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DESCRIPCION
Una pirrolopirazina como inhibidor de Syk-quinasa
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a azaindoles sustituidos, a su preparacion, a composiciones farmacéuticas que contienen
estos compuestos y a su uso farmacéutico en el tratamiento de patologias que pueden modularse por la inhibicién
de las proteina quinasas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las proteina quinasas participan en los eventos de sefalizacion que controlan la activacion, crecimiento y
diferenciacion de las células en respuesta a mediadores extracelulares y a cambios en el medio. En general, estas
quinasas se clasifican dentro de varios grupos; las que fosforilan preferentemente restos de serina y/o treonina y los
que fosforilan preferentemente restos de tirosina [S. K. Hanks y T. Hunter, FASEB. J., 1995, 9, paginas 576-596].
Las serina/treonina quinasas incluyen, por ejemplo, isoformas de proteina quinasas C [A. C. Newton, J. Biol. Chem.,
1995, 270, paginas 28495-28498] y un grupo de quinasas dependientes de ciclina tales como cdc2 [J. Pines, Trends
in Biochemical Sciences, 1995, 18, paginas 195-197]. Las tirosina quinasas incluyen los receptores de factores de
crecimiento que atraviesan la membrana tales como el receptor del factor de crecimiento epidérmico [S. lwashita y
M. Kobayashi, Cellular Signalling, 1992, 4, paginas 123-132], y las quinasas no receptoras citosdlicas tales como las
quinasas p56tck, p59fYn, ZAP-70 y csk [C. Chan et. al., Ann. Rev. Immunol., 1994, 12, paginas 555-592].

Una actividad quinasa inapropiadamente elevada se ha implicado en muchas enfermedades debidas a una funcion
celular anémala. Esto podria surgir de forma directa o indirecta, por ejemplo por el fallo de los mecanismos de
control adecuados para la quinasa, relacionados, por ejemplo, con la mutacidn, sobreexpresion o activacion
inadecuada de la enzima; o por una sobre- o infraproduccién de citoquinas o factores de crecimiento que también
participan en la transduccion de sefiales corriente arriba o corriente abajo de la quinasa. En todos estos casos, seria
de esperar que la inhibiciéon selectiva de la accion de la quinasa tuviera un efecto beneficioso.

Syk es una proteina tirosina quinasa citoplasmatica de 72 kDa que se expresa en una diversidad de células
hematopoyéticas, y es un elemento esencial en varias cascadas que acoplan receptores de antigenos a respuestas
celulares. Asi, Syk desempefia un papel fundamental en la sefalizacion del receptor de IgE de elevada afinidad,
FceR1, en mastocitos y en la sefializacion de antigenos de receptores en los linfocitos T y B. Las rutas de
transduccion de sefales presentes en mastocitos, células T y células B tienen caracteristicas comunes. El dominio
de union al ligando del receptor carece de actividad tirosina quinasa intrinseca. Sin embargo, interaccionan con
subunidades de transduccion que contienen motivos de activacion basados en tirosina de inmunorreceptores (ITAM)
[M.Reth, Nature, 1989, 338, paginas 383-384]. Estos motivos estan presentes tanto en las subunidades 3 como y de
FceR1, en la subunidad ¢ del receptor de células T (TCR) y en las subunidades IgGa e IgG B del receptor de células
B (BCR). [N.S. van Oers y A. Weiss, Seminars in Immunology, 1995, 7, paginas 227-236] Tras la unién del antigeno
y la multimerizacion, los residuos de ITAM son fosforilados por las proteina tirosina quinasas de la familia Src. Syk
pertenece a una clase Unica de tirosina quinasas que tienen dos dominios de homologia al dominio 2 de Src (SH2)
en tandem y un dominio catalitico C terminal. Estos dominios SH2 se unen con una afinidad elevada a los ITAMs, y
esta asociacion mediada por SH2 de Syk con un receptor activado estimula la actividad quinasa de Syk y localiza
Syk en la membrana plasmatica.

En ratones deficientes en Syk, se inhibe la desgranulacion de mastocitos, lo que sugiere que es una diana
importante para el desarrollo de agentes estabilizadores de mastocitos [P.S.Costello, Oncogene, 1996, 13, paginas
2595-2605]. Ciertos estudios similares han demostrado un papel critico para Syk en la sefalizacién de BCR y TCR
[A.M.Cheng, Nature, 1995, 378, paginas 303-306, (1995) y D.H.Chu et al., Immunological Reviews, 1998, 165,
paginas 167-180]. Syk también parece estar implicado en la supervivencia de eosindfilos en respuesta a IL-5 y GM-
CSF [S. Yousefi et al., J. Exp. Med., 1996, 183, paginas 1407-1414]. A pesar del papel clave de Syk en la
sefializacion de mastocitos, BCR y células T, se sabe poco sobre el mecanismo por medio del cual Syk transmite
efectores corriente abajo. Se ha demostrado que dos proteinas adaptadoras, BLNK (proteina enlazadora de células
B, SLP-65) y SLP-76 son sustratos de Syk en células B y en mastocitos respectivamente, y se ha postulado que
conectan Syk con efectores corriente abajo [M. Ishiai et al., Immunity, 1999, 10, paginas 117-125 y L. R. Hendricks-
Taylor et al., J. Biol. Chem, 1997, 272, paginas 1363-1367]. Ademas, Syk parece jugar un papel importante en la
ruta de sefializacion de CD40, que juega un papel importante en la proliferacion de células B [M. Faris et al., J.Exp.
Med., 1994, 179, paginas 1923-1931].

Syk esta implicada ademas en la activacion de plaquetas estimulada por el receptor de IgG de baja afinidad (Fc
gamma-RIIA) o estimulada por colageno [F. Yanaga et al., Biochem. J., 1995, 311, (Pt. 2) paginas 471-478].

La quinasa de adhesion focal (FAK) es una tirosina quinasa no asociada con receptores en las rutas de transduccion
de sefales mediadas por integrina. FAK se colocaliza con las integrinas en sitios de contacto focal y en muchos
tipos celulares se ha demostrado que la activacion de FAK y su fosforilacion de tirosina es dependiente de la union
de las integrinas a sus ligandos extracelulares. Los resultados de varios estudios confirman la hipétesis de que los
inhibidores de FAK podrian ser utiles en el tratamiento de canceres. Por ejemplo, las células con deficiencias en
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FAK migran de manera deficiente en respuesta a sefiales quimiotacticas y la sobreexpresion del dominio C-terminal
de FAK bloquea la propagacion celular asi como la migraciéon quimiotactica (Sieg et al, J. Cell Science, 1999, 112,
2677-2691; Richardson A. y Parsons T., Cell, 1997, 97, 221-231) ; ademas, las células tumorales tratadas con
oligonucledtidos antisentido FAK pierden su union y experimentan apoptosis (Xu et al, Cell Growth Differ. 1996, 4,
413-418). Se ha notificado que FAK se sobreexpresa en canceres de préstata, mama, tiroides, colon y pulmén. El
nivel de expresion de FAK esta correlacionado directamente con tumores, demostrando el fenotipo mas agresivo.

La angiogénesis o la formacion de nuevos vasos sanguineos que crecen a partir de la vasculatura preexistente tiene
una importancia central en el desarrollo embrionario y la organogénesis. Se observa una neovascularizacion
aumentada anémala en la artritis reumatoide, retinopatia diabética y durante el desarrollo tumoral (Folkman, Nat.
Med., 1995, 1, 27-31.). La angiogénesis es un proceso complejo de multiples etapas que incluye la activacion,
migracion, proliferacion y supervivencia de las células endoteliales. Ciertos estudios exhaustivos en el campo de la
angiogénesis tumoral en las ultimas dos décadas han identificado varios agentes terapéuticos que incluyen
quinasas, proteasas e integrinas, que han tenido como resultado el descubrimiento de muchos agentes anti-
angiogénicos nuevos, incluyendo inhibidores de KDR de los que algunos estan actualmente en evaluacion clinica
(Jekunen, et al Cancer Treatment Rev. 1997, 23, 263-286). Los inhibidores de la angiogénesis pueden usarse en
situaciones de primera linea, adyuvantes e incluso preventivas para la aparicion o reaparicion de malignidades.

Se han identificado varias proteinas implicadas en la segregacion cromosémica y el ensamblaje del huso mitético en
levaduras y en drosophila. La ruptura de estas proteinas tiene como resultado una segregacion erronea de los
cromosomas y husos mitéticos monopolares o rotos. Entre estas quinasas se encuentran las quinasas Ipl1 y aurora
de S. cerevisiae y drosophila respectivamente, que son necesarias para la separacion del centrosoma y la
segregacion cromosomica. Recientemente se ha clonado e identificado un homdélogo humano de Ipl1 de levadura
por diferentes laboratorios. Esta quinasa, denominada Aurora2, STK15 o BTAK pertenece a la familia de
serinaltreonina quinasas. Bischoff et al. demostraron que Aurora2 es oncogénica y esta amplificada en canceres
colorrectales humanos (EMBO J, 1998, 17, 3052-3065). También se ha ejemplificado en canceres que implican
tumores epiteliales tales como cancer de mama.

