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 como se
describe anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento
para tratar lupus inducido por farmacos o LSE, en el que el medicamento es para uso en combinacién con
metilprednisolona.

Todavia otro aspecto de la invencion se refiere al uso de metilprednisolona en la preparacion de un medicamento
para tratar lupus inducido por farmacos o LSE, en el que el medicamento es para uso en combinacién con un
inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 como se describe anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de un inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 como se
describe anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona, en la preparacion de
un medicamento para tratar lupus inducido por farmacos o LSE.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de un inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 como se describe
anteriormente, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparaciéon de un medicamento para el
tratamiento de lupus inducido por farmacos o LSE, en el que dicho tratamiento comprende administrar a un sujeto
simultanea, secuencial o separadamente el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y metilprednisolona.

Para todas las realizaciones anteriores, preferiblemente el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 vy
metilprednisolona se administran simultanea o secuencialmente.

En una realizacion preferida, el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 y metilprednisolona se administran
simultdneamente.

En una realizacion particularmente preferida, el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 se administra al sujeto antes
de, secuencial o separadamente a administrar metilprednisolona a dicho sujeto.

En una realizacién preferida alternativa, se administra metilprednisolona al sujeto antes de, secuencial o
separadamente a administrar el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK?9 a dicho sujeto.

En una realizacion particularmente preferida, se administran secuencialmente el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o
CDK?9 y metilprednisolona.

En una realizacion preferida de la invencion, se administran cada uno del inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 y
metilprednisolona en una cantidad terapéuticamente eficaz con respecto a los componentes individuales.
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En otra realizacion preferida de la invencién, se administran cada uno del inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 y
metilprednisolona en una cantidad subterapéutica con respecto a los componentes individuales.

El inhibidor de CDK2, CDK7 o CDK9 es como se describe anteriormente para el primer aspecto de la invencion.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Como se menciona anteriormente, diversos aspectos de la invencién se refieren a composiciones farmacéuticas.

Aunque los compuestos de la presente invencion (incluyendo sus sales y ésteres farmacéuticamente aceptables y
solvatos farmacéuticamente aceptables) puedan administrarse solos, se administraran generalmente en mezcla con
un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico, particularmente para terapia humana. Las composiciones
farmacéuticas pueden ser para uso humano o animal y medicina veterinaria.

Pueden encontrarse ejemplos de dichos excipientes adecuados para las diversas formas diferentes de
composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria en "Handbook of Pharmaceutical Excipients”, 22
edicion, (1994), editado por A Wade and PJ Weller.

Los vehiculoes o diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la farmacia, y se describen, por
ejemplo, en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985).

Los ejemplos de vehiculos adecuados incluyen lactosa, almidon, glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio,
manitol, sorbitol y similares. Los ejemplos de diluyentes adecuados incluyen etanol, glicerol y agua.

La eleccion del vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico puede realizarse con respecto a la via pretendida de
administracion y la practica farmacéutica estdndar. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender como
vehiculo, excipiente o diluyente, o ademads, cualquier aglutinante, lubricante, agente de suspension, agente de
recubrimiento 0 agente solubilizante adecuado.

Los ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen almidon, gelatina, aztcares naturales tales como glucosa, lactosa
anhidra, lactosa fluida, B-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas tales como goma arabiga,
tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa y polietilenglicol.

Los ejemplos de lubricantes adecuados incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio,
benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio y similares.

Pueden proporcionarse conservantes, estabilizadores, tintes e incluso agentes aromatizantes a la composicion
farmacéutica. Los ejemplos de conservantes incluyen benzoato de sodio, acido sérbico y ésteres de éacido p-
hidroxibenzoico. Pueden usarse también antioxidantes y agentes de suspension.

SALES/ESTERES

Los compuestos usados en la invencion pueden estar presentes como sales o ésteres, en particular sales o ésteres
farmacéuticamente aceptables.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencion incluyen sales de adicién de acido o
base adecuadas. Puede encontrarse una revision de las sales farmacéuticas adecuadas en Berge et al., J. Pharm.
Sci., 66, 1-19 (1977). Las sales se forman, por ejemplo, con acidos organicos fuertes tales como acidos minerales,
por ejemplo, acido sulftrico, acido fosférico o acidos halohidricos; con acidos carboxilicos organicos fuertes tales
como acidos alcanocarboxilicos de 1 a 4 atomos de carbono que estan no sustituidos o sustituidos (por ejemplo con
halégeno), tales como acido acético; con acidos dicarboxilicos saturados o insaturados, por ejemplo, acidos oxalico,
malénico, succinico, maleico, fumarico, ftalico o tetraftalico; con acidos hidroxicarboxilicos, por ejemplo, acidos
ascorbico, glicdlico, lactico, malico, tartarico o citrico; con aminoacidos, por ejemplo acido aspartico o glutdmico; con
acido benzoico; o con &cidos sulfonicos organicos tales como acidos alquil- o aril C;-Cs-sulfénicos que estan no
sustituidos o sustituidos (por ejemplo con un halégeno) tales como acido metano- o p-toluenosulfénico.

Los ésteres se forman usando acidos organicos o alcoholes/hidréxidos, dependiendo del grupo funcional que se esté
esterificando. Los acidos organicos incluyen acidos carboxilicos tales como acidos alcanocarboxilicos de 1 a 12
atomos de carbono que estan no sustituidos o sustituidos (por ejemplo con halégeno), tales como acido acético;
acidos dicarboxilicos saturados o insaturados, por ejemplo, acidos ascorbico, glicdlico, lactico, malico, tartarico o
citrico; aminoacidos, por ejemplo, acido aspartico o glutdmico; acido benzoico o acidos sulfénicos organicos tales
como acidos alquil- o aril C1-Cas-sulfénicos que estan no sustituidos o sustituidos (por ejemplo con un halégeno) tales
como éacido metano- o p-toluenosulfénico. Los hidréxidos adecuados incluyen hidroxidos organicos tales como
hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, hidréxido de calcio e hidroxido de aluminio. Los alcoholes incluyen
alcanoalcoholes de 1-12 atomos de carbono que pueden estar no sustituidos o sustituidos, por ejemplo con un
halégeno.
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ENANTIOMEROS/TAUTOMEROS

En todos los aspectos de la presente invencién anteriormente examinados, la invencién incluye el uso, cuando sea
apropiado, de todos los enantidmeros y tautémeros de los compuestos implicados. El especialista en la materia
reconocerd los compuestos que posean propiedades Opticas (uno o mas atomos de carbono quirales) o
caracteristicas tautoméricas. Los correspondientes enantidmeros y/o tautdmeros pueden aislarse/prepararse
mediante procedimientos conocidos en la materia.

ESTEREOISOMEROS E ISOMEROS GEOMETRICOS

Los compuestos usados en la invencion pueden existir como estereoisdbmeros y/o isbmeros geométricos, por
ejemplo, pueden poseer uno 0 mas centros asimétricos y/o geométricos y pueden existir asi en dos o méas formas
estereoisoméricas y/o geométricas. La presente invencion contempla el uso de todos los esteroisémeros e isomeros
geomeétricos individuales de esos agentes y las mezclas de los mismos. Los términos usados en las reivindicaciones
engloban estas formas, a condicion de que dichas formas retengan la actividad funcional apropiada (aunque no
necesariamente en el mismo grado).

La presente invencion incluye también el uso de todas las variaciones isotopicas adecuadas del agente o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. Una variacion isotopica de un agente de la presente invencion o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se define como aquella en que al menos un atomo se reemplaza por un
atomo que tiene el mismo numero atémico pero una masa atémica diferente que la masa atémica encontrada
habitualmente en la naturaleza. Los ejemplos de isétopos que pueden incorporarse al agente y las sales
farmacéuticamente aceptables deI mlsmo incluyen is6topos de hldrogeno carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo,
azufre, fluor y cloro, tales como °H, °H, *C, **C, N, Y0, *®o, * S, F y %Cl, respectivamente. Ciertas
variaciones isotopicas del agente y las sales farmaceutlcamente aceptables deI mismo, por ejemplo aquellas en que
se incorpora un isétopo radiactivo tal como *H o C son Utiles en estudios de dlstrlbUC|on en tejido de farmaco y/o
sustrato. Los is6topos de tritio, concretamente °H, y de carbono-14, concretamente **C, son particularmente
preferidos por su faC|I|dad de preparacion y detectabilidad. Adicionalmente, la sustitucion con is6topos tales como
deuterio, concretamente °H, puede proporcionar ciertas ventajas terapéuticas resultantes de una mayor estabilidad
metabdlica, por ejemplo, una semivida in vivo aumentada o requisitos de dosificacién reducidos, y por tanto pueden
preferirse en algunas circunstancias. Las variaciones isotépicas del agente de la presente invencion y las sales
farmacéuticamente aceptables del mismo de esta invencidbn pueden prepararse generalmente mediante
procedimientos convencionales usando variaciones isotopicas apropiadas de los reactivos adecuados.

SOLVATOS

La presente invencion incluye también el uso de formas de solvato de los compuestos de la presente invencion. Los
términos usados en las reivindicaciones engloban estas formas.

POLIMORFOS

La invencion se refiere ademas al uso de compuestos de la presente invencion en sus diversas formas cristalinas,
formas polimorficas y formas anhidras/hidratadas. Esta bien establecido en la industria farmacéutica que los
compuestos quimicos pueden aislarse en cualquiera de dichas formas variando ligeramente el procedimiento de
purificacién y/o aislamiento de los disolventes usados en la preparacion sintética de dichos compuestos.

PROFARMACOS

La invencion incluye adicionalmente el uso de los compuestos de la presente invenciéon en forma de profarmaco.
Dichos profarmacos son generalmente compuestos en los que se han modificado uno o méas grupos apropiados de
tal modo que la modificacion pueda invertirse tras la administracién a un sujeto humano o mamifero. Dicha inversion
se efectia habitualmente mediante una enzima naturalmente presente en dicho sujeto, aunque es posible
administrar un segundo agente junto con dicho profarmaco para efectuar la inversion in vivo. Los ejemplos de dichas
modificaciones incluyen ésteres (por ejemplo, cualquiera de los descritos anteriormente) en los que la inversion
puede llevarse a cabo con una esterasa, etc. Seran bien conocidos por los expertos en la materia otros de dichos
sistemas.

