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DESCRIPCION
Composiciones y su uso en el tratamiento de neoplasia, enfermedades inflamatorias y otras enfermedades
Antecedentes de la invencion

Los extremos N-terminales de histona mantienen la estabilidad de la cromatina y son objeto de modificaciones
asociadas con la regulacion de la transcripcion. De estas modificaciones, las que se caracteriza mejor son
acetilacion, metilacion y fosforilacion. Para cada modificacién, existen enzimas que, o bien establecen la marca
apropiada, o la retiran. Estas modificaciones se deben interpretar mediante la maquinaria transcripcional. El
reconocimiento de la acetil-lisina esta mediado principalmente por bromodominios que normalmente son
componentes de complejos de factores de transcripcion. La familia de bromodominio y extra-terminal (BET) (por
ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT) comparte una arquitectura de dominio comin que comprende dos
bromodominios N-terminales que presentan un nivel elevado de conservacion de las secuencias, y un dominio C-
terminal mas divergente que esta implicado e interacciones proteina-proteina. La regulacién andémala de la
modificacién de la histona puede influir en la actividad del gen y desempefiar un papel en la oncogénesis. La
acetilacion de la cadena principal de lisina es un suceso regulador importante en la funciéon de proteinas que no son
histonas, que incluyen, pero no se limitan a los factores de transcripcion Hsp90, p53, STAT, cortactina, beta-catenina
y alfa-tubulina. Por lo tanto, se podria esperar que la modulacion del reconocimiento de la cadena lateral de lisina
ejerciera efectos fenotipicos y terapéuticos importantes en lineas generales en el desarrollo y en la enfermedad. A
pesar de la importancia del reconocimiento de la acetil-lisina en la oncogénesis, se han identificado pocos
moduladores del reconocimiento de la acetil-lisina.

Los documentos de patente CA2710740, EP0989131, EP1297836 y US5712274 desvelan compuestos de
tienotriazolodiazepina para el tratamiento de cancer, enfermedades inflamatorias y alérgicas. Sin embargo, ninguno
de estos documentos desvela los compuestos que se reivindican en la actualidad.

Sumario de la invencion

La presente invencidon se define en las reivindicaciones adjuntas. Las materias de objeto que no se incluyen en el
alcance de las reivindicaciones no forman parte de la presente invencién.

Tal como se describe a continuacion, los inventores desvelan composiciones y su uso en el tratamiento o la
prevencion de una neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH u otros), diabetes,
aterosclerosis, oclusion por endoprétesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia, enfermedad de injerto
frente a huésped, enfermedades por infeccion asociadas con bromodominios, el tratamiento de parasitos, malaria,
tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina. En ejemplos en particular, los compuestos de la invencion se
usan para superar la resistencia a farmacos en neoplasia (por ejemplo, cancer y enfermedades no malignas).
Ademas, las composiciones que se desvelan en el presente documento se usan en trasplante de 6rganos,
modulacion del estado celular para medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulaciéon o la inhibicién de la
diferenciacién celular), y facilitando la pluripotencia. Mas especificamente, los inventores desvelan composiciones
para alterar la interaccién de un polipéptido de la familia BET que comprende un bromodominio con acetil-lisina y/o
cromatina (por ejemplo, alteraciéon de una interaccién del bromodominio con una modificacion de acetil-lisina
presente en un extremo N-terminal de histona) y para inhibir la oncogénesis. Ademas, los compuestos de la
invencion se pueden usar para prevenir o tratar una enfermedad inflamatoria.

Los inventores desvelan un compuesto de Férmula I:

R
f’ T ---N R1
Ra)m— A_|| -
- N { 5
/li“‘ N
Rg™ X
(M
en la que
X es No CRs;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534521 T3

Rs es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente
sustituido;

Re es H, alquilo, hidroxilalquilo, aminoalquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, o -COO-Rs, cada uno de
los cuales esta opcionalmente sustituido;

el anillo A es arilo o heteroarilo;

cada Ra es independientemente alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o cualesquiera dos Ra junto con los atomos a los que se une cada uno,
pueden formar un grupo arilo o heteroarilo condensado;

R es alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo; cada uno de los cuales estd opcionalmente
sustituido;

Ry es -(CH2)n-L, en el que n es 0-3 y L es H, -COO-Rs, -CO-R3, -CO-N(R3R4), -S(0)2-Rs, -S(0)2-N(R3R4), N(R3R4),
N(R4)C(O)Rs, arilo opcionalmente sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido;

R2 es H, D, halégeno, o alquilo opcionalmente sustituido;

cada Rj3 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:

(i) H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, o heteroarilo sustituido;
(ii) heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido;

(iii) -alquilo C4-Cs, -alquenilo C»-Cg o -alquinilo C»-Cg, conteniendo cada uno 0, 1, 2 o 3 heteroatomos
seleccionados entre O, S o N; -cicloalquilo C3-C12, -cicloalquilo Cs-C+2 sustituido, -cicloalquenilo C3-Cqz, 0 -
cicloalquenilo Cs-C12 sustituido, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; y

(iv) NH2, N=CR4Rs;

cada R4 es independientemente H, alquilo, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido;

o Rs y R4 se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de 4-10
miembros;

Re es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o R4 y Re se toman en conjunto con el atomo de carbono al que estan
unidos para formar un anillo de 4-10 miembros;

mes0,1,203;
con la condicion de que

(a) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo o fenilo sustituido, Rz es H, Rg es metilo, y R1 es -(CHz)n-L, en el
que nes 1y L es-CO-N(RsR4), entonces Rs y R4 no se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que
estan unidos para formar un anillo de morfolino;

(b) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo sustituido, R> es H, Rg es metilo, y Ry es -(CHz2)n-L, en el que nes 1
y L es -CO-N(R3R4), y uno de Rs y R4 es H, entonces el otro de Rz y R4 no es metilo, hidroxietilo, alcoxi, fenilo,
fenilo sustituido, piridilo ni piridilo sustituido; y

(c) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo sustituido, Rz es H, Rg es metilo, y Ry es -(CH2)n-L, en el que n es 1
y L es -COO-Rs, entonces Rs no es metilo ni etilo;

0 una sal, solvato o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, R es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, L es H, -COO-Rs, -CO-N(R3R4), -S(0)2-Rs, -S(0)2-N(RsR4), N(R3R4), N(R4)C(O)Rs o arilo
opcionalmente sustituido. En determinados ejemplos, cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en: H, -alquilo C4-Cs, que contiene 0, 1, 2 o 3 heterodtomos seleccionados entre O, S 0 N; o NHz, N=CR4Re.
En determinados ejemplos, R1 es -(CH2)n-L, en el que nes 1 y L es -CO-N(RsR4), y uno de R3 y R4 es H, y el otro de
Rs y Rs es (CH2)p-Y, en el que p es 1-3 (por ejemplo, p es 2) e Y es un anillo que contiene nitrégeno (que puede ser
aromatico o no aromatico).

En determinados ejemplos, Rz es H, D, halégeno o metilo.

En determinados ejemplos, Rg es alquilo, hidroxialquilo, haloalquilo, o alcoxi; cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, Rg es metilo, etilo, hidroxi metilo, metoximetilo, trifluorometilo, COOH, COOMe, COOEt,
0 COOCH:0C(O)CHa.
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En determinados ejemplos, el anillo A es un arilo o heteroarilo de 5 0 6 miembros. En determinados ejemplos, el
anillo A es tiofuranilo, fenilo, naftilo, bifenilo, tetrahidronaftilo, indanilo, piridilo, furanilo, indolilo, pirimidinilo,
piridizinilo, pirazinilo, imidazolilo, oxazolilo, tienilo, tiazolilo, triazolilo, isoxazolilo, quinolinilo, pirrolilo, pirazolilo, o
5,6,7,8-tetrahidroisoquinolinilo.

En determinados ejemplos, el anillo A es fenilo o tienilo.

En determinados ejemplos, m es 1 0 2, y al menos una aparicion de Ra es metilo.

En determinados ejemplos, cada Ra es independientemente H, un alquilo opcionalmente sustituido, o cualesquiera
dos Ra junto con los atomos a los que se une cada uno, pueden formar un arilo.

Los inventores también desvelan un compuesto de Férmula Il:

(If)

en la que
X es No CRs;

Rs es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido;

Re es H, alquilo, hidroxilalquilo, aminoalquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, o -COO-Rs, cada uno
de los cuales esta opcionalmente sustituido;

cada Ra es independientemente alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales
esta opcionalmente sustituido; o cualesquiera dos Ra junto con los atomos a los que se une cada uno, pueden
formar un grupo arilo o heteroarilo condensado;

R es alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales estd opcionalmente
sustituido;

R’y es H, -COO-Rs, -CO-Rs, arilo opcionalmente sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada Rj3 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:

(i) H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido;

(i) heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido;

(iii) -alquilo C4-Cg, -alquenilo C»>-Cg o -alquinilo C»-Cg, conteniendo cada uno 0, 1, 2 o 3 heteroatomos
seleccionados entre O, S o N; -cicloalquilo C3-C12, -cicloalquilo C3-C12 sustituido; -cicloalquenilo Cs-Ciz, 0 -
cicloalquenilo C3-C12 sustituido; cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido;

mesO0,1,203;

con la condicién de que si R'1 es -COO-R3, X es N, R es fenilo sustituido, y Rg es metilo, entonces Rs no es metilo ni
etilo;

o una sal, solvato o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, R es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. En
determinados ejemplos, R es fenilo o piridilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. En determinados
ejemplos, R es p-Cl-fenilo, o-Cl-fenilo, m-Cl-fenilo, p-F-fenilo, o-F-fenilo, m-F-fenilo o piridinilo.

En determinados ejemplos, R’y es -COO-Rs, arilo opcionalmente sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido; y
Rs es -alquilo C1-Cg, que contiene 0, 1, 2 o 3 heteroatomos seleccionados entre O, S o N, y que puede estar
opcionalmente sustituido. En determinados ejemplos, R’1 es -COO-Rs, y Rs es metilo, etilo, propilo, i-propilo, butilo,
sec-butilo, o t-butilo; 0 R’y es H o fenilo opcionalmente sustituido.
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En determinados ejemplos, Rg es metilo, etilo, hidroxi metilo, metoximetilo, trifluorometilo, COOH, COOMe, COOEt,
COOCH20C(O)CHs.

En determinados ejemplos, Rg es metilo, etilo, hidroxi metilo, metoximetilo, trifluorometilo, COOH, COOMe, COOEt,
0 COOCH:0C(O)CHa.

En determinados ejemplos, cada Ra es independientemente un alquilo opcionalmente sustituido, o cualesquiera dos
Ra junto con los atomos a los que se une cada uno, pueden formar un arilo condensado.

En determinados ejemplos, cada Ra es metilo.

Los inventores también desvelan un compuesto de formula Ill:

R
Q. .Rs
-~~ =N N,

Ram— A_| R

- N {

/]Q‘ .’N
Rg”™ X
(I1D)
en la que
X es No CRs;

Rs es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido;

Re es H, alquilo, hidroxilalquilo, aminoalquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, o -COO-Rs, cada uno
de los cuales esta opcionalmente sustituido;

el anillo A es arilo o heteroarilo; cada Ra es independientemente alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o
heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido; o cualesquiera dos Ra junto con los atomos a los
que se une cada uno, pueden formar un grupo arilo o heteroarilo condensado;

R es alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales estd opcionalmente
sustituido;

cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:

(i) H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, o heteroarilo sustituido;

(ii) heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido;

(iii) -alquilo C1-Cs, -alquenilo C,-Cg o -alquinilo C,-Cs, conteniendo cada uno 0, 1, 2 o 3 heteroatomos
seleccionados entre O, S o N; -cicloalquilo C3-C+2, cicloalquilo Cs-Ci2 sustituido, -cicloalquenilo C3-C12, 0 -
cicloalquenilo Cs-C12 sustituido, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; y

(iv) NHz2, N=CR4Rs;

cada R4 es independientemente H, alquilo, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido;

o Rs y R4 se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de 4-10
miembros;

Res es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; 0 R4 y Re se toman en conjunto con el atomo de carbono al que estan
unidos para formar un anillo de 4-10 miembros;

mes0,1,203;
con la condicién de que:

(a) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo o fenilo sustituido, Rs es metilo, entonces Rs y R4 no se toman en
conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de morfolino; y

(b) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo sustituido, Rz es H, Rg es metilo, y uno de Rs y R4 es H, entonces el
otro de Rs y R4 no es metilo, hidroxietilo, alcoxi, fenilo, fenilo sustituido, piridilo ni piridilo sustituido;
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o una sal, solvato o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, R es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. En
determinados ejemplos, R es fenilo o piridilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, R es p-Cl-fenilo, o-Cl-fenilo, m-Cl-fenilo, p-F-fenilo, o-F-fenilo, m-F-fenilo o piridinilo. En
determinados ejemplos, Rz es H, NHz, 0 N=CR4Re.

En determinados ejemplos, cada Rs es independientemente H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo,
heteroarilo; cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, Re es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo,
cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, uno de R3 y R4 es H, y el otro de Rs y R4 es (CH2)p-Y, en el que p es 1-3 (por ejemplo, p
es 2) e Y es un anillo que contiene nitrégeno (que puede ser aromatico 0 no aromatico).

Los inventores también desvelan un compuesto de formula IV:

Ci

(IV)

en la que
X es N o CRs;

Rs es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido;

Rs es H, alquilo, hidroxilalquilo, aminoalquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, o0 -COO-Rs, cada uno
de los cuales esta opcionalmente sustituido;

el anillo A es arilo o heteroarilo;

cada Ra es independientemente alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o cualesquiera dos Ra junto con los atomos a los que se une cada uno,
pueden formar un grupo arilo o heteroarilo condensado;

R1 es -(CHz)n-L, en el que n es 0-3 y L es H, -COO-Rs, -CO-Rs, -CON(RsR4), -S(0)2-Rs, -S(0)2-N(RsR4), N(R3R4),
N(R4)C(O)Rs, arilo opcionalmente sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido;

Rz es H, D, halégeno, o alquilo opcionalmente sustituido;

cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:

(i) H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, o heteroarilo sustituido;

(i) heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido;

(iii) -alquilo C1-Cs, -alquenilo C,-Cg o -alquinilo C,-Cs, conteniendo cada uno 0, 1, 2 o 3 heteroatomos
seleccionados entre O, S o N; -cicloalquilo C3-C12, -cicloalquilo Cs-C+2 sustituido, -cicloalquenilo C3-Cqz, 0 -
cicloalquenilo Cs-C12 sustituido, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; y

(iv) NH2, N=CR4Rs;
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cada R4 es independientemente H, alquilo, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido;

o Rs y R4 se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de 4-10
miembros;

Re es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o R4 y Re se toman en conjunto con el atomo de carbono al que estan
unidos para formar un anillo de 4-10 miembros;

mes0,1,203;
con la condicion de que

(a) si el anillo A es tienilo, X es N, Rz es H, Rg es metilo, y Ry es -(CH2)s-L, en el que nes 0 y L es -CO-
N(RsR4), entonces Rs y R4 no se toman en conjunto con el &tomo de nitrégeno al que estan unidos para
formar un anillo de morfolino;

(b) si el anillo A es tienilo, X es N, Rz es H, Rg es metilo, y Ry es -(CH2)s-L, en el que nes 0 y L es -CO-
N(RsR4), y uno de Rs y R4 es H, entonces el otro de R3 y R4 no es metilo, hidroxietilo, alcoxi, fenilo, fenilo
sustituido, piridilo ni piridilo sustituido; y

(c) si el anillo A es tienilo, X es N, Rz es H, Rg es metilo, y R1 es -(CHz)n-L,

enelque nes 0y L es-COO-Rs, entonces Rs no es metilo ni etilo; o una sal, solvato o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, Ri es -(CH2)s-L, en el que n es 0-3 y L es -COO-Rs, arilo opcionalmente sustituido, o
heteroarilo opcionalmente sustituido; y Rs es -alquilo C1-Cg, que contiene 0, 1, 2 o 3 heteroatomos seleccionados
entre O, S o N, y que puede estar opcionalmente sustituido. En determinados ejemplos, nes 1 0 2 y L es alquilo o -
COO-Rs, y Rs es metilo, etilo, propilo, i-propilo, butilo, sec-butilo, o t-butilo; o nes 1 02y L es H o opcionalmente
sustituido fenilo.

En determinados ejemplos, R1 es -(CH2)n-L, en el que n es 0 y L es -CO-N(RsR4), y uno de Rs y R4 es H, y el otro de
Rs y Rs es (CH2)p-Y, en el que p es 1-3 (por ejemplo, p es 2) e Y es un anillo que contiene nitrégeno (que puede ser
aromatico o no aromatico).

En determinados ejemplos, Rz es H o metilo.

En determinados ejemplos, Rg es metilo, etilo, hidroxi metilo, metoximetilo, trifluorometilo, COOH, COOMe, COOEt,
COOCH20C(O)CHs.

En determinados ejemplos, el anillo A es fenilo, naftilo, bifenilo, tetrahidronaftilo, indanilo, piridilo, furanilo, indolilo,
pirimidinilo, piridizinilo, pirazinilo, imidazolilo, oxazolilo, tienilo, tiazolilo, triazolilo, isoxazolilo, quinolinilo, pirrolilo,
pirazolilo, o 5,6,7,8-tetrahidroisoquinolinilo.

En determinados ejemplos, cada Ra es independientemente un alquilo opcionalmente sustituido, o cualesquiera dos
Ra junto con los atomos a los que se une cada uno, puede formar un arilo.

Los inventores también desvelan compuestos de Formulas V-XXII en el presente documento, y cualquier compuesto
que se describe en el presente documento.

Ademas adicionalmente, los inventores desvelan un método para tratar o prevenir una neoplasia en un sujeto,
método que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-
XXIl, o cualquier compuesto que se describe en el presente documento.

También se desvela un compuesto de cualquiera de las Férmulas I-IV. Los inventores también desvelan un método
para reducir el crecimiento, proliferacién o supervivencia de una célula neoplasica, método que comprende poner en
contacto la célula con una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Formulas I-XXII, o cualquier
compuesto que se describe en el presente documento, reduciendo de ese modo el crecimiento, proliferacion o
supervivencia de una célula neoplasica.

Los inventores también desvelan un método para inducir la diferenciacion en una célula neoplasica, método que
comprende poner en contacto la célula con un compuesto de cualquiera de las Férmulas I-XXII, o cualquier
compuesto que se describe en el presente documento, induciendo de ese modo la diferenciacion en la célula
neoplasica.

Los inventores también desvelan un método para inducir la muerte celular en una célula neoplasica, método que
comprende poner en contacto la célula con una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de cualquiera de
las Férmulas I-XXII, o cualquier compuesto que se describe en el presente documento, induciendo de ese modo la
muerte celular la célula neoplasica.
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En ciertos aspectos, los métodos comprenden adicionalmente seleccionar el compuesto para su unién a un
bromodominio de la familia BET.

En ciertos aspectos, los métodos comprenden adicionalmente seleccionar el compuesto para inhibir un
bromodominio de unién a cromatina en un entorno celular.

En ciertos aspectos, los métodos comprenden adicionalmente seleccionar el compuesto para su unién de forma
especifica usando fluorimetria de barrido diferencial (DSF), Calorimetria de Valoracion Isotérmica, y/o un ensayo
homogéneo de proximidad de luminiscencia (identificacién sistematica ALPHA). En determinados ejemplos, el
compuesto aumenta la estabilidad térmica del bromodominio en dicho ensayo.

En ciertos aspectos de los métodos, el miembro de la familia BET es BRD2, BRD3, BRD4 o BRDT.
En ciertos aspectos de los métodos, la célula esta en un sujeto.

Los inventores también desvelan un método para prevenir o tratar una neoplasia en un sujeto, método que
comprende administrar a un sujeto con necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de
las Férmulas I-XXII, o cualquier compuesto que se describe en el presente documento, evitando o tratando de ese
modo la neoplasia en un sujeto.

En ciertos aspectos, el sujeto es un mamifero. En determinados ejemplos, el sujeto es un paciente humano.
En ciertos aspectos, el método reduce el crecimiento o la proliferacion de una neoplasia en un sujeto.

En ciertos aspectos, la neoplasia esta dirigida por un activador de la transcripcion. En determinados ejemplos, el
activador de la transcripcion es myc.

En ciertos aspectos, el sujeto tiene una neoplasia seleccionada entre el grupo que consiste en linfoma de Burkitt,
cancer de pulmén de células pequefas, cancer de mama, cancer de colon, neuroblastoma, blastoma multiforme
glial, leucemia dirigida por MLL, leucemia linfocitica cronica, carcinoma de linea media de NUT, carcinoma de células
escamosas o cualquier otro carcinoma asociado con una reorganizacién de NUT.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto de la reivindicacion 1 y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable del mismo. Los
inventores también desvelan composiciones que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquier
otro compuesto que se describe en el presente documento y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable
del mismo.

Los inventores desvelan un compuesto farmacéutico envasado que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas I-XXIl, o cualquier compuesto que se describe en el presente
documento, e instrucciones escritas para la administracién del compuesto.

Los inventores desvelan un método para prevenir o tratar una neoplasia en un sujeto, método que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas I-XXII, o
cualquier compuesto que se describe en el presente documento, en el que el compuesto altera la uniéon del
bromodominio a acetil-lisina o de otro modo desplaza un miembro de la familia BET de la cromatina, previniendo o
tratando de ese modo dicha neoplasia.

En ciertos aspectos, el compuesto inhibe la union del péptido H4 Kac de la Histona a un miembro de la familia BET.
En ciertos aspectos, es miembro de la familia BET es BRD2, BRD3, BRD4 o BRDT.

En ciertos aspectos, el compuesto se une a un sitio de unién de Kac de un bromodominio de la familia BET.

Los inventores también desvelan un método para identificar un compuesto para el tratamiento de una neoplasia,
método que comprende poner en contacto un compuesto de ensayo con un miembro de la familia BET que
comprende un bromodominio; y detectar la unidn especifica al bromodominio, identificando de ese modo de
compuestos de ensayo como Util para el tratamiento de una neoplasia.

En ciertos aspectos, la especificidad de la unién se somete a ensayo usando fluorimetria de barrido diferencial
(DSF).

En ciertos aspectos, la union aumentar la estabilidad térmica de dicho bromodominio.

En ciertos aspectos, la union se detecta usando Calorimetria de Valoracion Isotérmica.
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En ciertos aspectos, la union se detecta usando un ensayo homogéneo de proximidad de luminiscencia
(identificacion sistematica ALPHA).

En ciertos aspectos, el compuesto inhibe la union del péptido H4 Kac de la Histona a dicho bromodominio.

En ciertos aspectos, el compuesto que forma un enlace de hidrégeno con una asparagina conservada de forma
evolutiva en dicho bromodominio.

En ciertos aspectos, dicho miembro de la familia BET es BRD4 o BRD2 y la asparagina es Asn140 en BRD4(1) y
Asn429 en BRD2(2).

En ciertos aspectos, el compuesto se une de forma competitiva con la cromatina en un entorno celular.

En ciertos aspectos, la unién competitiva con la cromatina se detecta usando recuperacién de fluorescencia después
de fotolixiviacion (FRAP).

En ciertos aspectos, el método se realiza en una célula neopléasica in vitro.

En ciertos aspectos, el método comprende adicionalmente detectar una disminucién en la proliferacién celular, un
aumento de la muerte celular, o un aumento de la diferenciacion celular.

En ciertos aspectos, la muerte celular es muerte celular apoptoética.
En ciertos aspectos, la diferenciacion celular se identifica detectando un aumento en la expresién de citoqueratina.
En ciertos aspectos, el método comprende adicionalmente detectar una reduccion en la elongacién de la traduccion.

