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Métodos de control de la eficacia de los inhibidores de la farnesiltransferasa
Descripcion

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente descripcion se refiere al uso de inhibidores de la farnesil transferasa para el tratamiento de
sepsis o0 shock séptico. La invencién se refiere a métodos para determinar o controlar la respuesta del paciente al
tratamiento con un inhibidor de la farnesil transferasa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Las estatinas inhiben la actividad de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, la enzima
limitante de la velocidad en la biosintesis del colesterol (Brown 1990), y son ampliamente prescritas para reducir el
colesterol en pacientes hiperlipidémicos. Las observaciones recientes de los ensayos clinicos sugieren que las
estatinas proporcionan un beneficio cardiovascular mas alla de sus efectos hipolipemiantes. El reconocimiento de
que la aterosclerosis implica un componente inflamatorio sugiere que algunos de los efectos beneficiosos de las
estatinas podria estar relacionado con su modulacion de la inmunidad y la inflamacién (Schonbeck U 2004).

[0003] La inflamacion es normalmente una respuesta aguda del sistema inmune a los patégenos microbianos,
productos quimicos o lesion fisica o, y se caracteriza por enrojecimiento, calor, hinchazén y dolor. Estos sintomas
son el resultado de una cascada de eventos que incluyen la produccion de citoquinas y quimioquinas, migracion y
acumulacion celular, coagulacion, fibrindlisis, dilatacion de los vasos sanguineos y aumento de la permeabilidad, asi
como la extravasacion de plasma y proteinas. Si la respuesta inflamatoria no se regula de manera apropiada, puede
progresar a un estado cronico, y ser la causa de las enfermedades inflamatorias, una causa importante de
morbilidad y mortalidad. Una relacion funcional entre la inflamacion y el cancer se ha reconocido durante mucho
tiempo, pero las vias moleculares que subyacen a este enlace eran desconocidas. Estudios recientes han
demostrado que la inflamacién inducida por el crecimiento del tumor esta mediada por la activacién del factor de
transcripcion, NF-KB, y la produccion del mediador inflamatorio, TNF-a (Luo, Maeda et al 2004;.. Pikarsky, Porat et al
2004).

[0004] EI tratamiento de animales con lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram negativas se utiliza para inducir
experimentalmente una respuesta inflamatoria sistémica, incluyendo los sintomas clasicos inflamatorios de
enrojecimiento, calor, hinchazon y dolor. La administracion de LPS a animales sirve como un modelo para la sepsis
inducida por LPS y el crecimiento del tumor por inflamacion inducida, asi como un modelo mas general para las
respuestas inflamatorias inducidas por otros agentes en enfermedades inflamatorias. El tratamiento con LPS de
células o en animales se ha usado ampliamente como un modelo experimental para evaluar el papel de mediadores
tales como las citocinas y quimiocinas en la inflamacion, y para estudiar los agentes que pueden modular la
produccién de tales mediadores.

[0005] Los posibles efectos terapéuticos de las estatinas en enfermedades inflamatorias han sido apoyados por
varios estudios con animales que utilizan el tratamiento con LPS, asi como otros modelos animales de
enfermedades inflamatorias. Se ha demostrado que la cerivastatina reduce los niveles séricos de TNF-a, IL-ip, 6xido
nitrico, y mejora la supervivencia de ratones en un modelo de sepsis inducida por LPS (Ando, Takamura et al. 2000).

[0006] Se ha demostrado que la Atorvastatina y la lovastatina previenen o reveierten la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) (Stanislaus, Pahan et al 1999;. Youssef, Stueve et al 2002.). La simvastatina ha
demostrado una actividad anti-inflamatoria en la artritis inducida por colageno (Leung, Sattar et al. 2003), y en un
modelo de asma alérgica (A McKay 2004) También se descubrié que la pravastatina alivia la caquexia,
hematoquecia y la permeabilidad del epitelio intestinal en colitis inducida por sulfato de dextrano (Sasaki M, et al.
2003. J Pharmacol Exp Ther 305 (1), 78-85).

[0007] MCP-1, IL-Ib, IL-6, MMP-9, MyD88 y TNF-a se han implicado en la patologia de la aterosclerosis (Gu,
Okada et al 1998;. Aiello, Bourassa et al 1999;. Dawson, et Kuziel al 1999;. Ito, Ikeda et al 2002;. Haddy, Sass et al
2003;. Kirii, Niwa et al 2003;. Luttun, Lutgens et al 2004;. Michelsen, Wong et al 2004) y sepsis (Bossink, Paemen. et
al 1995;. Weighardt, Kaiser-Moore et al 2002;. Das 2003; Lalu, Gao et al 2003;. Mancuso, Midiri et al 2004). Las
estatinas se usan para el tratamiento de la aterosclerosis, donde se cree que su efecto beneficioso se debed tanto a
los efectos reductores de lipidos dependientes e independientes. Rezaie-Majd et al. (2002. Arterioscler Thromb Vasc
Biol. 22, 1194-9) descubrid que la simvastatina reducia los niveles de proteina y ARN de las citocinas, IL-6, IL-8 y de
la proteina-1 quimiotactica de monocitos (MCP-1), en pacientes hipercolesterolémicos después de 6 semanas de
tratamiento. En los pacientes con enfermedad arterial coronaria (CAD), la expresion de genes de las quimiocinas,
MIP-1a, MIP-1 p, IL-8, y de los receptores, CCR1 y CCR2, fueron significativamente reguladas de manera
negativabdespués del tratamiento con simvastatina o atorvastatina durante seis meses (Waehre T 2003). El
potencial terapéutico de las estatinas para las enfermedades inflamatorias ha sido destacada por los recientes
hallazgos en el ensayo de atorvastatina en la artritis reumatoide (TARA), que han demostrado que la puntuacion de
actividad de la enfermedad, la sedimentacion globular y la proteina C-reactiva mejoraron significativamente en
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comparacion con la terapia existente después 6 meses de tratamiento con atorvastatina (McCarey DW 2004).

[0008] La sepsisy el shock séptico son sindromes inflamatorios complejos. Los datos recientes han demostrado
que el tratamiento con estatinas esta asociado con una disminucion de la tasa de sepsis grave (Almog, Shefer et al.
2004) y mejora la supervivencia en un modelo murino de sepsis (Ando, Takamura et al. 2000).

[0009] Muchas observaciones de los efectos antiinflamatorios de las estatinas en modelos animales han obtenido
resultados mas altos que en dosis terapéuticas. Sin embargo, no hay evidencia de efectos anti-inflamatorios de las
estatinas en los ensayos clinicos humanos a dosis terapéuticas (Rezaie-Majd, Maca et al 2002;. Waehre T 2003;
McCarey DW 2004). Mientras que los modelos animales y las observaciones clinicas en humanos demuestran que
las estatinas tienen propiedades anti-inflamatorias, el mecanismo que subyace a estas propiedades actualmente es
incierto. Estudios in vitro sobre células han demostrado que las estatinas afectan a muchos procesos diferentes y no
se sabe qué procesos son necesarios para los efectos antiinflamatorios in vivo. Por ejemplo, se sabe que la
activacion de factores de transcripcion tales como NF-kB, AP 1-e y factor-1a inducible por hipoxia, que regulan la
transcripcion de muchos genes inflamatorios, se regula de manera negativa in vitro por parte de la simvastatina,
atorvastatina y lovastatina (Ortego M 1999;. Dichtl, Dulak et al 2003).

[0010] Las estatinas inhiben la sintesis de mevalonato, el paso limitante del indice en la produccién de colesterol
(Brown 1990) y también disminuyen la sintesis de los isoprenoides, pirofosfato de farnesilo (FPP) y geranilgeranil
pirofosfato (GGPP) (ver Figura 1). GGPP y FPP son necesarios para la prenilacion, activacion y ubicacion subcelular
de numerosas proteinas intracelulares (Casey PJ 1995;. Zhang FL 1996).

[0011] Los estudios han demostrado que los exdgenos GGPP (o geraniol) y/o FPP (o farnesol) pueden revertir
ciertas funciones anti-inflamatorias mediadas por estatinas incluyendo: (1) la adhesion de leucocitos (Liu L 1999), (2)
la proliferacion/apoptosis celular (Guijarro C 1998; Wen-Bin Zhong 2003), y (3) la actividad de NF-KB (Ortego M
1999), asi como la (4) LPS inducida por MMP-9 (Wong, Lumma et al 2001.). En contraste, la escualestatina, un
inhibidor selectivo de la escualeno sintetasa y la sintesis de colesterol, no es capaz de imitar el efecto inhibidor de
una estatina en la produccién de quimioquinas y el reclutamiento de leucocitos inducido por LPS (Diomede L 2001).

[0012] Se ha informado que las estatinas suprimen la secrecion de MMP-9 por parte de células THP-1 inducida por
LPS, pero que la inhibicién de la farnesil transferasa (FTasa, también conocida como proteina farnesil transferasa o
FPTasa) no tiene ningun efecto (Wong, B., et al. 2001. J Leukoc Biol 69, 959-62).

[0013] Los FTI fueron desarrollados originalmente para prevenir la farnesilacion postraduccional y la activacion de
las oncoproteinas Ras (Prendergast y Rane 2001). Estudios recientes han demostrado la inhibicion por parte de un
FTI de la activacion de NF-KB (Takada, Y., et al. 2004. J Biol Chem 279, 26287-99) y la regulacion a la baja de la
expresion de genes inflamatorios a través de la supresion de la activacion del NF-KB dependiente de Ras (Na et al.
2004). De ese modo, los FTI comparten algunas, pero no todas, las propiedades de las estatinas.

[0014] Se conocen varios inhibidores FTasa. Por ejemplo, véase la patente de EE.UU. N ° 6.451.812, que describe
ciertos FTl y su uso en el tratamiento de artropatias tales como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis juvenil, y gota.

[0015] WO-97/21701 y la patente de EE.UU. N °6.037.350, describen la preparacion, formulacién y propiedades
farmacéuticas de cierta inhibicién de la farnesil-transferasa (imidazol-5-il) metil-2-quinolinona derivados de las
férmulas (1), () y los compuestos intermedios de férmula (11) y (1) que son metabolizados in vivo a los compuestos
de férmula (). Los compuestos de férmulas (1), (I1) y (Ill) estan representados por
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(1

las sales de adicion de base o de acido farmacéuticamente aceptable y las formas estereoquimicamente isoméricas
de las mismas, en las que la linea de puntos representa un enlace opcional;

X es oxigeno o azufre,

R' es hidrégeno, alquilo Ci.12, Ar1, Ar? Cisalquilo, quinolinilCyalquilo, piridilC+6 alquilo, hidroxiC.s alquilo, Cs.
salquiloxiC1.6, mono- o di (alquilC.6)aminoC1.salquilo, aminoC4.salquilo, o un radical de formula -Alk1-C(=O)-R9, -Alk'-
S(0)-R® or -Alk'-S(0),-R?, donde Alk' es C1.salcanodiil,

R® es hidroxi, alquiloxi C1.s, alcoxi C1.6, amino, alquilamino C1.g 0 alquilamino C1.g sustituido por alquiloxicarbonil C1.;

R2, R® y R'® cada uno indepedientemente son hidrogeno, hidroxi, halo, ciano, alquilo C1., alquiloxi C1., hidroxiC1.
salquiloxi, C1.salquiloxiCi.salquiloxi, aminoCi.salquiloxi, mono- o di(alquilo C4.6)aminoC1.salquiloxi, Ar', ArZC1.6anuiIo,
Arzoxi, ArZC1.6anuioni, hidroxicarbonil, alquiloxicarbonil C+., trihalometil, trihalometoxi, alquenilo C.., 4,4-dimetiloxa-
zolil; o cuando estan en posiciones adyacentes, R? y R3juntos pueden formar un radical bivalente de férmula

-O-CH-O- (a-1),
-O-CH,-CH»-O- (a-2),
-O-CH=CH- (a-3),
-O-CHx-CH»- (a-4),
-O-CH,-CH,-CH,-(a-5),
o}

-CH=CH-CH=CH- (a-6);
en el que

R es hidrégeno, alq3uilo Cis, alquilcarbonil Ci.s, Ar1, ArZC1.6anuiIo, C1.salquiloxicarbonilC4alquilo, o un radical
de formula -Alk%-OR™ o -Alk*>-NR"R’®;

R'" es hidrégeno, alquilo C1.12, Ar'o ArZC1.6anuiIo;

R es hidrégeno, alquilo Ci., alquilcarbonil Ci.16, alquiloxicarbonil Ci., alquilaminocarbonil Ci.s, Ar1, Ar’C..
salquilo, CisalquilcarbonilCisalquilo, un aminoacido natural, Ar1carbonil, ArZC1.6anuiIocarboniI,
aminocarbonilcarbonil, C1.salquiloxiC1.salquilcarbonil, hidroxi, alquiloxi C1.s, aminocarbonil, di(C1.salquil)aminoC;.
ealqgilggrbonil, amino, Cisalquilamino, Cialquilcarbonilamino, o un radical de féormula -AlK>-OR"™ o - AlK*-
NR™R™;

en el que

Alk? es alcanodiil Ci;

R" es hidrégeno, alquilo C1.s, alquilcarbonil C1.s, hidroxiC4.alquilo, Ar' o ArZC1.6anuiIo;
R es hidrégeno, alquilo C16, Ar o ArZC1.6anuiIo;

R es hidrégeno, alquilo C+., alquilcarbonil C1.s, Ar' o ArZCmanuiIo;

R" es hidrégeno, halo, ciano, alquilo C+., alquilcarbonil C1.,, Ar1;

R'"® es hidrogeno, C1.salquil, Cisalquiloxi or halo;

R es hidrégeno o alquilo Cy;

Ar' es fenil o fenil sustituido por alquilo C1.6, hidroxi, amino, alquiloxi C1.s o halo; y

Ar? es fenil o fenil sustituido por alquilo C1., hidroxi, amino, alquiloxi C+ 0 halo.

[0016] WO-97/16443 y la patente de EE.UU. N °© 5.968.952 describen la preparacion, formulacion y propiedades
farmacéuticas de los compuestos inhibidores de farnesiltransferasa de foérmula (1V), asi como compuestos
intermedios de formula (V) y (V1) que se metabolizan in vivo a los compuestos de férmula (IV). Los compuestos de
férmulas (1V), (V) y (VI) se representan mediante
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)

(V1)

las sales de adicion de base o de acido farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente isoméricas
de los mismos, en las que la linea de puntos representa un enlace opcional;

X es oxigeno o azufre,

R' es hidrégeno, alquilo Ci.12, Ar', A Cq salquilo, quinolinilC4salquilo, piridilC1 alquilo, hIdI‘OXIC1 6 anU|Io C1
5a|qUI|0XIC1 -6, MONo- 0 di (anU|IC1 6)am|noC1 salquilo, aminoC1.salquilo, o un radical de formula -Alk'-C(=0)-R®, -Alk'-
S(0)-R® or -Alk'-S(0),-R?, donde Alk' es C1.salcanodiil,

R® es hidroxi, alquiloCj.s, alquiloxi C1.6, amino, alquilamino C+.g 0 alquilamino C+.s sustituido por alquiloxicarbonil C1.;

R? y R® cada uno indepedientemente son hidrogeno, hidroxi, halo, ciano, alquilo Cis, alqu|IOX| Cq 4 hidroxiC1.
ea|QUI|OXI C1salquiloxiC1.salquiloxi, aminoCi.salquiloxi, mono- o di(alquilo C4.6)aminoC1.salquiloxi, Ar', Ar’Cq salquilo,
Ar?oxi, ArZC1 salquiloxi, hidroxicarbonil, anU|IOX|carb0n|I C1.s, trinalometil, trihalometoxi, alquenilo C,.s, 4,4-dimetiloxa-
zolil; o cuando estan en posiciones adyacentes, R? y R® juntos pueden formar un radical bivalente de férmula

-O-CHp-O- (a-1),
-O-CH,-CH»O-  (a-2),
-O-CH=CH- (a-3),
-O-CH-CHx  (a-4),
-O-CH,-CH2-CHa-(a-5),
o

-CH=CH-CH=CH- (a-6);

R* y R® cada uno independientemente son hidrégeno, Ar', alquilo C1., C1salquiloxiC4.salquilo, alquiloxi Ci.6, alquiltio
C1 65 amlno hidroxicarbonil, alquiloxicarbonil C1., C4 ea|C]UI|S(O)C1 salquilo o C16alquilS(0)2C1-salquilo;

R y R’ cada uno independientemente son hidrégeno, halo, ciano, alquilo C+., alquiloxi C1.s 0 Ar“oxi;

R® es hid rogeno, alquilo Ci, ciano, hidroxicarbonil, Cisalquiloxicarbonil, CssalquilcarbonilC,ealquilo, cianoCi.
salquilo, CqsalquiloxicarbonilC4.ealquilo, hidroxicarbonilC1.salquilo, hidroxiCi.salquilo, aminoC+ ealquno mono- o di(Ci.
salquilo) aminoCialquilo, haloCi.alquilo, Ci.salquiloxiCi.salquilo, aminocarbonilCi.salquilo, Ar', Ar’Cq salquiloxiCy.
salquilo, CysalquiltioC+.salquilo;

R10 es hidrégeno, alquilo C+., alquiloxi C+.6 0 halo;

R" es hidrégeno o alquilo C1.;

Ar es fenil o fenil sustituido por alquilo C1.s, hidroxi, amino, alquiloxi C1.¢ 0 halo; y

Ar? es fenil o fenil sustituido por alquilo C1., hidroxi, amino, alquiloxi C1 0 halo.
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WO0-98/40383 y la patente de EE.UU. N °© 6.187.786 describen la preparacion, formulaciéon y propiedades
farmacéuticas compuestos inhibidores de farnesiltransferasa de formula (VII)

(VID)

las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente isoméricas de las
mismas, en las que la linea de puntos representa un enlace opcional;

X es oxigeno o azufre,

-A- es un radical bivalente de féormula

-CH=CH- (a-1), -CHy- -CH=CH- (a-1), -CHy-
CHa- (a-2), -CHp-CHy- CHa- (a-2), -CHp-CHy-
CHo- (a-3), -CH,-0- (a- CHo- (a-3), -CH,-0- (a-
4), -CHp-CH,-O- (a-5), 4), -CHp-CH,-O- (a-5),

en el que un atomo de hidrégeno puede ser sustituido por alquilo C14 0 Ar':

R' y R? cada uno independientemente son hidrogeno, hidroxi, halo, ciano, alquilo Ci., trihalometil, trihalometoxi,
alquenilo Cys, alquiloxi Ci, hidroxiC4 ealqu|IOX| Cq 5a|qUI|0XIC1 5a|qUI|0XI C1salquiloxicarbonil, aminoC.alquiloxi,
mono- o di (C1 aaqu|I)am|noC1 alquiloxi, Ar?, Ar*-C; salquilo, Ar?-oxi,Ar*-C; salquiloxi; o cuando estan en posiciones
adyacentes, R y R? juntos pueden formar un radical bivalente de férmula

-O-CH»-O- (b-1),

-O-CH,-CH,-O-  (b-2),

-O-CH=CH- (b-3),

-O-CH2-CHz- (b-4),

-O-CH2-CH2-CHa-(b-5),

o]

-CH=CH-CH=CH- (b-6);

R® y R* cada uno independientemente son hidrégeno, halo, ciano, alquilo C1., alquiloxi C1., Ar -OXI alquiltio C1.,
di(C1.alquil) amino, trihalometil, trihalometoxi, o cuando estan en posiciones adyacentes, R® y R* juntos pueden
formar un radical bivalente de férmula

-O-CH2-O- (c-1),

-O-CH2-CH2-O- (c-2),

o]

-CH=CH-CH=CH- (c-3);

R® es un radical de formula

= N
N (d-1), —{\/.;-—RB

en el que
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R™ es hidrégeno, halo, Ar, alquilo C4., hidroxiC4salquilo, CisalquiloxiC4ealquilo, alquiloxi C1.6, C1salquiltio,
amlno Cisalquiloxicarbonil, C1.6alquilS(O)C+salquilo o CyealquiloS(0).C+salquilo;
R™ es hidrégeno, alquilo C1.6 0 di(C1alquilo)aminosulfonil;

R® es hidroégeno, hidroxi, halo, alquilo C4, ciano, haloCisalquilo, hidroxiCi.salquilo, cianoCi.salquilo, aminoCj.
salquilo, CyalquiloxiC.salquilo, C4alquilthioC+.salquilo, aminocarbonilC+.salquilo, C+ eanU|IOX|carbon|IC1 salquilo, C4.
6anU|Icarbon|Io- Ci-salquil, Cysalquiloxicarbonil, mono- o di(Ci.salquil)aminoC4salquilo, Ar,

Ar’-C4 salquiloxiC4.alquilo; o un radical de férmula

-O-R"  (e-1),
-S-R" (e-2),

-N-R°R? (e-3),
en el que

R’ es hidrégeno, alqoullo Cis, alqullcarbonll Crs, Ar®, Ar®-C4 salquilo, Cq-salquiloxicarbonilC1.salquilo, o un radical
de formula -Alk-OR™ o -Alk-NR''R’

R es hidrégeno, alquilo Cq, Ar’ oAr -C1-alquilo;

R es hidrégeno, alquilo Ci., anU|Icarbon|I Ci, anU|IOX|carbon|I C1.6, Cqsalquilaminocarbonil, A%, Ar’-C.
salquilo, Cqsalquilcarbonil-C4ealquilo, Ar®-carbonil, Ar®-C; ssalquilcarbonil, aminocarbonilcarbonil, C4 5a|QUI|0XIC1.
salquilcarbonilo, hidroxi, alquiloxi Ci.s, aminocarbonil, di(C1- 6alclU|l YaminoCi. eal%uﬂcarbonll amino, Ci.
salquilamino, C1.salquil-carbonilamino, o un radical de formula -Alk- OR'" 0 -Alk-NR''R'

en el que
AIk es alkanediyl C1.g;
R es hidrogeno, alquilo C+., alquilcarbonil Ci.g, h|dr0X|C1 salquilo, Ar® 0 Ar’-C; salquilo;
R" es hidrégeno, C1.salquilo, C4 ealquncarbonll Ar'® o Ar'’-c; salquilo;
R'? es hidrégeno, Cy.salquilo, Ar'' o Ar''-Cysalquilo; y

De Ar' a Ar'! son seleccionadas independientemente entre fenil; o fenil sustituido por halo, alquilo C+., alquiloxi C1.
60 trifluorometil.