ADMINISTRACION

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden adaptarse para las vias de administracion oral,
rectal, vaginal, parenteral, intramuscular, intraperitoneal, intraarterial, intratecal, intrabronquial, subcutanea,
intradérmica, intravenosa, nasal, bucal o sublingual.

Para administracion oral, se hace uso particular de comprimidos por compresion, pildoras, comprimidos, capsulas de

gel, gotas y capsulas. Preferiblemente, estas composiciones contienen de 1 mg a 5000 mg y mas preferiblemente de
10 mg a 3000 mg de ingrediente activo por dosis.
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Otras formas de administracion comprenden soluciones o emulsiones que pueden inyectarse por via intravenosa,
intraarterial, intratecal, subcutanea, intradérmica, intraperitoneal o intramuscular, y que se preparan a partir de
soluciones estériles o esterilizables. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden estar
también en forma de supositorios, pesarios, suspensiones, emulsiones, lociones, pomadas, cremas, geles,
pulverizadores, soluciones o polvos para espolvorear.

Como medio alternativo de administracion transdérmica es mediante el uso de un parche dérmico. Por ejemplo, el
ingrediente activo puede incorporarse a una crema consistente en una emulsién acuosa de polietilenglicoles o
parafina liquida. El ingrediente activo puede incorporarse también, a una concentracion de entre 1 y 10% en peso, a
una pomada consistente en una base de cera blanca o parafina blanda blanca junto con aquellos estabilizadores y
conservantes que puedan requerirse.

Las formas inyectables pueden contener entre 10-3000 mg, preferiblemente entre 10-1000 mg de ingrediente activo
por dosis.

Las composiciones pueden formularse en forma de dosificacion unitaria, concretamente en forma de porciones
discretas que contienen una dosis unitaria 0 un multiplo o subunidad de una dosis unitaria.

DOSIFICACION

Un experto en la materia puede determinar facilmente la dosis apropiada de una de las presentes composiciones a
administrar a un sujeto sin experimentacion indebida. Tipicamente, un médico determinard la dosificacion real que
serd méas adecuada para un paciente individual, y dependera de una variedad de factores incluyendo la actividad del
compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y periodo de accion de ese compuesto, la edad, peso
corporal, salud general, sexo, dieta, modo y momento de administracion, tasa de excrecion, combinacion de
farmacos, gravedad de la afeccion particular y terapia individual experimentada. Las dosificaciones dadas a conocer
en la presente memoria son ejemplares del caso medio. Puede haber casos individuales, por supuesto, en que se
requieran intervalos de dosificacion mayores o menores, y estos estan dentro del alcance de esta invencion.

Dependiendo de la necesidad, el agente puede administrarse a una dosis de 0,01 a 30 mg/kg de peso corporal, tal
como de 0,1 a 10 mg/kg, mas preferiblemente de 0,1 a 1 mg/kg de peso corporal.

En una realizacién ejemplar, se administraran una o mas dosis de 10 a 3500 mg/dia al paciente.

La presente invencién se ilustra adicionalmente a modo de ejemplo y con referencia a las siguientes figuras, en las
que:

La figura 1 muestra el porcentaje de supervivencia frente a la duracion del tratamiento (meses) para ratones NZB/W
F1 tratados con CYC202 a dosificaciones de 100 y 200 mg/kg desde los 2 meses o los 5 meses.

La figura 2 muestra el porcentaje de ratones proteinuricos frente a la duracién del tratamiento (meses) para ratones
NZB/W F1 tratados con CYC202 a dosificaciones de 100 mg/kg o 200 mg/kg.

La figura 3 muestra anticuerpos anti-ADN séricos (U/ml) para ratones NZB/W F1 tratados con CYC202 a 100 mg/kg
0 200 mg/kg (frente a vehiculo de control).

La figura 4 muestra la incorporacién de BrdU (arriba) y la viabilidad (abajo) de PBMC no estimuladas y estimuladas y
células de control no tratadas o tratadas con vehiculo DMSO.

La figura 5 muestra a diferencia en la incorporacion de BrdU entre células PBMC estimuladas con PHA o PMA/I
durante 48 horas cuando se tratan con DMSO (arriba a la izquierda) o los compuestos a concentraciones 4 x Clsg, 3
X Clso, 2 X Clso y Clsp, 2 horas antes de la estimulacion (-2h), en el momento de la estimulaciéon (0 h) y 2 horas
después de la estimulacion (+2h).

La figura 6 muestra la diferencia en viabilidad entre células PBMC estimuladas con PHA o PMA/I durante 48 horas
cuando se tratan con DMSO (arriba a la izquierda) o con compuestos a concentraciones 4 X Clsg, 3 X Clsg, 2 X Clso ¥
Clsg, 2 horas antes de la estimulacion (-2h), en el momento de la estimulacién (Oh) y 2 horas después de la
estimulacion (+2h).

La figura 7 muestra que la titulacion de concanavalina A muestra una estimulacion maxima a 10 pg/ml (arriba a la
izquierda) y una viabilidad reducida a concentraciones mayores (arriba a la derecha). El aumento en la incorporacion
de BrdU es comparable a la estimulacién con PHA y PMA/I (abajo a la izquierda).

La figura 8 muestra la incorporacién de BrdU (arriba) y la viabilidad (abajo) en PBMC estimuladas con PHA'y ConA 'y
células no estimuladas a las 48 y 72 horas de tratamiento con DMSO y no tratadas.
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La figura 9 muestra la incorporacion de BrdU a PMBC estimulados con PHA (izquierda) y ConA (derecha) tratados
con compuestos a 4 x Clsg, 3 X Clsg, 2 X Clsg, Clsg, 0,5 x Clsp y 0,25 x Clso y control de DMSO, durante 48 y 72 horas.

La figura 10 muestra la viabilidad de PBMC estimuladas con PHA (izquierda) y ConA (derecha) tratadas con
compuestos a 4 x Clsg, 3 X Clsg, 2 x Clsg, Clsg, 0,5 X Clsg ¥ 0,25 x Clso y control de DMSO, durante 48y 72 horas.

Ejemplos

Inhibidores de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9

Se prepararon diversos compuestos inhibidores de acuerdo con los procedimientos descritos en los documentos EP
0874847 B (CNRS) y WO 03/002565, WO 04/016613, WO 04/016612, WOO01/72745, WO 02/079193, WO
03/029248, W0O04/043953 (todos a nombre de Cyclacel Limited).

Ensayos de cinasa

Se investigd la actividad cinasa midiendo la incorporacion de fosfato radiactivo desde ATP a sustratos polipeptidicos
apropiados. Se produjeron u obtuvieron comercialmente las proteina cinasas y complejos de cinasa recombinantes.
Se efectuaron los ensayos usando placas de 96 pocillos y tampones de ensayo apropiados (tipicamente B-
glicerofosfato 25 mM, MOPS 20 mM, EGTA 5 mM, DTT 1 mM, NasVO3z 1 mM, pH 7,4) en los que se afadieron 2-4
ug de enzima activa con los sustratos apropiados. Se iniciaron las reacciones mediante la adicion de una mezcla de
Mg/ATP (MgCl, 15 mM + ATP 100 uM con 30-50 kBq por pocillo de [y-*P]-ATP) y se incubaron las mezclas como se
requiere a 30°C. Se detuvieron las reacciones en hielo, seguido de filtracién a través de placas filtrantes p81 o
placas filtrantes GF/C (Whatman Polyfiltronics, Kent, RU). Después de lavar 3 veces con &cido ortofosférico ac. 75
mM, se secaron las placas, se afiadié agente de centelleo y se midié la radiactividad incorporada en un contador de
centelleo (TopCount, Packard Instruments, Pangbourne, Berks, RU). Los compuestos para el ensayo de cinasa
estaban constituidos por soluciones madre 10 mM en DMSO vy se diluyeron a 10% de DMSO en tampén de ensayo.
Se analizaron los datos usando software de ajuste de curvas (GraphPad Prism version 3.00 para Windows,
GraphPad Software, San Diego California, EE.UU.) para determinar los valores de Clsg (concentracion del
compuesto de ensayo que inhibe la actividad cinasa un 50%).

Ensayo de CDK 7y 9

Se incubaron el sustrato peptidico CTD (biotinil-Ahx-(Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser)s-NHz; 1-2 mg/ml) y CDK7/ciclina
H, CDK9/ciclina T1 o CDK9/ciclina K (0,5-2 mg) humanos recombinantes durante 45 minutos a 30°C en presencia de
cantidades variables de compuesto de ensayo en MOPS 20 mM, pH 7,2, B-glicerofosfato 25 mM, EGTA 5 mM, DTT
1 mM, vanadiato de sodio 1 mM, MgCl, 15 mM y ATP 100 uM (que contiene cantidades traza de 32P-yATP) en un
volumen total de 25 pl en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Se detuvo la reaccion disponiendo la placa en
hielo durante 2 min. Se afiadié avidina (50 pg) a cada pocillo y se incubd la placa a temp. amb. durante 30 min. Se
transfirieron las muestras a una placa filtrante P81 de 96 pocillos y se lavaron (4 x 200 wl) por pocillo con &cido
fosférico 75 mM. Se afiadié liquido de centelleo Microscint 40 (50 ul) a cada pocillo y se midié la cantidad de
incorporacion de ¥p para cada muestra usando un contador de centelleo de microplaca Packard Topcount.

CYC202

Se emprendieron estudios para evaluar si la administracion del inhibidor de CDK2 CYC202 era eficaz para retardar
el desarrollo de enfermedad renal de ratones NZB/WF1 con tendencia al lupus.