Se ha descubierto un nuevo azaindol sustituido que tiene propiedades farmacéuticas valiosas, en particular, la
capacidad de inhibir proteina quinasas y, mas particularmente, la capacidad de inhibir selectivamente la quinasa
Syk. Este compuesto de azaindol esta relacionado con los descritos en la Patente de Estados Unidos 6.770.643,
pero no se describe especificamente en esta patente.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un compuesto de férmula |:

H,C
[N\: \/z\ : OH
=
NN ,C CH,

M

o un N-6xido o un profarmaco correspondiente; o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho
compuesto; y el N-6xido y el profarmaco de la sal y el solvato.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula |, y al
compuesto de férmula | para uso en el tratamiento de una afeccion fisioldgica relacionada con Syk en un paciente.

También se describe un proceso para preparar un compuesto que es un intermedio Gtil para preparar un compuesto
de férmula I.

En otro aspecto, la presente invenciéon se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de
férmula general (1):

[N\ A OH
—
H H,C CH,

M
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el N-o6xido correspondiente y el profarmaco; y una sal farmacéuticamente aceptable y solvato (por ejemplo, hidrato)
de dicho compuesto; y el N-6xido y el profarmaco; junto con uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
FIGURA 1: Esquema de reaccién para preparar un compuesto de Férmula .

FIGURA 2: Diametro medio de la articulacion del tobillo de ratas a las que se les ha inyectado colageno de tipo Il de
origen nasal bovino en adyuvante incompleto de Freund y tratadas con A003397769, el compuesto de Férmula |
(3,0, 10 6 30 mg/kg b.i.d.) desde el dia 6 al dia 21. Diametros medios de la articulacion del tobillo de ratas LEW
hembra sensibilizadas por inyeccién intradérmica de colageno en adyuvante incompleto de Freund (400 pug/400
pl/rata) los dias O y 7. Los animales recibieron la dosificacion los dias 6 - 21.

FIGURA 3: Analisis de erosion del hueso (relacion entre superficie 6sea y volumen 6seo) en el calcaneo de ratas
CIA tratadas con A003397769 (3,0, 10 6 30 mg/kg).

FIGURA 4: Diametro medio de la articulacion del tobillo de ratas a las que se les ha inyectado colageno de tipo Il de
origen nasal bovino en adyuvante incompleto de Freund y tratadas con A003397769 (3,0 mg/kg) solo o en
combinacion con Metotrexato (0,1 6 0,2 mg/kg) desde el dia 6 al dia 20 6 21 y en comparacion con los animales que
han recibido la dosis de vehiculo. Efectos del inhibidor de SYK, A003397769 (3,0 mg/kg b.i.d.), como monoterapia o
en combinacién con Metotrexato sobre rata CIA.

FIGURA 5: Diametro medio de la articulacion del tobillo de ratas a las que se les ha inyectado colageno de tipo Il de
origen nasal bovino en adyuvante incompleto de Freund y tratadas con A003397769 (10 mg/kg) solo o en
combinacion con Metotrexato (0,1 6 0,2 mg/kg) desde el dia 6 al dia 20 6 21 y en comparacion con los animales que
han recibido la dosis de vehiculo. Efectos del inhibidor de SYK, A003397769 (10 mg/kg b.i.d.), como monoterapia o
en combinacion con Metotrexato sobre rata CIA.

FIGURA 6: Andlisis de erosion del hueso (relacion entre la superficie del hueso y el volumen éseo) en el calcaneo de
ratas CIA tratadas con A003397769 (3,0 6 10 mg/kg) solo o en combinacion con Metotrexato (0,1 6 0,2 mg/kg).

FIGURA 7: Diametro medio de la articulacion del tobillo de ratas a las que se les ha inyectado colageno de tipo Il de
origen nasal bovino en adyuvante incompleto de Freund y tratadas terapéuticamente con A003397769A (10 y 30
mg/kg b.i.d) desde el dia 12 al dia 21. Diametros medios de la articulacion del tobillo de ratas Lewis hembra
sensibilizadas por inyeccion intradérmica de colageno en adyuvante incompleto de Freund (400 pug/400 pl/rata) los
dias 0 y 7. Media de las dos patas.

FIGURA 8: Analisis de erosion del hueso (relacion entre la superficie 6sea y el volumen 6seo) en el calcaneo de
ratas CIA tratadas terapéuticamente con A003397769A (10 6 30 mg/kg b.i.d.).

FIGURA 9: Efectos del compuesto de Férmula | sobre el peso de la rata.
FIGURA 10: Efectos del compuesto de Férmula | sobre la concentracion de hemoglobina.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto de férmula general (1):

H,C
[N\ \ OH
—
N H H,C CH,

(U]
que también puede conocerse como: 2-[4-(7-Etil-5H-pirrolo[2,3-b]pirazin-6-il)-fenil]-propan-2-ol.

En la presente memoria descriptiva, la expresion "compuesto de la invencion", y expresiones equivalentes, pretende
incluir un compuesto de formula general (1) como se ha descrito anteriormente en este documento, incluyendo dicha
expresion los profarmacos, las sales farmacéuticamente aceptable y los solvatos, por ejemplo, hidratos, cuando el
contexto lo permita. Analogamente, la referencia a intermedios, reivindicados o no por si mismos, pretende incluir
sus sales y solvatos, cuando el contexto lo permita. Por claridad, en algunas ocasiones se indican en el texto casos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2437318 T3

particulares en los que el contexto lo permite, pero estos casos son puramente ilustrativos y no pretenden excluir
otros casos cuando el contexto lo permita.

Abreviaturas usadas en este documento:
ATP adenosina trifosfato

DTT ditiotreitol

PBS disolucién salina tamponada con fosfato

Como se ha usado anteriormente y se usa a lo largo de la descripcién de la invencion, se entendera que los
siguientes términos, a menos que se indique otra cosa, tienen los siguientes significados:

El término "paciente" incluye seres humanos y otros mamiferos.

El término "profarmaco” se refiere a un compuesto que puede convertirse in vivo por medios metabdlicos (por
ejemplo, por hidrdlisis) en un compuesto de formula (1), incluyendo N-6xidos del mismo. Por ejemplo, un éster de un
compuesto de férmula (1) que contiene un grupo hidroxi puede convertirse por hidrdlisis in vivo en la molécula
parental. Como alternativa, un éster de un compuesto de formula (1) que contiene un grupo carboxi puede
convertirse por hidrdlisis in vivo en la molécula parental.

Los ésteres adecuados de los compuestos de formula (1) que contienen un grupo hidroxi son, por ejemplo, acetatos,
citratos, lactatos, tartratos, malonatos, oxalatos, salicilatos, propionatos, succinatos, fumaratos, maleatos, metilen-
bis-B-hidroxinaftoatos, gentisatos, isetionatos, di-p-toluoiltartratos, metanosulfonatos, etanosulfonatos,
bencenosulfonatos, p-toluenosulfonatos, ciclohexilsulfamatos y quinatos.

Una clase especialmente util de ésteres de los compuestos de férmula (I) que contienen un grupo hidroxi se puede
formar a partir de restos acidos seleccionados de los descritos en Bundgaard et al., J. Med. Chem., 1989, 32,
paginas 2503-2507, e incluyen (aminometil)benzoatos sustituidos, por ejemplo dialquilaminometilbenzoatos, en los
que los dos grupos alquilo pueden unirse entre si y/o estar interrumpidos por un atomo de oxigeno o por un atomo
de nitrogeno opcionalmente sustituido, p.ej. un atomo de nitrégeno alquilado, mas especialmente
(morfolinmetil)benzoatos, p.ej. 3- o 4-(morfolinmetil)benzoatos, y (4-alquilpiperazin-1-il)benzoatos, p.ej. 3- o 4-(4-
alquilpiperazin-1-il)benzoatos.

Algunos de los compuestos de la presente invencién son basicos, y tales compuestos son utiles en forma de la base
libre o en forma de una sal de adiciéon de acidos farmacéuticamente aceptable del mismo.

Las sales de adicion de acidos son una forma de uso mas conveniente; y en la practica, el uso de la forma de sal
equivale intrinsecamente al uso de la forma de base libre. Los acidos que se pueden usar para preparar las sales de
adicion de acido incluyen preferiblemente aquellos que producen, cuando se combinan con la base libre, sales
farmacéuticamente aceptables, es decir, sales cuyos aniones son atoxicos para el paciente en las dosis
farmacéuticas de las sales, de forma que los efectos inhibitorios beneficiosos inherentes a la base libre no se
invalidan por efectos secundarios atribuibles a los aniones. Aunque se prefieren sales farmacéuticamente aceptable
de dichos compuestos basicos, todas las sales de adicién de acidos son utiles como fuentes de la forma de base
libre incluso si la sal particular, per se, se desea s6lo como producto intermedio como, por ejemplo, cuando la sal se
forma Unicamente para fines de purificacion e identificacion, o cuando se usa como intermedio para preparar una sal
farmacéuticamente aceptable por procedimientos de intercambio idnico. Las sales farmacéuticamente aceptables
dentro del alcance de la invencién incluyen aquellas derivadas de acidos minerales y acidos organicos, € incluyen
los hidrohaluros, p.ej. hidrocloruros e hidrobromuros, sulfatos, fosfatos, nitratos, sulfamatos, acetatos, citratos,
lactatos, tartratos, malonatos, oxalatos, salicilatos, propionatos, succinatos, fumaratos, maleatos, metilen-bis-b-
hidroxinaftoatos, gentisatos, isetionatos, di-p-toluoiltartratos, metano-sulfonatos, etanosulfonatos,
bencenosulfonatos, p-toluenosulfonatos, ciclohexilsulfamatos y quinatos.