Los inventores también desvelan un método para tratar o prevenir una neoplasia en un sujeto, método que
comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas I-XXII, o
cualquier compuesto que se describe en el presente documento, en el que dicho compuesto es capaz de unirse a un
bromodominio de la familia BET y alterar dicha interaccion de bromodominios con cromatina, evitando o tratando de
ese modo dicho cancer.

En ciertos aspectos, el método induce la muerte o la diferenciacién celular en una célula neoplasica de dicho sujeto.

Los inventores también desvelan una composicién para el tratamiento o la prevencion de una neoplasia,
composicién que comprende una cantidad eficaz de un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en el
compuesto de cualquiera de las Férmulas I-XXII, o cualquier compuesto que se describe en el presente documento,
y un excipiente farmacéuticamente aceptable, en el que dicho compuesto inhibe la union del péptido H4 Kac de la
Histona a un bromodominio de la familia BET.

Los inventores también desvelan un método para reducir la inflamacién en un sujeto, método que comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-XXIl, o cualquier
compuesto que se describe en el presente documento.

Los inventores también desvelan un método para prevenir o tratar an enfermedad inflamatoria en un sujeto, método
que comprende administrar a un sujeto con necesidad del mismo una cantidad eficaz de un compuesto de
cualquiera de las Férmulas I-XXII, o cualquier compuesto que se describe en el presente documento.

En ciertos aspectos, el sujeto es un mamifero. En determinados ejemplos, el sujeto es un paciente humano.

En ciertos aspectos, el método reduce el nivel de citoquina, la liberacion de histamina, o la actividad biolégica de una
célula de respuesta inmune.

Los inventores también desvelan un método para identificar un compuesto para el tratamiento de inflamacion,
método que comprende poner en contacto un compuesto de ensayo con un miembro de la familia BET que
comprende un bromodominio; y detectar la unién especifica al bromodominio, identificando de ese modo el
compuesto de ensayo como Util para el tratamiento de inflamacién.

Definiciones

Por "agente" se hace referencia a cualquier compuesto quimico de molécula pequefa, anticuerpo, molécula acido
nucleico, o polipéptido, o fragmentos de los mismos.

Como se usa en el presente documento, la expresién "anillo aromatico" o "arilo" se refiere a un anillo o radical de
anillo aromatico monociclico o policiclico que comprende atomos de carbono y de hidrégeno. Los ejemplos de
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grupos arilo adecuados incluyen, pero no se limitan a, fenilo, tolilo, antacenilo, fluorenilo, indenilo, azulenilo, y naftilo,
asi como restos carbociclicos condensados con benzo tales como 5,6,7,8-tetrahidronaftilo. Un grupo arilo puede
estar sin sustituir o esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes, por ejemplo, sustituyentes tal como
se describe en el presente documento para grupos alquilo (incluyendo sin limitacion alquilo (preferentemente, alquilo
inferior o alquilo sustituido con uno o mas halo), hidroxi, alcoxi (preferentemente, alcoxi inferior), alquiltio, ciano, halo,
amino, acido borénico (-B(OH), y nitro). En determinados ejemplos, el grupo arilo es un anillo monociclico, en el que
el anillo comprende 6 atomos de carbono.

Como se usa en el presente documento, el término "alquilo” se refiere a un hidrocarburo no ciclico de cadena lineal o
ramificada saturado que por lo general tiene de 1 a 10 &tomos de carbono. Los alquilos de cadena lineal saturados
representativos incluyen metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, n-nonilo y n-decilo;
mientras que los alquilos ramificados saturados incluyen isopropilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, isopentilo, 2-
metilbutilo, 3-metilbutilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-metilpentilo, 2-metil-hexilo, 3-metilhexilo, 4-metilhexilo, 5-
metilhexilo, 2,3-dimetilbutilo, 2,3-dimetilpentilo, 2,4-dimetilpentilo, 2,3-dimetilhexilo, 2,4-dimetilhexilo, 2,5-
dimetilhexilo, 2,2-dimetilpentilo, 2,2-dimetilhexilo, 3,3-dimetilpentilo, 3,3-dimetilhexilo, 4,4-dimetilhexilo, 2-etilpentilo,
3-etilpentilo, 2-etilhexilo, 3-etilhexilo, 4-etilhexilo, 2-metil-2-etil-pentilo, 2-metil-3-etilpentilo, 2-metil-4-etilpentilo, 2-
metil-2-etilhexilo, 2-metil-3-etilhexilo, 2-metil-4-etil-hexilo, 2,2-dietilpentilo, 3,3-dietilhexilo, 2,2-dietilhexilo, 3,3-
dietilhexilo y similares. Los grupos alquilo incluidos en los compuestos que se desvelan en el presente documento
pueden estar sin sustituir, u opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes, tales como amino, alquilamino,
arilamino, heteroarilamino, alcoxi, alquiltio, oxo, halo, acilo, nitro, hidroxilo, ciano, arilo, heteroarilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, ariloxi, heteroariloxi, ariltio, heteroariltio, arilamino, heteroarilamino, carbociclilo, carbocicliloxi,
carbocicliltio, carbociclilamino, heterociclilo, heterocicliloxi, heterociclilamino, heterocicliltio, y similares. Los alquilos
inferiores por lo general son preferentes para los compuestos que se desvelan en el presente documento.

Por "bromodominio" se hace referencia a una parte de un polipéptido que reconoce restos de lisina acetilados. En un
ejemplo, un bromodominio de un polipéptido miembro de la familia BET comprende aproximadamente 110
aminoacidos y comparte un plegamiento conservado que comprende un haz girado hacia la izquierda de cuatro
hélices alfa unidas por diversas regiones de bucle que interactdan con la cromatina.

Por "polipéptido de la familia BET" se hace referencia a un polipéptido que comprende dos bromodominios y un
dominio extraterminal (ET) o un fragmento del mismo que tiene actividad reguladora de la transcripcion o actividad
de unién a lisina acetilada. Los miembros de la familia BET a modo de ejemplo incluyen BRD2, BRD3, BRD4 y
BRDT.

Por "polipéptido BRD2" se hace referencia a una proteina o fragmento de la misma que tiene una identidad de al
menos un 85 % con NP_005095 que es capaz de unirse a la cromatina o regular la transicion.

La secuencia de un polipéptido BRD2 a modo de ejemplo es la que sigue a continuacion:

MLONVTPHNKLPGEGNAGLLGLGPEAAAPGKRIRKPSLLYEGFESPTMASVPALQLTPANPPPPEVSNE
EPGRVTNQLQYLH KVVMEKALWKHQFAWPEFRQ PYDAVKLGLPDYHKII KQPMDMGTIKRRLENNYYWAAS
gMQDE‘NTM FTNCYIYNKPTDDIVLMAQTLEKIFLOKVASMPQEEQELVVTIPKNSHKKGAKLAALQGSV
EAHQV PAVSSVSHTRLYTPPPEIPTTVLNIPHPSVI SS PLLKSLHSAGPPLLAVTARPPAQPLAKKKGV
K

REKADTTTPTPTAILAPGSPASPPGSLEPKAARLPPMRRESGRPIKPPRKDLPDSQQOHOSSKKGKLSEQ
EHCNGiLKELLSKKHAAYAW#FYKPVDASALGLHDYHDIIRHPMDLSTVKRKMENRDYRDAQEFAADVR
;FSNCYKYNPPDHDVVAMARKLQDVFEFRYAKMPDEPLEPGPLPVSTAMPPGLAKSSSESSSEESSSES
:EEEEEEDEEDEEEEESESSDSEEERAHRLAELQEQLRAVHEQLAALSQGPISKPKRKREKKEKKKKRK
SKHRGRAGADEDDKGPRAPRPPQPKKSKKASGSGGGSAALGPSGFGPSGGSGTKLPKKATKTAPPALPT
gDSEEEEESRPMSYDEKRQLSLDINKLPGEKLGRVVHIIQAREPSLRDSNPEEIEIDFETLKPSTLREL
EYVLSCLRKKPRKPYTIKKPVGKTKEELALEKKRELEKRLQDVSGQLNSTKKPPKKANEKTESSSAQQV
?SRLSASSSSSDSSSSSSSSSSSDTSDSDSG
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Por "molécula de acido nucleico de BRD2" se hace referencia a un polinucleétido que codifica un polipéptido de
BRD2 un fragmento del mismo

Por "polipéptido de BRD3" se hace referencia a una proteina o fragmento de la misma que tiene una identidad de a
menos un 85 % con NP_031397.1 que es capaz de unirse a la cromatina o de regular la transcripcion.

La secuencia de un polipéptido de BRD3 a modo de ejemplo sigue a continuacion:

1l mstattvapa gipatpgpvn ppppevsnps kpgrktnglg ymgnvvvktl
wkhgfawpfy .
61 gpvdaiklnl pdyhkiiknp mdmgtikkrl ennyywsase cmgdfntmft
ncyiynkptd
121 divlimagale kiflgkvagm pgeevellpp apkgkgrkpa agagsagtaqq
vaavssvspa
181 tpfgsvpptv sgtpviaatp vptitanvts vpvppaaapp ppatpivpvv
pptppvvkkk )
: 241 gvkrkadttt pttsaitasr sesppplsdp kgakvvarre sggrpikppk
kdledgevpqg ’
301 hagkkgklse hlrycdsilr emlskkhaay awpfykpvda ealelhdyhd
iikhpmdlst
361 vkrkmdgrey pdaggfaadv rlmfsncyky nppdhevvam arklgdvfem
rfakmpdepv
421 eapalpapaa pmvskgaess rsseesssds gssdseeera trlaelgeql
kavheqlaal
481 sgapvnkpkk kkekkekekk kkdkekekek hkvkaeeekk akvappakga
qggkkapakka :
541 nstttagrgl kkggkgasas ydseeeeegl pmsydekrgl sldinrlpge
klgrvvhiiq
601 srepslrdsn pdeieidfet lkpttlrele ryvksclgkk grkpfsasgk
kgaakskeel
66l agekkkelek rlqgdvsggls sskkparkek pgsapsggps rlsssssses
gsssssgsss
721 dssdse

Por "molécula de acido nucleico de Brd3" se hace referencia a un polinucleétido que codifica un polipéptido BRDS.

Por "polipéptido de BRD4" se hace referencia a una proteina o fragmento de la misma que tiene una identidad de a
menos un 85 % con NP_055114 que es capaz de unirse a la cromatina o de regular la transcripcion.

11



Por "molécula de acido nucleico de Brd4" se hace referencia a un polinucleétido que codifica un polipéptido de

BRD4.

Por "polipéptido de BRDT" se hace referencia a una proteina o fragmento de la misma que tiene una identidad de al

1 msaesgpgtr
snpnkpkrgt _
61 nglgyllrvv
kkrlennyyw
121 nageciqdfin
imivgakgrg
181 rgrketgtak
dlivgtpvmt
241 vvppgplqtp
kadtttptti
301 dpiheppslp
seqlkcesgi
361 lkemfakkha
eyrdagefga
421 dvrlmfsncy
pavppptkvyv
481 appsssdsss
pgankpkkke
541 kdkkekkkek

mkskppptye

601 seeedkckpm
eieidfetlk

661 pstlrelery
ssdsedsetg

721 pa

ES 2534521 T3

lrnipvmgdg
lktlwkhgfa
tmftneyiyn
pgvstvpntt
PRVRPRIPIPP
pepkttklgg
avawpfykpv
kynppdhevv
dsssdsdsst
hkrkeeveen
syeekrqglsl

vtsclrkkrk

letsgmsttg
wpfqgpvdav
kpgddivlima
gastppgtgt
papapqpvgs
fressrpvkp
dvealglhdy
amarklgdvf
ddseeeraqr
kkskakeppp
dinklpgekl

pgaekvdvia

agagpgpana
klnlpdyyki
ealeklflqgk
papnpppvda
hppiiaatpqg
pkkdvpdsqgg
cdiikhpmdm
emr fakmpde
laelgeqlka
kktkknnssn
érvvhiiqsr

gsskmkgfss

astnppppet

iktpmdmgti

inelpteete

tphpfpavtp
pvktkkgvkr
hpapeksskv
stiksklear
peepvvavss
vheqlaalsqg
snvskkepap
epslknsnpd

Sesesssess

menos un 85 % con NP_001717 que es capaz de unirse a la cromatina o de regular la transcripcion.

1 mslpsrgtai
pfgrpvdavk
61 lglpdyytii
pgddivlimagq
121 aleklfmgkl
vikqgeipsvy
181 fpktsispln
fsptfteksv
241 alppikenmp
yawpfynpvd
301 wvnalglhnyy
ynppdhevvt
361 marmlgdvfe
ssddsederv
421 krlaklgeqgl
prkmcegmrl
481 kekskrnapk
grvvhiigsr
- 541 epslsnsnpd
keelhsgkkg
601 elekrlldwvn
essssdlsss
661 dssdsesemf
qgdttsanttl
721 vhgttpshvm
gitvmhpsgd

ivnppppeyi
knpmdlntik
sgmpgeeqgvyv
vvqgasvinss
knvlpdsqgqqg
dvvknpmdlg
thfskipiep
kavhgglgvl
krkgqfiglk
eieidfetlk
nglnsrkrgt
pkftevkpnd

ppnhhglafn

ntkkngrltn
krlenkyyak
gvkerikkgt
sqgtaaqvtkg
ynvvktvkvt
tikekmdnge
vesmplcyik
sqvpfrkink
sedednakpm
astlreleky
ksdktgpska
sp;kenvkkm

ygelehlgtv

12

qlgylgkvvl
aseciedfnt
qqﬁiavssak
vkrkadttte
eglrhecseil
yvkdaykfaad
tditettgre
kkekskkekk
nydekrqglsl
vsaclrkrpl
venvsrlses
knecilpegr

knisplgilp

kdlwkhs fsw
misncylynk
eksspsatek
atsavkasse
kemlakkhfé
vrimfrincyk
ntneassegn
kekvnnsnen
ninklpgdkl
kppakkimms
5558S8SsSesS
tgvtgigycv

psgdseglsn
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781 sdttmlesec qapvagkdiki knadswkslg kpvkpsgvmk ssdelfnqfr
kaaiekevka '

841 rtgelirkhl eqntkelkas gengrdligng ltvesfsnki qnkcsgeegk
ehggsseaqd

901 ksklwllkdr dlargkeger rrreamvgti dmtlgsdimt mfennfd

Por "molécula de acido nucleico de BRDT" se hace referencia a un polinucle6tido que codifica un polipéptido de
BRDT.

Por "mejorar" se hace referencia a disminuir, suprimir, atenuar, disminuir, detener, o estabilizar el desarrollo o la
evolucion de una enfermedad.

Por "alteracién" se hace referencia a un cambio (aumento o disminucion) en los niveles de expresién poca actividad
de un gen o polipéptido tal como se detecta mediante métodos convencionales conocidos en la técnica tales como
los que se describen en el presente documento. Tal como se usa en el presente documento, una alteracién incluye
un cambio de un 10 % en los niveles de expresion, preferentemente un cambio de un 25 %, mas preferentemente un
cambio de un 40 %, y lo mas preferentemente un cambio de un 50 % o superior en los niveles de expresion.

Por "analogo" se hace referencia a una molécula que no es idéntica, pero que tiene caracteristicas funcionales o
estructurales andalogas. Por ejemplo, un analogo de polipéptido mantiene al menos algunas de las actividades
biolégicas de un polipéptido de origen natural correspondiente, a la vez que tiene determinadas modificaciones
bioquimicas que aumentan la funcién del analogo con respecto a un polipéptido de origen natural. Tales
modificaciones bioquimicas podrian aumentar la resistencia a proteasas, permeabilidad de la membrana, o vida
media del analogo, sin alterar, por ejemplo, la unién a ligandos. Un analogo puede incluir un aminoacido no natural.

Por "compuesto" se hace referencia a cualquier compuesto quimico de molécula pequena, anticuerpo, molécula de
acido nucleico, o polipéptido, o fragmentos de los mismos.

El término "diastereémeros" se refiere a estereoisémeros con dos o mas centros de asimetria y cuyas moléculas no
son imagenes especulares entre si.

El término "enantiomeros" se refiere a dos estereoisémeros de un compuesto que son imagenes especulares no
superponibles entre si. Una mezcla equimolar de dos enantidmeros se denomina una "mezcla racémica" o un
"racemato”.

El término "halégeno” se refiere a -F, -Cl, -Br o -I.

El término "haloalquilo” pretende incluir grupos alquilo tal como se ha definido anteriormente que estan mono-, di- o
polisustituidos con halégeno, por ejemplo, fluorometilo y trifluorometilo.

El término "hidroxilo" se refiere a -OH.

El término "heteroatomo" tal como se usa en el presente documento se refiere a un atomo de cualquier elemento
distinto del carbono o del hidrégeno. Los heteroatomos preferentes son nitrégeno, oxigeno, azufre y fosforo.

El término "heteroarilo" se refiere a un sistema de anillo monociclico de 5-8 miembros, biciclico de 8-12 miembros, o
triciclico de 11-14 miembros aromaticos que tiene 1-4 heteroatomos en el anillo si es monociclico, 1-6 heteroatomos
si es biciclico, o 1-9 heteroatomos si es ftriciclico, dichos heteroatomos seleccionados entre O, N o S, y siendo
carbono los atomos en el anillo restantes. Los grupos heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o
mas sustituyentes al igual que para los grupos arilo. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero no se limitan
a, piridilo, furanilo, benzodioxolilo, tienilo, pirrolilo, oxazolilo, oxadiazolilo, imidazolilo tiazolilo, isoxazolilo, quinolinilo,
pirazolilo, isotiazolilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, triazinilo, triazolilo, tiadiazolilo, isoquinolinilo, indazolilo,
benzoxazolilo, benzofurilo, indolizinilo, imidazopiridilo, tetrazolilo, benzoimidazolilo, benzotiazolilo, benzotiadiazolilo,
benzoxadiazolilo, e indolilo.

El término "heterociclico", tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos organicos que
contienen al menos un atomo distinto del carbono (por ejemplo, S, O, N) dentro de una estructura anular. La
estructura anular en estos compuestos organicos puede ser aromatica o no aromatica. Algunos ejemplos de restos
heterociclicos incluyen, pero no se limitan a, piridina, pirimidina, pirrolidina, furano, tetrahidrofurano, tetrahidrotiofeno,
y dioxano.

El término "isbmeros" o "esterecisdmeros" se refiere a compuestos que tienen constitucion quimica idéntica, pero
que difieren con respecto a la disposicién de los atomos o grupos en el espacio.
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La expresién "derivados isotépicos" incluye derivados de compuestos en los que uno o mas atomos en los
compuestos estan sustituidos con isétopos correspondientes de los atomos. Por ejemplo, un derivado isotépico de
de un compuesto que contiene un atomo de carbono (C‘2) seria uno en el que el atomo de carbono del compuesto
esta sustituido con el isétopo C'°.

El término "neoplasico” se refiere a aquellas células que tienen la capacidad de crecimiento auténomo, es decir, un
estado o condicién andmalos caracterizados por una proliferacion rapida del crecimiento celular. Una patologia
neoplasica se puede clasificar como patoldgica, es decir, que se caracteriza 0 que constituye una patologia, o se
puede clasificar como no patoldgica, es decir, una desviaciéon del estado normal pero que no esta asociada con una
patologia. El término pretende hacer referencia a la inclusion de todo tipo de crecimientos cancerosos o de procesos
oncongeénicos, tejidos metastasicos o células, tejidos, 6rganos transformados de forma maligna, independientemente
del tipo histopatolégico o estadio de invasién. Las células "hiperproliferativas patolégicas" se producen en patologias
caracterizadas por un crecimiento tumoral maligno. Los ejemplos de células hiperproliferativas no patolégicas
incluyen la proliferacion de células asociadas con la reparacién de heridas.

Las neoplasias ilustrativas susceptibles de tratamiento con un compuesto de la invencion incluyen leucemias (por
ejemplo, leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia mieloblastica aguda,
leucemia promielocitica aguda, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia monocitica aguda, eritroleucemia aguda,
leucemia de linaje mixto, leucemia cronica, leucemia mielocitica crénica, leucemia linfocitica crénica), mieloma
multiple, policitemia vera, linfoma de linfocitos T cutaneo (CTCL), linfoma (enfermedad de Hodgkin, enfermedad de
no Hodgkin), macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedad de la cadena pesada, y tumores sélidos tales como
sarcomas y carcinomas (por ejemplo, fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma
osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma,
mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer colorrectal, cancer
pancreatico, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, carcinoma
de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas,
carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico,
carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de conductos biliares, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma
embrionario, tumor de Wilm, cancer de cuello uterino, cancer de Utero, cancer de testiculo, carcinoma de pulmén,
carcinoma de pulmén de células pequefias, carcinoma de pulmoén de células no pequefias, carcinoma de vejiga,
carcinoma epitelial, glioma, glioblastoma, glioblastoma multiforme, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma,
ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma del nervio acustico, tumor neuroendocrino,
oligodendroglioma, schwannoma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, y retinoblastoma).

En un aspecto, la neoplasia esta dirigida por un activador de la transcripcion dominante, tal como myc. Tales
canceres incluyen linfoma de Burkitt, cancer de pulmén de células pequeias, cancer de mama, cancer de colon,
neuroblastoma, blastoma multiforme glial, leucemias dirigidas por MLL, leucemias linfociticas crénicas, carcinoma de
células escamosas que implica una reorganizacién de NUT, asi como otros canceres que implican proteinas que
contienen bromodominios o reorganizaciones de NUT.

La expresién "inhibicion del crecimiento” de la neoplasia incluye la ralentizacion, interrupcion, detencién o parada de
su crecimiento y metastasis y no indica necesariamente una eliminacion total del crecimiento neoplasico.

Por "formacién de modelos por ordenador" se hace referencia a la aplicacién de un programa de ordenador para
determinar uno o mas de los siguientes: la ubicacién y la proximidad de union de un ligando a un resto de union, el
espacio ocupado de un ligando unido, la cantidad de superficie de contacto complementaria entre un resto de unién
y un ligando, la energia de deformacion de la unién de un ligando dado a un resto de unién, y alguna estimacién
energias de fuerza de union de hidrégeno, interaccién de van der Waals, integraciéon hidréfoba, y/o e interaccion
electrostatica entre ligando y del resto de unién. La formacién de modelos por ordenador también puede
proporcionar comparaciones entre las caracteristicas de un sistema moderno y un compuesto candidato. Por
ejemplo, un experimento de formaciéon de modelos por ordenador puede comparar un modelo farmacéforo con un
compuesto candidato para evaluar el ajuste del compuesto candidato con el modelo.

Por un "sistema de ordenador" se hace referencia a los medios de hardware, medios de software y medios de
almacenamiento de datos usados para analizar los datos de coordinacién atémica. Los medios de hardware minimo
de los sistemas basados en ordenador que se desgrana en el presente documento comprenden una unidad de
central de procesamiento (CPU), medios de entrada, medios de salida y medios de almacenamiento de datos. De
forma deseable, se proporciona un monitor para visualizar los datos de estructuras. Los medios de almacenamiento
de datos pueden ser RAM o medios de acceso a medios que se pueden leer en ordenador que se desgrana en el
presente documento. los ejemplos de tales sistemas son estaciones de trabajo de microordenador disponibles en
Silicon Graphics Incorporated y Sun Microsystems que ejecutan sistemas operativos basados en Unix, Windows NT
o IBM OS/2.

Por "medios que se pueden leer en ordenador" se hace referencia a cualquier medio que se puede leer y acceder

directamente con un ordenador por ejemplo de modo que el medio es adecuado para uso en el sistema de
ordenador que se ha mencionado anteriormente. los medios incluyen, pero no se limitara: medios de
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almacenamiento magnético tales como disquetes, medio de almacenamiento de disco duro y cinta magnética;
medios de almacenamiento éptico tales como discos Opticos o CD-ROM; medios de almacenamiento eléctrico tales
como RAM y ROM; e hibridos de estas categorias tales como medios de almacenamiento magnético/6ptico.