Se usaron ratones NZBxNZW F1 hembra (Harlan ltaly s.r.l., Milan, Italia) de 2 meses de edad al inicio del
experimento. Se realizaron el cuidado y tratamiento de los animales de acuerdo con directrices institucionales que
cumplen las leyes y politicas nacionales (Decreto Legislativo n.116, Gazzetta Ufficiale suppl 40, 18 febbraio 1992,
Circolare n.8, Gazzeta Ufficiale 14 luglio 1994) e internacionales (EEC Council Directive 86/609, OJL358-1,
December 1987; Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, U.S. National Research Council, 1996). Se
albergaron los animales en una sala a temperatura constante con un ciclo de 12 horas de oscuridad/12 horas de luz
y se alimentaron con una dieta estandar.

Ejemplo 1

Se asignaron aleatoriamente ratones NZBxNZW F1 a los siguientes grupos:

Grupo 1 (n = 18): ratones a los que se suministré diariamente por sonda nasogastrica el vehiculo (HCI 50 mM);

Grupo 2 (n = 17): ratones a los que se suministré diariamente por sonda nasogastrica CYC202 (200 mg/kg);
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Grupo 3 (n = 19): ratones a los que se suministré diariamente por sonda nasogastrica CYC202 (100 mg/kg); los
tratamientos empezaron a los 2 meses de edad (estudio preventivo) y duraron hasta los 8 meses; se sacrificaron 4-5
animales de cada grupo a los 5 meses para evaluacion del NUS sérico y los niveles de anticuerpos anti-ADN en
circulacion.

Se suministré diariamente por sonda nasogastrica a un grupo adicional, el grupo 4 (n=14 ratones) CYC202 (100
mg/kg) desde los 5 meses de edad, un momento en que la deposicién de complejo inmunitario esta teniendo lugar
activamente, hasta los 8 meses (estudio terapéutico). Se usaron 5 ratones CD-1 normales (Charles River ltalia,
Calco, Italia) como control.

Se evaluaron los siguientes parametros:

Excrecion de proteina urinaria: determinada cada mes hasta los 5 meses de edad y entonces cada dos semanas

En el sacrificio:

anticuerpos anti-ADN en suero;

NUS sérico;

transaminasas séricas (AST, ALT);

histologia renal;

acumulacion de monocitos/macrofagos en el intersticio renal.

Ejemplo 2

Se asignaron aleatoriamente ratones con lupus a los siguientes grupos:

Grupo 1 (n = 10): ratones a los que se suministré diariamente por sonda nasogastrica el vehiculo (HCI 50 mM);

Grupo 2 (n = 15): ratones a los que se suministrd diariamente por sonda nasogastrica CYC202 a una dosis de 200
mg/kg;

Grupo 3 (n = 12): ratones a los que se suministré diariamente por inyeccion intraperitoneal metilprednisolona (MPS,
Urbason, Hoechst s.p.a, Milén, Italia) a una dosis de 1,5 mg/kg;

Grupo 4 (n = 16): ratones a los que se suministrd diariamente CYC202 (200 mg/kg) en combinaciéon con MPS (1,5
mg/kg).

Los tratamientos empezaron a los 5 meses de edad, un momento en que la deposicién de complejo inmunitario esta
teniendo lugar activamente, y duraron hasta los 12 meses, cuando murié el Gltimo animal receptor de vehiculo. Se
usaron 5 ratones CD-1 normales (Charles River Italia, Calco, Italia) como control.

Se evaluaron los siguientes paradmetros:

supervivencia;

excrecion de proteina urinaria: determinada cada mes hasta los 5 meses de edad y entonces cada dos semanas;

NUS sérico: medido el mes 5 (antes del tratamiento) y cada mes hasta el final del estudio;

histologia renal: evaluada en biopsias de ratones que estaban enfermos terminales y de ratones que sobrevivieron
hasta los 12 meses;

acumulacion de monocitos/macréfagos positivos de F4/80 en el intersticio renal (evaluada en las mismas biopsias
que anteriormente).

Ejemplos 1y 2: Materiales y procedimientos

Proteinuria y funcién renal

Se determind la concentracion de proteina urinaria mediante el ensayo de union de tinte azul G de Coomasie con
seroalbimina bovina como patrén. Se valord la funcién renal como NUS en sangre heparinizada mediante el ensayo
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Reflotron (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, EE.UU.).Los niveles de NUS que superaban los 30 mg/dl se
consideraron anormales (intervalo normal en este laboratorio para ratones: 14-29 mg/dl).

Anticuerpos anti-ADN

Se evaluaron los niveles de autoanticuerpos anti-ADNbc en el suero mediante un inmunoensayo enzimatico (Diastat
anti-ds DNA kit, Bouty Laboratory, Milan, Italia) como se describe anteriormente (Kidney Int., 53: 726-734, 1998).

Transaminasas séricas

Se midieron los niveles de AST y ALT usando un autoanalizador (CX5, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA).

Morfologia renal

Microscopia optica: Se fijaron fragmentos de corteza renal en Dubosg-Brazil, se deshidrataron con alcohol y se
embebieron en parafina. Se tifieron secciones (3 um) con hematoxilina y eosina, tincién tricromica de Masson y
reactivo de &cido periédico-Schiff (tincion de PAS). Se evalud la hipercelularidad intracapilar glomerular de modo
semicuantitativo mediante un sistema de puntuacion de 0 a 3+ (0 = sin hipercelularidad; 1+ = leve; 2+ = moderada;
3+ = grave). Se dio una sola puntuacion para otros cambios basandose en los porcentajes de glomérulos totales
implicados en una lesion. Se gradud la proliferacion extracapilar de 0 a 3+ (0 = sin hipercelularidad; 1+ = menos de
un 25% de los glomérulos implicados; 2+ = de 25% a 50% de los glomérulos implicados; 3+ = mas de un 50% de los
glomérulos implicados). Se graduaron los depdésitos glomerulares de 0 a 3+ (0 = sin depdésitos; 1+ = menos de un
25% de glomérulos implicados; 2+ = de 25% a 50% de glomérulos implicados; 3+ = mas de un 50% de glomérulos
implicados). Se graduaron los cambios tubulares (atrofia, cilindros y dilatacion) e intersticiales (fibrosis e inflamacion)
de 0 a 3+ (0 = sin cambios; 1+ = cambios que afectan a menos de un 25% de la muestra; 2+ = cambios que afectan
a 25 a 50% de la muestra; 3+ = cambios que afectan a mas de un 50% de la muestra). Se examinaron al menos 100
glomérulos por cada biopsia. Se examinaron al menos 10 campos por muestra a pocos aumentos (10x) para la
puntuacion histoldgica del intersticio. Todas las biopsias renales se analizaron por el mismo patélogo, con anonimato
simple.

Analisis inmunohistoquimicos

Se us6 anticuerpo monoclonal de rata contra un antigeno citoplasmatico presente en monocitos y macréfagos de
raton (F4/80, 4 ug/ml, Caltag Laboratories, Burlingame, CA) para la deteccion de células infiltrantes por la técnica de
inmunoperoxidasa. Se incubaron las secciones durante 30 minutos con 0,3% de H,O, en metanol para inactivar la
peroxidasa enddgena. Se permeabilizéd entonces el tejido con 0,1% de Triton X-100 en PBS 0,01 mol/l, pH 7,2
durante 30 minutos y se incubd entonces con suero de cabra normal (Vector Laboratories) durante 30 minutos. Se
incubd el anticuerpo primario durante una noche a 4°C, seguido del anticuerpo secundario (IgG de cabra anti-rata
biotinilado, Vector Laboratories) y solucién de complejo de avidina-biotina/peroxidasa (ABC) y finalmente revelado
con DAB. Se contratifieron las secciones con hematoxilina de Harris. Se obtuvieron los controles negativos
omitiendo el anticuerpo primario. Se contaron las células marcadas con F40/80 en al menos 10 campos
microscopicos de alta potencia seleccionados aleatoriamente (x400) por cada animal.

Andlisis estadistico

Los datos se expresan como media + desviacién estandar (DE). Se analizaron las curvas de supervivencia mediante
la prueba del orden logaritmico. Se analizaron los datos de proteinuria mediante la prueba exacta de Fisher. Todos
los demas parametros se analizaron mediante la prueba de Kruskall-Wallis. Se definié la significacion estadistica
como P<0,05.

Ejemplo 1: Resultados

Peso corporal, ingesta de alimento y agua

Como se muestra en la tabla 1, los ratones con lupus ganaron peso durante el estudio. No se observé una diferencia
del peso corporal entre los grupos experimentales. La ingesta de alimento (tabla 2) y agua (tabla 3) evaluada cada
dos semanas de los meses 2 a 5 era comparable entre los ratones tratados con vehiculo y CYC202.

Supervivencia de ratones con lupus

Los ratones NZB/W F1 tratados con CYC202 a las dosis de 200 y 100 mg/kg, empezando a los 2 meses de edad,
sobrevivieron significativamente mas (P<0,05) que los ratones con vehiculo (véanse la tabla 4 y la figura 1). Realmente,
al final del estudio (mes 8) solo 4 de los 13 ratones NZB/W (31%) que se habian tratado con vehiculo seguian vivos; 10
de 13 ratones (77%) y 10 de 14 ratones (71%) tratados con CYC202 200 y 100 mg/kg, respectivamente, sobrevivieron.
En el grupo de ratones suministrados con CYC202 (100 mg/kg) desde los 5 meses de edad (tratamiento terapéutico), el
porcentaje de supervivencia no era diferente del registrado en ratones con vehiculo.
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Proteinuria y funcién renal

Se evalud el porcentaje acumulado de ratones con proteinuria grave (>4 mg/dia) en diferentes etapas de la
enfermedad en todos los grupos experimentales. Como se muestra en la tabla 5, en el grupo de vehiculo el
porcentaje de ratones con proteinuria aumentaba progresivamente con el tiempo (figura 2). Al final del estudio, el
porcentaje de ratones proteindricos era de 85%. EI CYC202 suministrado como terapia preventiva retardaba
significativamente el inicio de la proteinuria en comparacion con el vehiculo de manera dependiente de la dosis (%
de ratones proteindricos, mes 8: 200 mg /kg, 23%, P <0,01 frente a vehiculo; 100 mg/kg, 43%, P<0,05 frente a
vehiculo). Cuando se administraba CYC202 a ratones con lupus desde los 5 meses de edad, se observé una
tendencia hacia un porcentaje reducido de ratones proteindricos con respecto al vehiculo, que sin embargo no
alcanz6 significacion estadistica.