Ademas de ser Utiles por si mismas como compuestos activos, las sales de los compuestos de la invencién son
utiles para los fines de purificacion de los compuestos, por ejemplo por explotacion de las diferencias de solubilidad
entre las sales y los compuestos parentales, productos secundarios y/o materiales de partida por técnicas bien
conocidas por los especialistas en la técnica.

Los compuestos de la invencion muestran una actividad farmacolégica util y, por consiguiente, se incorporan en
composiciones farmacéuticas y se usan en el tratamiento de pacientes que padecen ciertos trastornos médicos. Por
lo tanto, la presente invencién proporciona, de acuerdo con un aspecto adicional, compuestos de la invencion y
composiciones que contienen compuestos de la invenciéon para uso en terapia.

Los compuestos dentro del alcance de la presente invencién inhiben o bloquean la actividad catalitica de la quinasa
de acuerdo con los ensayos descritos en la bibliografia y procedimientos in vitro que se describen a continuacion en
este documento, y donde se cree que los resultados de dichos ensayos estan correlacionados con la actividad
farmacoldgica en seres humanos y otros mamiferos. Por lo tanto, en una realizacion adicional, la presente invencion



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2437318 T3

proporciona compuestos de la invencion y composiciones que contienen compuestos de la invencion para uso en el
tratamiento de un paciente que padece, o sometido a, afecciones que pueden mejorarse por la administracion de
inhibidores de proteina quinasas (por ejemplo, Syk, FAK, KDR o Aurora2). Por ejemplo, los compuestos de la
presente invencion son utiles en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, por ejemplo, asma: dermatosis
inflamatorias (por ejemplo, psoriasis, dermatitis herpetiformis, eccema, vasculitis necrotizante y cutanea, enfermedad
bulosa); rinitis alérgica y conjuntivitis alérgica; inflamacion de las articulaciones, incluyendo artritis, artritis reumatoide
y otras afecciones artriticas tales como espondilitis reumatoide, artritis gotosa, artritis traumatica, artritis por rubeola,
artritis psoriasica y osteoartritis. Los compuestos son utiles también en el tratamiento de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), sinovitis aguda, diabetes autoinmunitaria, encefalomielitis autoinmunitaria, colitis,
ateroesclerosis, enfermedad vascular periférica, enfermedad cardiovascular, esclerosis multiple, reestenosis,
miocarditis, linfomas de células B, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de injerto contra hospedador y otros
sucesos de rechazo asociados a trasplantes, canceres y tumores (tales como los canceres colorrectal, de prostata,
mama, tiroides, colon y pulmon), y enfermedad inflamatoria intestinal. Ademas, los compuestos son Utiles como
agentes anti-angiogénicos tumorales. Y ademas, los compuestos de la invenciéon son utiles como agentes para
controlar las células tumorales.

Una realizacion especial de la presente invencidon es un compuesto de la invencién para uso en el tratamiento de
inflamacion de articulaciones.

Otra realizacion especial de la presente invencién es un compuesto de la invencion para uso en el tratamiento de
inflamacion de artritis reumatoide.

Una realizacién especial de la presente invencion es un compuesto de la invencién para uso en el tratamiento de
canceres, tumores y otros trastornos proliferativos.

Los compuestos de la presente invenciéon se pueden usar en el tratamiento de canceres que implican tumores
liquidos.

Otra realizacion especial de la presente invencién es un compuesto de la invencién para uso en el tratamiento del
linfoma de las células del manto.

Incluso otra realizacién especial de la presente invencidon es un compuesto de la invencién para uso en el
tratamiento de trastornos por inhibicion de angiogénesis.

Debe entenderse que las referencias de este documento al tratamiento incluyen terapia profilactica asi como
tratamiento de afecciones establecidas.

La presente invencion también incluye dentro de su alcance composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto de la invencién en asociacién con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un compuesto de la invenciéon puede administrarse por cualquier medio adecuado. En la practica, un compuesto de
la presente invencion puede administrarse en general por via parenteral, topica, rectal, oral o por inhalacion;
especialmente por la via oral o por inhalacion.

Las composiciones de acuerdo con la invenciéon pueden prepararse de acuerdo con los métodos convencionales,
usando uno o mas adyuvantes o excipientes farmacéuticamente aceptable. Los adyuvantes comprenden, entre
otros, diluyentes, medios acuosos estériles y los diversos disolventes organicos atoxicos. Las composiciones pueden
presentarse en forma de comprimidos, pildoras, granulos, polvos, disoluciones o suspensiones acuosas,
disoluciones inyectables, elixires o jarabes, y pueden contener uno o mas agentes que se eligen del grupo que
comprende edulcorantes, aromatizantes, colorantes o estabilizantes para obtener preparaciones farmacéuticamente
aceptables. La eleccion del vehiculo y el contenido de la sustancia activa en el vehiculo se determinan en general de
acuerdo con las propiedades quimicas y de solubilidad del compuesto activo, la via de administracion particular y las
disposiciones a observar en la practica farmacéutica. Por ejemplo, para preparar comprimidos pueden usarse
excipientes tales como lactosa, citrato sédico, carbonato calcico, fosfato dicalcico y agentes disgregantes tales como
almidon, acidos alginicos y ciertos silicatos complejos combinados con lubricantes tales como estearato magnésico,
laurilsulfato sédico y talco. Para preparar una capsula, es ventajoso usar lactosa y polietilenglicoles de alto peso
molecular. Cuando se usan suspensiones acuosas, éstas pueden contener agentes emulsionantes o agentes que
facilitan la suspension. También pueden usarse diluentes tales como sacarosa, etanol, polietilenglicol, propilenglicol,
glicerol y cloroformo o mezclas de los mismos.

Para la administraciéon por via parenteral se utilizan emulsiones, suspensiones o soluciones de los productos de
acuerdo con la invencion en aceite vegetal, por ejemplo aceite de sésamo, aceite de cacahuete o aceite de oliva, o
soluciones acuosas-organicas, tales como agua y propilenglicol, ésteres organicos inyectables, tales como oleato de
etilo, asi como soluciones acuosas estériles de las sales farmacéuticamente aceptables. Las soluciones de las sales
de los productos de acuerdo con la invencién son especialmente Utiles para la administracion por inyeccion
intramuscular o subcutanea. Las soluciones acuosas, que también comprenden soluciones de las sales en agua
pura destilada, pueden usarse para administracion intravenosa, con la condicion de que su pH se ajuste
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adecuadamente, que estén juiciosamente tamponadas, que se conviertan en isotdnicas con una cantidad suficiente
de glucosa o cloruro sédico y que se esterilicen por calentamiento, irradiacion o microfiltracion.

Para administracion tépica, pueden usarse geles (basados en agua o alcohol), cremas o pomadas que contienen
compuestos de la invencion. Los compuestos de la invencion también pueden incorporarse en un gel o matriz base
para aplicacion en un parche, que permitiria una liberacion controlada del compuesto a través de la barrera
transdérmica.

Para administracion por inhalacion, los compuestos de la invencion pueden disolverse o suspenderse en un vehiculo
apropiado para usar en un nebulizador o un aerosol de suspension o disolucion, o pueden absorberse o adsorberse
en un vehiculo sélido apropiado para uso en un inhalador de polvo seco.

Las composiciones solidas para administracion rectal incluyen supositorios formulados de acuerdo con métodos
conocidos y que contienen al menos un compuesto de la invencion.

El porcentaje de ingrediente activo en las composiciones de la invencion puede variar, pero es necesario que
constituya una proporcion de forma que se obtenga una dosificacion adecuada. Obviamente, pueden administrarse
diversas formas de dosificacion unitaria aproximadamente al mismo tiempo. La dosis empleada se determinara por
el médico y depende del efecto terapéutico deseado, la via de administracion, la duracion del tratamiento y el estado
del paciente. En el adulto, las dosis son en general de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 50,
preferiblemente de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal al dia por inhalacién, de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100, preferiblemente de 0,1 a 70 y mas especialmente de 0,5 a 10
mg/kg de peso corporal al dia por administracién oral, y de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 10,
preferiblemente de 0,01 a 1 mg/kg de peso corporal al dia por administracion intravenosa. En cada caso concreto,
las dosis se determinaran de acuerdo con los factores diferenciados del sujeto que se va a tratar, como la edad,
peso, estado de salud general y otras caracteristicas que pueden influir en la eficacia del producto medicinal.