»on HENT)

En la presente divulgacién, "comprende”, "que comprende”, "que contiene" y "que tiene" y similares pueden tener el
significado que se les atribuye en la ley de Patentes de Estados Unidos y pueden hacer referencia a "incluye”, "que
incluye”, y similares; "que consiste basicamente en" o "que consiste basicamente" del mismo modo tiene el
significado que se les atribuye en la ley de Patentes de Estados Unidos y la expresién no es concluyente, lo que
permite la presencia de mas expresiones las que se mencionan siempre y cuando las caracteristicas basicas o
nuevas de lo que se menciona no cambien por la presencia de mas de lo que se menciona, pero excluye

realizaciones de la técnica anterior.
"Detectar" se refiere a identificar la presencia, ausencia o cantidad del analito a detectar.

Por "marca detectable" se hace referencia a una composiciéon que cuando se une una molécula de interés emite la
ultima detectable, a través de medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, o quimicos.
Por ejemplo, las marcas utiles incluyen isétopos radiactivos, perlas magnéticas, perlas metalicas, particulas
coloidales, colorantes fluorescentes, reactivos de densidad electrénica, enzimas (por ejemplo, tal como se usan
normalmente en un ELISA), biotina, digoxigenina, o haptenos.

Por "enfermedad" se hace referencia a cualquier afeccién o trastorno que dafa o interfiere con la funcién normal de
una célula, tejido, u 6rgano. Los ejemplos de enfermedades susceptibles a tratamiento con compuestos que se
definen en el presente documento incluyen una neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH
u otros), diabetes, aterosclerosis, oclusién por endoprotesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia,
enfermedad de injerto frente a huésped, enfermedades por infeccién asociadas con bromodominios, el tratamiento
de parasitos, malaria, tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina. Los usos adicionales de las
composiciones que se desvelan en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, uso en trasplante de
6rganos, modulacion del estado celular para medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulacién o la inhibicién
de la diferenciacién celular), y facilitando la pluripotencia.

Por "cantidad eficaz" se hace referencia a la cantidad necesaria de un agente para mejorar los sintomas de una
enfermedad con respecto a un paciente sin tratar. De la cantidad eficaz de compuesto o compuestos activos usados
para poner en practica la presente invencién para tratamiento terapéutico de una enfermedad varia dependiendo del
modo de administracion, la edad, peso corporal, y salud general del sujeto. por ultimo, el médico o el veterinario que
prescribe decidird la cantidad y el régimen de dosificacion apropiados. Tal cantidad se denomina una cantidad
"eficaz".

El término "enantiomeros" se refiere a dos esterecisémeros de un compuesto que son imagenes especulares no
superponibles entre si. Una mezcla equimolar de dos enantimeros se denomina una "mezcla racémica" o un
"racemato”.

El término "halégeno” se refiere a -F, -Cl, -Br o -I.

El término "haloalquilo” pretende incluir grupos alquilo como se ha definido anteriormente que estd mono-, di- o
polisustituidos con halégeno, por ejemplo, fluorometilo y trifluorometilo.

El término "hidroxilo" se refiere a -OH.

El término "heteroatomo" tal como se usa en el presente documento se refiere a un atomo de cualquier elemento
distinto del carbono o del hidrégeno. Los heteroatomos preferentes son nitrégeno, oxigeno, azufre y fésforo.

El término "heteroarilo" se refiere a un sistema de anillo monociclico de 5-8 miembros, biciclico de 8-12 miembros, o
triciclico de 11-14 miembros aromatico que tiene 1-4 heteroatomos en el anillo si es monociclico, 1-6 heteroatomos
si es biciclico, o 1-9 heteroatomos si es triciclico, con dichos heteroatomos seleccionados entre O, N 0 S, y siendo
carbono los restantes atomos en el anillo. Los grupos heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o
mas sustituyentes, por ejemplo, sustituyentes tal como se describe en el presente documento para grupos arilo. Los
ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, piridilo, furanilo, benzodioxolilo, tienilo, pirrolilo,
oxazolilo, oxadiazolilo, imidazolilo, tiazolilo, isoxazolilo, quinolinilo, pirazolilo, isotiazolilo, piridazinilo, pirimidinilo,
pirazinilo, triazinilo, triazolilo, tiadiazolilo, isoquinolinilo, indazolilo, benzoxazolilo, benzofurilo, indolizinilo,
imidazopiridilo, tetrazolilo, bencimidazolilo, benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, benzoxadiazolilo, e indolilo.

El término "heterociclico”, como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos organicos que contienen
al menos un atomo distinto del carbono (por ejemplo, S, O, N) dentro de una estructura anular. La estructura anular
en estos compuestos organicos puede ser aromatica o, en determinados ejemplos, no aromatica. Algunos ejemplos
de restos heterociclicos incluyen, pero no se limitan a, piridina, pirimidina, pirrolidina, furano, tetrahidrofurano,
tetrahidrotiofeno, y dioxano.
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El término "isémeros" o "estereoisémeros” se refiere a compuestos que tienen constitucion quimica idéntica, pero
que difieren con respecto a la disposicién de los atomos o grupos en el espacio.

La expresion "derivados isotopicos" incluye derivados de compuestos en los que uno o mas atomos en los
compuestos estan sustituidos con is6topos los correspondientes de los atomos. Por ejemplo, un derivado isotépico
de un compuesto que contiene un atomo de carbono (C‘2) seria uno en el que el atomo de carbono del compuesto
esta sustituido con el istopo C'*.

Los inventores desvelan un nimero de dianas que son Utiles para el desarrollo de farmacos altamente especificos
para tratamiento o un trastorno caracterizado por los métodos que se definen en el presente documento. Ademas,
los inventores desvelan como proporcionar un medio facil para identificar terapias que son seguras para uso en
sujetos. Ademas, los inventores desvelan una ruta para analizar virtualmente cualquier nimero de compuestos para
efectos en una enfermedad que se describe en el presente documento con rendimiento de alto volumen, sensibilidad
elevada, y baja complejidad.

Por "ajuste" se hace referencia a la determinacién, mediante medios automaticos, o semiautomaticos, de
interacciones entre uno o mas atomos de una molécula de agente y uno o mas atomos o sitios de unién de un
miembro de la familia BET (por ejemplo, un bromodominio de BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT), y determinar la
extensién hasta la que son estables tales interacciones. En el presente documento se prescriben adicionalmente
diversos métodos de ajuste basados en ordenador.

Por "fragmento" se hace referencia a una parte de un polipéptido o molécula de acido nucleico. Esta parte contiene,
preferentemente, al menos un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, o0 un 90 % de
toda la longitud de la molécula de acido nucleico o polipéptido de referencia. Un fragmento puede contener 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, o 1000 nucleétidos o0 aminoacidos.

"Hibridacién" se refiere a enlace de hidrégeno, que puede ser enlace de hidrogeno de Watson-Crick, Hoogsteen o
Hoogsteen inverso, entre nucleobases complementarias. Por ejemplo, adenina y timina son nucleobases
complementarias que se emparejan a través de la formacién de enlaces de hidrégeno.

Por "nucleétido aislado”" se hace referencia a un acido nucleico (por ejemplo, un ADN) que esta libre de los genes
que, en el genoma de origen natural del organismo a partir del que tiene su origen en la molécula de acido nucleico
que se desvela en el presente documento, flanquean el gen. Por lo tanto, la expresion incluye, por ejemplo, un ADN
recombinante que se incorpora en un vector; en un plasmido de replicaciéon auténoma o virus; o en el ADN gendémico
de una célula procariota o eucariota; o que existe como una molécula separada (por ejemplo, un ADNc o un ADN
gendmico o fragmento de ADNc producido por PCR o digestién de endonucleasa de restriccion) independiente de
otras secuencias. Ademas, la expresion incluye una molécula de ARN que se transcribe a partir de una molécula de
ADN, asi como un ADN recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica secuencias de polipéptidos
adicionales.

Por un "polipéptido aislado" se hace referencia a un polipéptido tal como se desvela en el presente documento que
se ha separado de los componentes que le acompanan de forma natural. Por lo general, el polipéptido se aisla
cuando esta libre en al menos un 60 %, en peso, de las proteinas y moléculas organicas de origen natural con las
que se asocia de forma natural. Preferentemente, la preparacién es de al menos un 75 %, mas preferentemente al
menos un 90 %, y lo mas preferentemente al menos un 99 %, en peso, de un polipéptido que se desvela en el
presente documento. Un polipéptido aislado se puede obtener, por ejemplo, por extraccion a partir de una fuente
natural, mediante expresion de un acido nucleico recombinante que codifica tal polipéptido; o mediante sintesis
quimica de la proteina. La pureza se puede medir mediante cualquier método apropiado, por ejemplo, analisis de
cromatografia en columna, electroforesis en gel de poliacrilamida, o por HPLC.

Por "marcador” se hace referencia a cualquier proteina o polinucleétido que presenta una alteracion en el nivel de
expresion o actividad que estan asociados con una enfermedad o trastorno.

Como se usa en el presente documento, "obtener" tal como en "obtener un agente" incluye sintetizar, comprar, o de
cualquier otro adquirir modo el agente.

El término "neoplasica" se refiere a las células que tienen la capacidad de crecimiento auténomo, es decir, un estado
o condicién anémalos caracterizados por una proliferacion rapida del crecimiento celular. Una patologia neoplasica
se puede clasificar como patoldgica, es decir, que se caracteriza o que constituye una patologia, o se puede
clasificar como no patoldgica, es decir, una desviacién del estado normal pero que no estd asociada con una
patologia. El término pretende incluir todo tipo de crecimientos cancerosos o de procesos oncongénicos, tejidos
metastasicos o células, tejidos, organos transformados de forma maligna, independientemente del tipo
histopatolégico o estadio de invasién. Las células "hiperproliferativas patologicas" se producen en patologias
caracterizadas por un crecimiento tumoral maligno. Los ejemplos de células hiperproliferativas no patolégicas
incluyen la proliferacién de células asociadas con la reparacion de heridas.
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La expresién "inhibicion del crecimiento” de la neoplasia incluye la ralentizacion, interrupcion, detencién o parada de
su crecimiento y metastasis y no indica necesariamente una eliminacion total del crecimiento neoplasico.

El significado médico comun del término "neoplasia” se refiere a "nuevo crecimiento celular" que aparece como una
pérdida de respuesta a los controles de crecimiento normal, por ejemplo al crecimiento de células neoplasicas. Una
"hiperplasia" se refiere a célula se experimentan una tasa de crecimiento anémalamente elevada. Sin embargo, tal
como se usa en el presente documento, el término neoplasia se refiere por lo general a que las células experimentan
tasas de crecimiento celular andémalo. Las neoplasias incluyen "tumores”, que pueden ser benignos, premalignos o
malignos.

El término "obtener" tal como en "obtener compuestos" pretende incluir comprar, sintetizar o de otro modo adquirir el
compuesto.

La expresion "isémeros Opticos" tal como se usan el presente documento incluye moléculas, también conocidas
como moléculas quirales, que son imagenes especulares no superponibles exactas entre si.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administrado por via parenteral" tal como se usan en el presente
documento se refiere a modos de administracion distintos de la administracion enteral y tépica, normalmente por
inyeccion, e incluye, sin limitacion, inyeccién e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal.

Los términos "policiclilo" o "radical policiclico” se refieren al radical de dos o mas anillos ciclicos (por ejemplo,
cicloalquilos, cicloalguenilos, cicloalquinilos, arilos y/o heterociclilos) en los que dos 0 mas carbonos son comunes a
dos anillos adyacentes, por gjemplo, los anillos son "anillos condensados". Los anillos que se unen a través de
atomos no adyacentes se denominan anillos "unidos por puente". Cada uno de los anillos del policiclo pueden estar
sustituidos con tales sustituyentes tal como se ha descrito anteriormente, tal como por ejemplo, halégeno, hidroxilo,
alquilcarboniloxi, arilcarboniloxi, alcoxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, carboxilato, alquilcarbonilo, alcoxicarbonilo,
aminocarbonilo, alquiltiocarbonilo, alcoxilo, fosfato, fosfonato, fosfinato, ciano, amino (incluyendo alquilo amino,
dialquilamino, arilamino, diarilamino, y alquilarilamino), acilamino (incluyendo alquilcarbonilamino, arilcarbonilamino,
carbamoilo y ureido), amidino, imino, sulfhidrilo, alquiltio, ariltio, tiocarboxilato, sulfatos, sulfonato, sulfamoilo,
sulfonamido, nitro, trifluorometilo, ciano, azido, heterociclilo, alquilo, alquilarilo, o un resto aromatico o
heteroaromatico.

El término "polimorfo", tal como se usa en el presente documento, se refiere a formas cristalinas sélidas de un
compuesto de la presente invencion o complejo de las mismas. Diferentes polimorfos del mismo compuesto pueden
presentar diferentes propiedades fisicas, quimicas y/o espectroscopias. Las diferentes propiedades fisicas incluyen,
pero no se limitan a estabilidad (por ejemplo, al calor o a la luz), capacidad de comprension y densidad (importante
en formulacion y preparacion de productos), y tasas de disolucion (que pueden afectar a la biodisponibilidad). Las
diferencias en la estabilidad pueden dar como resultado cambios en la reactividad quimica (por ejemplo, oxidacion
diferencial, tal como una forma de clasificacion que se decolora mas rapidamente cuando esta formada por un
polimorfo que cuando esta formada por otro polimorfo) o caracteristicas mecanicas (por ejemplo, comprimidos que
se desmenuzan en el almacenamiento a medida que un polimorfo favorecido cinéticamente se convierte en un
polimorfo mas estable termodinamicamente) o ambos (por ejemplo, los comprimidos de un polimorfo son mas
susceptibles a descomposicién a humedad elevada). Las diferentes propiedades fisicas de los polimorfos pueden
afectar a su procesamiento.

El término "profarmaco” incluye compuestos con restos que se pueden metabdlica in vivo. Generalmente, los
profarmacos se metabolizan in vivo por esterasas o mediante otros mecanismos en farmacos activos. En la técnica
se conocen bien ejemplos de profarmacos y sus usos (Véase, por ejemplo, Berge et al. (1977) "Pharmaceutical
Salts", J. Pharm. Sci. 66: 1-19). Los profarmacos se pueden preparar in situ durante el aislamiento y la purificacién
final de los compuestos, o haciendo reaccionar de forma separada el compuesto purificado en su forma de acido
libre o hidroxilo con un agente de esterificacion adecuado. Los grupos hidroxilo se pueden convertir en ésteres a
través de tratamiento con un acido carboxilico. Ejemplos de restos de profarmaco incluyen restos de éster de alquilo
inferior ramificados o sin ramificar, sustituidos y sin sustituir, (por ejemplo, ésteres del acido propionico), ésteres
alquenilo de inferior, ésteres de di-alquil inferior-amino-alquilo inferior (por ejemplo, éster de dimetilaminoetilo),
ésteres de acilamino alquilo inferior (por ejemplo, éster de acetiloximetilo), ésteres de aciloxi alquilo inferior (por
efemplo, éster de pivaloiloximetilo), ésteres de arilo (éster de fenilo), ésteres de aril-alquilo inferior (por ejemplo, éster
de bencilo), ésteres de arilo y aril-alquilo inferior sustituidos (por ejemplo, con sustituyentes metilo, halo, o metoxi),
amidas, amidas de alquilo inferior, amidas de di-alquilo inferior, e hidroxi amidas. Los restos de profarmaco
preferentes son ésteres del acido propidnico y ésteres de acilo. También se incluyen profarmacos que se convierten
en formas activas a través de otros mecanismos in vivo.

Ademas, la indicacién de estereoquimica a través de un doble enlace carbono-carbono también es opuesta a la del
campo quimico general en la que "Z" se refiere a o que a menudo se denomina una conformacion "cis" (mismo lado)
mientras que "E" se refiere a lo que a menudo se denomina una conformacién "trans" (lado opuesto). Ambas
configuraciones, cis/trans y/o Z/E se incluyen en los compuestos de la presente invencién.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534521 T3

Con respecto a la nomenclatura de un centro quiral, los términos configuracién "d" y "I" son tal como se definen en
las Recomendaciones de la IUPAC. Con respecto al uso de los términos, diastereébmero, racemato, epimero y
enantiomérico, éstos se usaran en su contexto normal para describir la estereoquimica de las preparaciones.

Por "reduce" se hace referencia a una alteracién negativa de al menos un 10 %, un 25 %, un 50 %, un 75 %, o un
100 %.

Por "referencia" se refiere a una condicién estandar o de control.

Una "secuencia de referencia" es una secuencia definida usada como una base para comparacion de secuencias.
Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de o la totalidad de una secuencia especificada; por ejemplo,
un segmento de un ADNc de longitud total o secuencia genética, o el ADNc completo o secuencia genética. Para
polipéptidos, la longitud de la secuencia de polipéptidos de referencia por lo general sera de aproximadamente 16
aminoacidos, preferentemente de al menos aproximadamente 20 aminoacidos, mas preferentemente de al menos
aproximadamente 25 aminodcidos, e incluso mas preferentemente de aproximadamente 35 aminodcidos,
aproximadamente 50 aminoacidos, o aproximadamente 100 aminoacidos. Para acidos nucleicos, la longitud de la
secuencia de acidos nucleicos de referencia por lo general sera de al menos aproximadamente 50 nucleétidos,
preferentemente al menos aproximadamente 60 nucleétidos, mas preferentemente al menos aproximadamente 75
nucleétidos, e incluso mas preferentemente de aproximadamente 100 nucle6tidos o aproximadamente 300
nucleétidos o cualquier nimero entero alrededor de los mismos o entre los mismos.

Por "se une de forma especifica" se hace referencia a un compuesto o anticuerpos que reconoce y se une a un
polipéptido que se desvela en el presente documento, pero que basicamente no reconoce y se une a otras
moléculas en una muestra, por ejemplo, una muestra bioldgica, que incluye naturalmente un polipéptido que se
desvela en el presente documento.

Las moléculas de acidos nucleicos utiles en los métodos que se desvelan en el presente documento incluyen
cualquier molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que se desvela en el presente documento un
fragmento de la misma. No es necesario que tales moléculas de acidos nucleicos sean idénticas en un 100 % con
una secuencia de acidos nucleicos enddgena, pero por lo general presentara una identidad sustancial. Los
polinucleétidos que tienen una "identidad sustancial" con una secuencia enddgena por lo general son capaces de
hibridarse con al menos una hebra de una molécula de &cido nucleico bicatenaria. Las moléculas de acidos
nucleicos utiles en los métodos que se desvelan en el presente documento incluyen cualquier molécula de acido
nucleico que codifique un polipéptido que se desvela en el presente documento o un fragmento de la misma. No es
necesario que tales moléculas de acidos nucleicos sean idénticas en un 100 % con una secuencia de acidos
nucleicos enddgena, pero por lo general presentaran una identidad sustancial. Los polinucleétidos que tienen una
"identidad sustancial" con una secuencia enddgena por lo general son capaces de hibridarse con al menos una
hebra de una molécula de acido nucleico bicatenaria. Por "hibridar" se hace referencia a una pareja para formar un
anillo de molecular bicatenaria entre secuencias de polinucleétidos complementarias (por ejemplo, un gen que se
describe en el presente documento), o porciones del mismo, en diversas condiciones de rigurosidad. (Véase, por
ejemplo, Wahl, G. M. y S. L. Berger (1987) Methods Enzymol. 152: 399; Kimmel, A. R. (1987) Methods Enzymol.
152: 507).

Por ejemplo, la concentracion de sal rigurosa normalmente sera inferior a aproximadamente 750 mM de NaCl y 75
mM de citrato trisédico, preferentemente inferior a aproximadamente 500 mM de NaCl y 50 mM de citrato trisodico, y
mas preferentemente inferior a aproximadamente 250 mM de NaCl y 25 mM de citrato trisédico. Se puede obtener
hibridacion con rigurosidad baja en ausencia de disolvente organico, por ejemplo, formamida, aunque se puede
obtener hibridacién con rigurosidad elevada en presencia de al menos aproximadamente un 35 % de formamida, y
mas preferentemente al menos aproximadamente un 50 % de formamida. Las condiciones rigurosas de temperatura
incluiran normalmente temperaturas de al menos aproximadamente 30 °C, mas preferentemente de al menos
aproximadamente 37 °C, y lo mas preferentemente de al menos aproximadamente 42 °C. Los expertos en la materia
conocen bien los parametros adicionales variables, tales como tiempo de hibridacion, la concentracion de
detergente, por ejemplo, dodecil sulfato sédico (SDS), y la inclusién o exclusion de un ADN vehiculo. Si fuera
necesario se consiguen diversos niveles de rigurosidad mediante la combinacién de estas diversas condiciones. En
un ejemplo preferente, la hibridacion se producird a 30 °C en NaCl 750 mM, citrato trisédico 75 mM, y SDS al 1 %.
En un ejemplo mas preferente, la hibridacion se producira a 37 °C en NaCl 500 mM, citrato trisédico 50 mM, SDS al
1 %, formamida al 35 %, y 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado (ADNss). En un ejemplo mas
preferente, la hibridacion se producira a 42 °C en NaCl 250 mM, citrato trisédico 25 mM, SDS al 1 %, formamida al
50 %, y 200 ug/ml de ADNSss. Las variaciones utiles en estas condiciones seran facilmente evidentes para los
expertos en la materia.

Para la mayoria de las aplicaciones, la rigurosidad de las etapas de lavado que siguen a la hibridacion también
variaran. Las condiciones de rigurosidad de lavado se pueden definir por la concentracion de la sal y por la
temperatura. Tal como se menciond anteriormente, la rigurosidad del lavado puede aumentar mediante la
disminucién de la concentracion de sal o mediante el aumento de la temperatura. Por ejemplo, la concentracion de
sal rigurosa para las etapas de lavado sera preferentemente inferior a aproximadamente NaCl 30 mM y citrato
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trisédico 3 mM, y lo mas preferentemente inferior a aproximadamente NaCl 15 mM y citrato trisédico 1,5 mM. las
condiciones de temperaturas rigurosas para las etapas de lavado incluirdn habitualmente una temperatura de al
menos aproximadamente 25 °C, mas preferentemente de al menos aproximadamente 42 °C, e incluso mas
preferentemente de al menos aproximadamente 68 °C. En un ejemplo preferente, las etapas de lavado se produciran
a 25 °C en NaCl 30 mM, citrato trisédico 3 mM, y SDS al 0,1 %. En un ejemplo mas preferente, las etapas de lavado
se producirdan a 42 C en NaCl 15 mM, citrato trisédico 1,5 mM, y SDS al 0,1 %. En un ejemplo més preferente, las
etapas de lavado se produciran a 68 °C en NaCl 15 mM, citrato trisédico 1,5 mM, y SDS al 0,1 %. Las variaciones
adicionales en estas condiciones seran rapidamente evidentes para los expertos en la materia. Las técnicas de
hibridacion son bien conocidas por los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Benton y Davis
(Science 196: 180, 1977); Grunstein y Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 72: 3961, 1975); Ausubel et al. (Current
Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, New York, 2001); Berger y Kimmel (Guide to Molecular Cloning
Techniques, 1987, Academic Press, New York); y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York.

Por "basicamente idéntica" se hace referencia a un polipéptido o molécula de acido nucleico representa una
identidad de al menos un 85 % con una secuencia de aminoacidos de referencia (por ejemplo, una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos que se describen en el presente documento) o secuencia de acidos nucleicos (por
ejemplo, una cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos que se describen en el presente documento).
Preferentemente, tal secuencia es idéntica en al menos un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 99 % o incluso un 100 % al
nivel de aminoacido o &cido nucleico con la secuencia usada para comparacion.