Se midié la funcién renal, valorada por NUS sérico, a los 5 y 8 meses. A los 5 meses, los niveles de NUS sérico
estaban dentro del intervalo normal (< 29 mg/dl) en todos los grupos experimentales. En el grupo de vehiculo, la
funcion renal se deterioré con el tiempo y a los 8 meses el 50% de los animales supervivientes tenian niveles de
NUS =30 mg/dl (tabla 6). El CYC202 suministrado como terapia preventiva daba como resultado una mejor funcion
renal de ratones con lupus, mientras que no era eficaz cuando se administraba tarde.

Anticuerpos anti-ADN

Los niveles elevados de anticuerpo anti-ADN son caracteristicos de ratones NZB/W F1. Como se muestra en la tabla
7, los ratones suministrados con vehiculo exhibian niveles crecientes de anticuerpos anti-ADN con el tiempo. A los 5
u 8 meses de edad, los ratones tratados desde los 2 meses con CYC202 a ambas dosis mostraron niveles de
anticuerpo anti-ADN significativamente menores que con vehiculo. En el grupo de ratones receptores de CYC202
desde los 5 meses, la concentracion de anticuerpo anti-ADN era numéricamente, si bien no significativamente,
menor que con vehiculo a los 8 meses (figura 3).

Niveles de transaminasas séricas

Se midieron los niveles de ALT y AST séricas en ratones NZB/W F1 suministrados con CYC202 200 mg/kg desde
los 2 meses o con CYC202 100 mg/kg desde los 5 meses. Los niveles de transaminasas séricas no se modificaron
mediante los tratamientos y los valores eran similares a los de los ratones de control (tabla 8).

Morfologia renal

Como se muestra en la tabla 9, al final del estudio los ratones NZB/W suministrados con vehiculo revelaron cambios
glomerulares con hipercelularidad intracapilar asociada a una proliferacién extracapilar focal. Se detectaron
depositos de tipo inmunitario en el mesangio y en la cara subendotelial de la membrana basal glomerular. Se
observaron también dafio tubular e inflamacion intersticial. El tratamiento desde los 2 meses con CYC202 limitaba
notablemente la hipercelularidad glomerular, los depdsitos inmunitarios y el dafio tubulointersticial. Estos efectos
eran mas pronunciados cuando se suministraba CYC202 a la dosis de 200 mg/kg. Se observé solo un efecto leve
sobre la morfologia renal en ratones administrados con CYC202 desde los 5 meses.

Acumulacién intersticial de monocitos/macréfagos

Se analizaron en los rifiones monocitos/macréfagos positivos de F4/80 mediante técnicas inmunohistoquimicas.
Estaba presente una acumulacion marcada de células positivas de F4/80 en el intersticio renal de los ratones
NZB/W suministrados con vehiculo (tabla 10). El tratamiento preventivo con CYC202 200 mg/kg reducia
notablemente el nimero de monocitos/macréfagos positivos de F4/80 con respecto al vehiculo. El CYC202 a la
dosis de 100 mg/kg limitaba, sin bien no en un grado estadisticamente significativo, la acumulacion intersticial de
células mononucleares. Se observd una reduccion numérica de las células positivas de F4/80 en el estudio
terapéutico.

Los resultados del presente proyecto indican claramente que CYC202 (200 y 100 mg/kg), suministrado como terapia
preventiva desde los 2 meses de edad, retardaba la manifestacion renal de lupus en ratones NZB/W y prolongaba
notablemente la vida en comparacion con animales suministrados con vehiculo. Especificamente, el CYC202
retardaba el inicio de la proteinuria y el deterioro de la funcion renal y limitaba los cambios glomerulares y
tubulointersticiales incluyendo la acumulacion intersticial de células mononucleares, siendo los efectos mas
pronunciados a la dosis de 200 mg/kg. Era un notable hallazgo del presente estudio la reduccion de los niveles de
anticuerpos anti-ADN por CYC202, lo que podria atribuirse a los efectos de CYC202 sobre los linfocitos T, que a su
vez pueden afectar a linfocitos B. Mediante experimentos in vitro, se ha observado una inhibicion dependiente de la
concentracion de la proliferacion de linfocitos T inducida por PMA y ConA, asi como en reaccion de linfocitos mixtos.
Por otro lado, hay evidencias de que en LSE los linfocitos T autoinmunitarios activados especificos de histonas o
nucleosomas pueden proporcionar ayuda a los linfocitos B para diferenciarse en células plasmaticas productoras de
anti-ADN (para revision, véase Rekvig, Arthritis & Rheumatism 48: 300-312,2003).
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La administracién de CYC202 (100 mg/kg) iniciada a los 5 meses de edad daba como resultado una leve reduccién
del porcentaje de ratones proteindricos y del dafio renal con respecto de los ratones con vehiculo. La supervivencia
no mejoraba.

Ejemplo 2: Resultados

Peso corporal

Los ratones NZB/W F1 ganaron peso durante el estudio. No se observé diferencia en el peso corporal entre los
grupos experimentales.

Supervivencia

Los ratones NZB/W F1 tratados con la combinacién de CYC202 y metilprednisolona (MPS), a partir de los 5 meses
de edad, sobrevivian significativamente mas (P<0,0001) que los ratones con vehiculo (tabla 11). Notablemente, a los
12 meses cuando todos los ratones suministrados con vehiculo habian muerto, 10 de los 16 animales (62%)
tratados con la terapia combinada seguian vivos. Las curvas de supervivencia de ratones receptores de las terapias
individuales no eran diferentes de la del grupo de vehiculo.

Proteinuria

La tabla 12 muestra el porcentaje acumulativo de ratones con proteinuria >4 mg/dia evaluada en diferentes etapas
de la enfermedad. La asociacion de CYC202 y MPS retardaba significativamente el inicio de la proteinuria en
comparacion con vehiculo. En el intervalo de 7 a 10 meses, la proporcién de ratones proteinuricos en el grupo de
terapia combinada era significativamente menor que el en grupo de vehiculo (6,2 a 43,8% frente a 40 a 90%).
CYC202 o MPS administrados como terapias Unicas afectaban solo parcialmente al inicio de la proteinuria en
comparacion con vehiculo, observdndose una reduccién significativa del porcentaje de ratones proteinuricos a los
7,5 meses para el grupo de CYC202.

Funcién renal

Se midié la funcién renal, valorada por el NUS sérico, mensualmente desde el mes 5 (antes del tratamiento) al mes
12. La tabla 13 muestra el porcentaje acumulado de ratones con niveles de NUS = 30 mg/dl. A los 5 meses, los
niveles de NUS sérico estaban dentro de intervalo normal (concretamente, de 14 a 29 mg/dl) en todos los grupos
experimentales. En el grupo de vehiculo, la funcion renal se deterioraba con el tiempo. Por tanto, a los 8 y 12 meses
el 80 y 100% de los animales, respectivamente, tenia niveles de NUS 230 mg/dl. En contraposicién, solo un 27 y
53% de los ratones de la terapia combinada tenia funcidn renal deteriorada en estos puntos temporales. CYC202 o
MPS suministrados solos exhibian un efecto nefroprotector menor que cuando se usaban en combinacion.

Morfologia renal

Se efectud el analisis morfolégico en especimenes renales tomados de ratones terminalmente enfermos en
diferentes momentos o de ratones sacrificados a los 12 meses. Los datos se resefian en la tabla 14. Los ratones
NZB/W suministrados con vehiculo revelaron cambios glomerulares con hipercelularidad intracapilar asociada a una
proliferacién extracapilar focal. Se detectaron depdsitos de tipo inmunitario en el mesangio y en la cara subendotelial
de la membrana basal glomerular. Se observaron también dafio tubular e inflamacién intersticial. El tratamiento con
CYC202 mas MPS limitaba notablemente la hipercelularidad glomerular, los depdésitos inmunitarios y el dafio
tubulointersticial. Se observo un efecto leve sobre la morfologia renal en ratones administrados con CYC202 o MPS
solos.

Acumulacién intersticial de monocitos/macréfagos

Se analizaron en los rifiones los monocitos/macréfagos positivos de F4/80 mediante técnicas inmunohistoquimicas.
Estaba presente una marcada acumulacion de células positivas de F4/80 en el intersticio renal de ratones NZB/W
suministrados con vehiculo (tabla 15). La administracion combinada de CYC202 y MPS daba como resultado un
65% de reduccion del numero de monocitos/macréfagos con respecto al vehiculo (P<0,01). EI CYC202 suministrado
solo reducia los infiltrados intersticiales un 33%. En el grupo de ratones tratados con MPS solo, la acumulacion
intersticial de células mononucleares era similar a la encontrada en el grupo de vehiculo.

A modo de resumen, los resultados mostraban que CYC202 combinado con metilprednisolona a dosis baja
prolongaba significativamente la vida de ratones con lupus. Notablemente, el tratamiento se iniciaba en una fase de
enfermedad establecida, concretamente a los 5 meses de edad, cuando la deposicién de complejo inmunitario esta
teniendo lugar activamente. La terapia combinada retardaba el inicio de la proteinuria, limitaba el deterioro de la
funcién renal y el desarrollo de hipercelularidad glomerular, depdsitos inmunitarios y cambios tubulointersticiales. Se
expuso también un efecto antiinflamatorio, como se indicaba por una acumulacion reducida de células

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2403 558 T3

mononucleares en el intersticio renal. La administracién de CYC202 o metilprednisolona como terapias Unicas daba
como resultado un efecto nefroprotector leve.