Los compuestos de acuerdo con la invencion pueden administrarse con tanta frecuencia como sea necesario, con el
fin de obtener el efecto terapéutico deseado. Algunos pacientes pueden responder rapidamente a una dosis mayor o
menor y pueden considerarse adecuadas dosis de mantenimiento mucho mas débiles. Para otros pacientes, puede
ser necesario tener tratamientos a largo plazo al ritmo de 1 a 4 dosis por dia, de acuerdo con los requerimientos
fisiolégicos de cada paciente particular. En general, el producto activo puede administrarse por via oral de 1 a 4
veces al dia. Por supuesto, para algunos pacientes, sera necesario prescribir no mas de una o dos dosis al dia.

Los compuestos de la invencion pueden prepararse mediante la aplicacion o adaptacion de métodos conocidos, y
esto significa los métodos utilizados hasta la fecha o descritos en la bibliografia, por ejemplo, los descritos por R.C.
Larock en Comprehensive Organic Transformations, VCH publishers, 1989.

En las reacciones que se describen a continuacion en este documento, puede ser necesario proteger grupos
funcionales reactivos, por ejemplo grupos hidroxi, amino, imino, tio o carboxi, en los casos en los que se desean en
el producto final, para evitar su participacion indeseada en las reacciones. Pueden usarse grupos protectores
convencionales de acuerdo con la practica convencional, por ejemplo véase T.W. Greene y P. G. M. Wuts en
"Protective Groups in Organic Chemistry" John Wiley and Sons, 1991.

Se apreciara que los compuestos de la invencién pueden contener centros asimétricos. Estos centros asimétricos
pueden estar, independientemente, en la configuracion R o S. Para los especialistas en la técnica sera evidente que
ciertos compuestos de la invencion también pueden mostrar isomeria geométrica. Debe apreciarse que la presente
invencion incluye isdbmeros y estereoisdbmeros geométricos individuales y sus mezclas, incluyendo mezclas
racémicas, de los compuestos de la formula (1) definidos anteriormente en este documento. Tales isémeros pueden
separarse de sus mezclas mediante la aplicacion o adaptaciéon de métodos conocidos, por ejemplo técnicas
cromatograficas y técnicas de recristalizacion, o se preparan por separado a partir de los isémeros apropiados de
sus compuestos intermedios.

De acuerdo con un aspecto mas de la invencion, las sales de adicién de acidos de los compuestos de esta invencion
pueden prepararse por reaccion de la base libre con el acido apropiado, por aplicacién o adaptacion de métodos
conocidos. Por ejemplo, las sales de adicion de acidos de los compuestos de esta invencién pueden prepararse
disolviendo la base libre en agua o una disolucion alcohdlica acuosa u otros disolventes adecuados que contienen el
acido apropiado y aislando la sal al evaporar la disolucién, o haciendo reaccionar la base libre y el acido en un
disolvente organico, en cuyo caso la sal se separa directamente, o puede obtenerse por concentracion de la
disolucion.

Las sales de adicion de acidos de los compuestos de esta invencion pueden regenerarse a partir de las sales por
aplicacién o adaptacién de métodos conocidos. Por ejemplo, los compuestos parentales de la invencion pueden
regenerarse a partir de sus sales de adicion de acido por tratamiento con un alcali, por ejemplo, disolucién acuosa
de bicarbonato sddico o disolucion acuosa de amoniaco.
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Los compuestos de esta invencion pueden regenerarse a partir de sus sales de adicion de bases mediante la
aplicacién o adaptacién de métodos conocidos. Por ejemplo, los compuestos parentales de la invencion pueden
regenerarse a partir de sus sales de adicion de bases con un acido, por ejemplo, acido clorhidrico.

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse o formarse convenientemente durante el proceso de la
invencion, en forma de solvatos (por ejemplo, hidratos). Se pueden preparar hidratos de compuestos de la presente
invencion, convenientemente, mediante recristalizaciéon en una mezcla de disolventes acuosa/organica, utilizando
disolventes organicos, tales como dioxano, tetrahidrofurano o metanol.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, las sales de adicion de bases de los compuestos de esta invencion
pueden prepararse mediante la reaccion del acido libre con la base apropiada, mediante la aplicaciéon o adaptacion
de métodos conocidos. Por ejemplo, las sales de adicion de bases de los compuestos de esta invenciéon pueden
prepararse disolviendo el acido libre en agua o en una disolucién acuosa de alcohol o en otros disolventes
adecuados que contienen la base apropiada y aislando la sal por evaporaciéon de la disolucion, o haciendo
reaccionar el acido libre y la base en un disolvente organico, en cuyo caso la sal se separa directamente o puede
obtenerse por concentracién de la disolucion.

Los materiales de partida e intermedios pueden prepararse por la aplicaciéon o adaptacion de métodos conocidos,
por ejemplo métodos con los que se describen en el Ejemplo o sus equivalentes quimicos obvios.

La presente invencion se ejemplifica adicionalmente, pero sin limitacion, mediante el siguiente Ejemplo ilustrativo.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) 'H a 300 MHz se registraron en instrumentos Varian
Mercury. En los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN), los desplazamientos quimicos ([1) se expresan
en ppm en relacion con tetrametilsilano. Las abreviaturas tienen los siguientes significados: s = singlete; d = doblete;
t = triplete; m = multiplete; ¢ = cuadruplete; dd = doblete de dobletes; ddd = doblete de dobles dobletes.

Los experimentos de Cromatografia Liquida de Alta Presion - Espectrometria de Masas (LCMS) para determinar los
tiempos de retencion (Ry) e iones de masicos asociados se realizan usando el siguiente método. Los Espectros de
Masas (MS) se registran usando un espectrometro de masas de tiempo de vuelo Micromass LCT. El método es
ionizaciéon de electronebulizacion positiva, explorando la masa m/z de 100 a 1000. La cromatografia liquida se
realiza en un Agilent™ 1100 Series Binary Pump & Degasser; fase estacionaria: columna Phenomenex Synergi™ 2u
Hydro-RP 20 x 4,0 mm, fase mévil: A = acido férmico (FA) al 0,1% en agua, B = FA al 0,1% en acetonitrilo. Volumen
de inyeccion de 5 pl por CTC Analytical PAL System. El flujo es de 1 ml/minuto. El gradiente es 5% de B a 90% de B
en 3 minutos y 90% de B a 100% de B en 2 minutos. Los detectores auxiliares son: detector UV Agilent 1100 Series,
longitud de onda = 220 nm y temperatura del detector Sedere SEDEX™ 75 Evaporative Light Scattering (ELS) = 46
C, presion de nitrogeno = 4 bar.

Los valores Rr de la cromatografia de capa fina (TLC) se determinaron usando placas de silice Merck™.
EJEMPLO 1
2-[4-(7-Etil-5H-pirrolo[2,3-b]pirazin-6-il)-fenil]-propan-2-ol

Un total de 6,0 g de 2-[4-(7-etil-5H-pirrolo[2,3-b]pirazin-6-il)fenil]propan-2-ol (compuesto 1) se prepard en dos etapas
a partir de n-propilpirazina (compuesto 2) y 4-acetilbenzonitrilo (compuesto 3).

La sintesis del compuesto 1 se realizd6 como se indica a continuaciéon. El acoplamiento de n-propilpirazina
(compuesto 2) y 4-acetilbenzonitrilo (compuesto 3) con bis(trimetilsilil)lamida sddica en tetrahidrofurano a 40°C dio el
compuesto intermedio 4 con un rendimiento de 30%. La reaccién del compuesto 4 con cloruro de metilmagnesio en
tetrahidrofurano a 0°C dio el compuesto deseado 1 con un rendimiento de 74% después de la recristalizacion en 2-
propanol. La sintesis se muestra en la Figura 1.

PARTE EXPERIMENTAL

2-[4-(7-Etil-5H-pirrolo[2,3-b]pirazin-6-il)fenilletanona (compuesto 4). Una disolucién de n-propilpirazina (compuesto 2,
912 mg, 7,46 mmol) en tetrahidrofurano (5 ml) se afadié gota a gota, durante un periodo de siete minutos, a una
disolucion de bis(trimetilsilillamida sédica (solucién 2 M en THF; 13 ml, 26 mmol, 3,5 equiv) a 20°C. Se obtuvo una
disolucion de color purpura-rojo oscuro y la temperatura cayé hasta 16,4°C. Se afiadié una disolucion de 4-
acetilbenzonitrilo (compuesto 3, 1,08 g, 7,4 mmol) en tetrahidrofurano (5 ml) durante un periodo de 18 minutos a
13,3°C. La temperatura cayé hasta 12,6°C y se produjo una solucién parda. La mezcla se agitdé a temperatura
ambiente durante una hora, se calenté a aproximadamente 35°C durante seis horas y después se dejo en agitacion
a temperatura ambiente durante aproximadamente 60 horas. La mezcla se vertié en bicarbonato sédico acuoso
saturado (200 ml) y se extrajo con acetato de etilo (2 x 150 ml). El acetato de etilo se lavé con agua (100 ml) y se
concentro en el Buchi a una temperatura del bafio de 40°C y de 80 a 10 torr para dar un sélido de color amarillo
oscuro. El sélido se triturd con éter dietilico (25 ml), se filtré y se lavo con éter (25 ml). TEI sélido se sec6 al aire para
dar 600 mg (30,3%) del compuesto 4 como un solido amarillo: "H NMR (300 MHz, CDClj, figura 1) 8 8,5 (1H, d, J=2
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Hz), 8,15 (2H, d, J=8 Hz), 8,1 (1H, d, J=3 Hz), 7,9 (2H, d, J=8 Hz), 3,1 (2H, q, J=9 Hz), 2,7 (3H, s), 1,4 (3H, t, J=9
Hz).