[0017] WO-98/49157 y la patente de EE.UU. N° 6.117.432 abordan la preparacion, formulacion y propiedades
farmacéuticas compuestos inhibidores de farnesiltransferasa de formula (VIII)

(VIID)

las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente isoméricas de las
mismas, en las que la linea de puntos representa un enlace opcional;
X es OX|geno o azufre,
R' y R? cada uno independientemente son hidrogeno, hidroxi, halo, ciano, alquilo Ci., trihalometil, trihalometoxi,
alquenilo Cys, alquiloxi Ci, hidroxiC4 ealqu|IOX| Cq 5a|qUI|0XIC1 salquiloxi, Cqsalquiloxicarbonil, aminoCi.salquiloxi,
mono- o di (Cy aaqu|I)am|noC1 alquiloxi, Ar', Ar'-C; salquilo, Ar'-oxi o Ar'-C; salquiloxi; o cuando estan en posiciones
adyacentes R' y R? juntos pueden formar un radical bivalente de férmula
R® y R* cada uno independientemente son hidrégeno, halo, ciano, alquilo C1.s, alquiloxi C1.s, Ar'-oxi, alquiltio C1.,
d|§C1 -salquil) amino, trihalometil y trihalometoxi,

es hidrégeno, halo, alquilo C1.s, ciano, haloC+.alquilo, hidroxiC+.salquilo, cianoCi.salquilo, aminoCi.salquilo, C.
ea|QUI|OXI -Cisalquilo, CisalquilltioCiealquilo, aminocarbonilCisalquilo, C4 eanU|IOX|carbon|IC1 salquilo, Ci.
salquilcarbonil-C4.salquilo, Ci.salquiloxicarbonil, mono-ordi(C1.salquil)aminoC4ealquilo, Ar', Ar'Cy salquiloxiC4.salquilo;
o un radical de férmula

- 0-R" (a-1),
- S-R" (a-2),
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- N-R'"R" (a-3),
en el que

R es hidrégeno, alquilo C1.s, alquilcarbonil C1.g, Ar1, Ar1C1.6anuiIo, C1.salquiloxicarbonilC4alquilo, o un radical
de formula -Ak-OR™ o -Ak-NR™R"?;

R'" es hidrégeno, alquilo C1., Ar'o Ar1C1.6anuiIo;

R es hidrégeno, alquilo Ci., alquilcarbonil Ci.6, alquiloxicarbonil C4, alquilaminocarbonil Ci.s, Ar1, Ar'Cs.
salquilo, C4ealquilcarbonilC4.salquilo, Ar1carbonil, Ar1C1.6anuiIocarboniI, aminocarbonilcarbonil, C1.salquiloxiCs.
salquilcarbonil, hidroxi, alquiloxi Cis, aminocarbonil, di(CisalquillaminoCi.salquilcarbonil, amino, Ci.
salquilamino, C1.salquilcarbonilamino, o un radical de férmula -Alk-OR™ o - AIk—NR14R15;

en el que Alk es alcanodiil C1.;
R" es hidrégeno, alquilo C1.g, alquilcarbonil C1.s, hidroxiC4.alquilo, Ar' o Ar1C1.6anuiIo;
R es hidrégeno, alquilo C1, Ar o Ar1C1.6anuiIo;
RS es hidrégeno, alquilo C+., alquilcarbonil C1.s, Ar' o Ar1C15anuiIo;

R® es un radical de formula
/=N /N
N (b-1), —(\— (b-2),
\;\'J N -~
IIU?

Donde

R' es hidrégeno, halo, Ar1, alquilo C1.6, hidroxiC4salquilo, CisalquiloxiCi-salquilo, alquiloxi Ci., alquiltio C1.,
amino, Cyalquiloxicarbonil, Cq.salquiltioC+-salquilo, C1.salquilS(O)C1.salquilo o C.salquiloS(O).C1-salquilo;
R' es hidrégeno, alquilo C1.s, 0 di(C+-salquilo)aminosulfonil;

R’ es hidrégeno o alquilo C4.6 siempre que la linea de puntos no represente un enlace;
R®es hidrégeno, alquiloC1.6 0 Ar’CH, o Het1CH2;

R% es hidrégeno, alquilo C1.6, alquiloxi C46 0 halo; o
R®y R? juntos para formar un radical bivalente de formula

-CH=CH- (c-1),

-CHz-CHz- (0-2),

-CHz-CHz-CHz- (0-3),

-CH,-O- (c-4),

o)

-CHz-CHz-O- (C-5);

Ar' es fenil; o fenil sustituido por 1 o 2 sustituyentes seleccionados independientemente entre halo, alquilo Ci.,
alguiloxi C1.5 0 trifluorometil;

Ar® es fenil; o fenil sustituido por 1 o 2 sustituyentes seleccionados independientemente entre halo, alquilo Cis,
alquiloxi C1.6 0 trifluorometil; y

Het' es piridinil; o piridinil sustituido por 1 o 2 sustituyentes seleccionados independientemente entre halo, alquilo Ci.

6, alquiloxi C1. 0 trifluorometil;

[0018] WO-00/39082 y la patente de EE.UU. N ° 6.458.800 describen la preparacion, formulacion y propiedades
farmacéuticas de los compuestos inhibidores de farnesiltransferasa de formula (1X)
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o las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente isoméricas de las
mismas, en las que =X"-X?-X3- es un radical trivalente de formula

=N-CR®=CR’- (x-1), =CR®-CR’=CR®- (x-6),
=N-N=CR®- (x-2), =CR®-N=CR’-(x-7),
=N-NH-C(=0)- (x-3), =CR%-NH-C(=0)- (x-8), 0
=N-N=N- (x-4), =CR®-N=N- (x-9);
=N-CR®=N- (x-5),

en el que cada R6, R’ y R® son independientemente hidrégeno, alquilo Cs., hidroxi, alquiloxi C4., ariloxi, Ci-
salquiloxicarbonil, hidroxiC14alquilo, Ci4alquiloxiCy4alquilo, mono- o di(Cq4alquil)aminoC+.salquilo, ciano, amino, tio,
alquiltio C1.4, ariltio o arilo;

>Y'-YZ is un radical trivalente de formula
>CH-CHR®- (y-1),
>C=N- (y-2),

>CH-NR®  (y-3),

>C=CR%  (y-4);

en el que R® es independientemente hidrégeno, halo, halocarbonil, aminocarbonil, ciano, carboxil, alquilo Ci4,
alquiloxi Ci4, Ci4alquiloxiCi4alquilo, alquiloxicarbonil C44, mono- o di(Ci4alquil)amino, mono- o di(Ci4alquil)
aminoC1.salquilo, arilo;

ry s son cada uno independientement 0, 1, 2, 3, 4 0 5;

tes0,1,203;

R’ y R? cada uno independientemente son hidroxi, halo, ciano, alquilo C+., trihalometil, trihalometoxi, alquenilo Cs.,
alquiloxi C1., hidroxiCqsalquiloxi, alquiltio C+s, CisalquiloxiCi-salquiloxi, Cisalquiloxicarbonil, aminoCs.salquiloxi,
mono- o di (Cisalquil)aminoCisalquiloxi, arilo, arilCqsalquilo, ariloxi o arilCssalquiloxi, hidroxicarbonil, Ci.
salkiloxicarbonil, aminocarbonil, aminoCisalquilo, mono- o di(Cssalquilo)aminocarbonil, mono- o di(Cs-
salquil)aminoC4ealquilo; o

dos sustituyentes R' o R? adyacentes el uno al otro en el anillo de fenil ring pueden formar juntos independientemente un
radical bivalente de férmula

-O-CHp-O- (a-1),
-O-CH,-CHp-O- (a-2),
-O=CH=CH- (a-3),
-O-CH,-CHy- (a-4),

-O-CHz-CHz- CHz- (a-5),

-CH=CH-CH=CH- (a-6);
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R® es hidrégeno, halo, alquilo C1., ciano, haloC1.salquilo, hidroxiCi.salquilo, cianoC1.salquilo, aminoCi.salquilo, C1.
salquiloxiC4ealquilo, CisalquiltioCqsalquilo, aminocarbonilCisalquilo, hidroxicarbonil, hidroxicarbonilC4.salquilo, Ci.
salquiloxicarbonilC4.salquilo, C1.salquilcarbonilC4.salquilo, alquiloxicarbonil C1., arilo, arilC1.salquiloxiC+.salquilo, mono-
o di(C4salquilo)aminoC4salquilo;

o un radical de férmula

-O-R" (b-1),

-S-R" (b-2),

-NR"R™  (b-3),
en el que

R es hidrégeno, anuHo C1 65 anuHcarbonlI C1., arilo, arilCq.salquilo, CyalquiloxicarbonilC4.salquilo, o un
radlcal de formula -Alk-OR™ o -Alk-NR"R"®

R es hidrégeno, alquilo C+., arilo o arilC4 ealquno

R es hidrégeno, alquilo C+., arilo, hidroxi, amino, alquiloxiC+.s, C1-salquilcarbonilC4.salquilo, arilC1.salquilo, C1.
salquilcarbonilamino, mono- o di(C1.salquil)amino, C4ealquilcarbonil, aminocarbonil, arilcarbonil,
haloC+.salquilcarbonil, arilC1.salquilcarbonil, alquiloxicarbonil C1., C1.salquiloxiCs.salquilcarbonil, mono- o di(Cs-
salquil)aminocarbonil en el que el resto alquilo puede ser opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes
seleccionados independientemente entre arilo o Cy 3anU|IOX|carbon|I amlnocarbonllcarbonll mono- o di(Cs.
salquil)aminoCalquilcarbonil, o un radical de formula -Alk-OR™ 0 -Alk-NR™R'®

en el que

AIk es alcanodiil Cq;

R es hidrégeno, alquilo C1., alquilcarbonil C1.6, hidroxiC1.salquilo, arilo o arilC1.salquilo;
R es hidrégeno, alquilo C1., arilo o arilC1.salquilo;

R" es hidrégeno, alquilo C1.s, alquilcarbonil C1., arilo o arilC4.salquilo;

R* es un radical de férmula

N
b

— C\ij 1), —(\j—a'ﬁ (c-2),
R]G

en el que

R'® es hidrégeno, halo, arilo, alquilo C4., hidroxiC4salquilo, CssalquiloxiCi.salquilo, alquiloxi C1.6, alquiltio C1.,
amino, mono- o di(Ci4alquil)amino, hidroxicarbonil, Cisalquiloxicarbonil, CjsalquiltioCsealquilo, Cs.
5a|QUI|S(O)C1 salquilo o CqsalquiloS(0).C+salquilo;

R'® también puede estar unido a uno, de los atomos de nitrogeno en el anillo de imidazol de férmula (c-1) o (c-
2), en cuyo caso el significado de R'® cuando se une al nitrégeno esta limitado a hidrégeno, arilo, alquilo C1.g,
hidroxiC1.salquilo, Ci.salquiloxiCisalquilo, Cisalquiloxicarbonil, CisalquilS(O)Ci.salquilo o Ci6alquilS(O).Cs-
salquilo;

R es hidrogeno, alquilo C+.6, C1.salquiloxiC4.salquilo, arilC4.salquilo, trifluorometil o di(C+-salquil)aminosulfonil;

RS is alquilo C1., alquiloxo C1. 0 halo;
aril is phenyl, naftalfenil o fenil sustituido por 1 0 mas sustituyentes cada uno elgido independientemente entre halo,
alquiloC1.s, alquiloxi C1.6 o trifluorometil

[0019] Ademas, FTI potentes, incluyendo tipifarnib (también conocido como R115777 o Zarnestra ®), han sido
descritos en la literatura. Véase, por ejemplo, Kurzrock, R. et al. (2003), WO 98/43629, y WO 02/40015. Otros
inhibidores conocidos de la farnesiltransferasa incluyen Arglabin (ie1 (R)-10-epoxi-5 (S), 7 (S)-Guaia-3 (4), 11 (13)-
dien-6,12-olida que se describe en W0-98/28303 (NuOncology Labs); alcohol perrilii que se describe en WO-
99/45912 (Wisconsin Genetics), SCH-66336, es decir, (+) - (R) 4-[2-[4-(3,10-dibromo-8-cloro-5,6-dihidro-11H-
benzo[5,6]ciclohepta[1,2-b]piridin-11-il)piperidin-1-il]-2-oxoetil]-piperidina-1-carboxamida, que se describe en la
patente de EE.UU. N° 5.874.442 (Schering); L778123, es decir, 1 (3-clorofenil)-4-[1-(4-cianobencil)-5-imidazolilmetil]-
2-piperazinona, que se describe en WO-00/01691 (Merck); compuesto 2(S)-[2(S)-[2 (R)-amino-3-mercapto]
propilamino-3 (S)-metil]-pentiloxi-3-fenilpropionilo-metionina sulfona que se describe en W0O-94/10138 (Merck), y
BMS 214662, es decir, (R)-2,3,4,5-tetrahidro-1-(1H-imidazol-4-ilmetil)-3-(fenilmetil)-4-(2-tienilsulfo-nil)-1H-1,4-
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benzodiacepina-7-carbonitrilo, que se describe en el documento WO 97/30992 (Bristol Myers Squibb), y compuestos
de Pfizer (a) y (b) descritos en el documento WO-00/ 2498 y WO-00/12499:

[0020] EIl uso de algunos de FTI se ha estudiado en el area de la terapia contra el cancer. Mas recientemente, el
uso de ciertos FTI como agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, particularmente
aquellas que implican un componente inmunoldégico, y para el tratamiento del dolor asociado con enfermedades
inflamatorias ha sido divulgada. Véase el documento WO 98/43629, que describe el uso de determinados FTI para el
tratamiento de condiciones que incluyen colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, rinitis alérgica, enfermedad de injerto
contra huésped, conjuntivitis, asma, artritis reumatoide, osteoartritis, ARDS, enfermedad de Behcet, rechazo de
trasplantes, urticaria, dermatitis alérgica, alopecia areata, escleroderma, exantema, eccema, dermatomiositis, acné,
diabetes, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Kawasaki, esclerosis multiple, enfisema, fibrosis quistica,
bronquitis cronica, y psoriasis.

[0021] WO09721701 describe inhibidores de la farnesil transferasa para el tratamiento de choque endotéxico que
son las benzodiazepinas.

[0022] Aunque se conocen diversos FTI, sus efectos bioldgicos en las células y animales, y por lo tanto sus
aplicaciones terapéuticas, no se han aclarado totalmente

RESUMEN DE LA INVENCION

[0023] En un aspecto general, la descripcion se refiere a un método de tratamiento de un sujeto para la sepsis o
shock séptico, que comprende administrar a un sujeto en necesidad de dicho tratamiento una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la farnesil transferasa. Preferentemente, el inhibidor de la farnesil
transferasa se selecciona entre los compuestos inhibidores de la farnesil transferasa descritos en este documento.
Mas preferentemente, el inhibidor de la farnesil transferasa es tipifarnib.

[0024] En un aspecto general, la invencion se refiere a métodos para determinar la respuesta de un sujeto al
tratamiento con un inhibidor de la farnesil transferasa segun se define en las reivindicaciones. Una realizacion
general de tal método comprende: (a) medir un nivel de al menos uno de los IL - 6, MCP - 1, IL - 18, MMP - 9y TNF
-0 en una muestra de sangre sin tratar, que es una muestra de sangre tomada del sujeto antes del tratamiento con el
inhibidor de la farnesil transferasa, o extracto del mismo, midiendo un nivel de esta en al menos un IL - 6, MCP - 1, IL
- 1B, MMP - 9, y TNF - a en cada muestra de sangre tratada que es una muestra de sangre tomada de un sujeto al
menos una vez después del comienzo del tratamiento con el inhibidor de la farnesil transferasa, o extracto del
mismo, y comparando los niveles medidos, en los que una disminucién indica una respuesta al tratamiento; donde el
meétodo comprende opcionalmente ( b) aislar las células, plasma o suero de la muestra de sangre sin tratar para
obtener un extracto de la muestra sin tratar, y aislar las células, plasma o suero de cada muestra de sangre tratada
para obtener un extracto de la muestra tratada y / o opcionalmente, medir un nivel de IL - 8 en la muestra de sangre
sin tratar o extracto, midiendo un nivel de IL - 8 en cada muestra de sangre tratada o extracto, y comparando los
niveles de IL - 8 para obtener una medida de control.

[0025] En una realizacion preferente, los extractos son muestras de plasma (aisladas mediante, por ejemplo,
centrifugacion de la sangre). En otra realizacion preferente, los extractos son células mononucleares de sangre
periférica aisladas por, por ejemplo, gradiente de Ficoll - Paque. Antes de la medicion, la sangre o las células pueden
ser estimuladas con LPS.

[0026] Otra realizacion general se refiere a un método para controlar la respuesta de un sujeto al tratamiento con
un inhibidor de la farnesil transferasa, que comprende: (a) opcionalmente, aislar las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de la muestra de sangre sin tratar que es una muestra de sangre tomada del sujeto antes
del tratamiento con el inhibidor de la farnesil transferasa para obtener una muestra de CMSP sin tratar, y aislar las
células mononucleares de sangre periférica a partir de cada muestra de sangre tratada que es una muestra de
sangre tomada del sujeto al menos una vez después del comienzo del tratamiento con el inhibidor de la farnesil
transferasa para obtener una muestra de CMSP tratada; (c) estimular la muestra de sangre no tratada o PBMC con
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lipopolisacarido para obtener una muestra no tratada de sangre estimulada por LPS o PBMC, y estimular cada
muestra sangre tratada o PBMC con lipopolisacarido para obtener una muestra de sangre estimulada por LPS o
PBMC; (d) aislar el ARN de la muestra de sangre no tratada estimulada por LPS o PBMC, y el aislar el ARN de cada
muestra tratada de sangre estimulada por LPS o PBMC; (e) opcionalmente, medir la expresion de IL-8 en el ARN de
las muestra de sangre no tratada estimulada por LPS o PBMC, medir la expresion de IL-8 en los ARN de cada
muestra de sangre tratada estimulada por LPS o PBMC, y comparar dichas mediciones de la expresion del ARN de
IL-8 como control; (f) medir la expresion de al menos uno de IL-13, MCP-1, MMP-9, MyD88, STAT1, y IL 6-en el
ARN de la muestra de sangre no tratada estimulada por LPS o PBMC, medir la expresiéon de al menos uno de IL-1p3,
MCP-1, MMP-9, MyD88, STAT1, y IL-6 en el ARN de cada muestra de sangre tratada estimulada por LPS o PBMC,
y comparar las mediciones de expresion, en las que una disminucion indica una respuesta al tratamiento.

[0027] En una descripcion adicional, varias muestras de sangre tratada del sujeto (por ejemplo, un paciente en un
ensayo clinico) se toman a intervalos periddicos de tiempo después del comienzo del tratamiento con el inhibidor de
farnesiltransferasa.

[0028] Otras realizaciones, caracteristicas, ventajas, y aspectos de la invencién seran evidentes a partir de la
descripcion detallada a continuacion en referencia a las figuras dibujadas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0029]

La Figura 1 muestra la via del mevalonato para la sintesis de isoprenoides y colesterol, indicando los sitios para la
inhibicion de la HMG CoA reductasa por parte de la simvastatina, y de la actividad de farnesiltransferasa por parte
del tipifarnib. La inhibicién de la HMG CoA reductasa por parte de las estatinas conduce a la inhibicion de la sintesis
del colesterol, y a la produccién de isoprenoides, requerida para la farnesilacion y geranilgeranilaciéon de las
proteinas. La inhibicién de la farnesiltransferasa por parte de los FTI inhibe selectivamente la farnesilacién de
proteinas como Ras.