En conclusion, los resultados del efecto terapéutico de CYC202 y MPS en dosis baja combinados mejorando la
manifestacion renal del lupus y prolongando la supervivencia en ratones con lupus con la enfermedad establecida
podrian representar la base de un nuevo tratamiento para la nefritis por lupus.

Ejemplos 3y 4: Materiales y procedimientos

Se ensayaron inhibidores de CDK 2, 7 y 9 seleccionados (inhibidores transcripcionales), los compuestos [1]-[12], en
un ensayo de proliferacién de linfocitos T, elegido como ensayo vicario del efecto de los anticuerpos antinucleares.

Como se menciona anteriormente, la produccién de anticuerpos antinucleares puede estudiarse solo in vivo puesto
que la produccion de estos anticuerpos requiere un sistema inmunitario disfuncional que comprende tanto linfocitos
B como T, y la incapacidad de seleccionar y destruir células inmunitarias que se autorreconozcan. Sin embargo, los
ensayos in vitro de la funcion de linfocitos T (por ejemplo, un ensayo de proliferacion del linfocitos T) son
herramientas de cribado apropiadas para identificar compuestos que puedan tener la capacidad de modular la
respuesta inmunitaria en la situacion compleja de enfermedad autoinmunitaria. Por tanto, un ensayo de proliferacion
de linfocitos T puede proporcionar una medida del efecto de un compuesto sobre anticuerpos antinucleares.

Preparacion de células mononucleares de sangre periférica

Se realizaron dos ensayos separados, los ejemplos 3 y 4. Se obtuvo sangre leucocitica de 3 0 4 donantes sanos
(ejemplos 3 y 4, respectivamente) de los Scottish National Blood Transfusion Services y se separ6 mediante
centrifugacién en tubos de preparacion celular BD Vacutainer™ CPT (4 ml de capacidad de extraccion, con citrato
de sodio, REF362781) a 300 g durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA). Se recuperé la capa de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) pipeteando y agrupando en tubos de centrifuga de 50 ml, se lavo
entonces dos veces en 3 volimenes de solucién salina tamponada de Hank (sin CaCl, ni MgCl,, n° Gibco 14175-
053) mediante centrifugacion a 300 g durante 15 minutos (a TA). Se resuspendieron las PBMC en medio de cultivo
RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino y se determin6 el nUmero de células viables mediante
exclusién con azul de tripano.

Estimulacién celular y tratamiento

Se sembraron PBMC en placas de 96 pocillos a 1 x 10° células/pocillo en 50 ul por pocillo de medio de cultivo. Se
sembraron como control de ensayo células de leucemia CCRF-CEM y de mieloma muiltiple LP-1 a 4000 y 5000
células/pocillo en 100 ul/pocillo de medio de cultivo de tejido RPMI 1640/10% de suero fetal bovino (FCS),
respectivamente, y crecieron sin estimulaciéon ni tratamiento con compuesto durante el experimento. Todos los
estimulantes y compuestos se completaron a 4 x concentracion final con medio de cultivo de tejido y se afiadieron
entonces 25 ul de cada farmaco y estimulante a los pocillos, para un volumen final de 100 ul/pocillo. Para los
controles no estimulados, se afiadieron 25 pl de medio de cultivo de tejido a los pocillos en lugar de estimulante y
para las células no tratadas se afiadieron 25 pl/pocillo de medio de cultivo de tejido que contenia un volumen igual
de DMSO (al 0,1% final). Se trataron tres pocillos adyacentes para cada condicién de estimulacion/tratamiento y se
calculd el valor medio para andlisis.

Para el ejemplo 3, se dejaron asentar las células durante 2 horas antes de estimular con PHA (fitohemaglutinina
PHA-P, Sigma L9132) 50 pug/ml o PMA/I (13-acetato-12-miristato de forbol/ionomicina, Sigma P8139/10634) 50/250
ng/ml. Ademas, se estimularon las PBMC con ConA (concanavalina A, Sigma C5275) a concentraciones en el
intervalo de 0,5 pug/ml a 100 ug/ml para identificar su efecto estimulante y concentracion 6ptima. Para el ejemplo 4,
se estimularon las PBMC inmediatamente después de la siembra con ConA 50 ug/ml como anteriormente o 10

pug/ml.

Para el ejemplo 3, se trataron PBMC estimuladas y no estimuladas con los compuestos [1]-[10] a concentraciones
de Clsg, 2 x Clsg, 3 x Clsp y 4 x Clso. Se afiadieron los compuestos 2 horas antes de la estimulacion (momento de
siembra), en el momento de estimulacion y 2 horas después de la estimulacién y se incubaron entonces las células a
37°C, 5% de CO- durante 50, 48 y 46 horas con compuesto, respectivamente, o hasta 48 horas después de la
estimulacion. Para el ejemplo 4, se trataron las PBMC estimuladas con los compuestos anteriores, mas los
compuestos [11] y [12], con todos los compuestos ensayados a 0,5 x Clsp ¥ 0,25 x Clsg ademas de las
concentraciones anteriores. Se afiadieron los compuestos inmediatamente después de la estimulacion y se
incubaron las células durante 48 y 72 horas. Las Clsg se basaron en las Clsp promedio de 72 horas de ensayos de
citotoxicidad en paneles de células tumorales propias del laboratorio (tabla 16), excepto para los compuestos [1] y
[3], para los que las Clso se basaron en las Clso publicadas anteriormente usadas en el laboratorio, ya que no
estaban disponibles datos propios del laboratorio de Clso.
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ELISA de BrdU y ensayo de azul de Alamar

Se determiné la actividad de proliferacion de PBMC después de la estimulacion y tratamiento con compuesto
midiendo la incorporacion de BrdU, usando el kit de proliferacién ELISA (colorimétricog BrdU (Roche n°® 1.647.229).
Este kit es un procedimiento de reemplazo no radiactivo para la incorporacién de “H-timidina. Se marcaron las
células con BrdU durante 2 horas antes de recolectar. Se centrifugaron entonces las placas durante 10 minutos a
300 g (TA), se retird el sobrenadante de los pocillos mediante pipeteado y se secaron las células durante 1 hora a
60°C. Se afiadio solucién FixDenat a las placas (100 pl/pocillo), se incubé durante 30 minutos, se sacudié entonces
para retirarla y se afiadié solucion anti-BrdU-POD a las placas (100 pl/pocillo) y se incubd durante 90 minutos.
Después de 3 lavados con solucion de lavado (200 pl/pocillo), se incubaron las placas con solucién de sustrato (100
ul/pocillo) durante 30 minutos, se afiadié entonces H2SO4 1 M (25 pl/pocillo) y se ley6 la densidad éptica a 450 nm
en un lector de placas Ascent Fluoroskan.

Se valoro6 la viabilidad de las PBMC usando reactivo azul de Alamar (Biosource n® DAL1100). Se complet6 azul de
Alamar al 20% reciente con medio de cultivo y se afiadieron 100 ul a cada pocillo para una concentracion final de
10%. Se incubaron las placas con azul Alamar a 37°C, 5% de CO,, durante 3 horas antes del momento de recogida
(48 o 72 horas) y se leyd entonces la fluorescencia usando una longitud de onda de excitacion de 535 nm y una
longitud de onda de emisién de 595 nm en un lector de placas Tecan Ultra.

Ejemplo 3: Resultados

La estimulacion con PHA aumentaba la incorporacion de BrdU aproximadamente 7 veces en comparacion con las
células no estimuladas. El tratamiento con vehiculo DMSO no afectaba a la incorporacion de BrdU ni a la viabilidad
de las células estimuladas con PHA o no estimuladas (figura 4). Como se muestra en la figura 5, el tratamiento de
las células estimuladas con PHA con todos los compuestos ensayados reducia la incorporacion de BrdU en muchos
casos por debajo del nivel observado en células no estimuladas. La reduccion de la incorporacion de BrdU es
evidente a concentraciones tan bajas como Clsg y, con las excepciones de los compuestos [9] y [10], la cantidad de
incorporacion de BrdU aldn restante no se correlaciona con la concentracion de compuesto, sugiriendo
conjuntamente que los compuestos han alcanzado su efecto inhibidor de la proliferacion maximo a Clso. Para los
compuestos [9] y [10], el efecto es claramente dependiente de la concentracion, con 3-4 veces mas incorporacion de
BrdU a Clso, cayendo a niveles no estimulados a concentraciones mayores.

Para la mayoria de compuestos, el momento de tratamiento con compuesto respecto al momento de estimulacion no
tenia un gran efecto sobre el nivel de incorporacion de BrdU, lo mas probablemente debido a que la estimulacion
todavia no habia tenido efecto en esas primeras 4 horas después de la siembra de PBMC. Las excepciones a esto
son los compuestos [2], [3] y [4] en que, sorprendentemente, hay menos reduccién de la incorporacion de BrdU con
el pretratamiento con compuesto (-2h) que cuando se inicié el tratamiento con compuesto al mismo tiempo o
después que la estimulacion (figura 5).

De forma similar el tratamiento con PHA, la estimulacién con PMA/I da como resultado un aumento de
aproximadamente 7 veces en la incorporacion de BrdU frente a las células no estimuladas en ausencia del
compuesto (figura 5). El tratamiento con todos los compuestos distintos de los compuestos [4], [9] y [10] reducia la
incorporacion de BrdU aun més que en las células estimuladas con PHA y generalmente hasta niveles menores que
los observados en células no estimuladas, a todas las concentraciones. Las PBMC estimuladas con PMA/l y
tratadas con DMSO solo mostraron muy baja viabilidad en el ensayo de azul de Alamar, mientras que la
incorporacion de BrdU aumentaba (figura 4), como se menciona anteriormente. De forma similar, la incorporacion de
BrdU aln restante después del tratamiento de células estimuladas con PMA/I con los compuestos [4], [9] y [10] es
mayor que en células estimuladas con PHA, a pesar de los valores negativos de azul de Alamar.