Por lo general, la identidad de las secuencias se mide usando software para analisis de secuencias (por ejemplo, el
Paquete de Software para Andlisis de Secuencias del Genetics Computer Group, Centro de Biotecnologia de la
Universidad de Wisconsin, 1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705, los programas BLAST, BESTFIT, GAP, o
PILEUP/PRETTYBOX). Tal software empareja secuencias idénticas o similares mediante la asignacién de grados de
homologia a diversas sustituciones, supresiones, y/o otras modificaciones. Las sustituciones conservativas por lo
general incluyen sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; acido
aspartico, acido glutdmico, asparagina, glutamina; serina, treonina; lisina, arginina; y fenilalanina, tirosina. En un
enfoque a modo de ejemplo para determinar el grado de entidad, se puede usar un programa BLAST, con una
puntuacion de probabilidad entre e.sup.-3 y e.sup.-100 que indica una secuencia muy relacionada.

Por "reduce" o "aumenta" se hace referencia a una alteracion negativa o positiva, respectivamente, de al menos
aproximadamente un 10 %, un 25 %, un 50 %, un 75 %, o un 100 % con respecto a una referencia.

Por "raiz de la desviacion cuadratica media" se hace referencia a la raiz cuadrada de la media aritmética de los
cuadrados de las desviaciones a partir de la media.

Por "reducir la supervivencia celular" se hace referencia a inhibir la viabilidad de una célula o inducir la muerte
celular con respecto a una célula de referencia.

Por "referencia”" se hace referencia a una condicion estandar de control.

Una "secuencia de referencia" es una secuencia definida usada como una base para comparaciéon de secuencias.
Una especie de referencia puede ser un subconjunto de o la totalidad de una secuencia especificada; por ejemplo,
un segmento de un ADNc de longitud completa o secuencia genética, o el ADNc completo o secuencia genética.
Para polipéptidos, la longitud de la secuencia de polipéptidos de referencia por lo general sera de aproximadamente
16 aminoacidos, preferentemente de al menos aproximadamente 20 aminoacidos, mas preferentemente de al menos
aproximadamente 25 aminodcidos, e incluso mas preferentemente de aproximadamente 35 aminodcidos,
aproximadamente 50 aminodacidos, o aproximadamente 100 aminoacidos. Para acidos nucleicos, la longitud de la
secuencia de acidos nucleicos de referencia sera por lo general de al menos aproximadamente 50 nucleétidos,
preferentemente de al menos aproximadamente 60 nucleétidos, mas preferentemente de al menos
aproximadamente 75 nucleétidos, e incluso mas preferentemente de aproximadamente 100 nucleétidos o
aproximadamente 300 nucledtidos o cualquier nimero entero alrededor de los mismos o entre los mismos.

Por "sujeto" se hace referencia a un mamifero, que incluye, pero no se limita a, un mamifero humano o no humano,
tal como un bovino, equino, canino, ovino, o felino.

Por "se une de forma especifica" se hace referencia a un compuesto o anticuerpo que reconoce y se une a un
polipéptido que se desvela en el presente documento, pero que no reconoce basicamente y se une a otras
moléculas en una muestra, por ejemplo, una muestra bioldgica, que incluye naturalmente un polipéptido que se
desvela en el presente documento.

El término "sulfhidrilo" o "tiol" se refiere al -SH.
Como se usa en el presente documento, el término "tautomeros" se refiere a isémeros de moléculas organicas que

se interconvierten facilmente mediante tautomeria, en la que un atomo de hidrégeno o protdn migra en la reaccién,
acompariado en algunas ocasiones por un intercambio de un enlace sencillo y un doble enlace adyacente.
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Como se usa en el presente documento, los términos "tratar”, que trata”, "tratamiento”, y similares se refieren a
reducir o mejorar un trastorno y/o sintomas asociados con los mismos. Por "mejorar" se hace referencia a disminuir,
suprimir, atenuar, disminuir, detener, o estabilizar el desarrollo por evolucion de una enfermedad. Se observara que,
aunque no se excluye, el tratamiento de un trastorno o afecciéon no requiere que el trastorno, afeccién o sintomas
asociados con los mismos se eliminen completamente.

Como se usa en el presente documento, los términos "prevenir’, "que previene”, "prevencién”, "tratamiento
profilactico" y similares se refieren a reducir la probabilidad de desarrollo de un trastorno o afeccién en un sujeto, que
no tiene, pero que presenta el riesgo o es susceptible de desarrollar un trastorno o afeccion.

"Una cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de un compuesto, que transmite un efecto terapéutico en el sujeto
tratado. El efecto terapéutico puede ser objetivo (es decir, se puede medir con algun ensayo o marcador) o subjetivo
(es decir, el sujeto da una indicacion de o siente un efecto). Una cantidad eficaz de un compuesto que se describe
en el presente documento puede variar de aproximadamente 1 mg/Kg a aproximadamente 5000 mg/Kg de peso
corporal. Las dosis eficaces también variaran dependiendo de la via de administracion, asi como de la posibilidad de
CO-USO con otros agentes.

Se entiende que los intervalos proporcionados en el presente documento son clave para todos los valores dentro del
intervalo. Por ejemplo, se entiende que un intervalo de 1 a 50 incluye cualquier nimero, combinacion de nameros, o
subintervalo entre el grupo que consiste en 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 0 50.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar”, que trata”, "tratamiento”, y similares se refieren a la
reduccion o mejora de un trastorno y/o sintomas asociados con los mismos. Se observara que, aunque no se
descarte, el tratamiento de un trastorno o afeccién no necesita que el trastorno, afeccién o sintomas asociados con
los mismos se eliminen completamente.

A menos que se indique de forma especifica o sea evidente a partir del contexto, tal como se usa en el presente
documento, se entiende que el término "0" es inclusivo. A menos que se indique de forma especifica o sea evidente
" "

a partir del contexto, tal como se usa en el presente documento, se entiende que los términos "un", "uno”, y "el"
estan en singular o plural.

A menos que se indique de forma especifica o sea evidente a partir del contexto, tal como se usa en el presente
documento, se entiende que el término "aproximadamente" esta dentro de un intervalo de tolerancia normal en la
técnica, por ejemplo dentro de 2 desviaciones estandar de la media. Se puede entender que aproximadamente esta
dentro de un 10 %, un 9 %, un 8 %, un 7 %, un 6 %, un 5 %, un 4 %, un 3 %, un 2 %, un 1 %, un 0,5 %, un 0,1 %, un
0,05 %, o un 0,01 % del valor indicado. A menos que quede claro de otro modo a partir del contexto, todos los
valores numéricos proporcionados en el presente documento se modifican con el término aproximadamente.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la estructura de los dos estereoisémeros JQ1. El centro estereogénico en C6 esta indicado
con un asterisco (*).

Las Figuras 2A, 2B, y 2C son graficos que muestran que enantiémero (-)-JQ1 no se une de forma competitiva a
BRD4-NUT en células. La Figura 2A muestra que la recuperacion de fluorescencia después de fotolixiviacion
(FRAP) de GFP-BRD4 no se vea afectada por la presencia de (-)-JQ1 (250 nM, 5 h) en comparacion con el
control de vehiculo. Los datos representan la media + d.t. (n = 5). La Figura 2B muestra que el GFP-BRD4
expresado demuestra un aumento de la recuperacién en presencia de (+)-JQ1 (250 nM, 5 h), en un estudio
comparativo en paralelo. Los datos representan la media * d.t. (n = 5). La Figura 2C proporciona una
comparacién cuantitativa de la fraccion mévil de GFP-BRD4 observada en estudios de FRAP (a,b). Los datos
representan la media + d.t. (n = 5) y se anotan con valores de p tal como se obtienen a partir de un ensayo de t
de dos colas que compara muestras tratadas con ligando con controles de vehiculo.

Las Figuras 3A-3J muestran que JQ1 une BRD4 de forma competitiva con cromatina y diferencia células de
carcinoma de linea media de NUT humanas. La Figura 3A muestra la recuperacion de fluorescencia después de
fotolixiviacion (FRAP) de GFP-BRD4 que demuestra un aumento de la recuperacién en presencia de JQ1. los
nucleos se colorean de forma falsa en proporcién con la intensidad de la fluorescencia. Los circulos de color
blanco indican regiones de fotolixiviacién. Las Figuras 3B-3D muestran que JQ1 acelera la recuperacion de
fluorescencia en experimentos de FRAP realizados con GFP-BRD4 (Figura 3B) y GFP-BRD4-NUT (Figura 3C)
transfectados, pero no tiene efecto en la recuperacion del GFP-NUT nuclear (Figura 3D). La Figura 3E muestra
una comparacién cuantitativa del tiempo hasta la recuperacion de la presencia semimaxima para estudios de
FRAP (Figuras 3B-3D). Los datos representan la media + d.t. (n = 5), y se anotan con valores de p tal como se
obtienen a partir de un ensayo de t de dos colas. En la Figura 3F, JQ1 (500 nM, 48 h) provoca una pérdida de
tincién nuclear focal para NUT (anti-NUT; 40x). La Figura 3G muestra que las células NMC tratadas con JQ1
(500 nM, 48 h) demuestran signos citoldgicos de diferenciacion escamosas (H y E; 40x). La Figura 3H muestra
que JQ1 (500 nM) provoca la diferenciacion de las células NMC, dependiente del tiempo y se caracteriza por un
aumento notable de la expresion de citoqueratina (AE1/AE3; 40x). Las Figuras 3I-3J muestran que JQ1 atenuar
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la proliferacion rapida de lineas celulares (Figura 31) 797 y (Figure 3J) Per403 de NMC in vitro (Ki67; 40x).

La Figura 4A, 4B, y 4C son micrografias que muestran que JQ1 induce de forma selectiva la diferenciacion
escamosa en carcinoma de linea media de NUT. La Figura 4a muestra que las células 797 de NMC tratadas con
JQ1 (500 nM) demuestran signos citolégicos dependientes del tiempo de diferenciacién escamosas (H y E; 40x y
100x, tal como se muestra), ejemplificados mediante formacién de husos celulares, aplanamiento y el desarrollo
de cromatina abierta. La Figura 4B muestra que las células Per403 de NMC tratadas con JQ1 (500 nM, 48 h)
presentan signos comparables de diferenciacion estamos. La formacion de husos celulares y la queratinizacion
citosolica se ilustra por la tincion de H y E y queratina, respectivamente (40x). La Figura 4C muestra que la linea
celular TE10 de carcinoma de células escamosas no NMC fracasa en la diferenciacion de la respuesta a JQ1
(500 nM), ilustrada por la tincién de H y E y queratina (AE1/AE3) (40x).

La Figura 4D-a-4D-b muestra que JQ1 altera la proliferacion celular de NMC. La Figura 4D-a incluye dos
micrografias que muestran que JQ1 atenua la proliferacion rapida de lineas celulares Per403 de NMC in vitro
(Ki67; 40x). Las imagenes se muestran con aumento idéntico. La Figura 4D-b es un gréafico que muestra el efecto
de JQ1 en la proliferacion celular (tincion y positividad de Ki67; %) tal como se mide mediante IHC animal que se
realiza en (4D-a) y en la Figura 3J. las células se puntuaron manualmente como positivas (nicleos tefiidos de
color oscuro) o negativas ( nucleos tefidos de color azul palido) para Ki67 en cinco campos de potencia elevada.
Los datos representan la media = d.t. (n = 5), y se anotan con valores de p tal como se obtienen a partir de un
ensayo de tde dos colas.

La Figura 4E-a, b, ¢, d muestra que la induccion de diferenciacion escamosa en células de carcinoma de linea
media de NUT por JQ1 es estereoespecifica y dependiente del tiempo. La Figura 4E-a incluye seis micrografias,
que muestran que las células 797 de NMC tratadas en portaobjetos de camara con (-)-JQ1 (100 nM)
presentaban fenotipicos citosoélicos comparables en comparacion con los controles tratados con vehiculo. (+)-
JQ1 (100 nM, 48 h) provocaba diferenciaciébn escamosa presentada por formacion de husos celulares,
aplanamiento y aumento de la expresién de queratina. La Figura 4E-b muestra que las células 797 de NMC
tratadas con enantiémeros de JQ1 o vehiculos se centrifugaron, se fijaron, se seccionaron y se tifieron para la
expresion de queratina (a la izquierda; AE1/AES3, 20x). Se realizé analisis basado en imagenes de expresion de
queratina en portaobjetos preparados de forma simultdnea usando algoritmos de enmascaramiento y
cuantificacion sin sesgar capaces de puntuar los nicleos para la intensidad de la tincion (a la derecha; 20x). La
Figura 4E-c muestra que (+)-JQ1 (250 nM) indujo la expresién rapida de la queratina en células 797 de NMC
tratadas en comparacién con (-)-JQ1 (250 nM) y controles de vehiculos, tal como se determina por
inmunohistoquimica cuantitativa. Se presenta el porcentaje de nlcleos positivos por condicion de tratamiento.
Los datos representan la media + d.t. (n = 3) y se anotan con valores de p tal como se obtienen a partir de un
ensayo de t de dos colas. Figura 4E-d, (+)-JQ1 (250 nM) provoca una induccién dependiente del tiempo de
tincion de queratina fuerte (3+) de células 797 de NMC tratadas, en comparacién con (-)-JQ1 (250 nM). Se
presenta el porcentaje de nucleos positivos por condicion de tratamiento. Los datos representan la media = d.t. (n
= 3) y se anotan con valores de p tal como se obtienen a partir de un ensayo de t de dos colas. Se muestran
imagenes agrupadas con un aumento idéntico.

Las Figuras 4Fa-c muestran que las lineas celulares de carcinoma de células escamosas que no poseen la
translocacion de BRD4-NUT son menos sensibles al tratamiento con JQ 1. Se cultivaron lineas celulares de
carcinoma de células escamosas gastrointestinal (TT y TE10) en presencia de (+)-JQ1 (250 nM, circulos de color
rojo) o (-)-JQ1 (250 nM, circulos de color negro) durante 72 horas. Los efectos de minimos observados en la
proliferacién celular con JQ1 son coherentes con un papel plausible en la evolucion del ciclo celular en células en
mitosis’. Los datos se presentan como media + d.t. (n = 3). Los valores de Clsy se calcularon por regresion
logistica.

Las Figuras 5A-5K muestran que el tratamiento de JQ1 inhibe la proliferacion, da lugar a la diferenciacién y
muerte celular in vitro e in vivo. La Figura 5a muestra los efectos de crecimiento de la inhibicion de BRD4 en
lineas celulares dependientes de BRD4-NUT. Las células se incubaron con (+)-JQ1 (circulos de color rojo) o (-)-
JQ1 (circulos de color negro) y se control6 la proliferacién después de 72 horas. (+)-JQ1 Unicamente atenud la
proliferaciéon por lineas celulares de NMC. Los datos se presentan como media + d.t. (n = 3). Los valores de Clsp
se calcularon por regresion logistica. La Figura 5B muestra que los efectos antiproliferativos progresivos de (+)-
JQ1 en células 797 de NMC en el tiempo se mostraron en los dias 1, 3, 7 y 10. Los puntos de datos son la media
+ d.t. (n = 3). La Figura 5C muestran los resultados de citometria de flujo para el contenido de ADN en células
797 de NMC. (+)-JQ1 (250 nM, 48 h) indujo una detencion de G1 en comparacion con (-)-JQ1 (250 nM) y control
del vehiculo. La Figura 5D muestran los resultados de un andlisis de citometria de flujo de células de carcinoma
de células escamosas 797 de NMC tratadas con vehiculo, JQ1 o estaurosporina (STA), tal como se indica. PI,
yoduro de propidio. AV, anexina-V. La Figura 5E muestra los resultados de formacién de imagenes por PET de
xenoinjertos de 797 de NMC de murino. La absorcién de FDG xenoinjertos en extremidades posteriores se
reduce en 50 mg kg " de tratamiento de JQ1 en comparacion con el control del vehiculo. La Figura 5F muestra
que el volumen tumoral se reduce en ratones con enfermedad establecida (xenoinjertos de 797 de NMC)
tratados con 50 mg kg ' diariamente de JQ1 en comparacién con el control del vehiculo. Se observa una
respuesta significativa a la terapia mediante un ensayo de t de dos colas a los 14 dias (p = 0,039). Los datos
representan la media + d.t. (n=7). La Figura 5G muestra que un analisis histopatolégico de tumores 797 de
NMC extirpados de animales tratados con JQ1 revela la induccion de la expresion de queratina (AE1/AES3, 40x) y
proliferacién alterada (Ki67, 40x), en comparaciéon con animales tratados con vehiculo (la barra de escala es de
20 um). En las Figuras Complementarias 11, 12 se proporcionan campos expandidos. La Figura 5H muestra que
la viabilidad de xenoinjertos de 11060 de NMC derivados de paciente se confirm6 por formacion de imagenes por

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534521 T3

PET. La Figura 5L muestra que la respuesta terapéutica de xenoinjertos de 11060 NMC primarios a (+)-JQ1 (50
mg kg "' diariamente durante cuatro dias) se demostré por formacién de imagenes por PET. La Figura 5J
muestra que un analisis histopatolégico de tumores 11060 de NMC primarios extirpados de animales tratados
con (+)-JQ1 revela la induccién de la expresién de queratina (AE1/AES, 20x; la barra de escala es de 20 um), en
comparacion con los animales tratados con vehiculo. El andlisis cuantitativo de induccién de queratina se realizé
usando andlisis de enmascaramiento de imagenes (Figura 5J, panel a la derecha) y de positividad de pixeles
(Figura 5K). Se observa una respuesta significativa a la terapia mediante un ensayo de t de dos colas (p =
0,0001). Los datos representan la media * d.t. de tres campos microscopicos amplios independientes. Las
imagenes comparativas de los tumores extirpados tefidos y los enmascaramientos cuantitativos se proporcionan
en la Figura 9.

La Figura 5L-a y 5L-b son graficos que muestran que los ratones que portan xenoinjertos de 797 de NMC toleran
la terapia con JQ1, que provoca un efecto antitumoral. La Figura 5L-a muestra que el tratamiento de ratones que
portan xenoinjerto de 797 de NMC con JQ1 (50 mg kg ' al dia) redujo la carga tumoral durante mas de 14 dias
de terapia. Los datos representan la media + d.t. (n = 7). La Figura 5L-b muestra que JQ1 no produjo efectos
sintomas adversos mi pérdida de peso. Los datos representan la media + d.t. (n = 7).

La Figura 5M-a-d muestra que la induccion de diferenciacion escamosa en células de carcinoma de linea media
de NUT por JQ1 es estereoespecifica y dependiente del tiempo. La Figura 5M-a son micrografias que muestran
que las células 797 de NMC tratadas en portaobjetos de camara con (-)-JQ1 (100 nM) presentan fenotipos
citosdlicos comparables en comparacién con los controles tratados con vehiculo. (+)-JQ1 (100 nM, 48 h) da lugar
a diferenciacion escamosa presentada por formacion de husos celulares, aplanamiento y aumento de la
expresion de queratina.

La Figura 5M-b son micrografias. Las células 797 de NMC tratadas con enantibmeros de JQ1 o vehiculo se
centrifugaron, se fijaron, se seccionaron y se tifieron para expresién de queratina (a la izquierda; AE1/AE3, 20x).
Se realiz6 andlisis basado en imagenes de expresion de queratina en portaobjetos preparados de forma
simultanea usando algoritmos de enmascaramiento y cuantificacién sin sesgar capaces de puntuar los ndcleos
para la intensidad de la tincion (a la derecha; 20x). La Figura 5M-c es un grafico que muestra que (+)-JQ1 (250
nM) induce una expresion rapida de la queratina en células 797 de NMC tratadas en comparacion con (-)-JQ1
(250 nM) y control del vehiculos, tal como se determina mediante inmunohistoquimica cuantitativa. Se presenta
el porcentaje de nucleos positivos por condicion de tratamiento. Los datos representan la media £ d.t. (n = 3) y se
anotan con valores de p tal como se obtienen a partir de un ensayo de t de dos colas. La Figura 5M-d es un
grafico que muestra que (+)-JQ1 (250 nM) provoca una induccion dependiente del tiempo de tincion de queratina
fuerte (3+) de células 797 de NMC tratadas, en comparacion con (-)-JQ1 (250 nM). Se presenta el porcentaje de
nucleos positivos por condicion de tratamiento. Los datos representan la media % d.t. (n = 3) y se anotan con
valores de p tal como se obtienen a partir de un ensayo de tde dos colas. Se muestran imagenes agrupadas con
un aumento idéntico.

Las Figuras 6A y 6B-a-6B-e proporcionan micrografias que muestran que JQ1 da lugar a diferenciacion
escamosa, detencion del crecimiento y apoptosis in vivo, tal como se determina por IHC. El andlisis
histopatolégico de tumores de NMC extirpados de animales tratados con JQ1 (panel de la derecha) revela
diferenciacion escamosa (H y E, 40x), borrado de focos de NUT nuclear (NUT, 100x), proliferacién alterada
(Ki67, 40x), induccion de expresion de queratina (AE1/AE3, 40x) y una respuesta apoptética (TUNNEL, 40x),
todo en comparacién con los animales tratados con vehiculo (panel de la izquierda).

Las Figuras 7A y 7B muestran que JQ1 induce de forma selectiva la apoptosis en NMC entre lineas celulares de
carcinoma de células escamosas humano. La Figura 7A proporciona los resultados del andlisis de FACS. Las
células Per403 de NMC tratadas con JQ1 (500 nM, 24 o 48 h) presentan induccién de apoptosis por citometria
de flujo, en contraste con las lineas celulares TE10 y TT de carcinoma de células escamosas no NMC. PI, yoduro
de propidio, AV, anexina V. La Figura 7B muestra una cuantificacién y comparacién de células positivas para
anexina-V por citometria de flujo tal como se realiza en la Figura 5b y a. JQ1 (500 nM) presentaba una induccién
provocada y dependiente del tiempo de la apoptosis en lineas de células de NMC en comparacién con lineas
celulares de carcinoma de células escamosas no NMC. Los datos representan la media £ d.t. (n = 3), y se anotan
con valores de p tal como se obtienen a partir de un ensayo de { de dos colas.

Las Figuras 8A-8C son graficos que muestran que el tejido derivado de un paciente con NMC es sensible a los
efectos antiproliferativos de (+)-JQ1 in vitro. La Figura 8A muestra resultados del andlisis de células 11060 de
NMC derivadas de paciente. Las células se aislaron a partir de material clinico descartado y cultivaron en cultivos
a corto plazo para estudios in vitro. Los efectos antiproliferativos de la inhibicién de BRD4 en células 11060 de
NMC se midieron después de 72 horas de incubacién con (+)-JQ1 (circulos de color rojo) o (-)-JQ1 (circulos de
color negro). Las células 11060 de NMC son Unicamente sensibles al enantiomero (+)-JQ1. Los datos se
presentan como media + d.t. (n = 3). Los valores de Clso se calcularon por regresion logistica. La Figura 8B
muestra los efectos antiproliferativos progresivos de (+)-JQ1 en células 11060 de NMC derivadas de paciente en
el tiempo tal como se demuestra en los dias 1, 3, 7 y 10. Los puntos de datos son la media = d.t. (n = 3). La
Figura 8C muestran los resultados de citometria de Flujo para el contenido de ADN en células 11060 de NMC.
(+)-JQ1 (250 nM, 48 h) induce una detencién de G1 en comparacion con (-)-JQ1 (250 nM) y control del vehiculo.
Las Figuras 9A y 9B proporcionan una cuantificacion de la expresion de queratina fuerte, difusa inducida por jq1
en tumores de xenoinjerto primario de 11060 de nmc derivados de paciente. La Figura 9a muestra un aumento
pequefio (0,8x) de un xenoinjerto primario de 11060 de NMC extirpado derivado de un animal tratado con
vehiculo, seccionado y tenido para la expresion de queratina (AE1/AE3; a la izquierda). La tincién global de la
queratina es baja a través de todo el tumor seccionado. Se realiz6 analisis basado en imagenes de la expresion
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de queratina usando algoritmos de enmascaramiento y cuantificacién sin sesgar capaces de puntuar pixeles
individuales para intensidad de tincion (a la derecha). La Figura 9B muestra una imagen con aumento bajo (0,8x)
de un xenoinjerto primario de 11060 de NMC extirpado derivado de un animal tratado con (+)-JQ1 (50 mg kg " al
dia durante cuatro dias), secciona detenido para la expresiéon de queratina (AE1/AE3; a la izquierda). Se observa
tincion difusa coherente con un efecto uniforme en la induccion de queratina en tumores tratados con JQ1. Se
realizé analisis basado en imagenes de la expresién de queratina usando algoritmos de enmascaramiento y
cuantificacion sin sesgar capaces de puntuar pixeles individuales para intensidad de tinciéon (a la derecha). La
positividad de los pixeles se puntia de forma cuantitativa y se informa visualmente como color azul (0), amarillo
(1+), naranja (2+) y rojo (3+). Todas las imagenes emparejadas se muestran con un aumento idéntico.