Las figuras 2a-2g muestran el efecto de la simvastatina y tipifarnib en la transcripcion inducida por LPS de IL-1B
(Figura 2.a), MCP-(Figura 2.b), MMP-9 (figura 2.c), IL-8 (figura 2.d), STAT1 (figura 2.e), MyD88 (Figura 2.f) e IL-6
(Figura 2. g). Las células THP-1 fueron cultivadas en ausencia (sin tratamiento) o presencia de LPS (100 ng / ml),
mas o menos simvastatina (10 uM), o tipifarnib (5 uM). Se aislé el ARN a los tiempos indicados para la preparacion
de ADNc como se describe en "Materiales y Métodos". Los niveles relativos de ARNm en comparacion con GAPDH
se determinaron mediante PCR en tiempo real.

Las figuras 3a-3f muestran el efecto de la simvastatina y tipifarnib en LPS inducida por la secreciéon de MCP-1
(figura 3.a), IL-6 (Figura 3.b), IL-13 (Figura 3c), IL- 8 (Figura 3.d), MMP-9 (Figura 3e) y TNF-a (Figura 3f). Las
células THP-1 cultivadas en ausencia (sin tratamiento) o presencia de LPS 100ng/ml, mas o menos simvastatina (5 y
10 uM) o tipifarnib (2 uM y 5), respectivamente. En los puntos de tiempo indicados, se analizaron sobrenadantes
para citocinas, quimiocinas o MMP-9 por ELISA. Los puntos de datos son medios de incubaciones por triplicado,
para los que las desviaciones estandar eran habitualmente de 2 a 13% del valor medio.

La Figura 4 muestra la inhibicion de liberacién de IL-6 inducida por LPS por parte del tipifarnib. Células THP-1 a 3,4
x 105/ml se cultivaron en placas de 96 pocillos en 0,5% de FBS / RPMI 1640, en ausencia o presencia de LPS
100ng/ml, mas o menos tipifarnib (a partir de 5 pM, seguido por 3 series de dilucién). Las concentraciones de
tipifarnib fueron: 5 uM, 1,67 yuM, 0,56 uM, 0,19 uMy 0,06 uM. Se recogieron los sobrenadantes a las 48 h. IL6 se
cuantificd mediante kit ELISA de R & D Systems.

Las figuras 5a-5e muestran el efecto de la simvastatina y tipifarnib en la produccion de citoquinas inducidas por LPS
in vivo. Los ratones BALB / ¢ (n = 4 o 5 por grupo) se trataron por via oral con simvastatina o tipifarnib en 20% de
ciclodextrano, a una dosis de 50mg/kg, 24 horas, 17 horas y 1 hora antes de la inyeccion de LPS. LPS (20 mg) se
administré por via intraperitoneal. Las muestras de plasma se recogieron en 1 hora y 2 horas en el primer
experimento, y 2 horas y 3 horas después de la inyeccion de LPS en el segundo experimento, y se ensayaron para
TNF- (Figura 5.a), IL-6 (Figura 5.b), IL-1 (Figura 5.c), MIP-1a (Figura 5.d) y MCP-1 (Figura 5.e), usando ELISA o
Luminex como se describe en "Materiales y Métodos" en la presente memoria. Los datos se presentan como los
valores medios de 4 o 5 ratones en cada grupo, y las desviaciones estandar de los medios se indican mediante
barras de error. Las estadisticas significativas para las diferencias en la produccion de mediadores de la inflamacion
en simvastatina o tipifarnib versus animales tratados con vehiculo se evaluaron mediante la prueba t de Student. Las
diferencias estadisticamente significativas se indican con asteriscos en las figuras 5a a través de 5e de la siguiente
manera: * significa que el valor de P inferior a 0,05; ** significa el valor de P es inferior a 0,01. Cuanto menor sea el
valor de P, mas significativa es la diferencia.

La Figura 6 muestra la inhibicién de LPS inducido por IL-6 en los PBMC humanos por parte de tipfarnib, pero no por

el enantidmero menos activo de tipifarnib.Las PBMC humanas se incubaron a 37 °C durante 1 hora en ausencia o
en presencia de 5 mM y mM de tipifarnib (R115777) o su enantidmero menos activo (100 veces menos activo para la
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inhibicién de farnesil) después del que LPS (o el vehiculo sélo sin tratamiento) se afiadié a una concentracion final
de 10 ng/ml. Se recogieron los sobrenadantes a las 16 horas, 24 horas y 40 horas de tratamiento con LPS, y la
secrecion de IL-6 se cuantificd por ELISA. La importancia estadistica para las diferencias en la produccién de IL-6 en
tipifarnib-versus PBMC tratado con vehiculo se evalué mediante la prueba t de Student. Las diferencias
estadisticamente significativas se indican con asteriscos ** significa valor medio de P inferior a 0,01. Cuanto menor
sea el valor de P, mas significativa es la diferencia.

La Figura 7a — 7b muestra el efecto de tipifarnib en LPS, TNF — q, y la sefializacién inducida por IL — 1. Las células
THP - 1 se cultivaron en ausencia o presencia de 2 uM de tipifarnib durante 18 horas, a continuacioén se incubaron
con LPSy TNF — a (Figura 7.a), o LPS, TNF —a e IL - 1a (Figura 7.b) durante 30 minutos. Los lisados celulares se
analizaron por inmunoelectrotransferencia, utilizando anticuerpos contra p38, p38 fosforilado, fosfo — ERK 1/ 2, IkB,
y H-Ras.

La Figura 8 muestra que tipifarnib no inhibe la expresién del gen reportero dependiente de NF — kB inducida por
TNF — a. Las células HEK293 transfectadas en kB — LH se incubaron en ausencia o presencia de 2 y 5 yM de
tipifarnib durante 18 horas, a continuacién se estimularon con TNF — a durante 4 horas. La actividad de la luciferasa
se midio y se expresé como un cambio multiplo en presencia de TNF — a contra ningdn TNF — a, o TNF —a /
tipifarnib contra tipifarnib. Los valores se presentan como un factor de aumento + D. E.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION Y REALIZACIONES PREFERIDAS

[0030] Los términos "que comprende”, "que incluye" y "que contiene" se utiliza aqui en su sentido amplio, no
limitado.

[0031] Los efectos biolégicos de los FTI ahora se han elucidado aun mas, como se discute en la seccion
Experimentos a continuacion. La inhibicion de la farnesil transferasa (FPTasa) se ha descubierto para regular a la
baja los genes y proteinas identificadas en las Tablas 2, 3 y 4. Asi, los niveles de dichos genes y proteinas pueden
ser monitoreadas como marcadores bioldgicos para determinar la respuesta de un paciente al tratamiento con un
FTI. Por ejemplo, diversos subconjuntos de genes y/o proteinas inducidos por LPS que se muestran en las tablas
siguientes pueden ser regulados a la baja por la administracién de un inhibidor de farnesiltransferasa y por lo tanto
utilizarse como marcadores en los estudios clinicos.

Tabla 2: Genes para los que la transcripcion inducida por LPS fue regulada a la baja por la inhibiciéon de
farnesiltransferasa, segun lo medido por el analisis de microarrays de ADNc

Numero de registro Nombre del gen Descripcién del gen
NM 002982 CCL2 proteina quimiotactica de monocitos 1
- (MCP-1)
NM 005623 ccLs proteina quimiotactica de monocitos 2
- (MCP-2)
citoquina A3 pequefa inducible
NM_002983 CCL3 (homologa de Mip-1a de raton)
(SCYA3)
citoquina A4 pequefa inducible
NM_002984 CCL4 (homologa de MiP-1b de raton)
(SCYA4)
NM 005409 CXCL11 gubfarnilia B de citoquina pequena
- inducible (SCYB11)
NM_000576 IL1B interleucina 1, beta
MM_000577 IL1RN interleucina-1 antagonista del receptor
MM 002852 PTX3 gen. relaciongdo dg pentaxina,
- rapidamente inducido por IL-1B
NM 007315 STAT1 transdgctc.)r de sefiales y activador de
- transcripcion 1
NM_002176 IFNB1 interferén, beta 1, fibroblastos
NM_005531 IFI16 interferén, proteina 16 inducible por
gamma
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proteina inducida por interferén con

NM_001548 IFIT1 . i .
- repeticiones tetratricopeptidas 1
MM_002462 MX1 mixovirus (influenza) resistencia 1
NM 000598 IGFBP3 Gen de proteina-3 de unién de factor de
- crecimiento a modo de insulina
NM 053056 CCNDA CiC|in-a I?1 (PRAD1: adenomatosis
- paratiroidea 1)
NM 002965 S100A9 S100 calc?o-protel’na de union A9
- (calgranulina B)
NM 002468 MYD88 proteina de respuesta primaria de
- diferenciacién mieloide
NM 000593 TAP1 trahsportador 1 cassette ATP de
- union, subfamilia B (MDR / TAP)
MM 000544 TAP2 trahsportador 2 cassette ATP de
- union, subfamilia B (MDR / TAP)
NM 007188 ABCBS cassette ATP dg union, subfamilia B
- (MDR / TAP), miembro 8
NM 031460 KCNK17 potassium channel, subfamily K,
- member 17 (TASK-4)
NM 002659 PLAUR plasminogen activator, urokinase
- receptor
NM 004054 C3AR1 C3a anaphylatoxin chemotactic receptor
- (C3a-R)
NM_004048 B2M beta-2-microglobulin
MM_015907 LAP3 leucine aminopeptidase
NM 004994 MMP9 type IV collagenase, matrix
- metalloproteinase 9
NM_006074 TRIM22 tripartite motif-containing 22
MM_144573 NEXN nexilin (F actin binding protein)
NM 021634 LGR7 leucine-rich repeat-containing G protein-
- coupled receptor 7
NM 198066 GNPNAT1 glucosamine-phosphate N-
- acetyltransferase 1
No_002346 LY6E lymphocyte antigen 6 complex, locus E
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Tabla 3: Genes para los que la transcripcion inducida por LPS fue regulada a la baja por la inhibicion de
farnesiltransferasa, como se mide por la transcriptasa inversa y analisis en tiempo real PCR

Numero de registro Nombre del gen Descripcién del gen

NM_000576 IL1B interleukin 1, beta

NM 002982 ccL2 monocyte chemotactic protein 1
- (MCP-1)

NM 004994 MMP9 type IV collagenase, matrix
- metalloproteinase 9

NM 007315 STATA signal t.rahsducer and activator of
- transcription 1

NM 002468 MYD88 myleoid dlﬁerehtlatlon primary
- response protein

NM_000600 IL6 interleukin 6

Tabla 4. Proteinas para las que la produccion inducida por LPS se regula a la baja por la inhibiciéon de
farnesiltransferasa, medida por ELISA o analisis Luminex

Numero de registro Nombre de proteina Descripcion de proteina
NP 000585 TNF-a tumor necrosis factor (TNF superfamily,
- member 2)
NP_000591 IL-6 interleukin 6, interferon beta 2
NP_000567 IL-1B interleukin 1, beta proprotein
NP_002973 CCL2 MCP-1, small inducible cytokine A2
precursor
NP 002974 ccL3 small inducible cytokine AB
- (homologous to mouse Mip-1a)
AAG32620 IL12p40 interleukin 12 p40 subunit
type IV collagenase, matrix
NP_004985 MMP-9 X
- metalloproteinase 9

[0032] Como se describié anteriormente, uno o mas de los genes identificados anteriormente y proteinas puede
ser utilizado como un marcador para estudiar la respuesta de un sujeto a un tratamiento con un FTI.

[0033] La inhibicion de la FPTasa puede disminuir LPS inducida por la transcripcion de, por ejemplo, IL-18, MCP-
1, MMP-9, MyD88, STAT1, MIP-1a, TNF-a o IL-6. Por consiguiente, la transcripciéon de IL-13, MCP-1, MMP-9,
MyD88, STAT1, MIP-1a, TNF-a o IL-6 puede ser reducida por la administracion de un inhibidor de farnesiltransferasa
y éstos se pueden usar como un panel de marcadores para el seguimiento de pacientes en un estudio clinico. La
inhibicion de la FPTasa también puede disminuir o inhibir la transcripcion de IL-13, MCP-1, MMP-9, MyD88, STAT1,
MIP-1a, TNF-a o IL-6 inducida por otros agentes de LPS. Asi, la administracion de un FTIl a un paciente puede ser
util para tratar enfermedades y condiciones médicas mediadas a través de la transcripcion de IL-13, MCP-1, MMP-9,
MyD88, STAT1, MIP-1a, TNF-a o IL-6. La inhibicién de la FPTasa también puede disminuir inducida por LPS
traduccion de la proteina o la secrecion de IL-1 p, MCP-1, MMP-9, MyD88, STAT1, MIP-1a, TNF-a o IL-6. Asi, una
condicién o enfermedad médica mediada por la traduccion de proteinas inducida por LPS o la secrecién de IL-1p,
MCP-1, MMP-9, MyD88, STAT1, MIP-1a, TNF-a o IL-6 se puede tratar mediante la administracion a un sujeto en
necesidad de tal tratamiento un inhibidor de la farnesiltransferasa, y el progreso del tratamiento puede monitorizarse
mediante la medicion de los niveles de dichos marcadores. Ademas, ya que la inhibicion de FPTasa puede servir
para inhibir la traduccién de la proteina o la secrecion de IL-18, MCP-1, MMP-9, MyD88, STAT1, MIP-1a, TNF-a o
IL-6 inducida por otros agentes de LPS, la administracién de un IVR puede ser util para tratar enfermedades y
condiciones médicas mediadas a través de la traduccion de proteinas o la secrecién de IL-13, MCP-1, MMP-9,
MyD88, STAT1, MIP-1a, TNF-a y / o IL- 6. La inhibicidon de la FPTasa también puede servir para inhibir la
transcripcion o la traduccién de MyD88 o STAT1. La inhibicidn de la traduccién de la transcripcion o la proteina o la
secrecion de TNF-a, IL-1B, MCP-1, IL-6, MMP-9, o MIP-1a también puede alcanzarse mediante la administracion de
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un inhibidor de farnesyltrans FERASE, y el progreso de tratamiento puede ser monitorizada mediante medicion de
los niveles de este conjunto de marcadores.

[0034] En consecuencia, FTls se puede usar para tratar la inflamacién y las enfermedades inflamatorias.
Enfermedades y CON médica condiciones que pueden beneficiarse del tratamiento con un FTI incluyen: la
ateroesclerosis y otras enfermedades vasculares como la trombosis, restenosis después de la angioplastiay / o
colocacion de stent, y la enfermedad de injerto de vena después de la cirugia de derivacion, asi como la colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn, rinitis alérgica, enfermedad de injerto contra huésped crénica, asma conjuntivitis,
artritis reumatoide, osteoartritis, ARDS, enfermedad de Behcet, rechazo de trasplantes, urticaria, dermatitis alérgica,
alopecia areata, esclerodermia, exan-thema, eczema, dermatomiositis, acné, diabetes, lupus eritematoso sistémico,
enfermedad de Kawasaki, esclerosis multiple, enfisema, fibrosis quistica, bronquitis crénica y psoriasis.

[0035] FTIs también se pueden usar para tratar inflamacion inducida por LPS en particular. Por lo tanto, una
cantidad terapéuticamente eficaz de un IVR se puede administrar para tratar un paciente en necesidad de
tratamiento para una de las siguientes enfermedades o condiciones médicas: sepsis, choque endotoéxico, sindrome
de disfuncion organica multiple, periodontitis, peritonitis, anorexia, microvas-cular leucocitosis , inflamacion
pulmonar, hiperreactividad de las vias respiratorias, la lesién pulmonar aguda, insuficiencia respiratoria aguda,
enfermedad crénica de las vias aéreas, la hiperplasia de células caliciformes, pancreatitis, sindrome nefrético,
pirexia, lesiéon hepatica, parto prematuro, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, edema cerebral, aterosclerosis,
insuficiencia cardiaca, ictericia obstructiva, neuro-inflamacién, isquemia cerebral, hiperalgesia, alodinia rectal,
sindrome de coagulacion intravascular diseminada, la hiperglucemia, resistencia a la insulina, la apnea obstructiva
del sueno.

[0036] FTIs también se pueden usar para tratar la aterosclerosis. Por lo tanto, una cantidad terapéuticamente
eficaz de un IVR se pueden administrar a un sujeto diagnosticado con la aterosclerosis para tratar al sujeto en
necesidad de tal tratamiento.

[0037] Ademas, FTls se puede usar para tratar el asma. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un FTI por lo
tanto se pueden administrar a un sujeto en necesidad de tratamiento para el asma.

[0038] Ademas, una cantidad terapéuticamente eficaz de un IVR se puede administrar a un sujeto diagnosticado
con esclerosis multiple (EM) para tratar el sujeto en necesidad de tal tratamiento.

[0039] Ademas, una cantidad terapéuticamente eficaz de un IVR se pueden administrar a un sujeto diagnosticado
con o experimentando sepsis 0 shock séptico a tratar al sujeto en necesidad de tal tratamiento.

[0040] Por consiguiente, los métodos de seguimiento son por lo tanto Utiles en relacion con la determinacion de la
eficacia en el tratamiento de FTI las indicaciones anteriormente descritas.

[0041] Ejemplos de compuestos inhibidores de farnesiltransferasa utiles en tales tratamientos se describen a
continuacién. Una especialmente preferido FTI es tipifarnib.

[0042] La presente invencion proporciona varios métodos para determinar la respuesta de un sujeto que padece
sepsis 0 shock séptico al tratamiento con un inhibidor de la farnesil transferasa (IFT). En tales métodos, se toman
una muestra de sangre sin tratar y una muestra de sangre tratada con IFT. Lo siguiente puede ser utilizado como
tipos de "muestras de sangre": sangre total; plasma (por ejemplo, separado por centrifugacion); suero de plasma
(por ejemplo, obtenido por coagulacion o tubos separadores de suero), o células totales o subconjuntos aislados (por
ejemplo, CMSP).

[0043] Como una medida de control util con cualquiera de los tipos anteriores de muestras de sangre, IL-8 niveles
de proteina opcionalmente puede ser determinado antes y después del tratamiento con un FTI (por ejemplo,
tipifarnib), por ejemplo, mediante el uso de la tincion de inmunofluorescencia, citometria de flujo, inmunocitoquimica,
inmunohistoquimica , inmunotransferencia, ELISA, o el analisis multiplex de citoquinas matriz. Como un experto en
la técnica se dara cuenta, las mediciones se pueden utilizar otros como control, o el método puede ponerse en
practica sin el uso de un control. Por ejemplo, en plasma o suero, los niveles de proteina de albumina pueden ser
utilizados como un control. Ademas, el método puede ponerse en practica sin un control interno mediante la
comparacion de las mediciones en una muestra de sangre no tratada a una muestra de sangre tratada con FTI.

[0044] Como el marcador (s) util para monitorizar el progreso del tratamiento con cualquiera de las muestras de
sangre, los niveles de proteina correspondientes a uno o mas de los genes o proteinas en las Tablas 2, 3, y 4 se
puede medir antes y después del tratamiento IVR, por ejemplo, por utilizando cualquiera de los métodos descritos
anteriormente, donde una disminucién es indicativo de una respuesta al tratamiento.

[0045] Alternativamente, con sangre entera o células totales o subconjuntos particulares de células (por ejemplo,

PBMC), IL-8 niveles de ARN pueden medirse como un control antes y después del tratamiento FTI (bajo condiciones
donde los niveles de IL-8 no cambian con el tratamiento, este gen sirve como control), por ejemplo, mediante la
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realizacion de proteccion de RNasa, la transcriptasa inversa (RT) de polimero-asa reaccion en cadena (PCR), RTy
PCR en tiempo real cuantitativa, transferencia Northern, y analisis de ADNc o microarrays de oligonucleétidos. Como
un experto en la técnica se daran cuenta, las mediciones se pueden utilizar otros como control, o el método puede
ponerse en practica sin el uso de un control. Otras mediciones de control comunmente empleados incluyen los
niveles de mRNA de deshidrogenasa glyc-eraldehyde-3-fosfato (GAPDH) o beta-actina. Ademas, el método puede
ponerse en practica sin un control interno mediante la comparacion de las mediciones en una muestra de sangre no
tratada a una muestra de sangre tratada con FTI.

[0046] Para esta descripcion general que se utiliza con los tipos especificados de muestras de sangre, los niveles
de ARN de uno o mas de los genes o proteinas que figuran en las Tablas 2, 3, y 4 se miden antes y después del
tratamiento con un FTI (donde una disminucién con tratamiento refleja respuesta).