La titulacion de la concanavalina A muestra que la ConA estimula las PBMC de manera dependiente de la
concentracion, alcanzando un efecto maximo a 10 ug/ml. La incorporacién de BrdU se reduce entonces a los niveles
no estimulados (mayores concentraciones) consistentes con la valoracion de viabilidad y observaciones
microscopicas que indican que las PBMC no son viables con las concentraciones de ConA mayores ensayadas.
Cuando se compara con PHA y PMA/I, la estimulacion con ConA 10 ug/ml aumenta la incorporacién de BrdU a un
nivel comparable, o a aproximadamente 6 veces por encima de las PBMC no estimuladas, sin reducir la viabilidad
(figura 7).

Ejemplo 4: Resultados

El ejemplo 3 concluia que todos los compuestos ensayados afectan a la actividad de proliferacion de las células
PBMC estimuladas a concentraciones tan bajas como Clso. Se llevé a cabo un experimento posterior (ejemplo 4)
para estudiar la dependencia de la concentracion de este efecto a concentraciones de farmaco menores de Clso. Se
repitieron los tratamientos como anteriormente, con la adicién de tratamientos a concentraciones menores de 0,5y
0,25 x Clsp y control de DMSO, para todos los compuestos ensayados anteriormente mas los compuestos [11] y [12].
Puesto que el momento de tratamiento con compuesto respecto a la estimulacion no parecia ser crucial para la
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inhibicion de la actividad de proliferacién, se estimularon y trataron con compuesto las PBMC al mismo tiempo,
inmediatamente después de la siembra. Se estimularon las células con PHA como anteriormente o con ConA 10
ug/ml.

La estimulacion con PHA aumenté la incorporacion de BrdU de células tratadas con DMSO en més de 20 veces y la
estimulaciéon con ConA mas de 10 veces, en comparacion con las células no estimuladas, a las 48 horas, con
aumento adicional a las 72 horas, y el vehiculo DMSO no tenia efecto sobre la incorporacion de BrdU ni la viabilidad
(figura 8). Como se muestra en la figura 9, todos los compuestos reducian la incorporacion de BrdU de manera
dependiente de la concentracién, alcanzando la mayoria el efecto maximo a concentraciones de Clsp 0 2 x Clsg,
cuando se estimulaban con PHA. Esto confirma la observacién anterior de que la dependencia de la concentracion
no se detectaba a concentraciones mayores de Clso, puesto que el efecto maximo ya se habia alcanzado.
Globalmente, se observo el mismo efecto para las PBMC estimuladas con ConA, aunque se alcanzé el efecto
maximo a concentraciones ligeramente menores. Esto puede ser el resultado del hecho de que las sefiales de BrdU
caigan a niveles de fondo al efecto maximo y, como las sefiales son generalmente solo la mitad de elevadas para
células estimuladas con ConA que para células estimuladas con PHA, la sensibilidad del ensayo puede ser
ligeramente menor para el primero.

Como anteriormente, los compuestos [4], [9] y [10] se comportan de forma ligeramente diferente del resto de los
compuestos. Consistentemente con el experimento anterior, se observé claramente la dependencia de la
concentracion para los compuestos [9] y [10] a concentraciones mayores de Clso, que se extendid entonces a las
concentraciones menores. A 4 x Clso, la incorporacion de BrdU seguia reduciéndose y las sefiales se aproximaban a
los niveles de fondo para células estimuladas con ConA, pero eran ligeramente mayores en células estimuladas con
PHA. Sin desear ligarse a teoria alguna, esto sugiere que la actividad de proliferacion se inhibird completamente
como con los demas compuestos, pero que son necesarias mayores concentraciones para conseguir esto.

Para las células tratadas con compuesto [4], las sefiales de BrdU no se reducen a niveles de fondo con ninguna
estimulacion, incluso a 4 x Clso. Ademas, se observd poca correlacion entre la incorporacion de BrdU y la
concentracién de compuesto a las concentraciones mayores, consistentemente con los resultados anteriores. Sin
desear ligarse a teoria alguna, esto sugiere que el efecto del compuesto [4] sobre la actividad de proliferacion se
maximiza a aproximadamente 2 x Clsp como para la mayoria de los demas compuestos, pero que el grado de
inhibicion conseguido es menor.

La valoracién de viabilidad por el ensayo de azul de Alamar mostré que la viabilidad de las PBMC se reduce
ligeramente con la estimulacion, pero es generalmente comparable entre PBMC tratadas con compuesto, tratadas
con DMSO y no tratadas. Ademas, no estd asociada una reduccién de las cuentas de azul de Alamar con
concentraciones de compuesto crecientes, confirmando que la incorporacion de BrdU decreciente no esta causada
por efectos de citotoxicidad de los compuestos y es puramente representativa de la inhibicion de la actividad de
proliferacién.

A modo de resumen, los experimentos han mostrado que el tratamiento con cualquiera de una serie de inhibidores
transcripcionales altera el efecto de la estimulacion con PHA o ConA sobre linfocitos T, dando como resultado una
inhibicion completa de la actividad de proliferaciéon de manera dependiente de la concentracion. Globalmente, se
observa la misma tendencia para células estimuladas con PHA y ConA, aunque la inhibicién completa de la
proliferacion parece alcanzarse a concentraciones menores de farmaco en células estimuladas con ConA que en
células estimuladas con PHA. Esto puede ser un artefacto por la menor estimulacion total conseguida con ConA que
con PHA. La mayoria de compuestos sigue el mismo patrén en que se observa primero algo de inhibicion de la
actividad de proliferacién a concentraciones tan bajas como de 0,25 x Clsgp 0 0,5 x Clso, alcanzando entonces la
inhibicion completa aproximadamente a 2 x Clso, con algunas diferencias en cuanto a la rapidez de caida de la
actividad de proliferacion al aumentar las concentraciones de compuesto. Es un ejemplo notable el compuesto [7],
gue alcanza la inhibicién completa a concentraciones tan bajas como de 0,25 x Clsg. Sin embargo, la comparacion
entre concentraciones especificas de diferentes compuestos debe enfocarse con precauciéon puesto que los valores
de Clso estan basados en medias de diferentes paneles celulares.

Se observan excepciones al patrén descrito para los compuestos [9] y [10], que se requieren a concentraciones
mayores que los demas compuestos para tener el mismo efecto, y para el compuesto [4], que sigue la misma
dependencia de la concentracién que los demas pero no consigue una inhibicion completa de la actividad de
proliferacién a las concentraciones mayores.

Los experimentos han mostrado que la viabilidad de las PBMC se reduce ligeramente con la estimulacion, pero
ninguna reduccion adicional estd asociada al tratamiento con compuesto. De forma mas importante, la viabilidad es
claramente independiente de la concentracion de compuesto y la reduccion medida de la incorporacion de BrdU
representa por lo tanto una inhibicion verdadera de la actividad de proliferacién y no la citotoxicidad de los
compuestos.

Resultaran evidentes para los expertos en la materia diversas modificaciones y variaciones de la invencion sin
apartarse del alcance y espiritu de la invencion. Aunque la invencién se ha descrito con relacién a realizaciones
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preferidas especificas, debe entenderse que la invencién como se reivindica no debe limitarse indebidamente a
dichas realizaciones especificas. Es mas, se pretende que estén cubiertas por la presente invencién diversas
modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invencién que sean obvios para los expertos en la
materia de los campos relevantes.
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Tabla 1: Peso corporal

2 3 4 5 6 7 8 meses
Vehiculo 27694061 | 27.85+059 | 28314056 | 28084079 | 2001+ 0,65 | 31604075 | 3175+ 111
g:tﬁggzp(éegrm% K9) | 27854072 | 28004068 | 2854+ 045 | 2892+035 | 31,58+043 | 30824035 | 3160+ 052
g:tﬁggzp(rlegrm% K9) | 27.93+062 | 27864052 | 2807+057 | 2864+057 | 3023+067 | 31504087 | 378+0,91
gtﬁjgztggge’;‘t?c/ K| 2671074 | 26142069 | 2043101 | 20712082 | 31452096 | 3080169 | 20,80+ 146

Los valores se expresan como media + DE
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Tabla 2: Ingesta de alimento

2 2,5 3 3,5 4 45 5 meses
Vehiculo 377+0,28 | 431+017 | 415+£0,22 | 3,62+035 | 354+035 | 3,31+0,35 | 3,50+0,15
CYC202 (200 mg/kg)
Estudio preventivo 354+029 | 4,08+0,08 | 4,00+0,11 4,08 £0,21 400+0,16 | 4,00+0,18 | 3,92+0,29
CYC202 (100 mg/kg)
Estudio preventivo 369+033 | 377+0,23 | 392+0,18 | 4,08+0,18 | 392+0,26 | 3,85+0,30 | 3,85+0,22
Los valores se expresan como media + DE
Tabla 3: Ingesta de agua
2 2,5 3 3,5 4 45 5 meses
Vehiculo 462+0,33 | 500+030 | 500+0,30 | 454+039 | 515+0,15 | 500+0,23 | 5,08+0,23
CYC202 (200 mg/kg)
Estudio preventivo 531+026 | 477+0,20 | 492+0,18 | 5,08+0,21 485+027 | 438+043 | 423+0,28
CYC202 (100 mg/kg)
Estudio preventivo 664+029 | 514+040 | 421+£0,28 | 500+028 | 557+0,20 | 443+0,20 | 3,93+0,22
Los valores se expresan como media + DE
Tabla 4: Porcentaje de supervivencia
3 4 5 55 6 | 65| 7 |75 8 meses
Vehiculo 100 | 100 92 8 | 8 | 62 | 38 | 31 31
CYC202 (200 mg/kg) Estudio preventivo 100 | 100 | 100 92 | 92| 92 | 8 | 77 77
CYC202 (100 mg/kg) Estudio preventivo 100 | 100 | 100 | 100 | 93 | 71 | 71 | 71 71
CYC202 (100 mg/kg) Estudio terapéutico 100 | 100 | 100 93 | 71| 64 | 36 | 36 36
Tabla 5: Porcentaje acumulado de ratones proteiniricos
3 4 5 55 6 6,5 7 75
Vehiculo 0 0 7,7 46,0 69,0 77,0 77,0 85
CYC202 (200 mg/kg) 0 0 0 23,1 23,1* 23,1* 231 23,1
CYC202 (100 mg/kg) 0 0 0 0** 21,4 21,4% 429 42,9
CYC202 (100 mg/kg) 0 0 7,1 214 285 35,7 50,0 57
*P<0,05, **P<0,01 frente a vehiculo
Tabla 6: Funcion renal valorada por NUS sérico
8 meses
Vehiculo 50% (43-169 mg/dl)
CYC202 (200mg/kg) Estudio preventivo 30% (36-88 mg/dl)