La Figura 10 muestra que JQ1 presenta una biodisponibilidad oral excelente y exposicién farmacocinética
adecuada en roedores. Se realizaron estudios farmacocinéticos de (+)-JQ1 en ratones CD1 después de
administracién intravenosa (Figura 10A, B) y oral (Figura 10B, C). a, Perfiles de concentracién-tiempo medio en
plasma de (+)-JQ1 después de dosificacion intravenosa (5 mg kg "). Los datos representan la media y d.t.
(n=3). La Figura 10B muestra que los parametros farmacocinéticos calculados para (+)-JQ1 demuestran una
exposicion al farmaco excelente [Area bajo la curva (AUC) = 2090 h*ng/ml] y una vida media de
aproximadamente una hora (T1.2). La Figura 10C muestra perfiles de concentracidén-tiempo en plasma medio de
(+)-JQ1 después de dosificacion oral (10 mg kg '1). Los datos representa la media y d.t. (n = 3). La Figura 10D
muestra que los parametros farmacocinéticos calculados para administracién oral de (+)-JQ1 demuestran una
biodisponibilidad moral excelente (F = 49 %), concentracibn maxima en plasma (Cmax = 1180 ng/ml) y
exposicion al farmaco (AUC = 2090 h*ng/ml). CL, eliminacion; Vss, volumen en estado estacionario; MRTnr,
tiempo medio de permanencia extrapolado al infinito; Tmax, tiempo hasta la concentracién maxima.

La Figura 11 es un grafico que muestra los datos de unién por AlphaScreen para los enantiémeros de JQ1 que
inhiben BRD4.1.

La Figura 12 es un gréafico que muestra los datos de unién por AlphaScreen para los enantiomeros de JQ1 que
inhiben BRD4.2.

La Figura 13 es un grafico que muestra la formacién de perfiles de JQ 1 S frente a otros miembros de la familia
BET (activo) y CBP (inactivo).

La Figura 14 es un grafico que muestra estudios de clasificacion de dosis de una biblioteca enfocada de
derivados de JQ1.

Las Figuras 15A y 15B son graficos. La Figura 15A muestra que JQ1 redujo la carga tumoral en un modelo de
xenoinjerto de murino de carcinoma de linea media de Nut. La Figura 15B muestra el peso de los ratones
tratados con JQ 1.

Las Figuras 16A-16D son graficos que muestran la actividad de uniéon de BRD4(1) y BRD4(2) de JQ1 y derivados
del mismo.

Las Figuras 17A-17D son graficos que muestran el efecto de JQ1 y derivados del mismo en la viabilidad celular
de carcinoma de linea media de Nut (NMC).

Las Figuras 18-55 muestran la viabilidad de la respuesta a la dosis para diversas lineas celulares de cancer
tratadas con JQ1 y derivados del mismo.

Las Figuras 56A-56D son graficos que muestran resultados de ensayos de unién de compuesto director.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién presenta con puestos y composiciones tal como se define en las reivindicaciones adjuntas que son
utiles para el tratamiento a la prevencion de una neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH
u otros), diabetes, aterosclerosis, oclusion por endoprotesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia,
enfermedad de injerto frente a huésped, enfermedades por infeccidon asociadas con bromodominios, el tratamiento
de parasitos, malaria, tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina. Los compuestos y las composiciones que
se desvelan en las reivindicaciones adjuntas se usan en trasplante de 6rganos, modulacién del estado celular para
medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulacién o la inhibicién de la diferenciacion celular), y facilitando la
pluripotencia.

La invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de un inhibidor de molécula pequefia potente,
permeable a la célula (JQ1) con selectividad bioquimica para la familia BET de bromodominios, y compuestos
relacionados capaces de regular la familia del bromodominio, que son una familia de polipéptidos que contienen un
bromodominio que reconoce restos de acetil-lisina en la cromatina nuclear. La acetilacion de lisina ha aparecido
como una modificacién de la sefalizacion de amplia relevancia para la biologia celular y de enfermedades. La
direccion de las enzimas que median de forma reversible |la acetilacion de la cadena lateral ha sido un area activa de
investigacion para descubrimiento de farmacos durante muchos afios. Hasta la fecha, los esfuerzos satisfactorios se
han limitado a los "escritores" (acetiltransferasas) y a los "eliminadores" (histona desacetilasas) de modificaciones
coherentes que aparecen en el contexto de la cromatina nuclear. Ain no se han descrito inhibidores potentes de
modulos de reconocimiento de acetil-lisina, o bromodominios. La reciente caracterizacién de una estructura
cocristalina de alta resolucién con BRD4 revel6 una complementariedad de formas excelente con la cavidad de
unién a acetil-lisina. La unién de JQ1 a los bromodominios en tandem de BRD4 es competitiva para acetil-lisina y
desplaza BRD4 de la cromatina en células humanas. Se observa translocacion recurrente de BRD4 en un subtipo
definido genéticamente, incurable de carcinoma de células escamosas humano. La unién competitiva de JQ1 a la
oncoproteina de fusion de BRD4 da como resultado la diferenciacion inmediata de células escamosas y efectos
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antiproliferativos especificos en lineas celulares derivadas de paciente y en un modelo de murino de carcinoma
dependiente de BRD4. Estos datos establecen la viabilidad de las interacciones proteina-proteina de direcciéon de
"lectores" epigenéticos e informa de un andamiaje quimico versatil para el desarrollo de sondas quimicas mas
ampliamente a través de la familia del bromodominio.

Proteinas que contienen bromodominios

La regulacién genética se ve gobernada fundamentalmente por el ensamblaje no covalente, reversible de
macromoléculas. La translocaciéon de la sefal a la ARN polimerasa requiere complejos proteinicos de orden mas
elevado, regulados espacialmente mediante factores de ensamblaje capaces de interpretar los estados de
modificacién posteriores a la traduccién de la cromatina. Los lectores epigenéticos son proteinas estructuralmente
diversas cada una de las cuales posee uno o mas modulos efectores conservados de forma evolutiva, que
reconocen modificaciones coherentes de proteinas histona o de ADN. La e-N-acetilacion de restos de lisina (Kac) en
extremos de histona esta asociada con una arquitectura abierta de cromatina y activacion de la transcripcion®. El
reconocimiento molecular especifico del contexto de la acetil-lisina esta mediado principalmente por bromodominios.

Las proteinas que contienen bromodominios son de interés bioldgico sustancial, como componentes de complejos
de factores de transcripcion (TAF1, PCAF, Gen5 y CBP) y determinantes de la memoria ep|genet|ca Existen 41
proteinas humanas que contienen un total de 57 bromodominios diversos. A pesar de las grandes variaciones de
secuencias, todos los bromodominios comparten un plegamiento conservado que comprende un haz girado hacia la
izquierda de cuatro hélices alfa (az, aa, as, Oc), unido por diversas regiones de bucle (bucles ZA y BC) que
determinan la especificidad del sustrato. Las estructuras cocristalinas con sustratos peptidicos mostraron que la
acetil-lisina esta reconocida por una cavidad hidréfoba central y esta anclada mediante un enlace de hidrégeno con
un resto de asparagina presente en la mayoria de los bromodominios®. El bromodominio y la familia extra-terminal
(BET) (BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT) comparten una arquitectura de dominio comidn que comprende dos
bromodominios N-terminales que presentan un nlvel elevado de conservacion de secuencias, un dominio de
reclutamiento C-terminal mas divergente (Figura 1E)°.

BRD4

La investigacion reciente ha establecido una justificacién convincente para dirigir BRD4, en cancer. BRD4 funciona
para facilitar la evolucion del ciclo celular y el recorte en lineas celulares de cancer en cultivo da lugar a detencion de
G1. BRD4 es un mediador importante de la elongacion de Ia transcripcion, funcionando para recluir el complejo del
factor positivo de elongacion de la transcripcién (P- TEFb) . La quinasa-9 dependlente de ciclina, un componente
fundamental de P-TEFb, es una diana validada en la Ieucem|a linfocitica cronica’, y se ha relacionado recientemente
con la transcripcion dependiente de c-Myc'®. Los bromodominios presentes en BRD4 reclutan P-TEFb a
cromosomas y tépicos dando como resultado un aumento de la expresién de genes que promueven el crecimiento’
BRD4 permanece unido a los sitios de inicio de la transcripciéon de genes expresados durante M/G1 pero no se ha
encontrado presente en sitios de inicio que se expresan posteriormente en eI ciclo celular. Se ha mostrado que el
recorte de BRD4 en células en proliferacion conduce a detenmon y apopt03|s de G1 mediante la disminucion de los
niveles de expresion de genes importantes para la evolucion'™ yla supervwencna * mitoticas.

De forma mas importante, BRD4 se ha identificado recientemente como un componente de una translocamon
cromosomica de t(15;19) de una forma agresiva de carcinoma de células escamosas humano'®'®. Tales
translocaciones expresan los bromodominios N-terminales en tandem de BRD4 como una quimera en fase de
lectura con la proteina NUT (proteina nuclear en_testiculos), definiendo genéticamente el denominado carcinoma de
linea media de NUT (NMC). Los estudios funcionales en lineas celulares de NMC derivadas de paciente han
validado el papel esencial oncoproteina BRD4-NUT en el mantenlmlento de la ventaja de proliferacion caracteristica
y bloqueo de diferenciacion de esta neoplasia uniformemente mortal'’. En particular, el silenciamiento del ARN de la
expresion genética de BRD4-NUT detiene la proliferacion y da Iugar a diferenciacion escamosa con un notable
aumento de la expresion de citoqueratina. Estas observaciones ponen de relieve de la amplia utilidad y el potencial
terapéutico inmediato de un inhibidor de accidn directa de proteinas de bromodominio humano.

La invencion presenta composiciones que son Utiles para inhibir proteinas de bromodominio humano.
Compuestos de la invencion

La invencion proporciona compuestos de acuerdo con la reivindicacion 1 que se unen en el bolsillo de unién de la
estructura cristalina apo del primer bromodominio de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD4). Estos
compuestos pueden ser particularmente eficaces en la inhibicion del crecimiento, proliferacion, o supervivencia de
células neoplasicas en proliferacion o para inducir la diferenciacion de tales células. En un enfoque, se seleccionan
compuestos Utiles para el tratamiento de una neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH u
otros), diabetes, aterosclerosis, oclusion por endoproétesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia,
enfermedad de injerto frente a huésped, enfermedades por infeccidon asociadas con bromodominios, el tratamiento
de parasitos, malaria, tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina o para el uso en trasplante de 6rganos,
modulacion del estado celular para medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulacién o la inhibicion de la
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diferenciacién celular), y facilitando la pluripotencia usando un programa de replicacion molecular para identificar
compuestos que se espera que se unan a un bolsillo de union estructural de bromodominio. En ciertas realizaciones,
un compuesto de la invencion se puede unir a un miembro de la familia BET y reducir la actividad bioldgica del
miembro de la familia BET (por ejemplo, reducir la elongacion) y/o alterar la localizacién subcelular del miembro de la
familia BET (por ejemplo, reducir la unién a cromatina).

En determinados ejemplos, un compuesto de la invencién puede prevenir, inhibir, o alterar, o reducir la actividad
biolégica en al menos un 10 %, un 25 %, un 50 %, un 75 %, o0 un 100 % de un miembro de la familia BET (por
ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT) y/o alterar la localizaciéon subcelular de tales proteinas, por ejemplo, mediante
la unién a un sitio de unién en un bolsillo de unién a apo de bromodominio.

En ciertas realizaciones, un compuesto de la invencién es un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 que es
una molécula pequeia que tiene un peso molecular inferior a aproximadamente 1000 daltons, inferior a 800, inferior
a 600, inferior a 500, inferior a 400, o inferior a aproximadamente 300 daltons. JQ1 es una nueva tieno-triazolo-1,4-
diazepina. La invencién también proporciona sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la
reivindicacion 1.

Los inventores desvelan un compuesto de Férmula I:

R
’ P =N R1
Ra)n— A_|| -
N\ 2
~. N
Rg™ X
(Y
en la que
Xes N o CRs;

Rs es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido;

Rs es H, alquilo, hidroxilalquilo, aminoalquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, o -COO-Rs, cada uno
de los cuales esta opcionalmente sustituido;

el anillo A es arilo o heteroarilo;

cada Ra es independientemente alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o cualesquiera dos Ra junto con los atomos a los que se une cada uno,
pueden formar un grupo arilo o heteroarilo condensado;

R es alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo; cada uno de los cuales esta opcionalmente
sustituido;

R1 es -(CHz)n-L, en el que n es 0-3 y L es H, -COO-Rs, -CO-Rs, -CO-N(R3R4), -S(0)2-Rs, -S(0)2-N(R3R4),
N(RsR4), N(R4)C(O)Rs, arilo opcionalmente sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido;

Rz es H, D (deuterio), halégeno, o alquilo opcionalmente sustituido;

cada Rj3 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:

(i) H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, o heteroarilo sustituido;

(i) heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido;

(iii) -alquilo C4-Cs, -alquenilo C»-Cg 0 -alquinilo C»-Cs, conteniendo cada uno 0, 1, 2 o 3 heterodtomos
seleccionados entre O, S o N; -cicloalquilo Cs-Ci32, cicloalquilo Cs-C+2 sustituido, -cicloalquenilo Cs-Ciz, 0 -
cicloalquenilo Cs-C12 sustituido, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; y

(iv) NH2, N=CR4Rs;

cada R4 es independientemente H, alquilo, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada

uno de los cuales esta opcionalmente sustituido;
0 Rs y R4 se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de 4-
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10 miembros;

Re es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o R4 y Rs se toman en conjunto con el atomo de carbono al que
estan unidos para formar un anillo de 4-10 miembros;

mes0,1,203;
con la condicién de que

(a) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo o fenilo sustituido, Rz es H, Rg es metilo, y R1 es -(CH2)n-L, en el
que nes 1yL es-CO-N(RsRs), entonces Rz y R4 no se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que
estan unidos para formar un anillo de morfolino;

(b) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo sustituido, Rz es H, Rg es metilo, y R es -(CHz)n-L, en el que n
es 1y L es -CO-N(RsRa4), y que uno de Rs y R4 es H, entonces el otro de Rs y R4 no es metilo, hidroxietilo,
alcoxi, fenilo, fenilo sustituido, piridilo ni piridilo sustituido; y

(c) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo sustituido, Rz es H, Rg es metilo, y R es -(CHz)n-L, en el que n
es 1y L es-COO-Rs, entonces Rz no es metilo ni etilo;

o una sal, solvato o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, R es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, L es H, -COO-R3, -CO-N(R3R4), -S(0)2-Rs, -S(0)2-N(RsR4), N(RsR4), N(R4)C(O)Rs o arilo
opcionalmente sustituido. En determinados ejemplos, cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en: H, -alquilo C1-Cg, que esta opcionalmente sustituido, que contiene 0, 1, 2 o 3 heteroatomos
seleccionados entre O, S 0 N; o0 NH2, N=CR4Rs.

En determinados ejemplos, Rz es H, D, halégeno o metilo.

En determinados ejemplos, Rg es alquilo, hidroxialquilo, haloalquilo, o alcoxi; cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, Rg es metilo, etilo, hidroxi metilo, metoximetilo, trifluorometilo, COOH, COOMe, COOEt,
0 COOCH20C(O)CHs.

En determinados ejemplos, el anillo A es un arilo o heteroarilo de 5 0 6 miembros. En determinados ejemplos, el
anillo A es tiofuranilo, fenilo, naftilo, bifenilo, tetrahidronaftilo, indanilo, piridilo, furanilo, indolilo, pirimidinilo,
piridizinilo, pirazinilo, imidazolilo, oxazolilo, tienilo, tiazolilo, triazolilo, isoxazolilo, quinolinilo, pirrolilo, pirazolilo, o
5,6,7,8-tetrahidroisoquinolinilo.

En determinados ejemplos, el anillo A es fenilo o tienilo.

En determinados ejemplos, m es 1 0 2, y al menos una aparicion de Ra es metilo.

En determinados ejemplos, cada Ra es independientemente H, un alquilo opcionalmente sustituido, o cualesquiera
dos Ra junto con los atomos a los que se une cada uno, pueden formar un arilo.

Los inventores también desvelan un compuesto de Férmula Il:

(I

en la que

X es No CRs;
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Rs es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido;

Re es H, alquilo, hidroxilalquilo, aminoalquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, o -COO-Rs, cada uno
de los cuales esta opcionalmente sustituido;

cada Ra es independientemente alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o cualesquiera dos Ra junto con los atomos a los que se une cada uno,
pueden formar un grupo arilo o heteroarilo condensado;

R es alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente
sustituido;

R’y es H, -COO-Rs, -CO-Rs, arilo opcionalmente sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:

(i) H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido;

(ii) heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido;

(iii) -alquilo C1-Cg, -alquenilo C»-Cg 0 -alquinilo C»-Cs, conteniendo cada uno 0, 1, 2 o 3 heteroatomos
seleccionados entre O, S o N; -cicloalquilo C3-C12, cicloalquilo C3-C12 sustituido; -cicloalquenilo C3-C12, 0 -
cicloalquenilo C3-C12 sustituido; cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido;

mes0,1,203;

con la condicion de que si R’y es -COO-Rs, X es N, R es fenilo sustituido, y Re es metilo, entonces Rz no es
metilo ni etilo;

o una sal, solvato o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, R es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. En
determinados ejemplos, R es fenilo o piridilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. En determinados
ejemplos, R es p-Cl-fenilo, o-Cl-fenilo, m-Cl-fenilo, p-F-fenilo, o-F-fenilo, m-F-fenilo o piridinilo.

En determinados ejemplos, R’y es -COO-Rs, arilo opcionalmente sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido; y
Rs es -alquilo C1-Cg, que contiene 0, 1, 2 o 3 heteroatomos seleccionados entre O, S o N, y que puede estar
opcionalmente sustituido. En determinados ejemplos, R’1 es -COO-Rs, y Rs es metilo, etilo, propilo, i-propilo, butilo,
sec-buitilo, o t-butilo; o0 R’y es H o fenilo opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, Rg es metilo, etilo, hidroxi metilo, metoximetilo, trifluorometilo, COOH, COOMe, COOEt,
COOCH20C(O)CHs.

En determinados ejemplos, Rg es metilo, etilo, hidroxi metilo, metoximetilo, trifluorometilo, COOH, COOMe, COOEt,
0 COOCH:0C(O)CHa.

En determinados ejemplos, cada Ra es independientemente un alquilo opcionalmente sustituido, o cualesquiera dos
Ra junto con los atomos a los que se une cada uno, pueden formar un arilo condensado.

En determinados ejemplos, cada Ra es metilo.

Los inventores también desvelan un compuesto de formula Ill:

en la que
X es No CRs;

Rs es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta
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opcionalmente sustituido;
Rs es H, alquilo, hidroxilalquilo, aminoalquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, o -COO-Rs, cada uno
de los cuales esta opcionalmente sustituido;

el anillo A es arilo o heteroarilo; cada Ra es independientemente alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o
heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido; o cualesquiera dos Ra junto con los atomos a
los que se une cada uno, pueden formar un grupo arilo o heteroarilo condensado;

R es alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente
sustituido;

cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:

(i) H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, o heteroarilo sustituido;

(ii) heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido;

(iii) -alquilo C4-Cs, -alquenilo C»-Cg 0 -alquinilo C»-Cs, conteniendo cada uno 0, 1, 2 o 3 heterodtomos
seleccionados entre O, S o N; -cicloalquilo C3-C12, -cicloalquilo C3-C12 sustituido, -cicloalquenilo Cs-Ciz, 0 -
cicloalquenilo Cs-C12 sustituido, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; y

(iv) NH2, N=CR4Rs;

cada R4 es independientemente H, alquilo, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido;

o Rs y R4 se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de 4-
10 miembros;

Re es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o R4 y Rs se toman en conjunto con el atomo de carbono al que
estan unidos para formar un anillo de 4-10 miembros;

mes0,1,203;
con la condicién de que:

(a) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo o fenilo sustituido, Rg es metilo, entonces Rs y R4 no se toman
en conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de morfolino; y
(b) si el anillo A es tienilo, X es N, R es fenilo sustituido, R2 es H, Rg es metilo, y uno de Rsz y R4 es H,
entonces el otro de Rs y R4 no es metilo, hidroxietilo, alcoxi, fenilo, fenilo sustituido, piridilo ni piridilo
sustituido;

0 una sal, solvato o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, R es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. En
determinados ejemplos, R es fenilo o piridilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, R es p-Cl-fenilo, o-Cl-fenilo, m-Cl-fenilo, p-F-fenilo, o-F-fenilo, m-F-fenilo o piridinilo. En
determinados ejemplos, Rz es H, NHz, 0 N=CR4Re.

En determinados ejemplos, cada Rs es independientemente H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo,
heteroarilo; cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, Re es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo,
cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

Los inventores también desvelan un compuesto de formula 1V:
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en la que
Xes N o CRs;

Rs es H, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido;

Rs es H, alquilo, hidroxilalquilo, aminoalquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, o0 -COO-Rs, cada uno
de los cuales esta opcionalmente sustituido;

el anillo A es arilo o heteroarilo;

cada Ra es independientemente alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o cualesquiera dos Ra junto con los atomos a los que se une cada uno,
pueden formar un grupo arilo o heteroarilo condensado;

R1 es -(CHz)n-L, en el que n es 0-3 y L es H, -COO-Rs, -CO-Rs, -CO-N(R3R4), -S(0)2-Rs, -S(0)2-N(R3Ra4),
N(R3R4), N(R4)C(O)Rs, arilo opcionalmente sustituido, o heteroarilo opcionalmente sustituido;

Rz es H, D, halégeno, o alquilo opcionalmente sustituido;

cada Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:

(i) H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, o heteroarilo sustituido;
(j) (i) heterocicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido;

(iii) -alquilo C1-Cs, -alquenilo C,-Cg o -alquinilo C,-Cg, conteniendo cada uno 0, 1, 2 o 3 heteroatomos
seleccionados entre O, S o N; -cicloalquilo C3-C12, -cicloalquilo C3-C+2 sustituido, -cicloalquenilo C3-Ciz, 0 -
cicloalquenilo Cs-C12 sustituido, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido; y

(iv) NH2, N=CR4Rs;

cada Rs es independientemente H, alquilo, alquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido;

o Rs y R4 se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de 4-
10 miembros;

Rs es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los
cuales esta opcionalmente sustituido; o R4 y Rs se toman en conjunto con el atomo de carbono al que
estan unidos para formar un anillo de 4-10 miembros;

mes0,1,203;
con la condicion de que

(a) si el anillo A es tienilo, X es N, Rz es H, Rg es metilo, y Ry es -(CHz2)x-L, en el que nes 0 y L es -CO-
N(RsR4), entonces Rs y R4 no se toman en conjunto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para
formar un anillo de morfolino;

(b) si el anillo A es tienilo, X es N, Rz es H, Rg es metilo, y Ry es -(CH2)n-L, enelquenes 0y L es -CO-
N(RsR4), y uno de Rs y R4 es H, entonces el otro de Rz y R4 no es metilo, hidroxietilo, alcoxi, fenilo, fenilo
sustituido, piridilo ni piridilo sustituido; y

(c) si el anillo A es tienilo, X es N, Rz es H, Rg es metilo, y Ry es -(CHaz)n-L,
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enelquenes0yL es-COO-Rs, entonces Rz no es metilo ni etilo; 0 una sal, solvato o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, Ri es -(CH2)n-L, en el que n es 0-3 y L es -COO-Rs, arilo opcionalmente sustituido, o
heteroarilo opcionalmente sustituido; y Rs es -alquilo C4-Cg, que contiene 0, 1, 2 o 3 heterodtomos seleccionados
entre O, S, o N, y que puede estar opcionalmente sustituido. En determinados ejemplos, nes 1 0 2y L es alquilo o -
COO-Rs, y Rs es metilo, etilo, propilo, i-propilo, butilo, sec-butilo, o t-butilo; o nes 1 0 2 y L es H o fenilo
opcionalmente sustituido.