[0047] En otra revelacion general alternativa, sangre completa, células totales, o subconjuntos de PBMC o de otro
tipo de células se tratan con LPS. Como control, los niveles de IL-8 estan opcionalmente mide en proteina o ARN, o
como de otra manera conocida en la técnica, como se describe anteriormente. Los niveles de uno o mas marcadores
de las Tablas 2, 3 y 4 se midieron en muestras tratadas con LPS de proteina o ARN como en las otras revelaciones,
con una disminucion en los niveles de proteina / ARN con el tratamiento con un FTI en el tiempo indicado respuesta
a el tratamiento. Del mismo modo, un agente distinto de LPS que induce un ARN o proteina para el marcador (s)
pueden ser usados en lugar de LPS para el tratamiento de las muestras, y entonces la proteina o ARN
opcionalmente los niveles de IL-8 (u otros controles) y uno o mas marcadores puede ser medido como antes para
monitorizar la respuesta al tratamiento FTI.

[0048] En una descripcion, la respuesta de un sujeto sometido a dicho tratamiento comprende las siguientes
etapas: (1) tomar una muestra de sangre de dicho sujeto antes del tratamiento y después del tratamiento FTI, y,
opcionalmente, en diferentes momentos durante el tratamiento FTI, (2) separar opcionalmente las células y plasma
(preferiblemente por centrifugacion), (3) opcionalmente midiendo el nivel de IL-8 u otro control (preferiblemente por
inmunotransferencia, ELISA o analisis multiplex de citoquinas matriz) en el plasma antes y después del tratamiento
FTI como un control, (4) de medicion (preferiblemente por inmunotransferencia o ELISA o analisis multiplex de
citoquinas array) un nivel de uno o mas de los marcadores identificados en las Tablas 2, 3, y 4, preferiblemente uno
o mas de IL-6, MCP-1, IL-18, MMP -9, TNF-a en el plasma antes y después del tratamiento FTI, y (5) la comparacion
de los niveles de estos marcadores (s) medida antes y después del tratamiento FTI. En una divulgacion en particular,
la disminucion de los niveles de IL-6, MCP-1, IL-13, MMP-9, MIP 1-a y / o TNF-después de una, y, opcionalmente,
durante el tratamiento FTI, con respecto a antes del tratamiento FTI, haria indican una respuesta al tratamiento FTI.

[0049] En una realizacién adicional,La presente descripcion proporciona un método para determinar la respuesta
al tratamiento con un inhibidor de la farnesiltransferasa (FTI) que comprende: (1) tomar una muestra de sangre del
sujeto antes del tratamiento y después del tratamiento FTI, y, opcionalmente, en diferentes momentos durante el
tratamiento FTI; (2) opcionalmente aislar las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sangre
(preferiblemente por separacion por gradiente de Ficoll-Paque), (3) la estimulacion de la PBMC aislados con LPS
(preferiblemente 10 ug / ml de LPS), (4) opcionalmente, la medicién de un nivel de IL-8 u otro control
(preferiblemente por inmunotransferencia o ELISA o andlisis multiplex de citoquinas matriz) en el plasma antes y
después del tratamiento FTI como un control, (4) de medicién (preferiblemente por inmunotransferencia o ELISA o
analisis multiplex de citoquinas array) un nivel de uno o mas de los marcadores de las Tablas 2, 3 y 4 (por ejemplo,
IL-6, MCP-1, IL-1B, MMP-9, MIP-1a y / o TNF-a) en la PBMC antes y después del tratamiento FTI , y (5) la
comparacion de los niveles de estos marcadores (s) medida antes y después del tratamiento FTI, en el que
disminuye los niveles de marcador (s) después de, y opcionalmente durante el tratamiento FTI, relativa a tratamiento
antes de la IVR, indicaria una respuesta al tratamiento FTI .

[0050] En otra realizacion, la presente invencion proporciona un método para determinar la respuesta al
tratamiento con un inhibidor de la farnesil transferasa (IFT), en un sujeto en necesidad del tratamiento con el mismo,
que comprende las etapas siguientes en una muestra de sangre tomada de dicho sujeto antes del tratamiento del
IFT, después de tratamiento del IFT y, opcionalmente, en diferentes momentos durante el tratamiento del IFT, (1)
aislar las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de la sangre (preferentemente por separacion por
gradiente de Ficoll - Paque), (2) estimular las CMSP aisladas con LPS (preferentemente 10 ng / ml de LPS ); (3)
aislar ARN a partir de la sangre o muestras de CMSP, (4) medir la expresién de ARN (preferentemente por
transferencia de Northern, analisis de microarrays de ADNc u oligonucleétidos, o la transcriptasa inversa y PCR en
tiempo real) de uno o mas marcadores (preferentemente IL - 13, MCP - 1, MMP - 9, MyD88, STAT1y/oIL - 6) en
las muestras de ARN, (5) opcionalmente, medir la expresion del ARN de IL - 8 (u otros) como control; y (6) comparar
los niveles del (los) marcador (es) en el ARN medido antes y después del tratamiento del IFT, en el que disminuy6 la
expresion inducida por LPS del (los) marcador (es) después de, y opcionalmente durante el tratamiento del IFT, con
respecto a antes del tratamiento del IFT, indicaria una respuesta al tratamiento del IFT.

[0051] Ejemplos de inhibidores de la farnesil transferasa que se pueden emplear en los métodos o tratamientos de

acuerdo con la presente descripcion incluyen compuestos de férmula (1), (1), (111), (1V), (V), (VI), (VII), (V) o (1X)
anteriores. Los IFT preferidos incluyen compuestos de formula (1), (1) o (Il):
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(I

el acido farmacéuticamente aceptable o sales de adicion de base y las formas estereoquimicamente isoméricas de
los mismos, en donde la linea de puntos representa un enlace opcional;

X es oxigeno o azufre;

R1 es hidrégeno, Ci.12alquilo, Ar1, ArZC1.6anuiIo, quinolinylC1.salquilo, pirimidilCq.salquilo, hidroxiC.¢alquilo, Ci.
6a|quiIoC1.6anuioni, mono-o di (alquilC+.6) aminoC1.salquilo, aminoC4alquilo, o un radical de fc’)rmula-AIk1-C(=O)-R9,-
Alk'-S (0)-R? 0-Alk'-S (0)2-R®, en el que

ALK’ es C.galkanediyl,

R® es hidroxi, alquilo C1., alquilo C4salquiloxi, amino, C4galquilamino o C4.galquilamino-sustituido con alquilo

C1-salquiloxicarbonilo;
R2, R® y R'® son cada uno independientemente hidrogeno, hidroxi, halo, ciano, alquilo C1., alquilo C4salquiloxi,
hidroxiC1.salquiloxi, C1.salquiloC1.salquiloxi, aminoC4.salquiloxi, mono-o di (alquilC4.s)aminoC1.salquiloxi , Ar1, ArZC1.6,
Arzoxi, ArZC1.6(anuioni, hidroxicarbonilo, Ci.salquiloxicarbonilo, trihalometilo, trihalometoxi, C.alquenilo, 4,4-
dimetiloxazolil; o
cuando R? en posiciones adyacentes y R® tomados juntos pueden formar un radical bivalente de férmula

-O-CH2-0-(a-1),

-0O-CH2-CH2-0O-(a-2),

-O-CH=CH-(a-3),

-O-CHz-CHz-(a-4),

-O-CHz-CHz-CHz-(a-5), o

-CH=CH-CH=CH-(a-6);
R* y R® son cada uno independientemente hidrégeno, halo, Ar1, alquilo C1s, hidroxiCsalquilo, Cq.salquiloCs.
salquiloxi, Cisalquiloxi, Cq.salquilthio, amino, hidroxicarbonilo, Ci.salquiloxicarbonilo, C1.salquilS-(O)alquiloCs. salquilo
o C1.5alquiIS-(O)ZC1.5;
R® y R’ son cada uno independientemente hidrégeno, halo, ciano, alquiloC4s, alquiloC1.salquiloxi, Arzoxi,

trihalometilo, alquilo C1salquilthio, di (alquilC1.6) amino, o cuando estan en posiciones adyacentes R° y R’ tomados
juntos pueden formar un bivalente radical de férmula
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-O-CH,-O-(c-1),

-CH = CH-CH = CH-(c-2);

R® es hidrégeno, alquiloC1.6, ciano, hidroxicarbonilo, Cs.salquiloxicarbonilo, Ci.salquilo Ci.salquilcarbonilo, cianoCi.s
alquilo, Calquilo Cialquiloxicarbonilo, carboxiCi.salquilo, hidroxiCi.salquilo, aminoCi.salquilo, mono-o di (Ci.)
aminoCi.salquilo, imidazolilo, haloCisalquilo, CisalquiloCisalquiloxi, aminocarboniloCisalquilo, o un radical de
formula

-0-R" (b-1),

-S-R" (b-2),

-N-R""R™ (b-3),
donde

R es hidrégeno, alquilo C1., alquilo Cqsalquilcarbonilo, Ar1, Ar2Cqsalquilo, CisalquiloC+-salquiloxicarbonilo, o un
radical de formula-Alk2-OR13 0-NR14R15 Alk2-;

R11 es hidrégeno, Cy.12alquilo, Ar1 o Ar2C.alquilo;

R12 es hidrégeno, alquilo Ci, alquilo Cs.4ealquilcarbonilo, Cisalquiloxicarbonilo, Cssalquilaminocarbonilo, Ar1,
Ar2Cqgalquilo, Cisgalquilo 6alquilcarboniloC1, un aminoacido natural, Aricarbonyl, Ar2C,salquilcarbonilo-,
aminocarbonilocarbonyl, CisalquiloxiC1 6alquilcarbonilo- , hidroxi, Ci.salquiloxi, aminocarbonilo, di(alquil Cis)
aminoCi.alquilcarbonilo, amino, C.salquilamino, C.salquilcarboniloamino, o un radical de férmula-Alk2-OR13 o-
NR14R15 Alk2-;

donde

Alk% es alquilo Ci.salkanediyl;

R" es hidrégeno, alquilo C+., alquilo C1.salquilcarbonilo, hidroxiC1.¢ alquilo, Ar'o Ar2C.salquilo;
R es hidrégeno, alquilo C+6, Ar1 o Ar2C4salquilo;

R es hidrégeno, alquilo C+., alquilo C1.salquilcarbonilo, Ar'o ArZC1.6anuiIo;

R' es hidrégeno, halo, ciano, alquilo C+., alquilo C1.salquiloxicarbonilo, Ar1;

R'® es hidrégeno, alquilo C+, alquilo C1.salquiloxi o halo;

R es hidrégeno o alquilo Ci.;

Ar' es fenilo o fenilo sustituido con alquilo C4, hidroxi, amino, C4alquiloxi o halo; y

Ar? es fenilo o fenilo sustituido con alquilo C+., hidroxi, amino, C1.salquiloxi o halo.

[0052] En las formulas (1), (Il) y (Ill), R4 o R5 también puede estar unido a uno de los atomos de nitrégeno en el
anillo de imidazol. En ese caso, el hidrogeno en el nitrégeno esta sustituido por R*o R® y el significado de R* y R®
cuando se une al nitrégeno esta limitado a hidrégeno, Ar1, alquilo C1.6, hidroxiC4.salquilo, C1salquiloC+.salquiloxi, C+-
salquiloxicarbonilo, alquilo C1.6alquilS(O) alquilo C+., alquilo C16alquilS(0O)2C1.

[0053] Preferiblemente el sustituyente R'® esta situado en la posicion 5 6 7 del resto de quinolinona y el
sustituyente R' esta situado en la posicién 8 cuando R'® es sobre el 7-posicion.

[0054] Los ejemplos preferidos de los FTI son aquellos compuestos de formula (I) en la que X es oxigeno.

[0055] Ademas, los ejemplos de utiles FPTasa compuestos inhibidores son estos compuestos de formula (1) en la
que la linea de puntos representa un enlace, a fin de formar un doble enlace.

[0056] Otro grupo de compuestos ilustrativos son los compuestos de formula (1) en la que R' es hidrégeno, alquilo
C1.6,C1-6alquiloxiC+, di (alquil C1) aminoCisalquilo, o un radical de férmula-AIk1-C(=O)-R9, en donde ALK' es
metileno y R es alquilo C1_salquilamino sustituido con alquilo C1_salquiloxicarbonilo.

[0057] Todavia otro grupo de compuestos ejemplares son aquellos compuestos de formula (1) en donde R® es
hidrégeno o halo, y R%es halo, C1.salquilo, Casalquenilo, C1salquiloxi, trihalometoxi o hidroxiC1.salquiloxi.

[0058] Un grupo adicional de compuestos ilustrativos son los compuestos de formula (1) en la que R? y R® estan en
posiciones adyacentes y tomadas juntos para formar un radical bivalente de férmula (a-1), (a-2) o (a-3).

[0059] Un grupo adicional de compuestos ejemplares son aquellos compuestos de formula (1) en la que R® es
hidrégeno y R* es hidrégeno o alquilo C1.
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[0060] Sin embargo, otro grupo de compuestos ilustrativos son los compuestos de formula (1) en la que R es
hidrégeno y R® es alquilo C1.6 0 halo, preferiblemente cloro, especialmente 4-cloro.

[0061] Otro grupo de ejemplo de compuestos son aquellos compuestos de formula (1) en la que R® es hidrégeno,
hidroxi, haloC1.alquilo, hidroxiCi.salquilo, cianoC1.salquilo, CsalquiloC1-salquiloxicarbonilo, imidazolilo, o un radical
de formula-NR''R" en el que R" se hidrogeno o Cy.12alquilo y R es hidrégeno, alquilo C1., alquilo Cy.salquiloxi,
hidroxi, C1-salquiloxiC+.salquilcarbonilo, o un radical de formula-Alk’>-OR™ en el que R"es hidrégeno o alquilo C1..

[0062] Los compuestos preferidos son aquellos compuestos en donde R' es hidrégeno, alquilo C1, alquiloCi.
salquilo Cyalquiloxi, di (alquilCi.s) aminoCqsalquilo, o un radical de formula-Alk’-C (= O)-R®, en donde ALK’ es
metileno y R es alquilo Cisalquilamino sustituido con alquilo Cysalquiloxicarbonilo; R? es halo, alquilo Cq6, Co-
salquenilo, C1-salquiloxi, trihalometoxi, hidroxiC+.salquiloxi-o Ar1; R% es hidrc')gseno; R* es metilo unido al nitrégeno en
3-posicién del imidazol; RS es hidrogeno; R® es cloro; R’ es hidrogeno; R" es hidrégeno, hidroxi, hanC1.6aIc1uiIo,
hidroxiC1.salquilo, cianoC+.salquilo, C1.salquiloC+_salquiloxicarbonilo, imidazolilo, o un radical de férmula - NR'"R" en
el que R" es hidrégeno o C1.12alquilozy R es hidré%eno, alquilo Cy, alquilo Cysalquiloxi, CisalquiloxiCi.
salquilcarbonilo, o un radical de formula-Alk’-OR'® donde R™ es alquilo C1; R" es hidrégeno y R™ es hidrégeno .

[0063] Compuestos especialmente preferidos son:

4-(3-clorofenil)-6-[(4-clorofenil)hidroxi(1-metil-1H-imidazol-5-il)metil]-1-metil-2(1H)-quinolinon;
6-[amino(4-clorofenil)-1-metil-1H-imidazol-5-ilmetil]-4-(3-clorofenilo)-1-metil-2(1H)-quinolinon;
6-[(4-clorofenil)hidroxi(1-metil-1h-imidazol-5-il)metil]-4-(3-etoxifenilo)-1-metil-2(1h)-quinolinon;
6-[(4-clorofenil)(1-metil-1H-imidazol-5-il ) metil]-4-(3-etoxifenilo)-1-metil-2(1H)-quinolinona-monoclorhidrato.
Monohidrato.

6-[amino(4-clorofenil)-1-metil-1H-imidazol-5-ilimetil]-4-(3-etoxifenilo)-1-metil-2(1H)-quinolinon;
6-[amino(4-clorofenil)-1-metil-1H-imidazol-5-iljmetil]-1-metil-4-(3-propifenilo)-1-metil-2(1H)-quinolinon; un forma
estereoisdmera del mismo o un acido farmacéuticamente aceptable o una sal de adicion de base; y
(+)6-[amino(4-clorofenil)-1-metil-1H-imidazol-5-il)metil]-4-(3-propifenilo)-1-metil-2(1H)-quinolinon;(Tipifarnib;
compuesto 75 en la Tabla 1 del documento WO 97/21701), o un acido farmacéuticamente aceptable sal de adicion
del mismo.

[0064] Tipifarnib o Zarnestra ® es un IVR especialmente preferido.
[0065] También se describen compuestos de férmula (IX) en la que uno o mas de los siguientes casos:

. =X"-X%-X® es un radical trivalente de formula (x-1), (x-2), (x-3), (x-4) o (x-9) en la que cada R® es
independientemente hidrogeno, alquiloC+.s, Cssalquiloxicarbonilo, amino o arilo y R’ es hidrégeno;

. >Y'-Y2-es un radical trivalente de formula (y-1), (Y-2), (Y-3), o (Y-4) en donde cada R® es independientemente

hidrégeno, halo, carboxilo, alquilo C4.4 o C14alquiloxicarbonilo;

res0,102;

ses0o01;

tes 0;

R' es halo, alquilo C46 0 dos sustituyentes R' orto entre si en el anillo de fenilo pueden formar juntos

independientemente un radical bivalente de formula (a-1);

R%es halo;

R? es halo o un radical de férmula (b-1) o (b-3) R'® es hidrégeno o un radical de formula-Alk-OR™.

R'" es hidrégeno;

R es hidrégeno, alquilo C1., alquilo Cysalquilcarbonilo, hidroxi, Cisalquiloxi o mono-o di (alquilC1.6) aminoC.

salquilcarbonilo; Alk es Ci.salkanediyl y R™ es hidrégeno;

R* es un radical de férmula (c-1) o (c-2) en el que

R'® es hidrégeno, halo o mono-o di (alquil C1.4) amino;

R es hidrégeno o alquilo Ci.;

arilo es fenilo.

[0066] Un grupo ejemplar de compuestos esta constituido por aquellos comguestos de formula (IX) en la que =X'-
X%-X? es un radical trivalente de formula (x-1), (x-2), (x-3), (x- 4) 0 (x-9), >Y'-Y? es un radical trivalente de formula (y-
2),(Y-3)o(Y-4),res0o01,ses1,tesO, R'es halo, C14alquilo, o forma un radical bivalente de formula (a-1), R2 es
halo o alquiloC1.4, R® es hidrégeno o un radical de formula (b-1) o (-b 3), R* es un radical de formula (c-1) o (c-2), R®
es hidrégeno, alquilo Cy.4 o fenilo, R’ es hidrégeno, R® es hidrégeno o alquilo Ci., R es hidrégeno o-Alquil- OR13,
R' es hidrogeno y R" es hidrégeno o C1alquilcarbonilo y R™ es hidrégeno.

[0067] Los compuestos Prezferentes son compuestos de formula (IX) en la que =X"-X?-X* es un radical trivalente de

formula (x-1) o (x-4), >Y'-Y? es un radical trivalente de formula (y-4), res 0 0 1, s es 1, t es 0, R" es halo,
preferiblemente cloro, y lo mas preferiblemente R? cloro, es halo, preferiblemente 4-cloro o fluoro-4, R3es hidrégeno
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o un radical de férmula (b-1) o (b-31), R* es un radical de férmula (c-1) o (c- 2), R® es hidrégeno, R’ es hidrégeno, R®
es hidrégeno, R'° es hidrogeno, R'" es hidrégeno y R'? es hidrégeno.

[0068] Otros compuestos preferentes son aguellos compuestos de formula (IX) en la que =X'-X%-X? es un radical
trivalente de formula (x-2), (x-3) o (x-4), >Y'-Y? es un radical trivalente de formula (y-2), (y-3) o (y-4), ry s son 1, tes
0, R'es halo, preferiblemente cloro, y lo mas preferiblemente de 3-cloro o R'es alquilo C1.4, preferiblemente 3-metil,
R? es halo, preferiblemente cloro, y lo mas preferiblemente cloro, R® es un radical de férmula (b-1) o (b-3), R* es un
radical de formula (c-2), R® es alquilo C14, R® es hidrégeno, R™®y R"" son hidrégeno y R' es hidrégeno o hidroxi.