1-[4-(7-Etil-5H-pirrolo[2,3-b]pirazin-6-il )fenil]propan-2-ol (compuesto 1). A una solucion enfriada de (~5°C) de cloruro
de metilmagnesio (3 M en THF; 81,3 ml, 244 mmol, 10 equiv.) en tetrahidrofurano (116 ml) se le afiadi6é gota a gota
una soluciéon del compuesto 4 (6,5 g, 24,4 mmol) en tetrahidrofurano (348 ml), durante noventa minutos,
manteniendo la temperatura a aproximadamente 0°C mediante la velocidad de adiciéon. Se observé una disolucién
amarilla brillante después de la adicion. Después de una hora, el analisis por TLC (1/1 de acetato de etilo/n-heptano)
demostré que no quedaba material de partida y una nueva mancha que se movia a un Rt menor. La extraccion se
inactivd mediante la adicion cuidadosa de una disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (aproximadamente
660 ml). Aparecié una masa espesa y a la mezcla se la afiadieron acetato de etilo (250 ml) y agua (250 ml). La capa
acuosa se retird y se extrajo de nuevo con acetato de etilo (2 x 250 ml). Las fracciones de acetato de etilo se
combinaron, se lavaron con agua (2 x 200 mL) y se concentraron en el Buchi a una temperatura de bafio de 40 °C y
de 80 a 10 torr, para proporcionar 7,5 g (109%) de 1 como un sélido beis claro: 'H NMR (DMSO-dg, figura 2) 5 12,0
(1H, s), 8,35 (1H, d, J=3,5 Hz), 8,2 (1H, d, J=3,5 Hz), 7,6 (4H, s), 5,1 (1H, s), 2,9 (2H, q, J=8 Hz), 1,5 (6H, s), 1,3 (3H,
t, J=8 Hz).

Este material se combind con el material de un experimento anterior. EI material combinado (8,5 g) se calenté a
reflujo con 2-propanol (150 ml) para dar una disolucion parda, clara, transparente, que se filir6 mientras permanecia
caliente a través de un embudo Buchner caliente, al vacio. Se formd un precipitado en el matraz de filtro y la mezcla
se calentd hasta el punto de ebullicién para dar una disolucion transparente. El material se dejo enfriar a temperatura
ambiente con agitacion, para dar un sélido amarillo claro, que se filtrd, se lavé con 2-propanol frio y se secé en la
estufa de vacio a 50°C para dar 6,0 g (71%) del compuesto 1 en forma de un soélido amarillo claro: LCMS: Ry = 2,55
minutos, MS: 282 (M+H); "H NMR (DMSO-ds, figura 3) 5 12,0 (1H, s), 8,35 (1H, d, J=3 Hz), 8,2 (1H, d, J=3 Hz), 7,6
(4H, s), 5,1 (1H, s), 2,9 (2H, q, J=9 Hz), 1,5 (6H, s), 1,3 (3.H, t, J=9 Hz).

El analisis elemental del compuesto 1 se muestra en la TABLA 1.

TABLA 1
PORCENTAJE TEORICO POR ELEMENTO: C72,57%, H6,81%, N 14,93%, O 5,69%
EXPERIMENTAL 1: C 72,46%, H 7,05%, N 15,07%

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO IN VITRO PARA SYK

Nombre del Ensayo: Tirosina (Y) Quinasa de Bazo
Nombre Corto: Syk

Formato de Ensayo: Fosforilacion de Sustrato
Formato de Deteccion: FlashPlate con estreptavidina
Modulacion: Inhibicion

Se disefian microplacas FlashPlate Plus con estreptavidina de PerkinElmer Life Sciences™ para ensayos
radiométricos en placa. El interior de cada pocillo se recubre permanentemente con una capa fina de material de
centelleo basado en poliestireno seguido de la union covalente de estreptavidina. Estas placas son adecuadas para
una amplia diversidad de aplicaciones de ensayo que utilizan moléculas de captura biotiniladas. Poly (Glu,Tyr) 4:1
(PGT) es un copolimero aleatorio que puede actuar como sustrato para proteina quinasas con espe0|f|C|dad por
tirosinas. EI ensayo mide la fosforilacion de un sustrato de PGT-Biotina por Syk. La enzima transfiere el [y P]-fosfato
desde [y P] -ATP al sustrato polimérico. El ensayo se realiz6 en disoluciéon en una placa de 384 pocillos sin unién.
Después de detener la reaccion usando acido fosférico, la mezcla de reaccién se transfiri6 a una Flashplate con
estreptavidina de 384 pocillos. El sustrato biotinilado se capturé en la placa y se retiraron por lavado otros reactivos
incluyendo ATP caliente. Después se conto la radiactividad en cada pocillo.

La reaccién enzimatica se realizé en una placa sin unién de 384 pocillos. La concentracion final de reactivo/pocillo
fue: Syk 7,77 nM, sustrato de PGT-Biotina 15,5 nM, 0,1 uCi de 33P-ATP, Tris 50 mM, pH 7,5, MgCl; 10 mM, MnCl; 3
mM, DTT 1 mM y 0,1 mg/ml de y-Globulinas. El volumen de reaccion fue: 22 ul. Tiempo de reaccion: 120 minutos
Temperatura: Temperatura ambiente. La reaccion se detuvo por medio de la adicion de 20 ul de acido fosférico al
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9% y se transfirieron 30 pl de la mezcla de reaccion a una Flashplate con estreptavidina de 384 pocillos. Después de
90 minutos de incubaciéon a temperatura ambiente, la placa se lavé con 0,02% de Tween-20 en Tris 50 mM, pH 7,5.
La radiactividad se conté en un contador de centelleo Top Count™.

La dilucidn enzimatica se prepard y se mantuvo en hielo antes del uso.

Se afiadieron MnCl, y DTT preparados recientemente al tampon de ensayo antes de uso.

En la tabla 2 se muestran materiales para el ensayo.

TABLA 2
Materiales Proveedor Numero de|P.mol. Funcién
Catalogo
Tris 1M, pH 7,5 Fisher BP1757-500 Tampoén
MgCl>1 M Sigma M-1028 95.2 Cofactor enzimatico
MnCl>1 M Sigma M-1787 125.8 Cofactor enzimatico
DTT Sigma D-5545 154.2 Antioxidante
y-Globulinas Sigma G-5009 Estabilizador de
Proteinas
DMSO Sigma-Aldrich 15,493-9 Disolvente
Estaurosporina Sigma S-4400 466.5 Inhibidor de Referencia
Acido fosférico (al 85%) Sigma P-6560 98.0 Solucion de parada
1 mCi [y33P]-ATP PerkinElmer NEG6xx Sustrato
10xPBS,pH 7,4 Fisher BP399-1 Tampén de lavado
Tween 20 Fisher BP337-500 1227.54 |Detergente
placa de polipropileno de 384 pocillos |Corning 3657 Placa de compuestos
Placa de 384 pocillos sin union Corning 3652 Placa de reaccion
Flashplate con estreptavidina de 384 |PerkinElmer SMP-410 (A) Placa de captura
pocillos
Pelicula de sellado Top Seal A Packard 6005185 Sellado de Placa
Lavador automatico E1x405 Bio-Tek Lavador de placas
Top Count Packard Contador
FX Station Beckman Manipulador de
liquidos
Beckman 2000 Beckman Manipulador de
liquidos
Enzima:

Se produjo Syk marcada (0,184 mg/ml, PM = 35.531,81 Da) y se purificd por métodos conocidos en la técnica.
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Sustrato
Se adquirié Poli (Glu,Tyr) 4:1 conjugado con biotina en Cisbio international™ (n° de catalogo 61GTOBLB, lote n° 16).

En la Tabla 3 se muestran las soluciones de ensayo usadas.