En determinados ejemplos, Rz es H o metilo.

En determinados ejemplos, Rg es metilo, etilo, hidroxi metilo, metoximetilo, trifluorometilo, COOH, COOMe, COOEt,
COOCH20C(O)CHea.

En determinados ejemplos, el anillo A es fenilo, naftilo, bifenilo, tetrahidronaftilo, indanilo, piridilo, furanilo, indolilo,
pirimidinilo, piridizinilo, pirazinilo, imidazolilo, oxazolilo, tienilo, tiazolilo, triazolilo, isoxazolilo, quinolinilo, pirrolilo,
pirazolilo, 0 5,6,7,8-tetrahidroisoquinolinilo.

En determinados ejemplos, cada Ra es independientemente un alquilo opcionalmente sustituido, o cualesquiera dos
Ra junto con los a&tomos son los que cada uno esta unido, pueden formar un arilo.

La invencion se refiere a los compuestos que se definen en la reivindicaciéon 1, y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Los inventores también desvelan compuestos de Formulas V-XXII, y cualquier compuesto que se describe en el
presente documento, tal como un compuesto representado con la formula:

ct
—=N o
gf L LI
=N

s ;_
una sal, solvato o hidrato del mismo.

Por ejemplo, el compuesto puede ser (+)-JQ1:

Cl
—N o
S/sé ) ):Nzr’ <
=N

una sal, solvato o hidrato del mismo.
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Los inventores desvelan un compuesto representado con la férmula:

Cl

Cl

Cl

una sal, solvato o hidrato del mismo.
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Los inventores también desvelan un compuesto representado con la formula:

)

Cl

HN
=~ N 0 0 N HtSH
7\ Izr\/\/\/\o/\/\/\/\"/\/\w s
s” N VN 0
=N

una sal, solvato o hidrato del mismo.
10
Los inventores también desvelan un compuesto representado con una cualquiera de las férmulas siguientes:
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, 0 una sal, solvato o hidrato del mismo.

os inventores también desvelan un compuesto representado con una cualquiera de las férmulas siguientes:

(] B{OH);
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cl B(OH),
—N H
B pf’ N
s” N °nO
=~

Los inventores también desvelan un compuesto representado con una cualquiera de las estructuras siguientes:

una sal, solvato o hidrato del mismo.

¢
Cl
/N~
N
N 2
S .

] -
YN =N d
o4

¢l
’N\
N
5. N~
| "
YN NH
d N,
ci
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YN'N (N_ j)

5. N4
QN H/—/
=N NH

0

cl

Cl
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5N ~\
b | M N—
=N HN L—
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M
=
N —

<l

o una sal, solvato o hidrato del mismo.

Los inventores desvelan las estructuras siguientes:

G
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Ct

—N
7\ r\lf
s~ NN
e

-]
o una sal, solvato o hidrato del mismo.

5 Los inventores también desvelan un compuesto representado con la estructura:

/N~ N"—
s N /N \_/
s
) =N >—NI-I
0

Cl

0 una sal, solvato o hidrato del mismo.
10
Los inventores desvelan el compuesto representado con la estructura:

YN‘N

/.
s. N

=N c}v—NH

Ci

15 o una sal, solvato o hidrato del mismo.

En otra realizacion, el compuesto se representa con la estructura:

e O
LN

=N

Cl
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o una sal del mismo.

Los inventores también desvelan compuestos que tienen la quiralidad opuesta de cualquier compuesto que se
muestra en el presente documento.

Los inventores desvelan un compuesto representado con la Formula (V), (VI), o (VII):

(VI

en las que R, Ri, y Rz y Rg tienen el mismo significado que en la Féormula (1); Y es O, N, S, o CRs, en el que Rs tiene
el mismo significado que en la Férmula (I); n es 0 o0 1; y el circulo con linea discontinua en la Férmula (VII) indica un
anillo aromatico o no aromatico; o una sal, solvato o hidrato del mismo.

En ciertos aspectos de cualquiera de las Férmulas I-1V y VI (o cualquier férmula en el presente documento), Rs
representa la parte no carbonilo de un aldehido mostrado en la Tabla A, que sigue a continuacién (es decir, para un
aldehido de formula RsCHO, Rg es la parte no carbonilo del aldehido). En determinados ejemplos, Rs y Rs en
conjunto representan la parte no carbonilo de una cetona mostrada en la Tabla A (es decir, para una cetona de
férmula RsC(O)R4, R4 y Rs son la parte no carbonilo de la cetona).

45



ES 2534521 T3

Tabla A:
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Placa 4
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Los inventores desvelan un compuesto representado con la formula:

Cl

—N
(4]
/s\ Nl\:zf W
)=/ (VIID),

o una sal, solvato, o hidrato del mismo.

En determinados ejemplos, el compuesto es (racémico) JQ1; en determinados ejemplos, el compuesto es (+)-JQ1.
10 En determinados ejemplos, el compuesto es un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:

ct
—N H
N,
;sé Nl:;ﬂ’ NH,
=

(3)
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o)

(4)

0 una sal, solvato, o hidrato del mismo.

Ejemplos adicionales de compuestos incluyen los compuestos de acuerdo con cualquiera de las férmulas siguientes:

8
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También 2- y 4-piridilo

LN
N J" ) cl
N N
XXI
N-Me (XX) NH xxl)
0=, of-‘\R,

o una sal, solvato o hidrato del mismo.

En las Foérmulas IX-XXIl, R y R’ pueden ser, por ejemplo, H, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo,
heterocicloalquilo, -alquilo C1-Cs, -alquenilo C2-Cs, -alquinilo C»-Cs, -cicloalquilo Cs-C12, cicloalquilo C3-C+2 sustituido,
-cicloalquenilo C3-Ci2, 0 -cicloalquenilo C3-Cq2 sustituido, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente
sustituido. En las Férmulas XIV, X puede ser cualquier sustituyente para un grupo arilo tal como se describe en el
presente documento.

Los compuestos de la invencion se pueden preparar mediante diversos métodos. Por ejemplo, los Ejemplos
quimicos proporcionados en lo sucesivo en el presente documento proporcionan esquemas de sintesis para la
preparacion del compuesto JQ1 (como el racemato) y los enantiomeros (+)-JQ1 y (-)-JQ1 (véanse los Esquemas S1
y S2). Diversos compuestos de Formulas (I)-(XXII) se puede preparar mediante métodos analogos con sustitucién de
los materiales de partida apropiados.

Por ejemplo, partiendo de JQ1, la amina andloga se puede preparar tal como se muestra en el Esquema 1, que
sigue a continuacion.
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Esquema 1

Tal como se muestra en el Esquema 1, la hidrélisis del éster de t-butilo de JQ1 proporciona el acido carboxilico, que
se trata con azida de difenilfosforilo (DPPA) y se somete a condiciones de transposicidén de Curtius para proporcionar
la protegida amina con Cbz, que a continuacion se desprotege para producir la amina. La elaboracién posterior del
grupo amina, por ejemplo, por aminacién reductora proporciona laminas secundarias, que se pueden alquilar
adicionalmente para proporcionar aminas terciarias.

Esquema 2
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El Esquema 2 nuestra la sintesis de ejemplos adicionales de compuestos que se desvelan en el presente
documento, por ejemplo, de Férmula I, en los que el nucleo del anillo condensado estd modificado (por ejemplo,
mediante sustitucion de un anillo aromatico diferente tal como el Anillo A en la Férmula I). El uso de amino-
diarilcetonas que tienen grupos funcionales apropiados (por ejemplo, en lugar de la aminodiarilcetona S2 en el
Esquema S1, que sigue a continuacion) proporciona nuevos compuestos que tienen una diversidad de nucleos de
anillos condensados y/o apéndices de grupo arilo (que corresponden al grupo R en la Formula 1). Tales
aminodiarilcetonas estan disponibles en el mercado o se pueden preparar mediante diversos métodos, algunos de
los cuales se conocen en la técnica.

El Esquema 3 proporciona esquemas de sintesis a modo de ejemplo adicionales para preparar compuestos
adicionales.

1) Base
cl ———
2) D50, 0 Mel
R, 3572 s\
M o
N ch . HN ol
N N ﬁ”
R
o] Rc:

Esquema 3

Tal como se muestra en el Esquema 3, un precursor biciclico condensado (véase Esquema S1, que sigue a
continuacion, para la sintesis de este compuesto) se refuncionaliza con un resto R (DAM = grupo protector
dimetilaminometileno) y a continuacién se elabora por reaccién con una hidrazida para formar el nicleo condensado
triciclico. El sustituyente Ry puede variar mediante seleccion de una hidrazida adecuada.

Ejemplos adicionales de compuestos que se desvelan en el presente documento (que se pueden preparar con los
métodos que se describen en el presente documento) incluyen:

Amidas:

Las amidas se pueden preparar, por ejemplo, mediante preparacién de un acido o éster carboxilico correspondiente
seguido de amidacién con una amina apropiada usando condiciones estandar. En determinados ejemplos, una
amida proporciona un "conector" de dos carbonos con un anillo que contiene nitrégeno terminal (por ejemplo, piridilo,
piperidilo, piperazinilo, imidazolilo (incluyendo N-metil-imidazolilo), morfolinilo, y similares. Las estructuras de amida
a modo de ejemplo incluyen:
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El uso de un conector de dos carbonos entre el resto de amida y el anillo que contiene nitrégeno terminal es
preferente.

"Amidas inversas":
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La posicién N puede ser diferente

Aminas secundarias:
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En ciertos aspectos, un compuesto que tiene al menos un centro quiral esta presente en forma racémica. En ciertos
aspectos, un compuesto que tiene al menos un centro quiral esta enriquecido de forma enantiomérica, es decir, tiene
un exceso enantiomérico (e.e.) de al menos aproximadamente un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un
60 %, un 70 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 90 %, un 95 %, un 99 %, un 99 % o un 100 %. En ciertos aspectos,
un compuesto tiene la misma configuracién absoluta que el compuesto (+)-JQ1, 2-(4-(4-Clorofenil)-2,3,9-trimetil-6H-
tieno[3,2-f][1.2.4]triazolo[4,3-a][1,4]diazepin-6-il)acetato) de ((5)-terc-butilo, que se describe en el presente
documento.

En ciertos aspectos de cualquiera de las Férmulas que se desvelan en el presente documento, el compuesto no se
representa con la siguiente estructura:

en la que:

R’y es alquilo C1-Cq;

R’> es hidrégeno, halégeno, o alquilo C1-C4 opcionalmente sustituido con un atomo de halégeno o un grupo
hidroxilo;

R’; es un atomo de haldégeno, fenilo opcionalmente sustituido con un atomo de halégeno, alquilo C1-Ca, alcoxi C+-
Cy4, 0 ciano;

-NRs-(CH2)m-Rs en el que Rs es un atomo de hidrégeno o alquilo C4-C4, m es un nimero entero de 0-4, y Rg es
fenilo o piridilo opcionalmente sustituido con un atomo de halégeno; o -NR7-CO--(CHz),-Rs en el que Rz es un
atomo de hidrégeno o alquilo C4-C4, n es un ndmero entero de 0-2, y Rs es fenilo o piridilo opcionalmente
sustituido con un atomo de halégeno; y

R’s es -(CHz)a-CO-NH-Rg en el que a es un numero entero de 1-4, y Rg es alquilo C4-C4; hidroxialquilo C1-Ca;
alcoxi C4-C4; o fenilo o piridilo opcionalmente sustituido con alquilo C1-C4, alcoxi C1-C4, amino o un grupo
hidroxilo o -(CH)s-COOR1o en el que b es un nimero entero de 1 -4, y Ry es alquilo C1-Ca.

La expresién "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal preparada a partir de un compuesto que se
desvela en el presente documento (por ejemplo, JQ1, un compuesto de Férmulas I-XXIl) o cualquier otro compuesto
que se describe en el presente documento, que tiene un grupo funcional acido, tal como un grupo funcional acido
carboxilico, y una base inorganica u organica farmacéuticamente aceptable. Las bases adecuadas incluyen,
hidréxidos de metales alcalinos tales como sodio, potasio, y litio; hidroxidos de metales alcalinotérreos tales como
calcio y magnesio; hidroxidos de otros metales, tales como aluminio y cinc; amoniaco, y aminas organicas, tales
como mono-, di-, o trialquilaminas sin sustituir o sustituidas con hidroxi; diciclohexilamina; tributil amina; piridina; N-
metil,N-etilamina; dietilamina; trietilamina; mono-, bis-, o tris-(2-hidroxi-alquil aminas inferiores), tales como mono-,
bis-, o tris-(2-hidroxietil)- amina, 2-hidroxi-terc-butilamina, o tris-(hidroximetil)metilamina, N,N,-di-alquil inferior-N-
(hidroxi alquil inferior)-aminas, tales como N,N-dimetil-N-(2-hidroxietil)- amina, o tri-(2-hidroxietil)amina; N-metil-D-
glucamina; y aminoacidos tales como arginina, lisina. La expresion "sal farmacéuticamente aceptable" también se
refiere a una sal preparada a partir de un compuesto que se desvela en el presente documento, o cualquier otro
compuesto que se describe en el presente documento, que tiene un grupo funcional basico, tal como grupo funcional
amino, y un acido inorganico u organico farmacéuticamente aceptable. Los acidos adecuados incluyen hidrégeno
sulfato, acido citrico, acido acético, acido oxalico, acido clorhidrico, bromuro de hidrégeno, yoduro de hidrégeno,
acido nitrico, acido fosforico, acido isonicotinico, acido lactico, acido salicilico, acido tartarico, acido ascérbico, acido
succinico, acido maleico, acido besilico, acido fumarico, acido glucénico, acido glucaroénico, acido sacarico, acido
férmico, acido benzoico, acido glutamico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido bencenosulfénico, y
acido p-toluenosulfénico.

Métodos y Sistemas de Identificacion Sistematica In Silico
Los inventores desvelan un medio de almacenaje que se puede leer con ordenador que comprende las

combinaciones estructurales de un sitio de unién a polipéptido miembro de la familia BET (por ejemplo, dominio de
BRD4) identificado en el presente documento. este es el sitio de union propuesto para JQ1. un medio de
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almacenamiento codificado con estos datos es capaz de presentar una representacion grafica tridimensional de una
molécula o complejo molecular que comprende tales sitios de unién en una pantalla de ordenador o dispositivo de
visualizacion similar.

Los inventores también desvelan métodos para disefiar, evaluar e identificar compuestos que se unen al sitio de
unién que se ha mencionado anteriormente. Se espera que tales compuestos inhiban la actividad biolégica de un
miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT) y/o que alteren la localizaciéon subcelular de un
miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT). Los inventores también desvelan un
ordenador para producir a) una representacion tridimensional de una molécula o complejo molecular, en la que dicha
molécula o complejo molecular comprende un sitio de unién; o b) una representacion tridimensional de un homélogo
de dicha molécula o complejo molecular, en la que dicho homdlogo comprende un sitio de unidén que tiene una raiz
de la desviacién cuadratica media a partir de los atomos de la estructura principal de dichos aminoacidos no superior
a aproximadamente 2,0 (mas preferentemente no superior a 1,5) angstroms, en los que dicho ordenador comprende:

(i) un medio de almacenamiento de datos que se pueden leer con ordenador que comprende un material de
almacenamiento de datos codificados con datos que se pueden leer con ordenador, en el que dichos datos
comprenden las combinaciones de estructuras de restos de aminoacidos en el bolsillo de unién estructural de
bromodominio otro sitio de unién de miembro de la familia BET;

(ii) una memoria de trabajo para almacenar instrucciones para procesar dichos datos que se pueden leer con
ordenador;

(i) una unidad de procesamiento central acoplada a dicha memoria de trabajo y a dicho medio de
almacenamiento de datos que se pueden leer con ordenador para procesar dichos datos que se pueden leer con
ordenador en dicha representacién tridimensional; y

(iv) un monitor acoplado a dicha unidad de procesamiento central para visualizar dicha representacion
tridimensional.

Por lo tanto, el ordenador produce una estructura gréfica tridimensional de una molécula o un complejo molecular
que comprende un sitio de union.

Los inventores también desvelan un ordenador para producir una representacién tridimensional de una molécula o
complejo molecular definido por combinaciones de estructuras de aminoacidos de un miembro de la familia BET (por
ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT), o una representacion tridimensional de un homélogo de dicha molécula o
complejo molecular, en la que dicho homdlogo comprende un sitio de unién que tiene una raiz de la desviacién
cuadratica media a partir de los atomos de la estructura principal de dichos aminoacidos no superior a 2,0 (mas
preferentemente no superior a 1,5 ) angstroms

En aspectos en particular, el ordenador o sistema de ordenadores pueden incluyen componentes que son
convencionales en la técnica, por ejemplo, tal como se desvela en las Patentes de Estados Unidos N2° 5.978.740 y/o
6.183.121. Por ejemplo, un sistema de ordenador puede incluir un ordenador que comprende una unidad de
procesamiento central ("CPU"), una memoria de trabajo (que puede ser, por ejemplo, RAM (memoria de acceso
aleatorio) o0 memoria "nlcleo"), una memoria de almacenamiento masivo (tal como una o mas unidades de disco o
unidades de CD-ROM), uno o mas tubos de rayos catddicos (CRT) o terminales de visualizacion de monitor de
cristal liquido (LCD), uno o mas teclados, una o mas lineas de entrada, y una o mas lineas de salida, todos los
cuales estan interconectados mediante un canal de sistema convencional.

Los datos que se pueden leer con ordenador tal como se desvela en el presente documento se pueden introducir en
el ordenador mediante el uso de un médem o médems conectados mediante una linea de datos. Como alternativa o
adicionalmente, el hardware de entrada puede incluir unidades de CD-ROM, unidades de disco o memoria flash. En
conjunto con un terminal de visualizacién, también se puede usar un teclado como un dispositivo de entrada.

Del mismo modo se puede implementar hardware de salida acoplado al ordenador mediante lineas de salida
mediante dispositivos convencionales. A modo de ejemplo, el hardware de salida puede incluir un terminal de
visualizacion de CRT o LCD para visualizar una representacion grafica de un bolsillo de unién tal como se desvela
en el presente documento usando un programa tal como QUANTA o PYMOL. El hardware de salida también podria
incluir una impresora, o una unidad de disco para almacenar la salida del sistema para uso posterior.

Cuando esta en funcionamiento, la CPU coordina el uso de los diversos dispositivos de entrada y salida, Cortina los
accesos de datos desde el almacenamiento masivo y accede a y desde la memoria de trabajo, y determinar la
secuencia de las etapas de procesamiento de datos. Se puede usar un nimero de programas para procesar los
datos que se pueden ver con ordenador del tipo que se desvela en el presente documento, incluyendo el software
disponible en el mercado.

Un medio de almacenamiento magnético para almacenar datos que se pueden leer con ordenador que se desvela
en el presente documento puede ser convencional. Un medio de almacenamiento de datos magnéticos se puede
codificar con datos que se pueden leer con ordenador y se puede realizar mediante un sistema tal como el sistema
de ordenador que se ha descrito anteriormente. el medio puede ser un disquete floppy o disco duro, que tiene un
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sustrato adecuado que puede ser convencional, y un revestimiento adecuado, que también puede ser convencional,
en uno o ambos lados, que contiene dominios magnéticos cuya polaridad u orientacién se puede alterar de forma
magnética. El medio también puede tener una abertura (no se muestra) para recibir el huso de una unidad de disco o
de otro dispositivo de almacenamiento de datos.

Los dominios magnéticos del medio estan polarizados orientados con el fin de codificar, de una manera que puede
ser convencional, datos que se pueden leer con ordenador tal como los que se describen en el presente documento,
para ejecucion por un sistema tal como el sistema de ordenador que se describe en el presente documento.

Un medio de almacenamiento de datos de lectura dptica también se prevé codificar con datos que se pueden leer
con ordenador, 0 un conjunto de instrucciones, que se pueden realizar con un sistema de ordenador. El medio puede
ser un disco compacto de memoria de solo lectura convencional (CD-ROM) o un medio que se puede reescribir un
disco magneto-éptico que se puede leer dpticamente y se puede escribir de forma magneto-dptica.

En el caso del CD-ROM, tal como se conoce, un revestimiento de disco es reflexivo y se impresiona con una
pluralidad de pistas para codificar los datos que se pueden leer con ordenador. La disposicién de las pistas se lee
reflejando la luz laser en la superficie del revestimiento. Se proporciona un revestimiento protector, que
preferentemente es basicamente transparente, en la parte superior del revestimiento reflectante.

En el caso de un disco magneto-optico, tal como se conoce bien, un revestimiento de registro de datos no tiene
pistas, pero tiene una pluralidad de dominios magnéticos cuya polaridad u orientacion puede cambiar
magnéticamente cuando se calienta por encima de una determinada temperatura, tal como mediante un laser. La
orientacion de los dominios se puede leer midiendo la polarizacién de la luz laser reflejada desde el revestimiento. La
disposicion de los dominios codifican los datos tal como se ha descrito anteriormente.

Los datos de estructuras, cuando se usan en conjunto con un ordenador programado con software para traducir
esas combinaciones en la estructura de 3 dimensiones de una molécula o complejo molecular que comprende un
bolsillo de unién se pueden usar para diversos fines, tales como descubrimiento de farmacos.

Por ejemplo, la estructura codificada con los datos se puede evaluar por ordenador para su capacidad para
asociarse con entidades quimicas. Se espera que las entidades quimicas que se asocian con un sitio de unién de un
miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT) inhiban la proliferacién o induzcan la
diferenciacién de una célula neoplasica, para inhibir la actividad biol6gica de un miembro de la familia BET (por
ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT), y/o para alterar la localizacién subcelular. Tan descompuestos son candidatos
potenciales a farmacos. Como alternativa, la estructura codificada con los datos se puede presentar en una
representacion grafica tridimensional en una pantalla de ordenador. Esto permite la inspeccién visual de la
estructura, asi como la inspeccion visual de la asociacion de la estructura con entidades quimicas.

Por lo tanto, los inventores también desvelan un método para evaluar el potencial de una entidad quimica para
asociarse con a) una molécula o complejo molecular que comprende un sitio de unién definido por combinaciones de
estructuras de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT), tal como se describe en el
presente documento, o b) un homodlogo de dicha molécula o complejo molecular, en la que dicho homélogo
comprende un bolsillo de unidén que tiene una raiz de la desviacién cuadratica media a partir de los atomos de la
estructura principal de dichos aminoacidos no superior a 2,0 (mas preferentemente 1,5) angstroms.