[0069] También se describen compuestos de férmula (1X) 7 - [(4-fluorofenil) (1H-imidazol-1-il) metil]-5-
fenilimidazo[1,2-a] quinolina;

a-(4-clorofenil
5-(3-clorofenil
5-(3-clorofenil
5-(3-clorofenil
5-(3-clorofenil
5-(3-clorofenil
5-(3-clorofenil
5-(3-clorofenil

-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-5-fenilimidazo[1,2-a]quinolina-7-metanol;
-a-(4-clorofenil)-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-imidazo[1,2-a]quinolina-7-metanol;
-a-(4-clorofenil)-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-imidazo[1,2-a]quinolina-7-metanamina;
-a-(4-clorofenil)-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-tetrazolo[1,5-a]quinolina-7-metanamina;
-a-(4-clorofenil)-1-metil-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-1,2,4-triazolo[4,3-a]quinolina-7-metanol;
-a-(4-clorofenil)-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-tetrazolo[1,5-a]quinolina-7-metanamina;
-a-(4-clorofenil)-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-tetrazolo[1,5-a]quinazolina-7-metanol;
-a-(4-clorofenil)-4,5-dihidro-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il}-tetrazolo[1,5-a]quinolina-7-metanol;
5-(3-clorofenil)-a-(4-clorofenil)-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-tetrazolo[1,5-a]quinazolina-7-metanamina;
5-(3-clorofenil)-a-(4-clorofenil)-N-hidroxi-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-tetrahidro[ 1,5-a]quinolina-7-metanamina;
a-(4-clorofenil)-a-(1-metil-1H-imidazol-5-il)-5-(3-metilfenilo)tetrazolo[1,5-a]quinolina-7-metanamina; las sales
farmacéuticamente aceptables de adicion de acido y las formas estereoquimicamente isoméricas de los mismos.

e T

[0070] Son especialmente preferidos 5 - (3 - clorofenil) - all- (4 - clorofenil) - al1- (1 — metil - 1H — imidazol — 5 -il)
tetrazolo [1,5 - a] quinazolina — 7 - metanamina, en especial el enantiémero (-), y sus sales de adicién de acido
farmacéuticamente aceptables.

[0071] Tal como se utiliza en las definiciones que anteceden y en lo sucesivo, "halo" incluye fluoro, cloro, bromo y
yodo; "C1.6 alquilo" abarca radicales lineales y ramificados hidrocarbonados saturados de cadena que tienen de 1 a 6
atomos de carbono tales como, por ejemplo, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo y similares; "alquilo C1.g"
abarca los lineales y ramificados radicales hidrocarbonados saturados de cadena como se define para alquilo C1.s,
asi como los homdlogos superiores de los mismos que contienen 7 u 8 atomos de carbono, tales como heptilo u
octilo ; "Cy.1zalquilo” también comprende alquilo C1.s y sus homologos superiores que contienen de 9 a 12 atomos de
carbono, tales como nonilo, decilo, undecilo, dodecilo; "C1.1ealquil" abarca igualmente Ci.12alquilo y los homologos
superiores que contienen 13 a 16 atomos de carbono, tales como tridecilo, tetradecilo, hexadecilo y pentedecyl;
"alquenilo C.¢" incluye radicales de cadena lineal y ramificada de hidrocarburo que contienen un doble enlace y que
tienen de 2 a 6 atomos de carbono, tal como etenilo, 2-propenilo, 3-butenilo, 2-pentenilo, 3-pentenilo, 3-metil-2-
butenilo, y similares, y "Cisalkanediyl" abarca bivalentes lineales y ramificados radicales hidrocarbonados saturados
de cadena que tienen de 1 a 6 atomos de carbono, tal como metileno, 1 ,2-etanodiilo, 1,3 propanodiilo, 1,4-
butanedilo, 1,5-pentanodilo, 1,6 hexanodilo y sus isémeros ramificados. El término "C (= O)" se refiere a un grupo
carbonilo, "S (O)" se refiere a un sulféxido, y "S (O) 2" se refiere a una sulfona. El término "aminoacido natural" se
refiere a un aminoacido natural que esta unido mediante un enlace amida covalente formado por la pérdida de una
molécula de agua entre el grupo carboxilo del aminoacido y el grupo amino del resto de la molécula (ejemplos de
aminoacidos naturales son glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina, triptéfano,
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina, acido aspartico, acido glutamico, lisina, arginina, e
histidina).

[0072] EIl acido farmacéuticamente aceptables o sales de adicion de base como se ha mencionado anteriormente
se entiende que comprenden la terapéuticamente activas y no téxicas de acido no téxicas y formas de sal de adicién
de base que los compuestos de formulas (1), (1), (111, (1V), (V), (VI), (VII), (VIII) o (IX) son capaces de formar. Los
compuestos de formulas (1), (I1), (111), (IV), (V), (VI), (VII), (V1) o (IX) que tienen propiedades basicas se pueden
convertir en su farmacéuticamente aceptable sales de adicién de acido por tratamiento de la forma de base con un
acido apropiado. Los acidos apropiados incluyen, por ejemplo, acidos inorganicos tales como hidracidos
halogenados, por ejemplo, acido clorhidrico o bromhidrico; sulfurico, nitrico, fosférico y similares; o acidos organicos,
tales como acido acético, propanoico, hidroxiacético, lactico, pirdvico, oxalico, malénico, succinico (es decir acido
butanodioico), maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-
toluenosulfonico, ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico, pamoico y los acidos afines.

[0073] Los compuestos de férmulas (1), (II), (111), (IV), (V), (VI), (VII), (VIII) o (IX) que tienen propiedades acidas se
pueden convertir en sus sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables por tratamiento de la forma acida
con una base organica o inorganica apropiada. Las formas de sales de base apropiadas comprenden, por ejemplo,
las sales de amonio, las sales de metales alcalinos y alcalinotérreos, por ejemplo, de litio, sodio, potasio, magnesio,
calcio y similares, sales con bases organicas, por ejemplo, las sales de benzatina, N — metil — D - glucamina, sales
de hidrabamina, y sales con aminoacidos, por ejemplo, arginina, lisina y similares.
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[0074] Sales de adicion de acido y de base comprenden también los hidratos y las formas de adicion de disolvente
que los compuestos de férmulas (1), (1), (111), (1V), (V), (VI), (VII), (VIII) o (IX) son capaces de formar. Ejemplos de
dichas formas son, por ejemplo, hidratos, alcoholatos y similares.

[0075] Los compuestos de formula (11), (1), (IV), (V), (VI), (VII), (VIII) o (IX), como se usa aqui anteriormente,
abarcan todas las formas estereoquimicamente isémeras de las férmulas representadas estructural (todos los
compuestos posibles constituidos por los mismos atomos unidos por la misma secuencia de enlaces pero que tienen
diferentes estructuras tridimensionales que no son intercambiables ). A menos que se mencione o indique lo
contrario, la designacion quimica de un compuesto se debe entender como que abarca la mezcla de todas las
formas estereoquimicamente isbmeras posibles que el compuesto pueda poseer. Dicha mezcla puede contener
todos los diasteredmeros y / o enantiomeros de la estructura molecular basica del compuesto. Todas las formas
estereoquimicamente isdmeras de los compuestos de formula (I1), (1I1), (1V), (V), (VI), (VII), (VIII) o (IX) tanto en forma
pura o en mezcla unos con otros estan destinadas a ser abarcadas dentro del alcance de las formulas
representadas.

[0076] Algunos de los compuestos de formulas (I1), (1), (IV), (V), (VI), (VII), (VIII) o (IX) pueden existir también en
sus formas tautdémeras. Tales formas, aunque no se muestra explicitamente en la férmula anterior, se pretende que
estén incluidas dentro del alcance de la misma.

[0077] Por lo tanto, a menos que se indique lo contrario en lo sucesivo, el término "compuestos de férmula (1), (Il),
(1, (1v), (V), (v, (VI), (VIII) o (IX)” se entiende que incluye también el acido farmacéuticamente aceptable o sales
de adicion de base y todas las formas estereoisoméricas y tautoméricas.

[0078] Otros inhibidores de la farnesiltransferasa descritos incluyen Arglabin, alcohol perrilyl, SCH 66336, 2 (S) - [2
(S) - 2 [(R)-amino-3-mercapto] propilamino-3 (S)-metil]-pentiloxi-3 -fenilpropionil-metionina sulfona (Merck); L778123,
BMS 214662, Pfizer compuestos A y B descritos anteriormente. Las dosis adecuadas o cantidades terapéuticamente
eficaces para el Arglabin compuestos (W098/28303), perrilyl alcohol (WO 99/45712), SCH-66336 (EE.UU.
5.874.442), L778123 (WO 00/01691), 2 (S) - [2 (S ) - [2 (R)-amino-3-mercapto] propilamino-3 (S)-metil]-pentiloxi-3-
fenilpropionil-metionina sulfona (W094/10138 BMS 214662 (WO 97/30992), Pfizer compuestos Ay B (WO 00/12499
y WO 00/12498) se dan en las especificaciones de patente publicadas o son conocidos o se pueden determinar
facilmente por una persona experta en la técnica.

[0079] Una variedad de inhibidores de la farnesiltransferasa se pueden preparar y formular en composiciones
farmacéuticas mediante métodos descritos en la técnica, tales como las publicaciones citadas en la presente
memoria. Por ejemplo, para los compuestos de formulas (1), y (lll) los ejemplos adecuados se pueden encontrar en
WO-97/21701. Los compuestos de férmulas (1V), (V) y (VI) pueden prepararse y formularse usando métodos
descritos en el documento WO 97/16443, los compuestos de férmulas (VII) y (VIII) de acuerdo con los métodos
descritos en el documento WO 98/40383 y WO 98/49157 y los compuestos de formula (1X) de acuerdo con los
métodos descritos en el documento WO 00/39082, respectivamente. Tipifarnib (R115777) y su enantiomero menos
activo puede ser sintetizado por métodos descritos en el documento WO 97/21701.

[0080] Para preparar las composiciones farmacéuticas anteriormente mencionadas, una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto particular, opcionalmente en forma de sal de adicién, como el ingrediente
activo se combina o se mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, vehiculo, o diluyente, que puede
tomar una amplia variedad de formas dependiendo en la forma de preparacion deseada para la administracion.
Estas composiciones farmacéuticas se encuentran deseablemente en forma de dosificacion unitaria adecuada,
preferiblemente, para administracién sistémica tal como administracién oral, percutanea, o parenteral, o
administracion tépica, tal como mediante inhalacion, un aerosol nasal, gotas oculares o mediante una crema, gel,
champu o similares. Por ejemplo, en la preparacion de las composiciones en forma de dosificacion oral, cualquiera
de los medios farmacéuticos usuales pueden ser empleados, tal como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites,
alcoholes y similares en el caso de preparaciones liquidas orales tales como suspensiones, jarabes , elixires y
soluciones; o vehiculos sélidos tales como almidones, azucares, caolin, lubricantes, aglutinantes, agentes
disgregantes y similares en el caso de polvos, pildoras, capsulas y tabletas.

[0081] Debido a su facilidad de administracion, tabletas y capsulas representan una forma preferida de dosificacion
oral unitaria, en cuyo caso farmacéuticas portadores sélidos se emplean obviamente. Para composiciones
parenterales, el vehiculo comprendera usualmente agua estéril, al menos en gran parte, aunque otros ingredientes,
por ejemplo, para ayudar a la solubilidad, pueden ser incluidos. Las soluciones inyectables, por ejemplo, se pueden
preparar en las que el vehiculo comprende solucién salina, solucion de glucosa o una mezcla de solucion salina 'y
solucion de glucosa. Soluciones inyectables que contienen compuestos de férmula (1) pueden formularse en un
aceite para accion prolongada. Los aceites apropiados para este fin son, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de
sésamo, aceite de semilla de algoddn, aceite de maiz, aceite de soja, ésteres sintéticos de glicerol de acidos grasos
de cadena larga y mezclas de estos y otros aceites.

[0082] Las suspensiones inyectables también se pueden preparar en la que las compaiias de casos liquidos
apropiados, agentes de suspension y similares pueden ser empleados. En las composiciones adecuadas para
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administracion percutanea, el vehiculo comprende opcionalmente un agente mejorador de la penetracién y / o un
agente humectable adecuado, opcionalmente combinado con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en
proporciones minoritarias, aditivos que no causan ningun efecto deletéreo significativo en la piel. Dichos aditivos
pueden facilitar la administracion a la piel y / o pueden ser utiles para preparar las composiciones deseadas. Estas
composiciones se pueden administrar de diversas maneras, por ejemplo, como un parche transdérmico, como una
aplicacion local o como una pomada. Segun sea apropiado, las composiciones para aplicacion topica pueden incluir
todas las composiciones empleadas usualmente para la administracion de farmacos por via tépica, por ejemplo,
cremas, geles, apositos, champus, tinturas, pastas, unglientos, pomadas, polvos y similares. La aplicacion de dichas
composiciones puede ser por aerosol, por ejemplo con un. propelente tal como nitrégeno, didxido de carbono, un
fredn, o sin un propelente tal como un pulverizador de bomba, gotas, lociones, o un semisélido tal como una
composicion espesada que puede ser aplicada por un hisopo En particular, las composiciones semisdlidas tales
como pomadas, cremas, geles, ungientos y similares se utilizan convenientemente.

[0083] Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en
forma de dosificacion unitaria para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. Unidad de dosificacion o
forma unitaria se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias, conteniendo
cada unidad una cantidad predeterminada de ingrediente activo calculada para producir el efecto terapéutico
deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. Ejemplos de tales formas unitarias de dosificacion
son tabletas (incluyendo tabletas ranuradas o recubiertas), capsulas, pildoras, paquetes de polvos, pastillas,
soluciones o suspensiones inyectables, cucharaditas, cucharadas y similares, y multiplos segregados de las mismas.

[0084] Un compuesto farnesiltransferasa inhibir o una composicion que contiene dicho compuesto se utiliza en un
uso terapéutico de la invencidn para tratar un sujeto diagnosticado con, o que sufre de un trastorno o afeccién
mediada a través de la inhibicion de farnesiltransferasa. Tratamientos de acuerdo con la invenciéon comprenden
administrar a un sujeto una cantidad eficaz de un IVR o de composicién que contiene un FTI para tratar el trastorno o
afeccion. El término "tratar" o "tratamiento” como se usa aqui, pretende referirse a la administracién de un
compuesto o composicién a un sujeto en necesidad de tratamiento con el fin de efectuar un beneficio terapéutico o
profilactico deseado a través de la inhibicion de la actividad de farnesiltransferasa. El tratamiento incluye invertir,
mejorar, aliviar, inhibir el progreso de, reducir la gravedad de, o prevenir un trastorno o afeccién, o uno o mas
sintomas de tal trastorno o afeccion. El término "sujeto" se refiere a un paciente mamifero, tal como un humano.

[0085] En un método de tratamiento, una cantidad eficaz de un compuesto o composicion TFI se administra a un
paciente que sufre de o diagnosticados con el trastorno o condicion especificada. Una "cantidad eficaz" significa una
cantidad o dosis generalmente suficiente para producir el beneficio terapéutico o profilactico deseado en sujetos
sometidos a tratamiento.

[0086] Las cantidades efectivas o dosis de los agentes de la presente invencion puede determinarse por métodos
rutinarios tales como modelado, estudios de aumento de dosis o pruebas clinicas, y tomando en consideracion
factores rutinarios, por ejemplo, el modo o via de administracion o la administracion de farmacos, la farmacocinética
del agente, la gravedad y el curso del trastorno o afeccion, la terapia previa o en curso del sujeto, el estado de salud
del sujeto y la respuesta a los farmacos, y el juicio del médico tratante. Una dosis ejemplar se encuentra en el
intervalo de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 200 mg por kg de peso corporal del sujeto por dia,
preferiblemente aproximadamente 0,05 a 100 mg / kg / dia, o aproximadamente 1 a 35 mg / kg / dia, en unica o
dividida unidades de dosificacion (por ejemplo, BID, TID, QID). Para un humano de 70 kg, una cantidad de
dosificacion ilustrativa es de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 7 g / dia, o aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 2,5 g / dia.

[0087] Para comprender mejor e ilustrar la invencion y sus realizaciones ejemplares y ventajas, se hace referencia
a la siguiente seccion experimental.

EXPERIMENTALES

[0088] En los estudios de los efectos siguientes, in vitro e in vivo, de una estatina (simvastatina) se comparan con
los de la IVR, tipifarnib (R115777, Zarnestra™), un inhibidor potente, oralmente activo. Los resultados confirman que
algunos, pero no todos, de los efectos anti-inflamatorios de las estatinas son mediados a través de la inhibicion de la
farnesilacion de proteinas. Tipifarnib mostré claramente la inhibicion global de la inflamacién inducida por LPS in
vitro e in vivo.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

[0089] Reactivos quimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Simvastatina (forma activa) se
adquirieron de Calbiochem (La Jolla, CA). Tipifarnib (R115777) y su enantidmero menos activo se obtuvieron de
Johnson & Johnson Pharmaceutical Research & Development, LLC. Humanos células THP-1 se obtuvieron de la
American Type Culture Collection (Manassas, VA). RPMI-1640 medio de cultivo celular y penicilina estreptomicina se
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obtuvieron de Sigma-Aldrich, y suero bovino fetal (FBS) de Gibco / Invitrogen (Carlsbad, CA). LPS fue de Sigma-
Aldrich.

Cultivo celular

[0090] THP-1 células fueron cultivadas en medio RPMI 1640, suplementado con 10% FBS/100 unidades / ml de
estreptomicina Penicillin/10 mg / ml a 37 ° C, bajo 5% de CO-. Los componentes en el medio fueron todos probados
para la contaminacion por endotoxinas y demostrado que contienen menos de 0,3 unidades de endotoxina / ml. Para
el aislamiento de ARN, THP-1 células fueron cosechadas y lavadas dos veces con PBS, después se resuspendieron
en 4.5x105/ml en 20 ml de RPMI 1640 que contenia 0,5% de FBS / 100ng/ml LPS y simvastation (10uM), o tipifarnib
(5uM). Para el grupo de control no tratado (sin LPS, sin compuesto) y LPS solo grupo, volimenes equivalentes de
DMSO se afiadieron al medio. Las células se cultivaron a 37°C y los sedimentos se recogieron en Ohr, 1 hora, 3
horas, 6 horas, 12 horas y 24 horas. Los sedimentos celulares se almacenaron a -80°C si el aislamiento de ARN no
se llevd a cabo inmediatamente. Para los experimentos para estudiar la secrecién de citoquinas en sobrenadantes
de cultivo, células THP-1 se lavaron dos veces con PBS, se resuspendieron en 3,4 x 105/ml y se cultivaron en
placas de 96 pocillos a 250 ml por pocillo a 37°C. Las células se cultivaron en medio que contiene 0,5% de FBS /
RPMI 1640, en la ausencia o presencia de LPS 100ng/ml y simvastatina (5uM y 10 pM), o tipifarnib (2uM y 5 uM).
Los sobrenadantes se recogieron en diferentes puntos de tiempo, como se indica en las figuras y se mantuvieron a
<-20°C hasta el analisis de la produccién de citoquinas.

Aislamiento de ARN

[0091] ARN total fue aislado utilizando RNeasy mini kit de Qiagen (Valencia, CA) segun las instrucciones del
fabricante. Las muestras de ARN se almacenaron a -80 ° C.

Microarray experimentos y analisis de datos

[0092] Cinco ug de RNA total se amplifico linealmente a ADNc de doble cadena utilizando T7 basada en la
amplificacion. EI cDNA fue purificado utilizando el QlAquick 96 kit de purificacion de PCR (QIAGEN Valencia, CA), y
se utiliza para generar amplificado (a) ARN utilizando AmpliScribe T7 Kit ™ High Yield Transcripcion (Epicentre,
Madison, WI). Diez mg de ARNa purificada se transcribié de forma inversa a cDNA utilizando el SuperScript RTII kit
(Invitrogen) y marcado por incorporacion directa de Cy3-dCTP. La sonda de cDNA generada se utiliza para hibridar
con microarrays de ADNCc.

[0093] Los microarrays de cDNA humanos eran hechos a medida como se ha descrito anteriormente (Peterson KS
2004), y contenia aproximadamente 8.000 genes humanos y tecnologias ecolégicamente racionales. Cada clon fue
descubierto por duplicado en la matriz. Preparacion de ARN, sintesis de la sonda de cDNA y la hibridacion se
realizaron como se describe por Shaw et al. (Shaw KJ 2003).

[0094] La normalizacion de datos y la preparacion se realizé como se ha descrito previamente (Peterson KS 2004).

[0095] Los genes fueron seleccionados como LPS-regulado si las proporciones entre LPS tratados y no tratados
con muestras fueron mayores que 1,5-veces en mas de dos puntos de tiempo. Genes que son regulados ademas
por la estatina o FTI se seleccionaron si su expresion era de al menos 40% inferior, en uno o mas puntos de tiempo,
para el tratamiento por LPS y una estatina, o LPS y FTI, frente a LPS solo. Después de eliminar la redundancia,
hubo 22 genes seleccionados como LPS-inducida por los genes que fueron inhibidas por el tratamiento con estatinas
o IVR.

Transcriptasa reversa y PCR en tiempo real cuantitativa

[0096] De dos a tres microgramos de DNasa tratados ARN total fueron transcritas inversa a ADNc usando el
Transcriptor First Strand cDNA Kit de Sintesis (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN) segun las
instrucciones.