TABLA 3
Reactivo Productos quimicos Disolvente Concentracién
Tampon de Ensayo Tris, pH 7,5 H,O 50 mM
MnCl, y DTT recién afiadido MnCl» 3 mM
MgCl, 10 mM
DTT 1mM
y-globulinas 0,1%
Solucion de Enzima & Sustrato Syk Tampon de Ensayo 7,77 nM
Mantener en placas sin unioén Sustrato de PGT-Biotina 15,5 nM
Solucion de ATP / **P-ATP ATP/*P-ATP Tampoén de Ensayo  |0,1 pCi/pocillo
Solucién de parada Acido fosférico H.0 9%
Tampén de lavado Tween -20 1xPBS,pH7,4 0,02%

Dilucién del compuesto:

1. Los compuestos se recibieron como 10 pl/pocillo de concentracion 10 mM en DMSO al 100% en una placa de
polipropileno de fondo en U de 96 pocillos con la fila H vacia. Se afiadieron 90 pl/pocillo de DMSO al 100% para
producir 100 pyl de compuesto 1 mM, y la placa se volvié a cerrar y se almacend a temperatura ambiente en la
oscuridad.

2. Preparacion de la placa de destino del compuesto: En una placa de polipropileno de fondo redondo de 384
pocillos (placa de almacenamiento Corning), se afiadieron 23 pl/pocillo de H.O a las columnas 3 y 13, y 20 pl/pocillo
de DMSO al 30% a las columnas 4 a 12 y a las columnas 14 a 22 (dejando vacias las filas O y P).

3. Preparacion de diluciones de compuestos (10 diluciones, 300 uM, 100 pM, 30 uM, etc) en Biomek 2000™ usando
el programa Kinase Profiling: Usando puntas de 20 pl de las que se habia retirado la octava (fila H), se transfirieron
10 pl/pocillo de compuesto 1 mM desde la columna 1 de la placa de procedencia a la columna 3 de la placa de
destino para obtener la primera diluciéon 300 pM. Después de esto, en la placa de destino, se mezclaron y
transfirieron 10 pl/pocillo de una dilucién 300 uM de la columna 3 a la 4 para obtener una dilucién 100 uM. Se
mezclo y se transfirieron 10 pl/pocillo de la dilucion 100 pM de la columna 4 a la 5 para obtener la dilucion 30 uM, ---
etc. Se realizaron diluciones por duplicado para cada compuesto, por ejemplo, se transfirieron 10 pl/pocillo de
compuesto de A1 en la placa de procedencia a A3 y B3 en la placa de destino. Se repitio la mezcla y la
transferencia. Después, se transfirieron 10 ul/pocillo de compuesto 1 mM desde la columna 2 en la placa de
procedencia a la columna 13 de la placa de destino para obtener una dilucién 300 uM. Después de esto, en la placa
de destino se mezclaron y se transfirieron 10 pl/pocillo de una dilucion 300 uyM desde la columna 13 a la 14 para
obtener la dilucién 100 uM --- etc. Con una placa de procedencia de 96 pocillos llena con la fila H vacia pueden
prepararse hasta seis placas de destino de compuesto.

4. Preparacion de la placa parental de compuesto patron: se afiadieron 5 ul/pocillo de solucién de Roscovitine 10
mM en DMSO al 100% a H1 y H2 en una placa de polipropileno de fondo en U de 96 pocillos, y después se
diluyeron hasta una solucién 1 mM con 45 pl/pocillo de DMSO al 100%.

5. Preparacion de la placa de destino con compuesto patrén: En una placa de polipropileno de fondo redondo de 384
pocillos (placa de almacenamiento Corning™), se afadieron 23 pl/pocillo de H>O a las columnas 3 y 13, y 20
pl/pocillo de DMSO al 30% a las columnas 4 a 12 y a las columnas 14 a 22 (sélo las filas O y P).
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6. Preparacion de diluciones de compuesto patron (10 diluciones, 300 uM, 100 uM, 30 puM, --- etc) en Biomek 2000™
usando el programa Profiling Standard: Usando una sola punta de 20 pl se transfirieron 10 pl/pocillo de compuesto
patrén 1 mM desde H1 en la placa parental a O1 en la placa de destino para obtener la primera dilucién 300 uM.
Después de esto, en la placa de destino, se mezclaron y transfirieron 10 pl/pocillo de una diluciéon 300 uM de la
columna 03 a la 04 para obtener una dilucion 100 pM. Se mezcl6 y se transfirieron 10 pl/pocillo de la dilucién 100 uM
de la columna 04 a la 05 para obtener la dilucién 30 uM, --- etc. Se realizaron diluciones por duplicado para cada
compuesto patron, por ejemplo, se transfirieron 10 pl/pocillo de compuesto de H1 en la placa parental a O3 y P3 en
la placa de destino. Se repitié la mezcla y la transferencia. Después, se transfirieron 10 pl/pocillo de compuesto 1
mM desde H2 en la placa parental a O13 en la placa de destino para obtener una dilucién 300 uM. Después de esto,
en la placa de destino, se mezclaron y transfirieron 10 pl/pocillo de una dilucién 300 yM de la columna O13 a la O14
para obtener una dilucién 100 uM --- etc.

7. En la placa de destino de compuesto patron, se afiadieron 20 pl/pocillo de DMSO al 30% (control elevado) a Aa H
y 20 pl/pocillo de H3PO4 al 45% (control bajo) a | a J en la columna 23.

Procedimiento de ensayo:

1. A la placa de ensayo (placa de 384 pocillos sin unién Corning™) se le afiadieron 10 pl de solucién de enzima y
sustrato y 2 yl de compuesto de ensayo, y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min (etapa de
preincubacién de enzima/compuesto).

2. La reaccidn se inicié afiadiendo 10 ul de solucién de ATP/ Bp_ATP.

3. Se incubod a temperatura ambiente durante 120 min.

4. La reaccion se detuvo por la adicién de 20 yl de tampoén de parada.

5. Se transfirieron 30 yl de mezcla de reaccién a una Flashplate con estreptavidina de 384 pocillos.
8. Se incubd a temperatura ambiente durante 90 min.

9. Se lavoé la Flashplate de estreptavidina 2 veces con 100 pl/pocillo de tampén de lavado usando un lavador
automatico EIx405.

10. La placa se cerré herméticamente y se ley6 (40 s/pocillo) en un contador de centelleo Top Count™.
*El ensayo se realiz6 desde la etapa 1 a la etapa 5 usando la estacion Biomek™ FX.
Ecuacion para ajuste de la curva en la determinacion del valor de Clso:
Y=lInferior + (Superior - Inferior)/(1+10*((LogCI50-X)*Pendiente de la curva))
X es el logaritmo de la concentracion.
Y es la respuesta.
Y empieza en la parte inferior y va hasta la parte superior con una forma sigmoidea.
Esto es idéntico a la ecuacion "logistica de cuatro parametros".
El compuesto de Férmula | produjo un valor de Clso de 1,7 nanoMolar con este ensayo.
ENSAYO DE VIABILIDAD DE LINEAS CELULARES MALIGNAS HEMATOLOGICAS USANDO REACTIVO MTS
1. OBJETIVO

Este método pretende determinar la viabilidad de una linea de células de tumor liquido después del tratamiento con
un compuesto de ensayo. Las células tumorales se mantienen en suspension en crecimiento en fase logaritmica. El
dia de uso, las células se resuspenden a una densidad de 0,05 a 0,1 millones/ml y las células se incuban en una
placa de 96 pocillos con los compuestos de ensayo durante 96 horas. La viabilidad de las células se midio
incubando las células con reactivo MTS de Promega. La viabilidad de las células es proporcional al cambio de
absorbancia a 490 nm. Comparando la absorbancia entre las células de control y las células tratadas con
compuesto, el impacto de los compuestos de ensayo sobre la viabilidad celular se determina como un porcentaje de
la viabilidad de las células de control.
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2. PROCEDIMIENTO
A. Materiales
1. Células:

Se obtienen lineas de células de tumor liquido de la American Tissue Culture Collection o de DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).

2. Medio de cultivo:

RPMI completo: Medio RPMI-1640 con HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico) 25 mM y L-
glutamina (Gibco/Invitrogen™, N° de Cat. 22400-089) + suero bovino fetal (FBS) inactivado con calor al 10%
(Gibco/Invitrogen™, N° Cat. 16140-071) + 1x Penicilina/Estreptomicina (Gibco/ Invitrogen, N° Cat. 15070-063) + 50
pg/ml de Plasmocin (Invivogen™, N° Cat. ant-mpt)

cRPMI sin rojo de fenol: Medio RPMI-1640 sin rojo de fenol, L-glutamina (Gibco/ Invitrogen™, N° Cat. Gibco/
Invitrogen, 11835-030) + suero bovino fetal (FBS) inactivado con calor al 10% (Gibco/ Invitrogen, N° Cat. 16140-071)
+ 1x Penicilina/estreptomicina (Gibco/ Invitrogen™, N° Cat. 15070-063)

3. Otros reactivos liquidos:

Reactivo MTS de Promega™ (Cell Titer 96 Aqueous N° Cat. G358B)
Sulféxido de dimetilo (DMSO) (Sigma™, N° Cat. D2650 )

4. Consumibles:

Placas transparentes estériles de poliestireno de 96 pocillos tratadas con cultivo de tejidos con tapa (Falcon™, N°
Cat. 3072)

5. Equipo:

Lector de placas, 96 pocillos (SpectraMAX GeminiEM™, Molecular Devices, Estados Unidos)
B. Método

Dia 1: Preparacion de compuestos de ensayo

Disolver y diluir en serie los compuestos de ensayo en DMSO a una concentracion 1000x.