Este método comprende las etapas de:

i) usar métodos de computacion para realizar una operacion de ajuste entre la entidad quimica y un sitio de unién
de un polipéptido miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT) o fragmento del mismo o
complejo molecular; y

ii) analizar los resultados de la operaciéon de ajuste para cuantificar la asociaciéon entre la entidad quimica y el
bolsillo de unién. Este ejemplo se refiere a la evaluacién del potencial de una entidad quimica para asociarse con
unirse a un sitio de unién de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT) o
fragmento del mismo.

La expresion "entidad quimica", tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos quimicos,
complejos de al menos dos compuestos quimicos, y fragmentos de tales compuestos o complejos.

En ciertos aspectos, el método evalla el potencial de una entidad clinica para asociarse con una molécula o
complejo molecular definido mediante combinaciones de estructuras de todos los aminoacidos de un miembro de la
familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT), tal como se describe en el presente documento, o un
homologo de dicha molécula o complejo molecular que tiene una raiz de la desviacién cuadratica media a partir de
los dtomos de la estructura principal de dichos amino&cidos no superior a 2,0 (mas preferentemente no superior a
1,5) angstroms.
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En un aspecto adicional, las combinaciones estructurales de uno de los sitios de unién que se describen en el
presente documento se pueden usar en un método para identificar un antagonista de una molécula que comprende
un sitio de union a bromodominio (por ejemplo, un bolsillo de unién estructural de bromodominio). Este método
comprende las etapas de:

a) usar las combinaciones atémicas de un miembro de la familia BET; y

b) usar la estructura tridimensional para disefiar o seleccionar el agonista o antagonista potencial. EI compuesto
se puede obtener mediante cualquier medio disponible. Por "obtener" se hace referencia, por ejemplo, a
sintetizar, comprar, o de otro modo procurar el agonista o antagonista. Si se desea, el método implica
adicionalmente poner en contacto el agonista o antagonista con un polipéptido miembro de la familia BET o un
fragmento del mismo para determinar la capacidad del agonista o antagonista potencial para interactuar con la
molécula. Si se desea, el método también implica adicionalmente la etapa de poner en contacto una célula
neoplasica con un compuesto de unién a bromodominio y evaluar la citotoxicidad, evaluar la proliferaciéon de
células neoplasicas, muerte celular, actividad biolégica de miembro de la familia BET, o localizacién subcelular.

En otro aspecto, los inventores desvelan un método para identificar un antagonista potencial de un miembro de la
familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT), método que comprende las etapas de:

a) usar las combinaciones atémicas de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT)
(por ejemplo, bolsillo de unién estructural de bromodominio); y
b) usar la estructura tridimensional para disefar o seleccionar el agonista o antagonista potencial.

El esclarecimiento por parte de los presentes inventores de sitios de union de un bromodominio sin identificar hasta
el momento proporciona la informacién necesaria para disefiar nuevas entidades y compuestos quimicos que
pueden interactuar con bromodominios, totalmente o en parte, y por lo tanto pueden modular (por ejemplo, inhibir) la
actividad de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4, BRDT).

El disefio de compuestos que se unen a una secuencia de bolsillo de union estructural de un miembro de la familia
BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT) que reduce la actividad biolégica de un bromodominio, o que altera
la localizacion subcelular de un miembro de la familia BET, tal como se describe en el presente documento por lo
general implica la consideracién de varios factores. En un ejemplo, el compuesto se asocia fisica y/o
estructuralmente con al menos un fragmento de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4 y
BRDT), tal como un sitio de unién dentro de una secuencia de bolsillo de union estructural de bromodominio. Las
interacciones moleculares no covalentes importantes en esta asociaciéon incluyen formacion de enlaces de
hidrégeno, interacciones de van der Waals, interacciones hidréfobas e interacciones electrostaticas. De forma
deseable, el compuesto adopta una conformacién que permite que se asocie directamente con el sitio o los sitios de
unién a bromodominio. Aunque determinadas partes del compuesto pueden no participar directamente en estas
asociaciones, esas partes de la entidad ain pueden influir en la conformacién global de la molécula. Esto, a su vez,
puede tener un impacto significativo en la potencia del compuesto. Tales requisitos conformacionales incluyen la
estructura tridimensional global y la orientaciéon del compuesto quimico con respecto a todo o una parte del sitio de
union, o el espaciamiento entre grupos funcionales que comprenden varios compuestos quimicos que interactdan
directamente con el sitio de unién o un homdélogo del mismo.

El efecto inhibidor o de unién potencial de un compuesto quimico en un sitio de unién a bromodominio se puede
analizar antes de su sintesis real y someter a ensayo mediante el uso de técnicas de formacion de modelos por
ordenador. Si la estructura teérica del compuesto dado sugiere una interaccion y asociacién insuficientes entre el
mismo y el sitio de unién diana, se evita someter a ensayo el compuesto. Sin embargo, si la formacion de modelos
por ordenador indica una interaccion fuerte, la molécula se sintetiza y somete a ensayo para su capacidad para
unirse a una secuencia de bolsillo de unién estructural de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3,
BRD4 y BRDT) o se somete a ensayo su actividad biolégica para evaluar por ejemplo, la citotoxicidad en una célula
neoplasica, evaluando una reduccién de la actividad biolégica de un miembro de la familia BET, o mediante
evaluacion de la localizacién subcelular de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4 y
BRDT). Los compuestos candidatos se pueden evaluar por ordenador por medio de una serie de etapas en las que
las entidades quimicas o fragmentos se identifican sistematicamente y se seleccionan por su capacidad para
asociarse con el bolsillo de unién estructural de bromodominio.

Un experto en la materia puede usar uno de varios métodos para identificar sistematicamente compuestos quimicos,
o fragmentos para su capacidad para asociarse con un sitio de unidon a bromodominio. Este proceso puede
comenzar mediante inspeccion visual, por ejemplo, de un sitio de unién en la pantalla del ordenador basado en las
combinaciones de estructuras de un miembro de la familia BET que se describen en el presente documento, u otras
combinaciones que definen una forma similar generada a partir del medio de almacenamiento que sé perder con
ordenador. Los fragmentos o los compuestos quimicos seleccionados se colocan a continuacion en diversas
orientaciones, o se acoplan, dentro de ese sitio de union tal como se ha definido anteriormente. El acoplamiento se
puede conseguir usando software tal como Quanta y DOCK, seguido de minimizacién de energia y dinamica
molecular con campos de fuerza mecanica molecular convencionales, tales como CHARMM y AMBER.
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Los programas de ordenador especializados (por ejemplo, tal como se conocen en la técnica y/o estan disponibles
en el mercado y/o se describen en el presente documento) también pueden ayudar en el proceso de seleccion de
fragmentos o entidades quimicas.

Una vez que se han seleccionado las entidades o fragmentos quimicos adecuados, se pueden ensamblar en un solo
compuesto o complejo. El ensamblaje puede ir precedido de inspeccién visual de la relacion de fragmentos entre si
en la imagen tridimensional presentada en una pantalla de ordenador con respecto a las combinaciones de
estructuras del sitio de union diana.

En lugar de proceder a construir un inhibidor de un bolsillo de unién de una manera en etapas de un fragmento o
entidad quimica en un momento tal como se ha descrito anteriormente, se pueden disefiar compuestos inhibidores u
otros compuestos de unién como un todo o "de novo" usando cualquiera de un sitio de union vacio o que
opcionalmente incluye alguna parte o partes de un inhibidor o inhibidores conocidos. En la técnica se conocen
muchos métodos de disefio de ligandos de novo, algunos de los cuales estan disponibles en el mercado (por
ejemplo, LeapFrog, disponible en Tripos Associates, St. Louis, Mo.).

También se pueden usar otras técnicas de formacién de modelos moleculares (véase, por ejemplo, N. C. Cohen et
al., "Molecular Modeling Software and Methods for Medicinal Chemistry, J. Med. Chem., 33, pp. 883-894 (1990);
véase también, M. A. Navia y M. A. Murcko, "The Use of Structural Information in Drug Design", Current Opinions in
Structural Biology, 2, pp. 202-210 (1992); L. M. Balbes et al., "A Perspective of Modem Methods in Computer-Aided
Drug Design", en Reviews in Computational Chemistry, Vol. 5, K. B. Lipkowitz y D. B. Boyd, Eds., VCH, New York,
pp. 337-380 (1994); véase también, W. C. Guida, "Software For Structure-Based Drug Design", Curr. Opin. Struct.
Biology,, 4, pp. 777-781 (1994)).

Una vez que se ha disefiado o seleccionado un compuesto, la eficacia con la que esa entidad se puede unir a un
sitio de unién se puede someter a ensayo y optimizar mediante evaluacion computacional.

El software de ordenador especifico esta disponible en la técnica para evaluar la energia de formacion del
compuesto e interacciones electrostaticas. Los ejemplos de programas disefiados para tales usos incluyen: AMBER,;
QUANTA/CHARMM (Accelrys, Inc., Madison, WI) y similares. Estos programas se pueden implementar, por ejemplo,
usando una estaciéon de trabajo grafico disponible en el mercado. Los expertos en la materia conoceran bien otros
sistemas de hardware y paquetes de software.

Otra técnica implica la identificacion sistematica in silico de bibliotecas virtuales de compuestos, por ejemplo, tal
como se describe en el presente documento (véase, por ejemplo, Ejemplos). Muchos miles de compuestos se
pueden identificar sistematicamente de forma rapida y los mejores compuestos virtuales se pueden seleccionar la
identificacion sistematica adicional (por ejemplo, mediante sintesis y ensayo in vitro o in vivo). Se pueden identificar
sistematicamente bases de datos de moléculas pequefias para entidades o compuestos quimicos que se pretende
unir, totalmente o en parte, a un sitio de unién a bromodominio de un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2,
BRD3, BRD4 y BRDT). En esta identificacion sistematica, la calidad del ajuste de tales entidades al sitio de union se
puede juzgar mediante complementariedad de formas o mediante estimacion de energia de interaccion.

Un ordenador para producir una representacion tridimensional de

a) a molécula o complejo molecular, en el que dicha molécula o complejo molecular comprende un bolsillo de
unién estructural de un miembro de la familia BET definido mediante combinaciones de estructuras de restos de
aminoacidos en la secuencia de bolsillo de unién estructural de un bromodominio; o

b) una representacion tridimensional de un homologo de dicha molécula o complejo molecular, en la que dicho
homélogo comprende un sitio de unién que tiene una raiz de la desviacion cuadratica media a partir de los
atomos de la estructura principal de dichos aminoacidos no superior a aproximadamente 2,0 (mas
preferentemente no superior a 1,5) angstroms, en la que dicho ordenador comprende:

(i) un medio de almacenamiento de datos que se pueden leer con ordenador que comprende un material de
almacenamiento de datos codificado con datos que se pueden leer con ordenador, en el que dichos datos
comprenden las combinaciones de estructuras de restos de aminoacidos en la secuencia de bolsillo de unién
estructural de un miembro de la familia BET;

(ii) una memoria de trabajo para almacenar instrucciones para procesar dichos datos que se pueden leer con
ordenador;

(iii) una unidad de procesamiento central acoplada a dicha memoria de trabajo y a dicho medio de
almacenamiento de datos que se pueden leer con ordenador para procesar dichos datos que se pueden leer
con ordenador en dicha representacion tridimensional; y

(iv) un monitor acoplado a dicha unidad de procesamiento central para visualizar dicha representacion
tridimensional. Tal como se describe en los Ejemplos, los compuestos identificados usando métodos in silico
se pueden someter a ensayo opcionalmente in vitro o in vivo, por ejemplo, usando los "Métodos de
Identificacion Sistematica Adicionales" que se describen a continuacion, o cualquier otro método conocido en
la técnica.
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Métodos de Identificacion Sistematica Adicionales

Tal como se ha descrito anteriormente, la invencién proporciona ejemplos especificos de compuestos quimicos asi
como otros compuestos sustituidos que se unen a un bolsillo de unién a bromodominio que induce la diferenciacién
celular o que reduce la proliferacién celular en una célula neoplasica. Los inventores también desvelan un medio
sencillo para identificar agentes (incluyendo acidos nucleicos, péptidos, inhibidores de molécula pequefia, y
miméticos) que son capaces de unirse a un miembro de la familia BET, que son citotoxicos para una célula
neoplasica, que reducen la actividad biolégica de un miembro de la familia BET, o que alteran la localizacion
subcelular de un miembro de la familia BET. También se espera que tales compuestos sean Utiles para el
tratamiento o la prevencién de una neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH u otros),
diabetes, aterosclerosis, oclusion por endoprétesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia, enfermedad de
injerto frente a huésped, enfermedades por infeccion asociadas con bromodominios, el tratamiento de parasitos,
malaria, tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina. Ademas, las composiciones que se desvelan en el
presente documento se usan en trasplante de 6rganos, modulacion del estado celular para medicina regenerativa
(es decir, mediante la estimulacién o la inhibicion de la diferenciacion celular), y facilitando la pluripotencia.

En particular, determinados aspectos de la invencion se basan al menos en parte en el descubrimiento de que los
agentes que reducen la actividad bioldgica de un polipéptido miembro de la familia BET son probablemente utiles
como agentes terapéuticos para el tratamiento a la prevencion de una neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad,
higado graso (NASH u otros), diabetes, aterosclerosis, oclusién por endoprétesis vascular arterial, insuficiencia
cardiaca, caquexia, enfermedad de injerto frente a huésped, enfermedades por infeccion asociadas con
bromodominios, el tratamiento de parasitos, malaria, tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina. Ademas,
las composiciones que se desvelan en el presente documento se usan en trasplante de érganos, modulacién del
estado celular para medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulacion o la inhibicién de la diferenciaciéon
celular), y facilitando la pluripotencia. En aspectos en particular, se analiza el efecto de un compuesto de la invencién
u otro agente sometiendo al ensayo la proliferacion celular, supervivencia celular o muerte celular. En otro enfoque,
los compuestos de la invencion y otros agentes se evalUan por su efecto en la regulacién de la transcripcion o en la
elongacion. Se identifican agentes y compuestos de la invencién que reducen el crecimiento, proliferacion o
capacidad invasion de una neoplasia como Utiles para el tratamiento con la prevencién de una neoplasia. Los
compuestos de la invenciéon también se pueden evaluar por su efecto en una célula inmunorreceptora, en la
liberacién de citoquinas o histamina, o en cualquier otro marcador de enfermedad inflamatoria.

Virtualmente, cualquier agente que se une de forma especifica a un miembro de la familia BET o que reduce la
actividad biolégica de un miembro de la familia BET se puede usar en los métodos que se desvelan en el presente
documento. Los métodos que se desvelan en el presente documento son Utiles para la identificacion sistematica de
bajo coste de alto rendimiento de agentes candidatos que reducen, ralentizan, o estabilizan el crecimiento o la
proliferacién de una neoplasia o para el tratamiento o prevencion de enfermedades inflamatorias. Un agente
candidato que se une de forma especifica a un bromodominio de un miembro de la familia BET se aisla a
continuacion y se somete a ensayo para actividad en un ensayo in vitro 0 ensayo in vivo por su capacidad para
reducir la proliferacién de células neoplasicas, inducir la diferenciacion, y/o a aumentar la muerte de células
neoplasicas. Un experto de la materia observa que los efectos de un agente candidato en una cédula por lo general
se comparan con una célula de control que no esta en contacto con el agente candidato. Por lo tanto, los métodos
de identificacion sistematica incluyen comparar la proliferacion de una célula neoplésica en contacto con un agente
candidato a la proliferaciéon de una célula de control sin tratar.

En otros aspectos, la expresion o actividad de un miembro de la familia BET en una célula tratada con un agente
candidato se compara con muestras de control sin tratar para identificar un compuesto candidato que disminuye la
actividad bioloégica de un miembro de la familia BET en la célula puesta en contacto. La expresion o la actividad del
polipéptido se puede comparar con procedimientos bien conocidos en la técnica, tales como ensayos de
transferencia de Western, citometria de flujo, inmunocitoquimica, unién a perlas magnéticas y/o a perlas revestidas
con anticuerpo especificas de bromodominio, hibridacién in situ, hibridacién in situ con fluorescencia (FISH), ELISA,
andlisis de micromatrices, RT-PCR, transferencia de Northern, o colorimétricos, tales como el Ensayo de Bradford y
el Ensayo de Lowry.

En un ejemplo de trabajo, se afiaden uno o mas agentes candidatos en concentraciones variables al medio de
cultivo que contiene una célula neoplasica. Un agente que reduce la expresion de un miembro de la familia BET
expresado en la célula se considera util en la invencidn; tal agente se puede usar, por ejemplo, como un agente
terapéutico para prevenir, retrasar, mejorar, estabilizar, o tratar una neoplasia o enfermedad inflamatoria. Una vez
identificados, los agentes de la invencion (por ejemplo, agentes que se unen de forma especifica a y/o que
antagonizan un bromodominio) se pueden usar para tratar una neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado
graso (NASH u otros), diabetes, aterosclerosis, oclusién por endoprétesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca,
caguexia, enfermedad de injerto frente a huésped, enfermedades por infeccidn asociadas con bromodominios, el
tratamiento de parasitos, malaria, tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina. Ademas, las composiciones
que se desvelan en el presente documento, se usan en trasplante de érganos, modulacion del estado celular para
medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulacién o la inhibicién de la diferenciacion celular), y facilitando la
pluripotencia. Un agente identificado de acuerdo con un método que se desvela en el presente documento se

61



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534521 T3

administra por via local o sistémica para tratar neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH u
otros), diabetes, aterosclerosis, oclusion por endoprétesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia,
enfermedad de injerto frente a huésped, enfermedades por infeccidon asociadas con bromodominios, el tratamiento
de parasitos, malaria, tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina o para uso en trasplante de érganos,
modulacion del estado celular para medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulacion o la inhibicion de la
diferenciacion celular), o facilitando la pluripotencia in situ.

En un aspecto, el efecto de un agente candidato, como alternativa, se puede medir al nivel de produccién de
miembro de la familia BET usando el mismo enfoque general y técnicas inmunolégicas convencionales, tales como
transferencia de Western o inmunoprecipitacién con un anticuerpo especifico para el miembro de la familia BET. Por
ejemplo, se pueden usar inmunoensayos para detectar o para controlar la expresién de un miembro de la familia
BET en una célula neoplasica. En un aspecto, se puede identificar un anticuerpo policlonal o monoclonal (producido
tal como se describe en el presente documento) que es capaz de unirse a o de bloquear la actividad biolégica o
alterar la localizacién subcelular de un miembro de la familia BET. Un compuesto que altera la localizacién
subcelular, o que reduce la actividad biolégica de un miembro de la familia BET se considera particularmente Gtil. De
nuevo, tal agente se puede usar, por ejemplo, como un agente terapéutico para prevenir o para tratar una neoplasia
o enfermedad inflamatoria.

Como alternativa, o ademas, se pueden identificar propuestos candidatos primero mediante evaluacién de los que se
unen de forma especifica a antagonizan un miembro de la familia BET (por ejemplo, BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT) y
posteriormente sometiendo a ensayos su efecto en células neoplasicas tal como se describe en los Ejemplos. En un
aspecto, la eficacia de un agente candidato depende de su estabilidad para interactuar con el miembro de la familia
BET. Tal interaccion se puede evaluar rapidamente usando cualquier nimero de técnicas de unién convencionales y
ensayos funcionales (por ejemplo, los que se describen en Ausubel et al., mencionado anteriormente). Por ejemplo,
un compuesto candidato se puede someter a ensayo in vitro para interaccién y unién con un polipéptido que se
desvela en el presente documento y su capacidad para modular la proliferacion de células neoplasicas se puede
evaluar mediante cualquier ensayo convencional (por ejemplo, los que se describen en el presente documento). En
un aspecto, la division de células neoplasicas se determina mediante la evaluacion de la incorporacién de BrdU
usando analisis de citometria de flujo. En otro aspecto, la expresion de un miembro de la familia BET se controla de
forma inmunohistoquimica.

Los antagonistas de bromodominio potenciales incluyen moléculas organicas, péptidos, miméticos de péptido,
polipéptidos, ligandos de acidos nucleicos, aptameros, y anticuerpos que se unen a un bromodominio de miembro de
la familia BET y reducen su actividad. En un aspecto en particular, un compuesto candidato que se une a un
miembro de la familia BET se puede identificar usando una técnica basada en cromatografia. Por ejemplo, un
polipéptido recombinante miembro de la familia BET tal como se desvela en el presente documento se puede
purificar mediante técnicas convencionales a partir de células sometidas a ingenieria para expresar el polipéptido, o
se puede sintetizar de forma quimica, una vez purificado el péptido se inmoviliza en una columna. Una solucion de
agentes candidatos se pasa a continuacién a través de la columna, y un agente que se une de forma especifica al
polipéptido miembro de la familia BET o un fragmento del mismo se identifica basandose en su capacidad para
unirse al polipéptido miembro de la familia BET y se inmoviliza en la columna. Para aislar el agente, la columna se
lava para retirar moléculas unidas de forma no especifica, y a continuacion el agente de interés se libera de la
columna y se recoge. Los agentes aislados con este método (o con cualquier método apropiado), si se desea, se
pueden purificar adicionalmente (por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento). Ademas, estos
agentes candidatos se pueden someter a ensayo por su capacidad para reducir la proliferaciéon o la viabilidad de
células neoplasicas. Los agentes aislados con este enfoque, por ejemplo, también se pueden usar como agentes
terapéuticos para tratar o prevenir neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH u otros),
diabetes, aterosclerosis, oclusion por endoprétesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia, enfermedad de
injerto frente a huésped, enfermedades infecciosas asociadas con bromodominios, el tratamiento de parasitos,
malaria, tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina para uso en trasplante de 6rganos, modulacién del
estado celular para medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulacion o la inhibicién de la diferenciaciéon
celular), y facilitando la pluripotencia. Los compuestos identificados como que se unen a un miembro de la familia
BET con una afinidad constante inferior o igual a 1 nM, 5 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM o 10 uM se consideran
particularmente Utiles en la invencion.

Compuestos y Extractos de Ensayo

En determinados aspectos, se identifican antagonistas miembros de la familia BET (por ejemplo, agentes que se
unen de forma especifica y reducen la actividad de un bromodominio) a partir de bibliotecas grandes de productos
naturales o extractos sintéticos (o semisintéticos) o bibliotecas quimicas o a partir de bibliotecas de polipéptidos o
acidos nucleicos, de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Los expertos en el campo del descubrimiento y
desarrollo de farmacos entenderan que la fuente precisa de extractos o compuestos de ensayo no es critica para el
procedimiento o procedimientos de identificacion sistematica que se desvelan en el presente documento. Los
agentes usados en identificaciones sistematicas pueden incluir los conocidos como agentes para el tratamiento de
una neoplasia o enfermedad inflamatoria. Como alternativa, se puede identificar sistematicamente de forma virtual
cualquier nimero de extractos o compuestos quimicos desconocidos usando los métodos que se describen en el
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presente documento. Ejemplos de tales extractos o compuestos incluyen, pero no se limitan a, extractos a base de
plantas, hongos, procariotas o animales, caldos de fermentacion, y compuestos sintéticos, asi como la modificacién
de polipéptidos existentes.

En el mercado estan disponibles bibliotecas de polipéptidos naturales en forma de extractos bacterianos, flngico,
vegetales, y animales a partir de un nimero de fuentes, que incluyen Biotics (Sussex, UK), Xenova (Slough, UK),
Harbor Branch Oceangraphics Institute (Ft. Pierce, Fla.), y PharmaMar, U.S.A. (Cambridge, Mass.). tales polipéptido
se puede modificar para que incluyan un dominio de transduccién de proteinas usando métodos conocidos en la
técnica y que se describen en el presente documento. Ademas, si se desea, se producen bibliotecas naturales y
producidas de forma sintética, de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante métodos de
extracciéon y fraccionamiento convencionales. En la técnica se pueden encontrar ejemplos de métodos para la
sintesis de bibliotecas moleculares, por ejemplo en: DeWitt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 6909, 1993; Erb et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11422, 1994; Zuckermann et al., J. Med. Chem. 37: 2678, 1994; Cho et al.,
Science 261: 1303, 1993; Carrell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059, 1994; Carell et al., Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 33: 2061, 1994; y Gallop et al., J. Med. Chem. 37: 1233, 1994. ademas, si se desea, cualquier biblioteca o
compuesto se puede modificar facilimente usando métodos convencionales quimicos, fisicos, o bioquimicos.