[0097] PCR en tiempo real se llevé a cabo con el LightCycler FastStart DNA MasterPlus kit SYBR Green | (Roche
Diag — néstico) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El volumen final de 20 pl contiene: 4 uM MgCl,, 0,5
UM de cada cebador, mezcla de 2 pl Maestro y 2 ul de cDNA.

[0098] El perfil de PCR fue como sigue: (i) desnaturalizacion a 90°C durante 10 min. (li) 45 ciclos de 0 s a 95°C, 5
s a 54-58°C (dependiendo de la Tm de los cebadores), 6-16s (determinado por la longitud del amplicén) a 72°C. (lii)
las curvas de fusion de 0 s a 95°C, 15s a 65°C y s 0 a 95°C. (lv) el enfriamiento a 40°C durante 30s. Las tasas de
transicion fueron: 20°C / s para todas las etapas excepto 0,1°C / s para 95°C segmento 3 de las curvas de fusion.

[0099] Para el analisis de datos, el ajuste de linea de base se llevo a cabo en el "aritmética" el modo, y el analisis

de la curva de fluorescencia se llevé a cabo en el "segundo maximo de la derivada" modo de la LightCycler ™
software (Version 3,5).
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[0100] Los cebadores utilizados para la PCR en tiempo real fueron como sigue (5 'a 3'):

IL-1B sentido, GGATAACGAGGCTTATGTGCACG (SEQ ID NO: 1);
antisentido, GGACATGGAGAACACCACTTGTTG (SEQ ID NO: 2).
MCP-1 sentido, AGCCAGATGCAATCAATGCCC (SEQ ID NO: 3);
antisentido, CCTTGGCCACAATGG'FCTTGAA (SEQ ID NO: 4).
MMP-9 sentido, ACCGCTATGGTTACACTCGG (SEQ ID NO: 5);
antisentido, AGGGACCACAACTCGTCATC (SEQ ID NO: 6).

IL-8 sentido, CTGATTTCTGCAGCTCTGTGTGAA (SEQ ID NO: 7);
antisentido, TGGCATCTTCACTGATTCTTGGA (SEQ ID NO: 8).
STAT1 sentido, TTCAGAGCTCGTTTGTGGTG (SEQ ID NO: 9);
antisentido, AGAGGTCGTCTCGAGGTCAA (SEQ ID NO: 10).
MyD88 sentido, TGGGACCCAGCATTGAGGAGGATT (SEQ ID NO: 11);
antisentido, AAACTGGATGTCGCTGGGGCAA (SEQ ID NO: 12).
IL6 sentido, TGGATTCAATGAGGAGACTTGC (SEQ ID NO: 13);
antisentido, CAGGAACTGGATCAGGACTT (SEQ ID NO: 14).

En experimentos in vivo

[0101] Los experimentos se realizaron en ratones BALB / ¢ hembra (6-7 semanas de edad, Charles River
Laboratories, Inc. MA). Simvastatina y tipifarnib se disolvieron en 20% ciclodextrano a una concentracion de 10 mg /
ml y administrado por via oral a ratones a una dosis de 50mg/kg a las 24 horas, 17 horas y 1 hora antes de la
inyeccion de LPS. Los ratones de control recibieron el vehiculo (20% ciclodextrano) solamente. 20 ug de LPS
(Sigma), diluido en PBS, se inyect6 intraperitonealmente en cada raton. Las muestras de sangre se recogieron ya
sea por sangrado ocular o puncion cardiaca a 1y 2 horas después de la inyeccion de LPS en un experimento, y a
las 2 y 3 horas después de la inyeccion de LPS en un segundo experimento. Las muestras de plasma se recogieron
por centrifugacion, y se almacenaron a <-20°C antes de ser ensayadas para citoquinas utilizando kits ELISA
individuo o analisis Luminex (ver mas abajo).

Cytokine ensayo por ELISA

[0102] Humano-6 IL, IL8, IL1B, MCP-1, MMP-9, y el ratén IL-6, IL 8, TNF-a, MCP-1 e IL-18 se midi6 con kits de
ELISA (R & D Systems) segun las instrucciones del fabricante .

Cytokine ensayo por Luminex

[0103] Las muestras se analizaron para las citoquinas utilizando el kit de citoquinas Bio-Plex ensayo (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, 50 pl de citoquinas anti-anticuerpos
conjugados perlas se afiadieron a pocillos de una placa de filtro pre-equilibrada con tampdn de ensayo. Las perlas
se lavaron, a continuacion, 50 ul de sobrenadante de cultivo celular sin diluir o 4 pliegue muestras de plasma diluido
se afadieron y se incubaron durante 2 horas. Biotina anti-citoquina con un anticuerpo (25 pl) se afadi6 a cada
pocillo y la placa se incubd con agitacion durante 1,5 horas. Estreptavidina-PE (50 ul) se afiadio a cada pocillo y la
placa se incubd con agitacion durante 45 min. entre una incubacion, los pocillos se lavaron 3 veces con 100 pl de
tampon de lavado y analitos no unidos se filtraron usando un colector de vacio. Tras el ultimo lavado, 125 pl de
tampodn de ensayo se afiadid a cada pocillo y la placa se colocé en un agitador durante 10 min. La placa se leyé en
un instrumento Luminex'® (Luminex Corporation, Austin, TX) segun las instrucciones del fabricante. La
concentracion de citocinas se determind a partir de una curva patréon ensayada al mismo tiempo.

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

[0104] La sangre heparinizada humana (25 ml) de un donante sano se sobrepuso en unos tubos de 50 ml cénicos
que contienen 20 ml de Ficoll-Paque y se centrifugé durante 20 min a 2000 rpm a temperatura ambiente y después
se dejo detener sin usar el freno de la centrifuga. La capa superior se aspird, dejando la capa de células
mononucleares sin perturbaciones en la interfaz. Las células se trasladen a la atenciéon de un nuevo tubo de 250 ml
conico. El tubo coénico se llend con PBS, se mezclo y se centrifugd a 1500 rpm durante 15 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue cuidadosamente y completamente eliminado. El sedimento celular se resupended en
50 ml de PBS vy se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Esta etapa de lavado se repitié una vez mas. Las
células se contaron y se resuspendieron las células en 1.7x10%ml en baja endotoxina RPMI1 640/10% de FBS.

LPS / Tipifarnib tratamiento de PBMC humanas
[0105] Humana PBMC (180 ml en 1.7x106/ml) se pipetearon en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. 10 ul de
tipifarnib (R115777) o su enantidmero menos activo (100-veces menos activo para la inhibicion de farnesil) se

afadieron a hacer final de concentraciones de 5 mM y 2 mM. Las células se incubaron a 37 ° C, bajo 5% de CO2
durante 1 hora, luego 10 ml de LPS (diluido en medio) se afiadieron por pocillo para llegar a una concentracion final
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de 10ng/ml. Las células se cultivaron a 37 ° C, bajo 5% de CO2. Se recogieron los sobrenadantes a las 16 horas, 24
horas y 40 horas de tratamiento con LPS e IL-6 secrecion cuantifico.

NF-xB ensayos de gen reportero

[0106] Las células HEK293 se transfectaron con el plasmido de NF-B-LH (Biomyx) usando Lipofectamine 2000, y
los clones estables se seleccionaron por cultivo en higromicina (176 pg / ml). Los resultantes NF-KB-LH-
transfectadas las células fueron sembradas en DMEM/10% de FCS en placas de 96 pocillos para su uso en ensayos
de reportero de luciferasa. Al dia siguiente, las células fueron tratadas con tipifarnib durante 18 horas, luego se
estimularon con TNF-a (10ng/ml) durante 4 horas, después de lo cual la actividad de NF-kB se midié usando el
sistema del Steady-Glo ® luciferase ensayo (Promega) . NF-KB activacion se calculd como el pliegue de induccion
por TNF-a muestras de control sobre no estimuladas.

SDS-PAGE y Western blot

[0107] Células THP-1 en 0,5% de FBS / RPMI fueron pre-tratados con o sin tipifarnib durante 18 horas, y
posteriormente se estimularon con LPS (100ng/ml), TNF-a (10ng /ml) o IL-1a-(5 ng/ml) durante 30 minutos. Las
células se recogieron, se lavaron tres veces en PBS enfriado en hielo, y se lisaron en tampodn de lisis (20 mM Tris
(pH 7,5), 150 mM NaCl, | mM EDTA, EGTA mM, 1% Triton X-100, 2,5 mM pirofosfato sédico, 1 mM de B-
glicerofosfato, 1 uM de NazVOs4, 1 mg / ml de leupeptina, 1 mM PMSF). Los lisados celulares de cada muestra se
mezcla con una cantidad igual de tampon 2x muestra SDS-PAGE (Invitrogen), y las proteinas se separaron por
electroforesis en geles de Tris-glicina de gradiente 10-20% (Novex), y se transfirieron a membranas de celulosa nitro
= ( Protran; Schleicher & Schuell). Las membranas se bloquearon con 3% de BSA en PBS-0.05% Tween-20, y
secuencialmente se incubaron con anticuerpos primarios y HRP-conjugado con anticuerpos secundarios (anti IgG de
conejo o anti-raton 1gG e IgM; PIERCE), seguido por la deteccion ECL ( Amersham Biosciences). Los anticuerpos
primarios utilizados fueron conejo policlonal anti-KBA, k-$38 (Santa Cruz), anticuerpo monoclonal de raton anti-H-
Ras (Chemicon), monoclonal de ratén anti-fosfo-p38 y policlonal de conejo anti-fosfo-Erk (Tecnologia de
Sefalizacion Celular) .

Resultados Efecto de la simvastatina y tipifarnib de la transcripciéon génica inducida por LPS.

[0108] EIl analisis inicial de los efectos globales para simvastatina y tipifarnib en la transcripcion de genes
inflamatorios eran realizados por cDNA microarray analisis de muestras de ARN a partir de células THP-1, tratadas
con LPS, en la presencia o ausencia de simvastatina o tipifarnib, respectivamente. De los 121 genes que muestran
al menos 1,5 veces la induccién por LPS a 2 puntos de tiempo, 37 mostraron al menos 1,5 veces la disminucion en
la induccién por uno o ambos farmacos, en uno o mas puntos de tiempo (véanse las Tablas 1a, 1b, 1ey 1d a
continuacion). Con estos criterios, la simvastatina mostré regulacion a la baja de 15, y de 34 tipifarnib, LPS-inducida
transcripciones. Incluido en los genes regulados por los farmacos fueron quimiocinas (MCP-1 y -2), citoquinas (IL-
18), genes de interferén via, (STAT-1, interferdn 31), receptores (receptor de uroquinasa) y proteasas ( MMP-9).

Cuadro 1.a
Numero de acceso | Nombre Gen Descripcion de gen
NM_002982 CCL2 monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1)
NM_005623 CCL8 monocyte chemotactic protein 2 (MCP-2)
NM_002983 CCL3 small inducible cytokine A3 (homologous to mouse Mip-1a) (SCYA3)
NM_002984 CCL4 small inducible cytokine A4 (homologous to mouse

Mip-1b) (SCYA4)

NM_005409 CXCL11 small inducible cytokine subfamily B, member 11 (SCYB11)
NM_000584 IL8 interleukin 8

NM_000576 IL1B interleukin 1, beta

NM_+000577 IL1RN interleukin-1 receptor antagonist

NM_002852 PTX3 pentaxin-related gene, rapidly induced by IL-1B
NM_007315 STAT1 signal transducer and activator of transcription 1
NM_002176 IFNB1 interferon, beta 1, fibroblast

NM_005531 IF116 interferon, gamma-inducible protein 16
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NM_001548 IFIT1 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1
NM_002462 MX1 myxovirus (influenza) resistance 1
NM_000598 IGFBP3 insulin-like growth factor-binding protein-3 gene
NM_053056 CCND1 cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1)
NM_002965 S100A9 S100 calcium-binding protein A9 (calgranulin B)
NM_003897 IER3 immediate early response 3
MM_002468 MYD88 myleoid differentiation primary response protein
NM_002502 NFKB2 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2
NM_000593 TAP1 transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)
NM_000544 TAP2 transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)
NM_007188 ABCBS8 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 8
NM 031460 KCNK17 potassium channel, subfamily K, member 17 (TASK-4)
NM_002659 PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor
NM_004054 C3AR1 C3a anaphylatoxin chemotactic receptor (C3a-R)
NM_004048 B2M beta-2-microglobulin
NM_015907 LAP3 leucine aminopeptidase
NM_004994 MMP9 type IV collagenase, matrix metalloproteinase 9
NM_000362 TIMP3 tissue inhibitor of metalloproteinase 3
NM_006074 TRIM22 tripartite motif-containing 22
NM_004223 UBE2L6 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6
NM_144573 NEXN nexilin (F actin binding protein)
NM_021634 LGR7 leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 7
NM_198066 GNPNAT1 glucosamine-phosphate N-acetyltransferase 1
NM_002346 LYGE lymphocyte antigen 6 complex, locus E
Tabla1.b
Factor de cambio (LPS vs control)
Numero de acceso Nombre gen
1hr 3hr 6hr 2hr 24hr
NM_002982 CCL2 1.00 1.41 9.8 9.85 21.11
NM_005623 CCL8 1.00 1.00 3.48 2.30 3.7
NM_002983 CCL3 1.32 4.92 6.06 4.29 7.46
NM_002984 CCL4 1.32 5.28 8.00 5.66 6.96
NM_005409 CXCL11 1.00 1.15 7.46 3.03 2.30
NM_000584 IL8 1.41 8.00 6.06 22.63 | 22.63
NM_000576 IL1B 1.41 5.66 8.00 6.96 8.00
NM_000577 IL1RN 1.07 1.00 3.25 1.87 4.29
NM_002852 PTX3 -1.07 2.00 4.00 3.03 3.48
NM_007315 STAT1 -1.23 1.15 4.29 3.73 4.29
NM_002176 IFNB1 1.07 1.23 3.25 6.06 1.87
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NM_005531 IF116 -1.07 1.00 1.74 2.00 2.83
NM_001548 IFIT1 1.00 1.07 2.83 2.83 3.03
NM_002462 MX1 1.00 1.07 4.92 3.03 3.25
NM_000598 IGFBP3 1.00 1.15 1.62 4.00 7.46
NM_053056 CCND1 1.00 1.07 1.23 1.74 2.00
NM_002965 S100A9 -1.07 -1.07 1.00 1.52 1.74
NM_003897 IER3 1.23 1.41 1.87 2.00 2.14
NM_002468 MYD88 1.00 1.07 3.25 1.74 1.74
NM_002502 NFKB2 1.07 1.41 2.83 2.46 1.52
NM_000593 TAP1 1.23 1.32 4.92 2.14 1.74
NM_000544 TAP2 1.07 1.07 2.00 1.87 1.41
NM_007188 ABCB8 1.00 1.00 2.30 1.52 1.52
NM_031460 KCNK17 1.07 1.23 3.03 1.52 2.00
NM_002659 PLAUR -1.07 1.15 1.62 1.87 3.25
NM_004054 C3AR1 -1.07 1.15 2.00 2.30 3.48
NM_004048 B2M -1.07 1.07 1.62 1.52 2.14
NM_015907 LAP3 -1.07 1.00 2.46 2.30 4.00
NM_004994 MMP9 -1.07 -1.07 1.52 3.48 13.93
NM_000362 TIMP3 NA NA 2.46 -1.41 -2.00
NM_006074 TRIM22 1.00 1.00 2.83 3.03 2.83
NM_004223 UBE2L6 1.00 -1.07 5.28 5.28 4.59
NM_144573 NEXN 1.00 1.00 2.00 1.52 1.52
NM_021634 LGR7 1.07 -1.07 1.62 1.52 1.87
NM_198066 GNPNAT1 1.00 1.00 3.25 2.14 1.74
NM_002346 LYGE 1.15 1.00 3.03 3.73 5.28
Tabla1.c
Factor de cambio (simvastatin/LPS vs LPS)
Numero de acceso | Nombre Gen

1hr 3hr 6hr 12hr | 24hr
NM_002982 CCL2 1.00 -1.23 -1.62 -2.14 NA
NM_005623 CCL8 -1.07 -1.07 -1.32 -1.52 -1.23
NM_002983 CCL3 1.15 1.00 -1.62 -1.15 1.41
NM_002984 CCL4 -1.07 1.74 -1.32 -1.15 1.41
NM_005409 CXCL11 1.00 1.00 -1.15 1.32 -1.32
NM_000584 IL8 -1.15 -1.23 -1.07 -1.74 1.23
NM_000576 IL1B 1.00 -1.15 -1.62 -2.14 -2.00
NM_000577 IL1RN -1.15 -1.07 -1.15 -1.07 -1.62
NM_002852 PTX3 -1.07 -1.07 -1.07 -1.23 1.23
NM_007315 STAT1 1.07 1.07 -1.32 1.07 -1.52
NM_002176 IFNB1 -1.15 -1.15 1.23 -1.87 -1.23
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NM_005531 IFI16 1.00 1.00 1.00 -1.07 -1.32
NM_001548 IFIT1 1.00 1.00 1.00 -1.07 -1.15
NM_002462 MX1 1.00 1.07 -1.15 1.23 -1.41
NM_000598 IGFBP3 1.00 1.07 1.00 1.15 1.07
NM_053056 CCND1 -1.07 1.00 -1.07 -1.62 -1.52
NM_002965 S100A9 -1.07 -1.07 -1.07 -1.32 1.41
NM_003897 IER3 1.00 1.00 -1.23 -1.62 1.23
NM_002468 MYD88 1.07 1.07 -1.07 1.00 1.00
NM_002502 NFKB2 -1.07 1.00 -1.74 -1.07 1.41
NM_000593 TAP1 -1.07 1.15 -1.41 1.00 1.15
NM_000544 TAP2 1.00 1.00 -1.23 1.00 -1.15
NM_007188 ABCB8 1.00 1.07 1.00 1.00 -1.07
NM_031460 KCNK17 1.00 1.00 1.07 1.00 -1.32
NM_002659 PLAUR 1.00 -1.15 -1.23 -1.87 -1.41
NM_004054 C3AR1 -1.15 1.00 1.00 -1.32 1.32
NM_004048 B2M 1.07 1.00 1.07 -1.07 1.00
NM_015907 LAP3 1.00 1.00 1.15 1.07 -1.52
NM_004994 MMP9 1.00 1.00 -1.15 -1.32 -2.14
NM_000362 TIMP3 NA NA -2.64 -1.07 -1.07
NM_006074 TRIM22 1.00 1.07 1.07 1.07 -1.15
NM_004223 UBE2L6 -1.07 1.00 1.00 1.15 -1.62
NM_144573 NEXN -1.07 1.07 -1.07 1.15 -1.32
NM_021634 LGR7 1.07 1.15 -1.07 -1.41 -1.32
NM_198066 GNPNAT1 1.00 1.00 -1.07 1.15 -1.23
NM_002346 LYGE 1.15 1.00 -1.07 1.52 -1.15
Tabla 1.d
Factor de cambio (tipifarnib/LPS vs LPS)
Numero de acceso Nombre Gen
1hr 3hr 6hr 12hr 24hr

NM_002982 CCL2 -1.07 -1.32 -2.83 -3.25 -4.29
NM_005623 CCL8 -1.07 1.00 -2.30 -2.30 -3.48
NM_002983 CCL3 -1.07 1.00 -1.07 1.23 -1.52
NM_002984 CCL4 1.07 1.87 1.07 -1.52 -1.52
NM_005409 CXCL11 1.00 -1.07 -2.83 -1.52 -2.00
NM_000584 IL8 -1.07 -1.23 -1.15 1.32 -1.07
NM 000576 IL1B 1.07 1.32 -1.87 -2.46 -1.23
NM_000577 IL1RN -1.15 -1.15 -1.62 -1.15 -3.73
NM_002852 PTX3 1.15 -1.15 -1.32 -1.32 -2.00
NM_007315 STAT1 1.23 -1.32 -2.14 1.00 -1.62
NM_002176 IFNB1 -1.23 -1.15 -1.62 -3.03 2.14
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NM_005531 IFI16 1.07 1.00 -1.32 -1.23 -1.74
NM_001548 IFIT1 1.00 1.00 -1.41 -1.32 -2.1
NM_002462 MX1 1.00 -1.07 -1.74 1.32 -1.32
NM_000598 IGFBP3 1.00 -1.07 1.00 -1.52 -2.00
NM_053056 CCND1 1.00 -1.07 -1.15 -1.62 -1.23
NM_002965 S100A9 1.00 -1.15 -1.07 -2.00 -1.62
NM_003897 IER3 1.32 1.52 1.15 1.00 1.23
NM_002468 MYD88 1.07 -1.15 -2.14 -1.23 -1.32
NM_002502 NFKB2 -1.07 1.23 -1.07 -1.32 1.52
NM_000593 TAP1 -1.23 1.15 -1.74 -1.15 -1.23
NM_000544 TAP2 1.07 -1.15 -1.62 -1.32 -1.23
NM_007188 ABCB8 1.07 1.00 -1.62 -1.23 -1.23
NM_031460 KCNK17 -1.07 -1.15 -1.32 1.00 -1.74
NM_002659 PLAUR 1.00 -1.23 -1.62 -1.87 -1.62
NM_004054 C3AR1 1.00 1.07 -1.23 -1.6 -1.74
NM_004048 B2M 1.15 1.00 -1.23 -1.62 1.15
NM_015907 LAP3 -1.07 -1.07 -1.62 -1.23 -2.83
NM_004994 MMP9 -1.07 -1.07 -1.41 -1.74 -1.41
NM_000362 TIMP3 NA -1.41 -1.23 -1.15 1.15
NM_006074 TRIM22 1.00 1.00 -1.62 -1.07 -1.52
NM_004223 UBEZ2L6 1.00 -1.07 -1.41 -1.15 -1.41
NM_144573 NEXN 1.00 1.00 -1.41 -1.15 -1.62
NM_021634 LGR7 1.23 -1.15 -1.41 -1.62 -1.52
NM_198066 GNPNAT1 1.00 1.00 -2.00 -1.41 -1.74
NM_002346 LYGE 1.52 -1.15 -1.52 1.15 -1.32

[0109] Las Tablas 1a, 1b, 1c y 1d muestran los genes inducida por LPS que fueron inhibidos por la simvastatina o
tipifarnib. Los genes fueron seleccionados (véase Tabla 1A para la descripcion de genes) como LPS inducido si la
relacion entre LPS tratados y no tratados con muestras fue mayor que 1,5-veces en mas de dos puntos de tiempo.
Estos se muestran como ndmeros en negrita cursiva en el "factor de cambio (LPS versus control)" de la columna
(Tabla 1.b). La expresion génica durante el tratamiento con LPS y la estatina (simvastatina / LPS) (Tabla 1.c), o LPS
y la IVR (tipifarnib / LPS) (Tabla 1.d), se compard con el LPS solo en puntos de tiempo correspondientes. Genes que
mostraron al menos 1,5 veces la disminucién en la inducciéon por uno o ambos farmacos, en uno o mas puntos de
tiempo fueron seleccionados para su inclusion en la tabla. Los genes para el que se inhibe la induccién LPS de
acuerdo con estos criterios se muestran como nimeros negativos, negrita y cursiva.