CYC202 (100mg/kg) Estudio preventivo

33% (31-43 mg/di)

CYC202 (100mg/kg) Estudio terapéutico

40% (30-111 mg/d)

Tabla 7: Anticuerpos anti-ADN séricos (U/ml)

5 meses 181,30 + 74,15
Vehiculo

8 meses 367,29 + 149,02

5 meses 24,20 + 6,52
CYC202 (200 mg/kg) Estudio preventivo

8 meses 73,39 +21,13*
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5 meses 4,04 £0,76*
CYC202 (100 mg/kg) Estudio preventivo

8 meses 76,55 + 21,40*
CYC202 (100 mg/kg) Estudio terapéutico 8 meses 153,22 + 90,73
Control (ratones CD-1) 6,43+1,34

Los valores se expresan como media + DE
*P<0,05, **P<0,01 frente a vehiculo en el momento correspondiente

Tabla 8: Transaminasa sérica (Ul/l)

AST (lun) ALT (UIn)
CYC202 (200 mg/kg) Estudio preventivo 62,89 £ 4,70 36,44 £ 4,04
CYC202 (100 mg/kg) Estudio terapéutico 74,40 £1,72 36,00 £ 2,45
Control (ratones CD-1) 78,00 + 2,28 36,40 + 2,64
Los valores se expresan como media + DE
Tabla 9: Histologia renal
Hipercelularidad Proliferacion Depositos de Dafio
intracapilar extracapilar glomérulos tubulointersticial

Vehiculo 2,00+ 0,44 1,00£0,38 1,14 £ 0,34 0,71+0,23
CYC202 (200 mg/kg) Estudio preventivo 0,36 + 0,15**° 0,18+0,18 0,27 £ 0,19 0,25+ 0,16*
CYC202 (100 mg/kg) Estudio preventivo 0,92 +£0,23* 0,67+ 0,26 0,92+0,23 0,46 £0,17
CYC202 (100 mg/kg) Estudio terapéutico 1,29+0,18 0,57+0,20 1,14 £ 0,26 0,61+0,13

Los valores se expresan como media + DE
*P<0,05, **P<0,05, ©°P<0,01 frente a CYC202 (100mg/kg) desde los 5 meses

Tabla 10: Monocitos/macréfagos positivos de F4/80 en el intersticio renal

8 meses
Vehiculo 29,68 + 5,97#
CYC202 (200 mg/kg) Estudio preventivo 8,56 + 1,94%#
CYC202 (100 mg/kg) Estudio preventivo 18,26 + 4,894
CYC202 (100 mg/kg) Estudio terapéutico 21,87 £513#
Control 0,25+0,25

Tabla 11: Porcentaje de supervivencia

5 [ 55 ] 6 [65| 7 |75]8[85]0|as|10]105][1]115] 12m

(pretratamiento)
Vehiculo 100 | 100 | 100 | 90 |90 | 90 |60 |30 [20] 10 10| 10 [10] 10 | o0
CYC202 (200mglkg) 100 [ 100 | 93 | 87 |87 | 80 |80 |67 [ 53] 40 [3] 20 [13] 13 [ 13
MPS (1,5 mglkg) 100 [ 100 | 100 | 92 |75 | 67 |67 |67 |42 | 42 [ 33| 33 [33] 33 | 33
CYC202+MPS 100 | 100 | 100 | 94 |94 | 94 |94 | 04 |81 | 75 |69 | 62 |62] 62 | 62

Los tratamientos empezaron a los 5 meses de edad.
CYC202+MPS prolongaba significativamente (P<0,0001) la vida con respecto al vehiculo.
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Tabla 12: Porcentaje acumulado de ratones con proteinuria >4mg/dia

5|55 6 [es| 7 |75 8 |85 9 |95 10 [105] 11 [15]12m
(pretratamiento)
Vehiculo 0|10 | 20 | 30 | 40 90 90 90 90 90 90 9 | 90 | 90 90
CYC202 (200 mg/kg) 0| 0 | 67 | 267 | 267 | 46,6* | 666 | 66,6 | 733 | 733 | 733 | 733 | 733|733 | 73,3
MPS (1,5 mglkg) 0| 0 [167 |333 (333 | 50 75 75 75 75 75 |75 |75 75
CYC202+MPS 0[62| 62 | 62 | 62° | 25 | 37,5 | 43,8 | 43,8* | 43,8* | 438* | 50 | 56,2 | 56,2 | 56,2
Cada punto refleja el nivel actual de proteinuria en los ratones supervivientes asi como la tltima medida en los ratones fallecidos. 0,05.
**P<0,01 frente a vehiculo
Tabla 13: Funcién renal- porcentaje acumulado de ratones con NUS >30mg/dl
5 6 7 8 9 10 11 12 meses
Vehiculo 0 10% 40% 80% 90% 90% 90% 100%
CYC202 (200 mg/kg) 0% 7% 15% 43% 57% 64% 64% 64%
MPS (1,5 mgkg) 0% 0% 17% 42% 50% 58% 58% 67%
CYC202+MPS 0% 0% 0% 27% 40% 40% 47% 53%
Los niveles de NUS > 30 mg/dl se consideraban anormales (intervalo normal: 14-29 mg/dl)
° Tabla 14: Histologia renal
GLOMERULOS DANO TUBULOINTERSTICIAL
Hipercelularidad Proliferacién Depédsitos
intracapilar extracapilar inmunitarios
Vehiculo 1,60 + 0,24 1,00+ 0,00 2,20+0,37 1,70£0,09
CYC202 (200 mg/kg) 1,14+ 0,26 0,86+ 0,14 1,43+0,30 1,29+0,23
MPS (1,5 mg /kg) 1,40+ 0,40 0,80+ 0,20 1,80£0,20 1,20+ 0,14
CYC202+MPS 0,70£0,30 0,30 + 0,15 0,90 £ 0,23*° 0,45+0,21*
Los valores se expresan como puntuacion media + DE.
*p<0,05, **p<0,01 frente a vehiculo; °p<0,05 frente a MPS.
Tabla 15: Monocitos/macrofagos F4/80 en el intersticio renal (células/HPF)
Vehiculo 61,5+4,6
CYC202 (200 mg/kg) 41+86
MPS (1,5 mglkg) 57,2+10,5
CYC202+MPS 21,8+ 4,8
Los valores se expresan como media + DE.
HPF=campo de alta potencia.
**p<0,01 frente a vehiculo, °p<0,05 frente a <PS.
Intervalo de ratones CD-1 de control: 0-4 células/ HPF
10 Tabla 16: Valores promedio de Clsp a las 72 horas (uM) para un panel de células propias del laboratorio y

valor de Clso redondeado usado para facilitar el calculo

Compuesto Clso media Numero de lineas celulares Clso usada
1 21* 1* 25
2 16,45 62 16
3 56* 1* 50*
4 1,04 47 1
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5 1,43 13 1,5
6 1,04 13 10
7 5,31 18 5
8 0,876 35 1

9 0,250 6 0,25
10 0,753 1 1
1 0,291 7 05
12 0,353 7 05

*No estaban disponibles dados propios del laboratorio de citotoxicidad,
Clso publicadas para células HCT116 en Raynaud et al. Clin. Cancer Res. 11 (13): 4875-87, 2005.

Tabla 17: Valores medios de Clso (UM) para compuestos contra CDK/ciclina'y enzimas Aurora a partir de
ensayos de cinasa propios del laboratorio

Compuesto CDK1B CDK2A CDK2E CDK4D1 CDK6D3 CDKT7H CDKIT1 AurA AurB
1 >100 8,84 0,946 45,7 nfa 0,603 2,03 nfa nfa
2 17,5 2,80 0,208 21,5 55,5 0,438 1,04 >100 nfa
3 >100 83,08 7,67 >100 n/a >20 2,72 n/a n/a
4 7,46 1,05 0,505 2,82 1,04 8,57 1,88 0,038 0,030
5 15,9 1,24 0,931 2,75 1,94 27,0 2,1 0,051 0,023
6 7,60 0,373 0,126 19,3 9,19 1,33 0,338 >10 >10
7 4,95 0,223 0,071 7,63 6,27 0,983 0,195 >10 >10
8 1,99 2,00 0,354 0,089 0,168 0,053 0,034 0,652 0,399
9 2,00 1,67 0,204 0,118 0,110 0,147 0,097 0,094 0,021
10 1,49 0,115 0,013 5,10 6,40 0,455 0,081 >10 >100
1 0,667 0,304 0,054 0,066 nfa 0,266 0,029 0,028 0,008
12 1,03 0,076 0,025 1,02 n/a 2,38 0,215 0,161 0,025
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de

NH j: Y NH
= N HN HLN N= N
l L H,c” ~CH HO PN R
PR o e 3 3 ~ N7 N N,E
H )_‘ OH CH, H
i | M
| P
NH NH

D 3 ]
Ho A, AN N HDK\E SN

(8]

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de
lupus inducido por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE).

2. Uso segun la reivindicacion 1, en el que el medicamento es para tratar lupus sistémico eritematoso (LSE).

3. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medicamento es para uso en terapia de
combinacion con metilprednisolona.

4. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9
esta en una cantidad suficiente para retardar el inicio de la proteinuria y el deterioro de la funcién renal.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el inhibidor de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9
esta en una cantidad suficiente para reducir los cambios glomerulares y tubointersticiales.