Diluir los compuestos de ensayo 1:100 en cRPMI sin rojo de fenol en placas estériles de cultivo de tejidos de
poliestireno de 96 pocillos

Usar una pipeta de 12 canales para transferir 10 pl de solucion de compuesto diluida a la placa de 96 pocillos vacia
a usar para la incubacion de células

Después de la adicion de 100 ul de cultivos celulares, la concentracion final de compuestos de ensayo seria 1x.
Dia 1: Preparacién de células de tumor liquido para el tratamiento con compuesto

Recoger las células en RPMI completo en cultivos en fase logaritmica a densidades de aproximadamente 0,3-0,7
millones/ml. Contar las células y ajustar a 0,1 millones/ml en cRPMI sin rojo de fenol (para las células de crecimiento
rapido con un tiempo de duplicacién igual o menor de 24 horas, por ejemplo, K562, usar 0,05 millones/ml en lugar de
evitar el exceso de crecimiento).

Transferir triplicados de 100 ul de células a los pocillos de placas transparentes de 96 pocillos para un total de 10000
células/pocillo. Obsérvese que cada pocillo ya contiene 10 pl de compuesto de ensayo concentrado 10x preparado
como se ha indicado anteriormente.

Incubacion de células

Incubar las células durante 72-96 horas a 37°C en un incubador de cultivo de tejidos que contiene 5% de CO..
C- Medicién: Determinacion de la viabilidad celular

1. Descongelar el reactivo MTS de Promega y afadir 20 ul a cada pocillo con una pipeta de repeticion.

2. Mezclar el reactivo en el pocillo sacudiendo la placa y poner la placa en un incubador de cultivo de tejidos de CO2
a 37°C.
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3. Preparar el control blanco "sin células" afiadiendo el reactivo MTS a una fila de pocillos que contienen 100 ul de
cRPMI sin rojo de fenol solo.

4. Incubar a 37°C hasta que la absorbancia a 490 nm para las células de control sea >1,5.

5. Mezclar el cultivo de células sacudiendo para asegurar que el color es uniforme en los pocillos, asegurandose de
que no hay burbujas de aire. Si hay burbujas, centrifugar la placa a 1000 x g en una centrifuga de sobremesa para
eliminar las burbujas de aire.

6. Leer la absorbancia en el lector de placas de 96 pocillos Molecular Devices.
D-Analisis de resultados:
1. Copiar y pasar los datos de texto a una hoja de calculo Excel

2. Calcular la media de los datos del blanco “sin células” y restar este valor de la absorbancia de cada pocillo que
contiene células.

3. Calcular la media de los datos de los pocillos por triplicado corregidos con respecto al blanco y calcular la
desviacion tipica para la variacion de la réplica.

4. Calcular la media de los datos de las células de control:

5. Calcular la media de los datos de las células tratadas con compuesto como un porcentaje de la media de los
datos de las células de control como se indica a continuacion:

(Valor tratado con compuesto/valor control)*100 = % de valor de control
Resultados:

Se ha determinado la actividad anti-proliferacién del compuesto de Férmula I. Como se muestra en la Tabla 4, el
compuesto de Férmula | es consistentemente activo en el ensayo de dos lineas de células MCL de Jeko-1 y Granta-
519. Ademas, el compuesto de Férmula | parece ser inhibidor de un espectro relativamente amplio de lineas de
células malignas hematoldgicas (6 de 15).

Tabla 4: Efectos del compuesto Syk sobre la viabilidad de lineas de células de tumor liquido (ensayo de MTS)

CI50 (uM) % de Inhibicion a conc. max. (10 uM)

Enfermedad |Linea celular A003397769 A003397769
N=4 N=4

AML HL-60 3,7,8,1,>10, >10 35

AML KG-1 1.9 91

AML ML-2 >10 28

B-ALL Nalm-6 5.5 84

B-CLL JVM-2 3,5,3,6,7,7,>10 60

B-CLL JVM-2 6,8,7,0,8,4,>10 59

B-NHL DLCL-2 1,4,>10,>10, >10 0

B-NHL DOHH-2 4.5 75

CML Jurl-MK1 1,2,>10, >10, >10 28

CML K562 3,9, >10, >10, >10 21

MCL Jeko-1 3.1 97
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CI50 (uM) % de Inhibicion a conc. max. (10 uM)
MCL Granta-519 3.4 67
MM 1-363 5.5 61
MM RPM18226 >10 36
T-ALL Jurkat 6,8, >10,>10,>10 43

INHIBICION DE ARTRITIS INDUCIDA POR COLAGENO EN RATA
Introduccion

La artritis inducida por colageno (CIA) es un modelo bien caracterizado de artritis reumatoide (RA) humana que
puede inducirse en roedores genéticamente susceptibles después de la inmunizacion con colageno de tipo Il (cll) en
adyuvante. Tanto CIA como RA presentan una hinchazon/inflamacion severa de las articulaciones, hiperplasia
sinovial y erosién del cartilago y erosion del hueso. Esta artritis inflamatoria crénica inducida por inmunizacién con cll
comprende tanto un componente de células T, como se demuestra por la CIA atenuada en ratones deficientes en
células T, como un componente de células B. Los ratones deficientes en células B, los ratones xid o los ratones con
una mutacién null en CXCR5 no pueden desarrollar CIA.

Métodos:

Inmunizacién y exposicion: Se inmunizaron ratas Lewis hembra el dia 0 y se expusieron el dia 7 a cll de origen nasal
bovino mezclado con adyuvante incompleto de Freund a una concentracion final de colageno de 1,0 mg/ml. A los
animales se les inyectaron en la base de la cola 400 ug de cll.

Régimen de dosificacion profilactico: EI compuesto de Formula | (3,0, 10 y 30 mg/kg) se dosifico por via oral (p.o.)
dos veces al dia (b.i.d.) empezando el dia 6 y continuando hasta el dia 21.

Régimen de dosificacion de combinacion: A ratas se les dosificd el compuesto de Férmula | (3,0 y 10 mg/kg, p.o.,
b.i.d.) o Metotrexato (MTX, 0,1 y 0,2 mg/kg, p.o., g.d.) como monoterapia o en combinaciones consistentes en cada
dosis del compuesto de Férmula | con cada dosis de MTX empezando el dia 6 y continuando hasta el dia 21

Régimen de dosificacion terapéutica: El compuesto de Formula | (10 y 30 mg/kg, p.o., b.i.d.) se administré por via
oral empezando el dia 12 y continuando hasta el dia 21.

Patologia de las articulaciones: Se midio la hinchazén de la articulacién del tobillo con una aproximacion de 0,01 mm
usando calibres electronicos digitales. Las mediciones se realizaron 7 veces a lo largo del estudio empezando el dia
6 y terminado el dia 21. Los pesos corporales se registraron en los mismos dias. El dia 21, se retiraron las patas
traseras en el nacimiento del pelo justo por encima del tobillo y se fijaron en formalina tamponada neutra al 10%.

Analisis MicroCT: Las articulaciones del tobillo se examinaron usando un escaner cone-beam UCT. Primero se
obtuvo una exploracién por seleccion del volumen de examen de las muestras, seguido de la colocacion, medicion y
reconstruccion informatica. En las articulaciones del tobillo, se analizé la relacidon entre la superficie del hueso y el
volumen 6seo, que describe la complejidad de la superficie del hueso en un cierto volumen.

Analisis estadistico: Para la hinchazén/inflamacion de la articulacion, los datos se analizaron usando el software
Everstat v.5 y un ANOVA de medicion repetido de 2 vias con ensayo post de Dunnett. Los datos MicroCT se
analizaron por Everstat usando un ANOVA de 1 via y un ensayo de comparacion multiple de Newman-Keuls. Los
datos se presentan como la media + SEM y los valores de p de <0,05 se consideran significativos.

Resultados:
Dosificacion Profilactica:

Medicién con calibre digital de hinchazén/inflamacion de la articulacion (Figura 2).

. El compuesto de Férmula | (3,0 mg/kg) redujo significativamente la hinchazén/inflamacion del tobillo en
comparacion con ratas tratadas con vehiculo el dia 12 Unicamente.

. El compuesto de Formula | (10 mg/kg) redujo significativamente la hinchazoén/inflamacion del tobillo en
comparacion con ratas tratadas con vehiculo los dias 12 a 19.
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. El compuesto de Formula | (30 mg/kg) redujo significativamente la hinchazoén/inflamacion del tobillo en
comparacion con ratas tratadas con vehiculo del dia 12 al dia 21.

Analisis MicroCT (Figura 3).