[0110] Los resultados del analisis de microarrays se confirmé por los genes seleccionados por analisis en tiempo
real PCR (Figura 2). La transcripcién de IL-1 p fue inducida por LPS tan pronto como 3 horas, y la induccién no se
vio afectada por la simvastatina o tipifarnib hasta este punto de tiempo. Sin embargo, después de 6 horas, y en
mayor medida, después de 12 horas de la induccién inducida por LPS significativamente downregulated de
simvastatina y tipifarnib (Figura 2.a). MCP-1 fue inducida por LPS a partir de 6 horas, y esta induccidn fue inhibida
significativamente por la simvastatina y tipifarnib (Figura 2.b). MMP-9 induccién por LPS aumenté hasta 12 horas, en
cuyo tiempo del punto de una disminucién del 50% en la induccién se observo para la simvastatina y la no induccion
en presencia de tipifarnib (figura 2.c). La induccién de IL-8 por LPS fue evidente tan pronto como 3 horas y no fue
afectada por los farmacos en este punto de tiempo. A las 6 y 12 horas, la induccién de IL-8 fue inhibida por la
simvastatina, mientras que la FTI no mostré ningun efecto significativo (figura 2.d). STAT1 induccién fue inhibida por
tipifarnib a las 6 y 12 horas, mientras que la inhibicién por la estatina sé6lo se observé a las 12 horas (figura 2.e).
Factor de diferenciacién mieloide, MyD88, el adaptador de tipo Toll respuestas mediadas por el receptor, se
upregulated significativamente por LPS a 6 y 12 horas, y esto fue ligeramente inhibida por la simvastatina en 12
horas (Figura 2.f). En contraste, tipifarnib mostraron una inhibiciéon casi completa de MyD88 induccién, a niveles
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similares a la de las células no impugnados. Mientras que la IL-6 transcripcion no cumplia con los criterios del
analisis de microarrays para su inclusion en la Tabla 1, el analisis cuantitativo por PCR en tiempo real mostro
inhibicion por la simvastatina, y tipifarnib en particular, del pico de LPS inducido por IL-6 de transcripcién en 6 horas
(Figura 2g). A las 12 horas, solo tipifarnib mostré inhibicion.

[0111] Asi, tanto la simvastatina y tipifarnib fueron capaces de inhibir la induccién de LPS de numerosos genes
inflamatorios y tipifarnib mostraron una inhibicién mas fuerte en la mayoria de los casos. Tipifarnib también mostré
regulacion a la baja de algunas transcripciones no afectados por la estatina.

Efecto de la simvastatina y tipifarnib en la produccién de citoquinas inducida por LPS

[0112] Parainvestigar mas los efectos de la simvastatina y tipifarnib a nivel de proteinas, citoquinas y la secrecion
de MMP-9 por células THP-1 en respuesta a LPS se examiné en diferentes puntos de tiempo durante 48 horas, en
presencia o ausencia de la simvastatina (5 y 10 uyM) o tipifarnib (2 y 5 pM), respectivamente.

[0113] La secrecion de MCP-1 (figura 3.a) era dependiente de la dosis inhibida por simvastatina a 22 y 30 h
después de la adiciéon de LPS, pero el efecto inhibidor se perdié a las 48 horas. Tipifarnib mostré una inhibicién dosis
dependiente de la secrecion de MCP-1 hasta 48 horas. Incluso a 2 uM, la extension de la inhibicién por tipifarnib era
mucho mayor que la observada para la simvastatina 10 uM. Ambos farmacos mostraron inhibicién de la secrecién de
IL-6 (Figura 3b), la extensioén de la cual fue de nuevo mayor en presencia de tipifarnib. Inhibicion por la simvastatina
5 uM solo se observé a 30 horas, y a 10 pM, se observo a los 30 y 48 horas. El grado de inhibicion de la liberacion
de IL-6 fue similar para los 2 y 5 uM tipifarnib y la inhibicién se observé en todos los puntos temporales.

[0114] Una ICso de aproximadamente 1 mM se obtuvo para la inhibicion tipifarnib de LPS inducido por la secrecion
de IL-6 en un experimento separado (Figura 4). El ICsy de aproximadamente 1 uM se obtuvo para la inhibicion de
LPS inducido por IL-6 liberacion por tipifarnib de la siguiente manera: THP-1 células fueron cultivadas en medio
RPMI-1640, que contiene 10% de FBS, 100 unidades / ml de penicilina, 10 mg / ml de estreptomicina, a 37 ° C, bajo
5% de CO2. Los componentes del medio fueron certificados para contener menos de 0,3 unidades de endotoxina /
ml. Células THP-1 a 3,4 x 105/ml se cultivaron en placas de 96 pocillos en 0,5% de FBS / RPMI 1640, en la ausencia
o presencia de LPS 100ng/ml mas o menos tipifarnib (a partir de 5 um, seguido de 3-pliegue series dilucion). Las
concentraciones de concen-tipifarnib fueron: 5 uM, 1.67 pM, 0.56uM, 0,19uM y 0,06uM. Se recogieron los
sobrenadantes a las 48 h. IL6 fue probada usando un kit ELISA de R & D Systems. Los resultados se muestran en la
Figura 4.

[0115] Tanto la simvastatina como tipifarnib mostraron una inhibicién significativa de LPS inducido por IIL-1p
transcripcion (Figura 2.a). Sin embargo, los resultados sobre la secrecion de IL-1B eran mas complejos (Figura 3c).
Mientras tipifarnib mostré una inhibicién dosis dependiente de la secrecion de IL-1B, simvastatina a 5 uM tuvo poco
efecto, y en 10 yM mostré una estimulacion de la secrecion de IL-18 a 22 y 30 horas. Simvastatina inhibieron la
inducida por LPS de IL-8 a 22, 30 y 48 horas, mostrando dependencia de la dosis a las 48 h (Figura 3.d). En
contraste, tipifarnib, no mostré una inhibicion significativa de la produccion de IL-8, a excepcion de 5 uM a 22 horas.
Estos resultados son consistentes con la falta de efecto de tipifarnib en la transcripcion de IL-8 (figura 2.d). Tanto la
simvastatina y tipifarnib dosis-dependiente inhibe LPS inducido por la secrecion de MMP-9 en 30 y 48 horas (Figura
3e).

[0116] Inducida por LPS de TNF-a por células THP-1 alcanzé su punto maximo entre 5 y 10 horas, y luego mostro
una induccion secundaria después de 22 h hasta 48 horas. El pico inicial de induccién parece no estar afectada por
la presencia de cualquiera de inhibidor, pero la segunda fase de induccion mostré una inhibicion dosis dependiente
por la simvastatina, y, mas significativamente, por tipifarnib (Figura 3f). A 5 mM, tipifarnib inhibe totalmente la
segunda fase de LPS inducido por TNF-a, mientras tipifarnib 2 yM mostré un grado similar de inhibicion a 10 yM
simvastatina.

Efecto de tipifarnib y su enantiomero menos activo en inducida por LPS de IL-6 en células mononucleares de
sangre periférica (PBMC)

[0117] Este experimento se realizé para probar el efecto de tipifarnib en inducida por LPS de IL-6 en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) como un ejemplo de como la respuesta al tratamiento con tipifarnib
podria ser monitoreado en PBMC aisladas de pacientes tratados con tipifarnib. El enantiémero de tipifarnib es
aproximadamente 100-veces menos activo que tipifarnib (R 115 777) para la inhibicion de farnesil transferasa (Venet
M., "R115777 como inhibidor de la farnesil proteina transferasa:. Sintesis y SAR" Meeting ACS 2001, 222a: Chicago
(Abs MEDI 5)). IL-6 no pudo ser detectado después de la incubacion de PBMC humana por hasta 40 horas. La
incubacion de PBMC humana con LPS fuertemente inducida de IL-6 después de 16 horas y la produccién continué
aumentando hasta 40 horas. No hay diferencia en la produccién se observé cuando el enantidmero menos activo se
afiade a la incubacion a 2 o 5 yM. La presencia de tipifarnib a 2 yM durante la estimulacién con LPS no tuvo efecto
en IL-6, pero a 5 uM, la inhibicion altamente significativa de la produccion de IL-6 se observo después de 16 y 40
horas (P <0,01). A las 24 horas, el valor medio en la presencia de 5 uM tipifarnib fue aproximadamente 40% menor
que en su ausencia, pero los datos no alcanzaron significacion estadistica (P = 0,104). Asi, tipifarnib mostré
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dependiente de la dosis de inhibiton de LPS inducido por la IL-6 en los PBMC humanos. La concentracion requerida
para la inhibicién en PBMC fue mayor que la requerida para la inhibicién en células THP-1 y esta diferencia puede
estar relacionada con las diferentes concentraciones de suero bovino fetal en estos dos experimentos (10% y 0,5%
de FBS, respectivamente) porque es tipifarnib sabe que es altamente unido a proteinas.

Efecto de la simvastatina y tipifarnib en la produccion de citoquinas inducida por LPS in vivo

[0118] Para el seguimiento de nuestras observaciones in vitro, los efectos de la simvastatina y pretratamiento
tipifarnib se ensayaron en un modelo murino de inflamacién inducida por LPS. Los compuestos se administraron por
via oral a las 24 horas, 17 horas y 1 hora antes de la inyeccion de LPS.

[0119] Especialmente llamativos efectos de la estatina y la FTI fueron su inhibicion muy significativa de LPS
inducido por TNF-a en 1y 2 horas (Figura 5.a). Un resultado similar se ha obtenido previamente de otra estatina
cerivastatina, (Ando, Takamura et al. 2000). Este efecto ha sido observado para un IVR.

[0120] No hay efectos significativos se observaron para la simvastatina en IL-6 y IL-1B, mientras que
aproximadamente el 50% de inhibicién de la produccion de IL-6 (Figura 5.b), y la inhibicion casi completa de la
produccion de IL-1B (Figura 5.c ), se observd en los animales tratados con tipifarnib después de 3 horas.

[0121] Aproximadamente el 50% de inhibicién de la produccion de MIP-1a por tanto la estatina y el FTI se observo
a las 2 horas en el primer experimento (Figura 5.d). En el segundo experimento, la inhibicion similar para tipifarnib se
observo a las 2 y 3 horas, y menos, pero una inhibicion significativa de la simvastatina en 2 horas. No se observaron
efectos significativos para el tratamiento de la simvastatina sobre la producciéon de MCP-1, mientras que tipifarnib
mostraron una inhibicion significativa a las 2 horas y una disminucién que no alcanzo6 significacion estadistica a las 3
horas (figura 5.e).

[0122] Induccién En el segundo experimento, IL12-p40 y p70-por LPS se inhibié por tipifarnib en 3 horas, mientras
que la simvastatina no tuvo efecto significativo (resultados no mostrados). No hay efectos de simvastatina o tipifarnib
en LPS inducido por IL-8 o RANTES se observaron (resultados no mostrados).

[0123] En general, los resultados muestran downregulation significativa de numerosas citoquinas inducidos por
LPS in vivo por tipifarnib, y de TNF-a y MIP-1 para un simvastatina.

Efecto de tipifarnib en el TNF-a, LPS, y la senalizacién de IL-1-inducida

[0124] Se ha informado recientemente que el TNF-a inducida por NF-KB actividad fue inhibida por otro FTI (SCH
66336) (Takada, Y., et al. 2004. J Biol Chem 279, 26287-99). Para comparar los efectos de tipifarnib a este hallazgo,
la activacion de NF-KB se ensay6 en células HEK 293, transfectadas establemente con un reportero de luciferasa
NF-KB plasmido. Las células fueron tratadas con tipifarnib durante la noche, seguido por la estimulaciéon con TNF-a
durante 4 horas. En contraste con los resultados observados para el SCH 66336, TNF-a inducida por NF-KB
actividad no fue inhibida por tipifarnib en 2 0 5 uM.

[0125] El efecto de tipifarnib en varias vias de sefializacion también se examiné en células THP-1. Las células
fueron tratadas con tipifarnib 2 uM durante 18 horas, después se estimularon con LPS o TNF-a durante 4 horas. Los
lisados celulares se ensayaron para la expresion de p38 y la fosforilacién de p38 mediante analisis de transferencia
Western. La fosforilacion de p38 se incrementé significativamente por LPS y TNF-a la estimulacion, y solamente el
aumento inducido por LPS se redujo parcialmente mediante tratamiento tipifarnib. No se observé inhibicién
significativa de TNF-a inducida por fosforilacion de p38. Expresion P38 proteina no se vio afectada por LPS o TNF-a
un tratamiento de estimulacion y / o tipifarnib.

[0126] En un experimento separado, IL-1a también fue incluido como un estimulo ademas de LPS y TNF-a, y
estos tres estimulos aumentaron significativamente kB-una degradacién. Curiosamente, tipifarnib inhibid
significativamente inducida por LPS IkB degradado, pero no mostré una inhibicion de la degradacién de kB inducida
por TNF-a e IL-1a. Se observaron resultados similares en tres experimentos separados. El nivel de fosforilacion de
ERK fue similar en el control y las células estimuladas, y tipifarnib pre-tratamiento redujo la fosforilacion de ERK en
un grado similar en todas las muestras. El efecto de tipifarnib en H-Ras farnesilacion también fue examinado. El nivel
de farnesylated H-Ras no mostré cambios significativos en la ausencia o presencia de estimulos. Tipifarnib inhibe
parcialmente la H-Ras farnesilacion en el mismo grado en los diferentes grupos de tratamiento, y esta inhibicién
correlacionado con el grado de inhibicion de la fosforilacion de ERK

DISCUSION
[0127] Algunos de los efectos anti-inflamatorios de las estatinas parecen ser mediadas a través de su inhibicion de

la proteina pre-nylation, incluyendo farnesilacion. En la comparacion de la estatina (simvastatina) a la IVR (tipifarnib),
la IFA mostraron similar, si no superior, actividad anti-inflamatoria.
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[0128] Ambos farmacos inhiben la transcripcion y secrecion de IL-6, MCP-1 y MMP-9, y la fase secundaria de la
secrecion de TNF-a en vitro.

[0129] En los experimentos de la presente invencidn, se encontré que la simvastatina y tipifarnib dosis-
dependiente inhibe LPS inducido por la secrecién de MMP-9.

[0130] La inhibicién de la transcripcion STAT1 inducida por LPS se observo tanto para tipifarnib y para la
simvastatina. Estudios anteriores han demostrado la inhibicién de la fosforilacion de STAT1 por las estatinas (Huang,
KC, et al 2003 Journal of Biomedical Science (Basilea, Suiza) 10, 396-405;Chung, HK, et al 2002 Experimental y
Molecular Medicine 34, 451-461;y Horiuchi, M., et al 2003 Circulacion 107, 106-112 En contraste, la presente
invencion proporciona la primera evidencia de la inhibicion de la transcripcion STAT1 por tipifarnib y, en menor
medida, la simvastatina.

[0131] Inducida por LPS MyD88 transcripcion fue significativamente inhibida por tipifarnib, pero no por la
simvastatina, lo que sugiere que la inhibicion selectiva de la farnesilacion puede inhibir la sefalizacién a través de
receptores de tipo Toll.

[0132] Simvastatina y tipifarnib habia contraste de los efectos sobre la inhibicién de LPS inducido por IL-8 y IL-1 p.
Simvastatina inhibieron la induccion de IL-8 mRNA vy la secrecion de IL-8 por células THP-1, como se informé
anteriormente (lto, T., et al 2002 aterosclerosis 165, 51-5;.. Takata, M., et al 2001 Br... J Pharmacol 134, 753-62;..
Terkeltaub, R., et al 1994 J Leukoc Biol 55, 749-55).

[0133] En contraste, sin embargo, que no hay inhibiciéon de LPS inducido por IL-8 transcripcion o la secrecion se
observé en los estudios de la presente solicitud para la IVR, tipifarnib, en concentraciones que eran altamente
eficaces en la inhibicién de IL-6, MCP-1 y MMP- 9 produccion. Estos resultados sugieren que el LPS inducido por IL-
8 de induccién no requiere la farnesilacion de proteinas en las condiciones en los estudios mostrados en la presente
solicitud. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, por ejemplo, preincubaciéon de PBMC humano con un FTI durante la
noche, seguido por el tratamiento con LPS durante 24 horas, algo de inhibicion de LPS inducido por IL-8 se puede
observar.

[0134] Si bien tanto la estatina y la FTI inhibe LPS-inducida por IL-1 transcripcion p, sé6lo la FTI mostré una
inhibicion de la secrecion de IL-1B. La simvastatina no mostré ningun efecto sobre la secrecion de IL-1B a5 mM, y la
induccién a 10 uM. Potenciacion similar de mediadores inflamatorios por tratamiento con estatinas se ha observado
previamente en numerosos estudios (Terkeltaub, R., et al 1994 J Leukoc Biol 55, 749-55; Sadeghi, MM, et al 2000 J
Immunol 165, 2712 -8;Sun, D. et al 2003 Cell Immunol 223, 52.62; Monick, MM, et al 2003 J Immunol 171, 2625-30;
y Matsumoto, M., et al 2004 J Immunol 172, 7377-84.)

[0135] La diferencia entre los efectos de la simvastatina sobre la transcripcion y secrecion de IL-1B puede estar
relacionada con el requisito para la escision de la proteina precursora inmaduro por la caspasa-1 para la secrecion.
Una estatina lipofilica, similar a la simvastatina, se ha demostrado que estimula la actividad de caspasa-1 y IL-1B
secrecion en células humanas mononucleares de sangre periférica (Montero, Hernandez et al. 2000).

[0136] LPS se ha demostrado que activan la caspasa-1 en células THP-1, y esta activacion contribuye a la
induccion de LPS de IL-1 secrecion p (Schumann, Belka et al. 1998) activacion adicional de la caspasa-1 por la
simvastatina por lo tanto puede potenciar LPS la secrecion inducida de IL-1 madura proteina p, aunque se inhibe la
transcripcion.

[0137] Los efectos de la simvastatina y tipifarnib pre-tratamiento en la induccién in vivo de las citoquinas en
ratones por LPS también se analizaron. Los efectos mas notables de la estatina y la IVR eran su inhibicion muy
significativa de LPS inducido por TNF-a.

[0138] Simvastatina pre-tratamiento dio una inhibicién similar de TNF-a e IL-1(3 a la observada previamente para la
cerivastatina (Ando, Takamura et al. 2000), aunque en el presente estudio, la inhibicién de la IL-18 no alcanzé
significacion estadistica.

[0139] Los estudios de la presente invencion, ademas, mostré downregulation de LPS inducido por MIP-1 por un
simvastatina. Esto no ha sido demostrado in vivo, aunque un estudio anterior informé de disminucion de la liberacion
espontanea de MIP-1a en PBMCs cultivadas, criopreservados de pacientes después de seis meses de tratamiento
con atorvastatina (Waehre T, et al. 2003. J Am Coll Cardiol 41 (9 ), 1,460-7).