6. Una combinacion que comprende un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de:
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NH J\ ‘> NH
-~

- N HN N NZ N
W oo o~ I
H )_‘ OH CH, H

. 21 [3]

® _
M h""'\-x N.-" N

TN : >
HO N"L‘" | N> Hr:s?(\ﬁ)%” N

18]
5 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona.

7. Una composicion farmacéutica que comprende una combinacién segun la reivindicacion 6 y un vehiculo, diluyente
o0 excipiente farmacéuticamente aceptable.

10 8. Un producto farmacéutico que comprende un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de
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(8]

5 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona como preparacion combinada para uso
simultaneo, secuencial o separado en terapia.

9. Un producto farmacéutico segun la reivindicacion 8, en el que el inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9,
o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona se administran simultdneamente.

10
10. Un producto farmacéutico segun la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, que comprende adicionalmente un
vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Un producto farmacéutico segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, para uso en el tratamiento de
15 enfermedad reumatica autoinmunitaria o autoinmunidad especifica de érgano.

12. Un producto farmacéutico segun la reivindicacién 11, en el que la enfermedad reumatica autoinmunitaria se
selecciona de lupus inducido por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE).

20 13. Un producto farmacéutico segun la reivindicacion 12, en el que la enfermedad reumatica autoinmunitaria es
lupus sistémico eritematoso (LSE).

14. Una composicién farmacéutica que comprende:
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(i) un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de

NH )\ '“> NH
.
2 N HNT N NN
l > H,c” “CH HO PN I
Ho” NN N ? ’ NN N
H )_‘ OH CH, H
0 (2 ¥
= | N
P >
NH NH

D 3 s
Ho A, AN N HDK\E SN

(8]

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y

(i) metilprednisolona;

mezclados con un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 7 o 14, o un producto farmacéutico segun una cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 13, en los que el inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 se selecciona de
roscovitina y olomoucina y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

16. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 7 o 14, o un producto farmacéutico segin una cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 13, en los que el inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 es roscovitina 0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

17. Uso de una combinacién segin la reivindicacién 6 en la preparacién de un medicamento para tratar lupus
inducido por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE).
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18. Uso de un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de

NH j: Y NH
= N HN HLN N= N
l > H,C” TCH HO As /R
PR o e 3 3 ~ N7 N N,E
H )_‘ OH CH, H
] 2 .
= | M
» P
NH NH

D 3 s
Ho A, AN N HDK\E SN

(8]

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para tratar lupus inducido
por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE), en el que el medicamento es para uso en combinacién con
metilprednisolona.

19. Uso de metilprednisolona en la preparacién de un medicamento para tratar lupus inducido por farmacos o lupus

sistémico eritematoso (LSE), en el que el medicamento es para uso en combinacion con un inhibidor purinico de
CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de

40



ES 2403 558 T3

NH J\ \> NH
e
z N HN™ N N N
QN 1. o no~ s M0
H )_‘ OH CH,
- 21 [3]
P P
NZ SN > NN
S : I >
HO /L"‘."- ] HO M H"N M
N [ -
H )\
(5] (3]
()
-
NH
~ NJ\I[N
: >
HD\]/\N,J%-M M
H )H
(81
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
20. Uso de un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de
HN/—Q
M
o
NH j’\ S NH
e
Z~ N HN™ TN NF N
QN 1o o no~ s A
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y metilprednisolona, en la preparacion de un medicamento para
tratar lupus inducido por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE).

21. Uso de un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de:

NH S NH
2N HM)%N N NZ AN
g% N PP
HO” "N N TN > ’ OSSN \
H )_‘ OH CH, H
21 [3]

1l
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5 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
lupus inducido por farmacos o lupus sistémico eritematoso (LSE), en el que dicho tratamiento comprende administrar
a un sujeto simultanea, secuencial o separadamente el inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y metilprednisolona.

10 22. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 21 en el que la enfermedad reumética autoinmunitaria es
lupus sistémico eritematoso (LSE).

23. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 0 17 a 22, en el que el inhibidor purinico de CDK2 y/o
CDK?7 y/o CDK?9 se selecciona de roscovitina y olomoucina.

15
24. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 0 17 a 22, en el que el inhibidor purinico de CDK2 y/o
CDK?7 y/o CDK9 es roscovitina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.
25. Un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de

20

)

N
NH j‘: S NH

s WNT SN N Z~~N

N N %

PN L H,c” “CH HO PN | N>

Ho” N7 N7 TN ? ’ TNV N

H )_‘ OH CH, H

(2 Bl

1l
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NH NH
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento de lupus inducido por farmacos o
lupus sistémico eritematoso.

26. Un inhibidor purinico de CDK2 y/o CDK7 y/o CDK9 seleccionado de

NH )\ '“> NH
.
z N HN™ N NF N
l > H.c” TCH HO As /R
Ho”T ST SN TN 3 3 ~"nN7 N7 N
H )_‘ OH CH, H
] o .
i |“"’N
| P

NH NH
NZ N NAIN\
WIS e 2
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(8]

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y metilprednisolona, para uso en el tratamiento de lupus inducido
5 por farmacos o lupus sistémico eritematoso.
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Anticuerpos anti-ADN séricos (Uliml)

600
500 T
400
300
200
1001

§ meses 8 meses 8 meses 3 meses 5 meses 8 meses

vehicule | wvehiculo | CYC202 | CYC202 | CYC202 | CYC202
200mgfkg | 200mg/kg | 100mglkg | 100mgkg

FIG. 3

Controles no tratados- Incorporacion de BrdU

-DMSO
@ +DMS0

0,84

DO450

;lu estimuladas PHA PMAJI

Controles no tratados- Azul de Alamar

No estimuladas PHA  PMAI " CEM  LP-1

FIG. 4

48



ES 2403 558 T3

e+ YzZ+ uo ue-

x;xw xm_é _ ﬁxm_# ﬁ_xﬁxm_é T: xz | x¢ [ ¥y _E_xm_xm_#
0w P grerere)
T — : : m
4
IYNd & G
| vHdE i
[¥] sysandwog [£] e3sandwoy 8

Uz+ o Uz+ uo \Z-

x:xﬂxm_é ‘ﬁ_ﬂxm_xv x.v_xm_xm_é _ﬁ_xm_xm Xir T: xm_xm_x
Ml_ll_r R & L TL] 1T ”D % I i H: TTF T = _m_
B : [C -
N 19 ° Mvnam —
VHJ B[ : 8 VHA 8| 9
_ﬁmomo}oy [2] oysandwiog o [1] o1sandwoy 8
0
rl
A
;
m—.. o_n_ lI'YWd & w
VHd B m

OSWad

CEELLY

sagap

CEEELY

49



ES 2403 558 T3

INOD m O_H_

Yz+ uo Ue- 4o ye-
x_._xw_xm_é i_xm_xm X¥ _x__xﬁxm_xq
TR B GERBIN, = 1Y
- 131 . 'l

m -G
< €
v oo 7
§ @ G
9 9
L7 L
[01] oysandwog 8 [6] epsandwoy 8
4o ye- e+ ye-

_x__xm_xm_xq _xLmem xﬂ._. x_‘_xw_xﬂxv xe_xm#xm_xq
£ —
{Ivind &} — N T :
H YHJE L H YHdE l
[2] oysandwoy 8 a.n_muzﬁ_Enu 9

uo uz- Yo le-

X} XZ | xe | Xy X [ X2 [ X[ %¥ X| xm X{ | X2 | X¢ | Xt X{ xm_xm_xv
ool I, _9_ T T
S— :
—th 2 ¥
VN8 g % NG £
= m | vHd® 1

[9] opsandwog

[e] msandwon

CEEELY

CLELEN

53237

50



HeF

0

k4

e

=

H

g

ddl; P

ES 2403 558 T3

IALEE

L YHd B

I¥] o3sandwon

— |

.._ W3

IMNd @
YHd &

B (e [ e |

(20Z0A0) [zl o3sanduiog

9 Old

sazap

CEEELY

[£] ;ysandwion

+

[}

.
(s

51

[1] ;sandwony

5323

sazap,

INWd &
yHd B




ES 2403 558 T3

ANQO @ o_m

0z 00
—LogiL- 05t
g 00°}- 42+ 00')-
X X 050 XExzixetxr oS0
i B...a__. = DDHD m b ﬁ J".“ _ = 3 ._m H__.“_. D.DnD

| 050 & |k lm 050

00’ 00}

n MW@ .

051 | vudo 05')

0oe [&l EmymEnu 00

00%- 00z

H05')- 051

00')- 00}

-mmnn- 060

..DQ“G m B D_..”_.n_u

05 3 050

00’} E oo

05, YHJ T 051

002 00¢

[9] oysandwon [] ;ysandwony

sa2ap

[9] oysandwoy [c] ;ysandwon

CEETTY
52

58337

CEELEN



ES 2403 558 T3

IVINd YHd

JEWE[Y ap |NZE -sajuejnwuysa ap ugiseledwon

TwyBn yuo)

00L 06 08 0L 09 05 Oy 0€ 02 0} O

0

000z

- 000
0009

il

0008

0000}
00021

IBWE[Y 3p [NZE -FU0) ap UDIEINYL

SEjuang

sEjuang

=

Jwybng yuod IYWd YHd )
_. 0
+2'0
g0
¥
-G 0
r9'0
L0
80
60

Npig -saquenwsa ap uglzeiedwo)

Juybn yuo)

0oL 06 08 O/ D.w Dhm cw _u_m o_w E @c
Iﬂu‘lm\l =% 1'0
_ AN 20
AN rmd
/._. _~_ .vn_u.
/.ﬂw. mno
L0

NPIg -yuey ap ugize|nyiL

0&r00Q

0&r0Q

53



DO450
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Controles no tratados- incorporacion de BrdU

+

DMSO | DMSO

No estimuladas

- + - +
DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
PHA ConA

Controles no tratados- azul de Alamar

CEM

5000

4000

30001-{

2000 -
1000+

_I_
DMSO

- DMSO

No estimuladas

E348h
E72h
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