. El compuesto de Férmula | (3, 10 6 30 mg/kg, b.i.d.) demostré reducciones significativas en la erosion del
hueso cuando se compard con las ratas tratadas con vehiculo (medido por la proporcion entre superficie 6sea y
volumen 6seo).

Dosificacion de Combinacion:

Mediciones con Calibre Digital de la hinchazén/inflamacion de las articulaciones (Figura 4, 5).

. El compuesto de Formula | (10 mg/kg) redujo significativamente la hinchazoén/inflamacion del tobillo en
comparacion con ratas tratadas con vehiculo del dia 15 al 21.

. La terapia de combinacion del compuesto de Férmula | (10 mg/kg) mas MTX (0,2 6 0,1 mg/kg) demostrd
una reduccion significativa en la hinchazon/inflamacion del tobillo del dia 15 — dia 21 en comparacion con la
observada en ratas dosificadas con el compuesto de Férmula | (10 mg/kg) o MTX (0,2 6 0,1 mg/kg) como
monoterapia.

. El compuesto de Férmula | (3,0 mg/kg) como monoterapia o como terapia de combinacion con MTX (0,1
mg/kg) no pudo impactar significativamente sobre la gravedad de la enfermedad como se mide por la
hinchazén/inflamacion de la articulacion.

. El compuesto de Formula | (3,0 mg/kg) como terapia de combinacion con MTX (0,2 mg/kg) demostré una
reduccion significativa en la hinchazén/inflamacion de las articulaciones superior a la observada cuando se dosifico
cualquier farmaco como monoterapia en las medidas tomadas desde los dias 18 a 21.

Analisis MicroCT (Figura 6):

. Las imagenes tridimensionales demostraron una erosion del hueso/destruccion significativa en las
articulaciones de ratas tratadas con vehiculo.

. La dosificacion de las ratas con los compuestos de Férmula | (10 mg/kg, po, bid) produjo una reduccion
significativa en la erosion del hueso frente a las ratas tratadas con vehiculo. No se observé una reduccion
significativa en las ratas que recibieron 3 mg/kg del compuesto de Férmula .

. La monoterapia con MTX (0,2 mg/kg, po, qd) produjo una reduccion significativa en la erosiéon del hueso.
Este efecto no se vio en las ratas que recibieron 0,1 mg/kg de MTX.

. Cuando se trataron con combinaciones del compuesto de Férmula | y MTX, todos los grupos demostraron
una reduccion significativa en la relacién entre la superficie 6sea y el volumen éseo en comparacion con las ratas
tratadas con vehiculo.

. La terapia de combinacién del compuesto de Férmula | (10 mg/kg, bid, po) con MTX (0,2 mg/kg, qd) produjo
una proteccion aditiva de la erosion del hueso frente a la observada en ratas que recibieron monoterapia con el
compuesto de Férmula | o MTX.

Dosificacion Terapéutica
Medicién con calibre digital de hinchazoén/inflamacion de la articulacion (Figura 7).

. Incluso cuando se administré en un régimen terapéutico en el que la dosificaciéon se retras6 hasta que la
artritis fue visualmente evidente, el compuesto de Férmula | (10 y 30 mg/kg, p.o., b.i.d.) redujo significativamente la
hinchazén/inflamacion del tobillo desde el dia 15 — 21

Analisis MicroCT (Figura 8):

° En comparacion con las ratas tratadas con vehiculo, las ratas CIA que recibieron la dosis terapéutica del
compuesto de Formula | (10 mg/kg 6 30 mg/kg) presentaron una reduccion significativa en la erosion del hueso
como se mide por la relacion entre superficie 6sea y volumen 6seo.

Sumario:

Estos estudios confirman que la inhibicion de la quinasa syk por el compuesto de Férmula | puede retrasar
significativamente tanto el inicio como la progresién de CIA en rata como se mide por una reduccion en la
hinchazén/inflamacion de las articulaciones y erosion del hueso. De manera importante, se observé una inhibicion
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significativa de la progresion de la enfermedad y de la gravedad en ratas en las que la dosificacion se retraso hasta
que fueron evidentes signos visibles de artritis. Normalmente, las nuevas terapias clinicas para RA se administran en
combinacion con MTX. Nuestros datos en un modelo de roedor de artritis demuestran efectos aditivos cuando el
compuesto de Férmula | se dosifica en combinacién con MTX, lo que indica que la terapia de combinacion del
compuesto de Férmula | y MTX podria producir efectos clinicos sinérgicos en pacientes con RA.

ENSAYO DE ANGIOGENESIS

Se anestesiaron ratas Lewis hembra (5 semanas de edad, 150-175 g) usando xilazina (4 mg/kg) y ketamina (80
mg/kg). Después se implantaron esponjas de celulosa (diametro 10 mm, Vivoxid Ltd.™, Turku, Finlandia) que
contenian 50 pl de disolucion de FGF-2 (factor de crecimiento de fibroblastos 2) (que contenia 400 ng de FGF-2) o
vehiculo (solucion fisiolégica salina, albumina de suero bovino 0,08%) por via subcutanea en el lomo de los
animales. Durante los dos dias siguientes, se indujo la angiogénesis adicionalmente por medio de la inyeccioén diaria
a través de la piel y dentro de las esponjas de 50 ul de disolucion de FGF-2 o vehiculo (condiciones basales). Una
semana después de la implantacion de las esponjas, los animales se sacrificaron usando una sobredosis de
pentobarbital y las esponjas se extrajeron por diseccion. Después, las esponjas se cortaron y se homogeneizaron en
tampon de lisis (NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X100 1%, desoxicolato soédico al 0,5%, NaF 10 mM, Tris/HCI 30
mM pH 7,8 que contenia un céctel de inhibidor de proteasa (P8340, Sigma-Aldrich™, St Louis, Estados Unidos))
usando tubos D Lysing Matrix (MP Biomedicals™, lllkirch, Francia) en un homogeneizador Fastprep (Qbiogene™,
llikirch, Francia). La concentracion de hemoglobina, que indica el volumen vascular, se determiné usando el ensayo
Drabkin (Pierce Biotechnology™, Rockford, Illinois, Estados Unidos). Los compuestos se administraron por sonda
oral como una suspension en disoluciéon acuosa de metilcelulosa al 0,6%, Tween 80 al 0,5%.

En la Figura 9 se muestran los efectos del compuesto de Férmula | con respecto al peso de la rata. En la Figura 10
se muestran los efectos del compuesto de Férmula | sobre la concentracion de hemoglobina (mg/ml).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1):

H.C
N OH
[\ >
2
N
N N C CH

iy

o un N-6xido o un profarmaco correspondiente; o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho
compuesto; y el N-6xido y el profarmaco de la sal y el solvato.

2. Una composiciéon farmacéutica, que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, junto con al
menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

. Un compuesto segun la reivindicacion 1 para el uso en el tratamiento de la inflamaciéon de las articulaciones.
. Un compuesto segun la reivindicacion 1 para el uso en el tratamiento de la artritis reumatoide.

. Un compuesto segun la reivindicacion 3, en donde el tratamiento comprende ademas metotrexato.

. Un compuesto segun la reivindicacion 4, en donde el tratamiento comprende ademas metotrexato.

. Un compuesto segun la reivindicacion 1 para el uso en el tratamiento de un tumor.

o N o 0 b~ W

. Un compuesto segun la reivindicacion 1 para el uso en el tratamiento del linfoma de las células del manto.
9. Un compuesto segun la reivindicacion 1 para el uso en el tratamiento de la angiogénesis.

10. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde la sal se selecciona de: hidrocloruro, hidrobromuro, sulfato,
fosfato, nitrato, sulfamato, acetato, citrato, lactato, tartrato, malonato, oxalato, salicilato, propionato, succinato,
fumarato, maleato, metilen-bis-b-hidroxinaftoato, gentisato, isetionato, di-p-toluoiltartrato, metano-sulfonato,
etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato, ciclohexilsulfamato y quinato.

11. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde la sal es hidrocloruro.
12. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde la sal es acetato.

13. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde la sal es citrato.
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Anchura del Tobillo {mm)
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ES 2437318 T3

Relacion entre superficie 6sea y volumen 6seo
en tobillos de ratas CIA tratadas con A003397769

p<0,05
p<0,05

*%k *x *k

%

ko E Feke

i

%

i

3

o

3

3

9
8
7
6
5 =
4
3
2
1
0

* P<(,05 ** P<0,001 €n comparacion con el grupo de vehiculo

FIGURA 6

24



9,00 -

8,50 -

1

8,00 -

i

7,50 |

7,00 4

6,50 -

6,00 -

5,50

ES 2437318 T3

10
Dia

—e—VvEHicuLo (10ml/kg,bid,po) n=8
—&— A003397769A(30mg/kg,bid,po) n=8 —e— Metotrexato (0,5mg/kg,qd,po) n=8

FIGURA 7

25

A003397769A(10mg/kg,bid,po) n=8



ES 2437318 T3

Relacién entre superficie 6sea y volumen déseo
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ES 2437318 T3

Peso de rata (g)
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