[0140] En los estudios de la presente invencion la inhibicidn, de la produccién de IL-8 in vivo mediante cualquiera
de simvastatina o tipifarnib no se observd, aunque regulacion a la baja de esta citocina in vitro por la simvastatina se
observo. De manera similar, en Waehre al observaron una disminucién modesta en espontanea, y ninguna
disminucién de LPS inducido por IL-8 a partir de PBMC antes y después del tratamiento ator-vastatin. En contraste,
se ha informado de que la simvastatina redujo los niveles séricos de IL-8 en pacientes hipercolesterolémicos
después de 6 semanas de tratamiento (Rezaie-Majd, A., et al. 2002. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 22, 1194-9.) Las
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diferencias en los efectos sobre la produccion de IL-8 puede estar relacionada con diferentes estatinas, diferentes
poblaciones de pacientes (CAD contra la hipercolesterolemia), y / o in vivo frente a las mediciones de cultivo ex vivo.

[0141] Los estudios de la presente invencion proporcionar pruebas in vivo para globales efectos antiinflamatorios
de los FTI, tipifarnib, en particular, incluyendo la regulaciéon negativa de LPS inducido por TNF-q, IL-6, IL-1 y MIP-1.
La investigacion anterior con tipifarnib ha demostrado una inhibicidn de la caquexia (solicitud de patente publicada
EE.UU. N ©2004/0157773 y WO 02/085364), y la reduccion de las puntuaciones de la enfermedad en el dextrano
sulfato de sodio inducida por la colitis (WO 02/43733) y la artritis inducida por colageno (WO 00/01386), pero el
mecanismo de estos efectos no se informd. Las funciones principales de la TNF-a, IL-6, IL-p y 1 en la patogénesis
de estas enfermedades sugieren que su inhibicion por la IVR puede haber sido responsable de la mejora observada.
Es de interés notar que en estudios de Fase | con tipifarnib en el sindrome mielodisplasico, la Unica correlacion con
la respuesta positiva al tratamiento produjo una disminucioén en los niveles séricos de TNF-a (Kurzrock, Kantarjian et
al. 2003).

[0142] Las concentraciones de simvastatina utilizados en la in vitro e in vivo estudios informaron de la presente
invencion fueron mayores que las tipicas dosis terapéuticas, pero similar a los utilizados anteriormente en otros
estudios in vitro y modelos animales de eficacia (Leung, Sattar et al 2003;. McKay A 2004). Numerosos estudios han
demostrado actividad anti-inflamatoria de las estatinas a dosis terapéuticas en seres humanos (Rezaie-Majd, Maca
et al 2002;. Waehre T 2003; McCarey DW 2004), lo que indica que los resultados de los estudios in vitro y animales
tienen relevancia clinica.

[0143] En el caso de la IVR, tipifarnib, 300 mg dos veces al dia fue la dosis maxima tolerada en una serie de
estudios (Head y Johnston, 2003). A esta dosis, los niveles plasmaticos alcanzan aproximadamente 2 mM (Karp,
Lancet et al. 2001), en la que los efectos de concentracion significativos se obtuvieron in vitro en los experimentos de
la presente invencion. Las dosis utilizadas en el modelo de inflamacién inducida por LPS murino de la presente
invencion eran similares a los utilizados en reportado efectos tumoricidas en modelos de ratén (extremo, Smets et al.
2001).

[0144] La inhibicion de mediadores inflamatorios por la estatina y el FTI parecian requerir tiempos de
pretratamiento. Por ejemplo, citocinas tales como IL-1B y IL-8-mostraron la induccion transcripcional significativa por
LPS tan pronto como 3 horas in vitro. Cuando el tratamiento de farmacos in vitro se inicié en el mismo tiempo que la
estimulacion con LPS, los primeros signos de inhibicidn transcripcional se observé sélo después de 6 horas, y de la
liberacion de citocinas después de soélo 22 horas. El pico inicial de LPS inducido por TNF-a de liberacién no fue
afectado por la presencia de cualquiera de inhibidor, pero la segunda fase, después de 22 horas, mostré la dosis y
del tiempo de la inhibicion dependiente de simvastatina y tipifarnib. En contraste, cuando los animales fueron
previamente tratados con los farmacos durante 24 horas antes del desafio con LPS in vivo, la inhibicién de TNF-a de
liberacién se puede observar tan pronto como una hora después del reto. El tiempo de retraso en la inhibicién de las
respuestas inflamatorias puede indicar un requisito para agotar piscinas intracelulares de proteinas particulares de
prenilados.

[0145] Los efectos antiinflamatorios de las estatinas y los FTIs puede estar relacionado con la inhibicion de los
pasos comunes en la via del mevalonato, y / o la evidencia reciente de que ambas clases de farmacos inhiben la
activacion de NFKB (Ortego M 1999; Takada, Khuri et al 2004, Na et al. 2004).

[0146] Para explorar el mecanismo subyacente para la actividad anti-inflamatoria de tipifarnib, el efecto de
tipifarnib en diferentes vias de sefalizacién proinflamatorias se examiné. La FTl, SCH 66336, se habia demostrado
que inhiben el TNF-a inducida por fosforilacion de IKB, la degradacion y la actividad de NF-KB (Takada, Khuri et al.
2004). Sin embargo, en los estudios que apoyan la presente invencion, tipifarnib no afecté TNF-a inducida por NF-
KB actividad (seguin se mide mediante un ensayo de indicador de luciferasa). Ademas, tipifarnib no mostré inhibicion
de TNF-a inducida por la degradacion de IKB en células THP-1. La razon de tales resultados contrastantes no esta
clara, pero se puede sefialar que estos dos FTls también han demostrado eficacia en ensayos clinicos diferente para
diferentes tipos de tumores. (Lancet y Karp, 2003).

[0147] La via de Ras/ Raf/ MAPK se ha estudiado bien. Los estudios de la presente invencién demuestran que
tipifarnib inhibe parcialmente la ERK1 / 2 fosforilacion, y que el grado de inhibicién se correlaciona con el de la
inhibicion de la farnesilacion de Ras tanto en ausencia o en presencia de estimulos inflamatorios. Este dato confirma
que tipifarnib suprime ERK1 / 2 fosforilacién a través de la inhibicién de Ras.

[0148] LPS, TNF-a y IL-1 interactuar con sus propios receptores para activar la sefializacion inflamatoria
correspondiente cascadas. TNF-(X enlaces de sefalizacion a través de IKK TNFR / RIP (Aggarwal, B. Nat Rev
Immunol 2003). IL-1/IL-1R y LPS/TLR4 sefializacién tanto enlace a través de la IKK compartida via
MyD88/IRAK4/TRAF6/TAK (Takeda, SAK Nature Reviews Inmunologia 2004). IKK fosforila IKB, lo que conduce a la
ubiquitinaciéon y degradacion de IKB, y asi permite la translocacion de NF-KB en el nucleo y la induccién de la
expresion del gen diana, tales como TNF-a, IL- 1 p, IL-6, CL y otros. En los estudios de la presente invencion,
tipifarnib no inhibir el TNF-+ e IL-1 inducida por la degradacion de IkB, lo que sugiere que la proteina diana para
tipifarnib no esta implicada en estas dos rutas de sefiales. Ademas de la ruta dependiente de MyD88 comun
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compartida con la IL-1, la via de LPS/TLR4 también induce la degradacion de |IkB a través de MyD88 independiente
de las vias, es decir, a través de TRIF y TRAM (Takeda, SAK Nature Reviews Inmunologia, 2004). La inhibicion
especifica por tipifarnib sélo de LPS inducido por la degradacion de kB sugiere que la proteina esta afectada por
tipifarnib, bien asociadas a TLR4 o involucrados en una via exclusiva para LPS/TLR4, tales como la via de MyD88
independiente. Un estudio reciente ha demostrado que Ras esta implicado en la sefializacion de oligonucleétido CpG
como un evento temprano, mediante la asociacion con TLR9 y promover IRAK/TRAF6 formacion del complejo (Xu,
H. A, J Bio Chem. 2003). Otro estudio ha demostrado que Ras controles TRAF-6-dependiente de la induccion de NF-
kB (Caunt, CJ J Bio Chem. 2001) En la presente invencion, la inhibicidon de la farnesilacion de Ras fue
constantemente observada en el control, LPS, IL-1-y TNF-a. células tratadas, pero la inhibicion de la degradacién de
kB solo se observo en las células tratados con LPS Esta falta de correlacion indica que Ras es poco probable que la
proteina diana implicada en la mediacién de los efectos anti-inflamatorios de tipifarnib.

[0149] Aunque la invencién se ha ilustrado anteriormente por referencia a una descripcion detallada y
realizaciones ejemplares y preferentes, la invencion no pretende estar limitada por la descripcién anterior, sino que
se define por las siguientes reivindicaciones correctamente interpretadas de conformidad a los principios del derecho
de patentes.
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Reivindicaciones

1. Un método para determinar una respuesta de un sujeto que padece sepsis 0 shock séptico al tratamiento con un
inhibidor de la farnesil transferasa, que comprende las etapas:

(i) medir un nivel de al menos un marcador seleccionado entre el grupo que consiste en
proteinas identificadas en la Tabla 4 y en los transcriptos de los genes identificados en las
Tablas 2 y 3 en una muestra de sangre sin tratar obtenida del sujeto antes del tratamiento
con el inhibidor de la farnesil transferasa, y

(ii) medir un nivel del marcador en una muestra de sangre tratada obtenida del sujeto al
menos una vez después del comienzo del tratamiento con el inhibidor de la farnesil
transferasa, y

(iii) comparar dichos nivel del marcador, donde una disminucion del nivel del marcador
medido en la muestra de sangre sin tratar con el nivel del marcador medido en la muestra
de sangre tratada indica una respuesta al tratamiento.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el método comprende las etapas:

a)

b)

aislar las células o plasma de las muestras de sangre sin tratar para obtener un extracto de la muestra sin
tratar, y (ii) aislar las células o plasma de cada muestra de sangre tratada para obtener un extracto de la
muestra tratada;

(i) medir el nivel de al menos uno de los IL - 6, MCP - 1, IL - 18, MMP - 9, y TNF — a en el extracto de
muestra sin tratar, y (iii) comparar dichos niveles de al menos unode los IL -6, MCP - 1, IL - 18, MMP - 9, y
TNF — a, donde una disminucion del nivel de al menos uno de los IL - 6, MCP - 1, IL - 18, MMP - 9, y TNF —
a medido en el extracto de la muestra sin tratar en el nivel de al menos uno de los IL - 6, MCP - 1, IL - 1B,
MMP - 9, y TNF — a medidos en el extracto de la muestra tratada indica una respuesta al tratamiento.

3. El método de la reivindicacioén 1, en el que el método comprende las etapas:

(a)

(b)

(c)
(d)

(i) aislar las células mononucleares de sangre periférica de la muestra de sangre sin tratar para obtener una
muestra de CMSP, y (ii) aislar las células mononucleares de sangre periférica de cada muestra de sangre
tratada para obtener una muestra de CMSP tratada;

(i) estimular la muestra de CMSP sin tratar con lipopolisacaridos para obtener una muestra de CMSP sin
tratar estimulada con LPS, y (ii) estimular cada muestra de CMSP tratada con lipopolisacaridos para
obtener una muestra de CMSP tratada estimulada con LPS;

(i) aislar el ARN de una muestra de CMSP sin tratar estimulada con LPS, vy (ii) aislar el ARN de cada
muestra de CMSP tratada estimulada con LPS;

(i) medir la expresion de al menos uno de los IL - 13, MCP - 1, MMP - 9, MyD88, STAT1 y IL — 6 en el ARN
de la muestra de CMSP sin tratar estimulada con LPS, y (ii) medir la expresion de al menos uno de los IL -
18, MCP - 1, MMP - 9, MyD88, STAT1, e IL — 6 en el ARN de cada muestra de CMSP tratada estimulada
con LPS, y (iii) comparar dichas mediciones de la expresion en al menos uno de los IL - 13, MCP - 1, MMP
- 9, MyD88, STAT1, e IL — 6, donde una disminucién indica una respuesta al tratamiento.

4. Un método definido en cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, o 3, en el que el inhibidor de la farnesil transferasa
comprende un compuesto de formula (1):

Rs Ri6 Ry

N A

Riq
X N ~
| R/19 Rig Ry
R,
@

una forma estereoisomérica de la misma, una sal de adicién de base o de acido farmacéuticamente

aceptable de la misma, en la que la linea de puntos representa un enlace adicional;
X es oxigeno o azufre;
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R'es hidrogeno, alquilo C1.12, Ar', Ar - alquilo C1 .6, quinolinil - alquilo C+.g, piridil - alquilo C1-s, hidroxi - alquilo C1-s,
anU|IOX| Ci-6- alquno Ci1. 6 mono - o d| (anU|I C1.6) amino - alquilo C4. 6, amino - alquilo C1.g, o un radical de féormula -
AK'-C(=0)-R% -Ak"-S(0)-R%0 - Alk' - S (0) - R, donde ALK' es alcanediil C1.s, R® es hidroxi, alquilo C1.,
anU|IOX| C1 6, amino, alquilamino Cis O anU|Iam|no Ci1s sustituido con alquiloxicarbonilo Ci. §;
R? R® y R'® son cada uno independientemente hidrogeno, hidroxi, halo, ciano, alquilo C1.s, alquiloxi C+. s, h|dr0X|
anU|IOX| Cis, anU|IOX| C1 6- anU|IOX| C1.6, amino - alquiloxi C4., mono - o di (alquil C1.6) amino - alquiloxi C1.s, Ar', Ar?
- alquilo Ci., Ar? Ar? - alquiloxi C1., hidroxicarbonilo, alquiloxicarbonilo C4. g, trihalometilo, trlhalometOX|
alquenilo Cy6, 4,4 — dlmetll oxazolilo; o

cuando en posiciones contiguas R? y R® tomados conjuntamente pueden formar un radical bivalente de férmula

R* y R® son cada uno independientemente hidrogeno, halo, Ar1, alquilo C1., hidroxi - alquilo C4., alquiloxi C1 -
alquilo C1.6, alquiloxi C1., alquiltio C1.6, amino, hidroxicarbonilo, alquiloxicarbonilo C+., alquil C1.s— S (O) - alquilo C1.6
o] alqun C1.6 S(O)2 - alquilo C1.6;
R® y R’ son cada uno independientemente hidréogeno, halo, ciano, anU|Io C1 -6, alquiloxi C1.6, Ar?- oxi, trihalometilo,
alquiltio C1.6, di (alquil C1.6) amino, o cuando en posiciones contiguas R® y R’ tomados conjuntamente pueden formar
un radical bivalente de férmula

R® es hidrégeno, alquilo C1.s, ciano, hidroxicarbonilo, alquiloxicarbonilo C+., alquilcarbonilo C+. - alquilo C+.6, ciano -
alquilo C1.s, alquiloxicarbonilo C1. - alquilo C1.6, carboxi - alquilo C1.6, hidroxi - alquilo C1.6, amino - alquilo C1.s, mono
— o di (alquil C1) — amino - alquilo C4., imidazolil, halo - alquilo C1., alquiloxi C1. - alquilo C4.s, aminocarbonilo -
alquilo C1., 0 un radical de férmula

donde R" es hldrogeno alqullo Cq -, alquncarbonllo Cre, Ar', Ar? “alquilo C+, alquiloxicarbonilo C+. - alquilo C16, un
radlcal o formula - Alk* - OR® o AIk NR ‘R™
R es hidrégeno, alquilo C1.12, Ar' o Ar? - alquno Ci;
R es hidrégeno, alquilo C+., alquilcarbonilo C+.16, alquiloxicarbonilo C1., anU|Iam|nocarbon|Io Cre, Ar', Ar?” alquilo
C1 . 6, alquilcarbonilo C16 - alquilo Cys, un aminoacido natural, Ar' - carbonilo, Ar? - anuHcarbomIo Cis,
aminocarbonilcarbonilo, alquiloxi C1. - alquilcarbonilo Ci., hidroxi, alquiloxi Ci., aminocarbonilo, di (alqun C1 -6)
amino - alquilocarbonilo C1 6, amino, anuﬂamlno C1.s, alquilcarbonilamino C1.s, 0 un radical de féormula -Alk*-OR" o
-AIk NRMR15 donde Alk? es alcanediilo C; 5, R" es hldrogeno alquno Cis, anuHcarbonlIo C1.s, hidroxi - alquilo C1.,
Ar!' o AP " alquilo Cq 6, R es hidrégeno, alquilo Ci., Ar' o Ar? - alquilo Cis; R es hidrégeno, alquilo Ci.,
alql uilcarbonilo C1., Ar'o Ar alquilo C1;

es hidrégeno, halo, ciano, alquilo C+., alquiloxicarbonilo C+., Ar
R es hidrégeno, alquilo C+, alquiloxi C1.6 0 halo;
R19 es hidrégeno o alquilo Ci.;
Ar es fenilo o fenilo sustituido con alquilo C1.6, hidroxi, amino, alquiloxi C1.6 0 halo, y
Ar? es fenilo o fenilo sustituido con alquilo C+., hidroxi, amino, alquiloxi C1.6 0 halo.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que dicho inhibidor de la farnesiltransferasa es:

a) un compuesto de formula (I) en el que X es oxigeno y la linea de puntos representa un enlace; o

b) un compuesto de formula (1) en el que R es hidrégeno, alquilo C4, alquiloxi C+.¢ - alquilo C+.6, 0, mono - o
di (alquil C1-6) amino - alqullo Ci- 6 R? es halo, alquilo C1., alquenilo Cy6, alquiloxi C1.6, trihalometoxi, o
hidroxi - alquiloxi C1.6; y R’ es hidrégeno; o

c) (+)-6-[amino (4 - clorofenil) (1 — metil - 1H — imidazol — 5 - il) metil] — 4 - (3 - clorofenil) — 1 —metil — 2 (1H)
- quinolinona; o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable de los mismos.

6. El método de la reivindicacion 4, en el que R® es hidrégeno, hidroxi, halo - alquil C1.s, h|dr0X| alquno Cis, C|ano
- alquilo C1., alqu|IOX|carbon|Io C1. - alquilo C1., imidazolil, o un radical de formula NR"'R' en el que R" es
hidrégeno o alquilo C1.12 y R' es h|drogeno alquilo C1 -, alquiloxi C1.6, alquiloxi C1 - alquilocarbonilo C1.,
hidroxi, o un radical de férmula - Alk?* - OR™ en el que R"™ es hidrégeno o alquilo C1..

7. Un método segun se define en la reivindicacion 1, dicho al menos un marcador seleccionado del grupo entre IL
-6, MCP -1,IL-1B8, MMP -9,y TNF —a.

8. Un método segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que en una subetapa (ii), se
utilizan las muestras plurales de sangre tratada del sujeto que fueron tomadas en intervalos periddicos de
tiempo después del comienzo del tratamiento con el inhibidor de la farnesil transferasa.

9. Un método segun se define en la reivindicaciéon 1, en el que la muestra de sangre es sangre entera, plasma,
suero, células totales, o células mononucleares de sangre periférica.

10. Un método segun se define en la reivindicacion 2, en el que las subetapas (b) (i) y (b) (ii) comprenden: aislar
plasma de la muestra de sangre sin tratar mediante centrifugacion para obtener un extracto de la muestra sin
tratar, y (ii) aislar plasma de cada muestra de sangre tratada mediante centrifugacion para obtener un extracto
de sangre tratada.
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Un método segun se define en la reivindicacion 2, en el que las subetapas (b) (i) y (b) (ii) comprenden: aislar
las células mononucleares de sangre periférica de la muestra de sangre sin tratar por separacion por gradiente
Ficoll - Paque para obtener el extracto de la muestra sin tratar, y (ii) aislar las células mononucleares de sangre
periférica por separacién por gradiente Ficoll — Paque de cada muestra de sangre tratada para obtener el
extracto de la muestra tratada.

Un método segun se define en la reivindicacion 2, comprende ademas: (i) estimular el extracto de la muestra
sin tratar con lipopolisacaridos, y (ii) estimular el extracto de la muestra tratada con lipopolisacaridos.

Un método segun se define en la reivindicacion 3, en el que las subetapas (b) (i) y (b) (ii) comprenden cada una
aislar las células mononucleares de sangre periférica utilizando la separacion por gradiente Ficoll — Paque.

Un método segun se define en la reivindicacion 13, en el que el sujeto es un paciente en un ensayo clinico.

Un método segun se define en las reivindicaciones 1 o 14, en el que el inhibidor de la farnesil transferasa
utilizado para tratar al sujeto es tipifarnib.
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FIGURA 6

Inhibicién de produccion de IL-6 inducida por LPS en humanos PBMC por tipifarmib, pero no

en el enantiomero menos activo de tipifarnib
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FIGURA 8
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