También estan disponibles numerosos métodos para generar sintesis aleatoria o dirigida (por ejemplo, semisintesis
o sintesis total) de cualquier nimero de polipéptidos, compuestos quimicos, que incluyen, pero no se limitan a,
compuestos basados en sacaridos, lipidos, péptidos, y acidos nucleicos. Las bibliotecas de compuestos sintéticos
estan disponibles en el mercado en Brandon Associates (Merrimack, N.H.) y Aldrich Chemical (Milwaukee, Wis.).
Como alternativa, compuestos quimicos a usar como compuestos candidatos se pueden sintetizar a partir de
materiales de partidas disponibles faciimente usando técnicas de sintesis convencionales y metodologias conocidas
por los expertos habituales en la materia. En la técnica se conocen transformaciones de quimica sintética y
metodologias de grupos protectores (proteccion y desproteccién) utiles para la sintesis de los compuestos
identificados con los métodos que se describen en el presente documento e incluyen, por ejemplo, aquéllas tales
como las que se describen en R. Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); T. W.
Greene y P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 22 ed., John Wiley and Sons (1991); L. Fieser y M.
Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed.,
Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1995), y ediciones posteriores de los
mismos.

Las bibliotecas de compuestos se pueden presentar en solucién (por ejemplo, Houghten, Biotechniques 13: 412-421,
1992), o en perlas (Lam, Nature 354:82-84, 1991), chips (Fodor, Nature 364: 555-556, 1993), bacterias (Ladner,
Patente de Estados Unidos N° 5.223.409), esporas (Ladner, Patente de Estados Unidos N® 5.223.409), plasmidos
(Cull et al., Proc Natl Acad Sci USA 89: 1865-1869, 1992) o en fagos (Scott y Smith, Science 249: 386-390, 1990;
Devlin, Science 249: 404-406, 1990; Cwirla et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 87: 6378-6382, 1990; Felici, J. Mol. Biol. 222:
301-310, 1991; Ladner mencionado anteriormente.).

Ademas, los expertos en la materia de descubrimiento y desarrollo de farmacos entienden facilmente que siempre
que sea posible se deberian usar métodos para desreplicacion (por ejemplo, desreplicacién taxondmica,
desreplicacion bioldgica, y desreplicacién quimica, o cualquier combinacion de las mismas) o la eliminacién de
replicados o repeticiones de materiales ya conocidos por su actividad.

Cuando se encuentra que un extracto en bruto tiene actividad de unién a bromodominio miembro de la familia BET ,
es necesario el fraccionamiento adicional del extracto director positivo para aislar componentes moleculares
responsables del efecto observado. Por lo tanto, el objetivo de los procesos de extraccién, fraccionamiento, y
purificacién es la caracterizacion e identificacion cuidadosa de una entidad quimica dentro del extracto en bruto que
reduce la proliferacién o la viabilidad de células neoplasicas. En la técnica se conocen métodos de fraccionamiento y
de purificacion de tales extractos heterogéneos. Si se desea, los compuestos que se muestra que son Utiles como
agentes terapéuticos se modifican quimicamente de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

Los inventores desvelan métodos para tratar enfermedades y/o trastornos o sintomas de los mismos que
comprenden la administraciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto de las formulas en el presente documento a un sujeto (por ejemplo, un mamifero tal como
un ser humano). Por lo tanto, un aspecto es un método para tratar un sujeto que padece o que es susceptible a una
enfermedad o trastorno neoplasico o sintoma de los mismos. El método desvelado incluye la etapa de administrar al
mamifero una cantidad terapéutica de una cantidad de un compuesto en el presente documento suficiente para
tratar la enfermedad o trastorno con sintomas de los mismos, en condiciones en las que se trata la enfermedad o
trastorno.

Los métodos desvelados en el presente documento incluyen la administracién al sujeto (incluyendo un sujeto
identificado como con necesidad de tal tratamiento) una cantidad eficaz de un compuesto que se describe en el
presente documento, o una composicion que se describe en el presente documento para producir tal efecto. La
identificacién de un sujeto con necesidad de tal tratamiento puede estar en el criterio de un sujeto o un profesional
de cuidados de la salud y puede ser subjetiva (por ejemplo, opinidn) u objetiva (por ejemplo, que se puede medir con
un método de ensayo o de diagnostico).
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También se desvelan los métodos terapéuticos que comprenden (que incluyen tratamiento profilactico) en general la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos en el presente documento, tal como un
compuesto de las férmulas en el presente documento a un sujeto (por ejemplo, animal, ser humano) con necesidad
del mismo, incluyendo un mamifero, en particular un ser humano. Tal tratamiento se administrara adecuadamente a
sujetos, en particular seres humanos, que padecen, que tienen o que son susceptibles a, o estan en riesgo de una
enfermedad, trastorno, o sintoma de los mismos. La determinacién de esos sujetos "en riesgo" se puede realizar
mediante cualquier determinacién objetiva o subjetiva con un ensayo de diagndstico o con una opinion de un sujeto
o profesional de cuidados de la salud (por ejemplo, ensayo genético, marcador enzimatico o de proteinas, Marcador
(tal como se define en el presente documento), historia familiar, y similares). Los compuestos de la reivindicacion 1
también se pueden usar en el tratamiento de cualquier otro trastorno en el que puede estar implicada neoplasia o
inflamacion.

Los inventores también desvelan un método para controlar la evolucion del tratamiento. El método incluye la etapa
de determinar un nivel de marcador diagnéstico (Marcador) (por ejemplo, cualquier diana descrita en el presente
documento modulada con un compuesto en el presente documento, una proteina o indicador de la misma, etc.) o
medida de diagnéstico (por ejemplo, identificacion sistematica, ensayo) en un sujeto que padece o que es
susceptible a un trastorno o sintomas del mismo asociado con neoplasia, en la que se ha administrado al sujeto una
cantidad terapéutica de un compuesto en el presente documento suficiente para tratar la enfermedad sintomas de la
misma. El nivel de Marcador determinado en el método se puede comparar con niveles conocidos de Marcador en
cualquier control normal sano o en otros pacientes afectados para establecer el estado de enfermedad del sujeto. En
ejemplos preferentes, un segundo nivel de Marcador en el sujeto se determina en un punto temporal posterior a la
determinacion del primer nivel, y los dos niveles se comparan para controlar el transcurso de la enfermedad o la
eficacia de la terapia. En determinados ejemplos preferentes, un nivel de tratamiento previo de Marcador en el sujeto
se determina antes de comenzar el tratamiento; este nivel de tratamiento previo de Marcador se puede comparar a
continuacién con el nivel de Marcador en el sujeto después de que comience el tratamiento, para determinar la
eficacia del tratamiento.

Agentes Terapéuticos Farmacéuticos

Los agentes que se ha descubierto que tienen valor medicinal (por ejemplo, JQ1 o un compuesto de una férmula que
se describe en el presente documento) usando el métodos que se describen en el presente documento son Utiles
como un farmaco o como informacion para modificacion estructural de compuestos existentes, por ejemplo,
mediante disefio racional de farmacos. Tales métodos son Utiles para identificacion sistematica de agentes que
tienen un efecto en neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH u otros), diabetes,
aterosclerosis, oclusion por endoprétesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia, enfermedad de injerto
frente a huésped, enfermedades por infeccion asociadas con bromodominios, el tratamiento de parasitos, malaria,
tripanosomas, y para reducir la fertilidad masculina o para uso en trasplante de érganos, modulacion del estado
celular para medicina regenerativa (es decir, mediante la estimulacion o la inhibicion de la diferenciacion celular), y
facilitando la pluripotencia.

Para usos terapéuticos, las composiciones como agentes identificados usando los métodos que se desvelan en el
presente documento se pueden administrar por via sistémica, por ejemplo, se pueden formular en un tampén
farmacéuticamente aceptable tal como solucion salina fisioldgica. Las vias de administracion preferentes incluyen,
por ejemplo, inyecciones subcutanea, intravenosa, interperitoneal, intramuscular, o intradérmica que proporcionan
niveles sostenidos, continuos del farmaco en el paciente. El tratamiento de pacientes humanos o de otros animales
se realizard usando una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico identificado en el presente
documento en un vehiculo fisiolégicamente aceptable. Los vehiculos adecuados y su formulacién se describen, por
ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences de E. W. Martin. La cantidad del agente terapéutico a administrar
varia dependiendo del modo de administracién, la edad del peso corporal del paciente, y con los sintomas clinicos
de la neoplasia, enfermedad inflamatoria, obesidad, higado graso (NASH u otros), diabetes, aterosclerosis, oclusion
por endoprétesis vascular arterial, insuficiencia cardiaca, caquexia, enfermedad de injerto frente a huésped,
enfermedades por infeccién asociadas con bromodominios, el tratamiento de parasitos, malaria, tripanosomas, y
para reducir la fertilidad masculina o para uso en trasplante de érganos, modulacion del estado celular para medicina
regenerativa (es decir, mediante la estimulacion o la inhibicién de la diferenciacién celular), y facilitando la
pluripotencia. Generalmente, las cantidades estaran en el intervalo de las usadas para otros agentes usados en el
tratamiento de otras enfermedades asociadas con tales enfermedades o patologias, aunque en determinados casos
se necesitaran cantidades inferiores debido al aumento de especificidad del compuesto. Un compuesto se administra
a una dosificacion que es citotéxica para una célula neoplasica, que reduce la actividad biolégica de un miembro de
la familia BET, o que reduce la proliferacion, supervivencia, o capacidad invasion de una célula neoplasica tal como
se determina con un método conocido por un experto en la materia, 0 usando cualquier ensayo que mida la
expresion o la actividad biolégica de un miembro de la familia BET. En otro ejemplo, el compuesto se administra a
una dosificacion que reduce la inflamacién o un sintoma de la enfermedad inflamatoria.
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Enfermedad inflamatoria

Las composiciones y compuestos de la reivindicacién 1 son Utiles para reducir la inflamacion y para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias. La inflamacion es el resultado de una serie compleja de sefiales moleculares que
implican al sistema inmune, normalmente como respuesta a infeccion o dafo celular o tisular. Normalmente la
inflamaciéon constituye el inicio de la curacion del cuerpo; sin embargo cuando no es una inflamacion
apropiadamente regulada puede dar como resultado enfermedades crénicas, tales como artritis.

Por "respuesta inflamatoria" o "respuesta inmune" se hace referencia a la reaccién de tejidos vivos a lesién, infeccion
o irritacion caracterizados por enrojecimiento, calor, hinchazén, dolor, y pérdida de funciéon producidos, como el
resultado del aumento del flujo sanguineo y un influjo de células inmunes y secreciones. La inflamacién es la
reaccion del cuerpo a microorganismos infecciosos invasivos y da como resultado un aumento del flujo sanguineo en
el area afectada, la liberacién de compuestos quimicos que atraen a los glébulos blancos, un aumento del flujo de
plasma, y la llegada de monocitos para limpiar los residuos. Cualquier cosa que estimule la respuesta inflamatoria se
dice que es inflamatorio.

La cascada innata, o la respuesta inmune innata, es la respuesta no especifica organizada por el sistema inmune y
se caracteriza por la infiltracion de células, tales como leucocitos, linfocitos citoliticos naturales, mastocitos,
eosindfilos y basdfilos, asi como fagocitos, tales como neutréfilos, macrofagos y células dendriticas como respuesta
a la sefalizacién quimiotactica en el sitio de la lesién o de la infeccién. Las moléculas secretadas por las células
mencionadas anteriormente, tales como histamina y diversas citoquinas; y el sistema de complemento de circulacion
de proteinas contribuyen a la inflamacion. Las enfermedades caracterizadas por inflamacién son causas
significativas de morbilidad y de mortalidad en seres humanos.

En determinados ejemplos, el trastorno inflamatorio es un trastorno reumatoide. Trastornos reumatoides, tal como se
usa en el presente documento, se refieren a cualquiera de diversos trastornos inflamatorios caracterizados por
inflamacién, y en algunos casos degeneracion y/o trastorno metabdlico, de las estructuras de tejido conectivo,
especialmente las articulaciones, ligamentos, y tendones. Por lo general, los trastornos reumatoides dan como
resultado dolor, rigidez, y/o limitacién del movimiento. El tejido o tejidos afectados en particular depende del trastorno
reumatoide. Los trastornos reumatoides a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, artritis reumatoide, artritis
juvenil, bursitis, espondilitis, gota, esclerodermia, enfermedad de Still, y vasculitis.

En determinados ejemplos, el trastorno reumatoide es la artritis reumatoide y el "tratamiento" de la artritis reumatoide
incluye disminucién de la gravedad, frecuencia, y/o aparicion de uno o mas de los sintomas de la artritis reumatoide.
En otros ejemplos, el trastorno reumatoide es artritis juvenil, bursitis, espondilitis, gota, esclerodermia, enfermedad
de Still, o vasculitis. Los métodos que se desvelan en el presente documento disminuyen la gravedad, frecuencia,
y/o aparicion de uno cualquiera o0 mas de los sintomas de estas afecciones.

En diversos ejemplos, los sintomas de la artritis o de otras enfermedades inflamatorias incluyen enrojecimiento,
hinchazon, inflamacién, fiebre, disminucion de la amplitud del movimiento, y dolor. Los ejemplos de reduccién de la
aparicion o gravedad de dos sintomas incluyen, disminucion del nimero de articulaciones hinchadas, disminucién
del niumero de articulaciones con dolor, disminucién de la dependencia de la medicacion para el dolor, disminucion
de una autoevaluacion del paciente de la frecuencia o la gravedad de su dolor, aumento de libertad de movimiento,
aumento de la movilidad, disminucién de la fiebre, y aumento de la capacidad para realizar las tareas diarias.

La neuroinflamacion, caracterizada por microglia y astrocitos activados y expresion local de una amplia gama de
mediadores de la inflamacién, es una reaccion fundamental para la lesion cerebral, ya sea por traumatismo,
apoplejia, infeccion, o neurodegeneracion. Se cree que esta respuesta local del tejido local es parte de un proceso
de reparacion y de restauracion. Al igual que muchas afecciones inflamatorias en enfermedades periféricas, la
neuroinflamacién puede contribuir a la patofisiologia de los trastornos del SNC.

En determinados ejemplos, el trastorno inflamatorio es un trastorno inflamatorio de la piel. Los trastornos
inflamatorios de la piel incluyen rosacea, dermatitis atépica, acné, dermatitis seborreica, y celulitis.

En otros ejemplos, la enfermedad inflamatoria es una enfermedad cardiovascular isquémica o inflamatoria. Una
enfermedad o trastorno cardiovascular inflamatorios puede ser una enfermedad o trastorno oclusivos, aterosclerosis,
una enfermedad de las valvulas cardiacas, estenosis, reestenosis, estenosis en endoprétesis vascular, infarto de
miocardio, enfermedad arterial coronaria, sindromes coronarios agudos, insuficiencia cardiaca congestiva, angina de
pecho, isquemia de miocardio, o trombosis. En otros ejemplos, el sitio su sitio secundario de lesién isquémica, tal
como el SNC por el rifidn.

En otros ejemplos, la enfermedad inflamatoria es una enfermedad intestinal isquémica o inflamatoria.
Enfermedad intestinal inflamatoria (IBD) se refiere a una enfermedad inflamatoria recurrente crénica de etiologia no

clara que afecta al intestino delgado y al colon que incluye tanto enfermedad de Crohn (CD) como colitis ulcerativa
(UC). La enfermedad de Crohn puede implicar cualquier parte del tracto intestinal pero lo mas habitualmente implica
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al intestino delgado distal y/o al colon. La colitis ulcerativa implica solamente al colon, limitada generalmente al recto
o al colon distal. Estudios de modelos murinos de CD y de UC sugieren fuertemente que ambas enfermedades se
deben a la desregulacién de la respuesta inmune de la mucosa a antigenos en la microflora de la mucosa (Sartor, R.
B. (1995). Gastroenterol Clin North Am 24, 475-507) (Strober W, et al. (2002) Annu. Rev. Immunol. 20: 495-549).

La colitis ulcerativa o colitis indeterminada se refiere a una afeccion del colon caracterizada por un estado de
inflamacién en la que se pueden detectar una o mas de las siguientes caracteristicas histoldgicas: una inflamacion
superficial caracterizada por la presencia de pérdida de células epiteliales y de ulceracion irregular, supresion
pronunciada de células caliciformes que producen mucina, y reduccién de la densidad de las glandulas tubulares.
Ademas, en la lamina propia, se observa un infiltrado de células inflamatorias mixtas que consiste en linfocitos y
granulocitos (consistiendo los dltimos principalmente en neutréfilos y, en menor medida, eosinofilos) asociado con
una exudacion de células en el lumen del intestino. Ademas, el nivel submucosal puede presentar edema notable
con pocas células inflamatorias, mientras que, en la capa de musculo mas externa,1 experto en la materia
observaria poca o ninguna evidencia de inflamacién. Véase por ejemplo Boirivant et al. Journal of Experimental
Medicine 188: 1929-1939 (1998). Los sintomas clinicos pueden incluir, pero no se limitan a, diarrea, prolapso rectal,
pérdida de peso, dolor abdominal, y deshidratacion.

La enfermedad de Crohn se refiere a una inflamacién que afecta a cualquier parte del tracto alimentario pero lo mas
a menudo afecta a la parte terminal del intestino delgado y/o el colon ascendente adyacente. frecuentemente, la
inflamacién se caracteriza por "lesiones focales" que consisten en areas de inflamacién que se alternan con areas de
mucosa normal. El area del intestino afectada en la enfermedad de Crohn esta marcada con eritema, edema y
aumento de la friabilidad; en ocasiones, el intestino es estendtico y esta unido a otros 6rganos abdominales o a la
pared del intestino. No son infrecuentes las fistulas entre el intestino afectado y otras estructuras que incluyen la piel.
Examen microscépico del tejido en la enfermedad de Crohn revela erosiones epiteliales, pérdida de células
caliciformes que producen mucina y una extensa infiltracion linfocitica que implica todas las capas de la mucosa; en
ocasiones este infiltrado contiene células gigantes que indican la formacién de granuloma. Cuando la inflamacién
esta presente durante un periodo de tiempo largo (crénico), en ocasiones puede producir cicatrizacion (fibrosis). El
tejido cicatricial por lo general no es tan flexible como el tejido sano. Por lo tanto, cuando se produce fibrosis en los
intestinos, la cicatrizacion puede estrechar el ancho de la via de paso (lumen) de los segmentos implicados en el
intestino. Estas areas constrefiidas se denominan estenosis. La estenosis puede ser leve o grave, dependiendo de lo
mucho que bloquean los contenidos del intestino del paso a través del area estrechada. Los signos/sintomas clinicos
de la enfermedad de Crohn pueden incluir, pero no se limitan a: caquexia, pérdida de peso, retraso del crecimiento,
dolor abdominal, fistulas que drenan, prolapso rectal y deshidratacion.

En determinados ejemplos, una enfermedad inflamatoria es una enfermedad o trastorno hepatico inflamatorio. Por
ejemplo, una enfermedad o trastorno hepatico inflamatorio se selecciona entre el grupo que consiste en hepatitis
autoinmune, cirrosis hepatica, y cirrosis biliar.

Formulacion de Composiciones Farmacéuticas

La administracion de un compuesto para el tratamiento de una neoplasia o enfermedad inflamatoria se puede
realizar mediante cualquier medio adecuado que da como resultado una concentracién del agente terapéutico que,
combinada con otros componentes, es eficaz para mejorar, reducir, o estabilizar una neoplasia o enfermedad
inflamatoria. El compuesto puede estar contenido en cualquier cantidad apropiada en cualquier sustancia vehiculo
adecuada, y por lo general esta presente en una cantidad de un 1-95 % en pesos del peso total de la composicién.
La composicion se puede proporcionar en una forma de dosificacion que es adecuada para via de administracion
parenteral (por ejemplo, por via subcutanea, por via intravenosa, por via intramuscular, o por via intraperitoneal). Las
composiciones farmacéuticas se pueden formular de acuerdo con la practica farmacéutica convencional (véase, por
ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (202 ed.), ed. A. R. Gennaro, Lippincott Williams &
Wilkins, 2000 y Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick y J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel
Dekker, New York).

Las cantidades de dosificacion en seres humanos se pueden determinar inicialmente por extrapolacién de la
cantidad de compuesto usado en ratones, tal como un experto en la materia reconoce que es rutinario en la técnica
para modificar la dosificacion para seres humanos en comparaciéon con modelos animales. En ciertas realizaciones
se prevé que la dosificacion puede variar de entre aproximadamente 1 mg de compuesto/Kg de peso corporal a
aproximadamente 5000 mg de compuesto/Kg de peso corporal; o de aproximadamente 5 mg/Kg de peso corporal a
aproximadamente 4000 mg/Kg de peso corporal o de aproximadamente 10 mg/Kg de peso corporal a
aproximadamente 3000 mg/Kg de peso corporal; o de aproximadamente 50 mg/Kg de peso corporal a
aproximadamente 2000 mg/Kg de peso corporal; o de aproximadamente 100 mg/Kg de peso corporal a
aproximadamente 1000 mg/Kg de peso corporal; o de aproximadamente 150 mg/Kg de peso corporal a
aproximadamente 500 mg/Kg de peso corporal. En otras realizaciones esta dosis puede ser de aproximadamente
1,5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000,
1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2500, 3000, 3500,
4000, 4500, o 5000 mg/Kg de peso corporal. En otras realizaciones, se prevé que las dosis pueden estar en el
intervalo de aproximadamente 5 mg de compuesto/Kg de peso corporal a aproximadamente 20 mg de compuesto/Kg
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de peso corporal. En otras realizaciones las dosis pueden ser de aproximadamente 8, 10, 12, 14, 16 0 18 mg/Kg de
peso corporal. Por supuesto, esta cantidad de dosificacion se puede ajustar hacia arriba o hacia abajo, y se realiza
de forma rutinaria en tales protocolos de tratamiento, dependiendo los resultados de los ensayos clinicos iniciales y
de las necesidades de un paciente en particular.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién se pueden formular para liberar el compuesto activo
basicamente inmediatamente después de la administracion o en cualquier periodo de tiempo predeterminado o
periodo de tiempo después de la administracion. Los Ultimos tipos de composiciones se conoce generalmente como
formulaciones de liberacién controlada, que incluyen (i) formulaciones que crean una concentraciéon basicamente
constante del farmaco dentro del organismo durante un periodo de tiempo prolongado; (ii) formulaciones que
después de un tiempo de retraso predeterminado crean una concentracién basicamente constante del farmaco
dentro del organismo durante un periodo de tiempo prolongado; (iii) formulaciones que mantienen la accién durante
un periodo de tiempo predeterminado mediante el mantenimiento de un nivel eficaz, relativamente constante en el
organismo con minimizacion simultanea de efectos secundarios no deseados asociados con fluctuaciones en el nivel
en plasma de la sustancia activa (patrén cinético de dientes de sierra); (iv) formulaciones que focalizan la accion, por
ejemplo, mediante colocacién espacial de una composicion de liberaciéon controlada adyacente a poco en contacto
con el timo; (v) formulaciones que permiten una dosificacion conveniente, de modo que tales dosis se administran,
por ejemplo, una vez cada una o dos semanas; y (vi) formulaciones que se dirigen a una neoplasia o enfermedad
inflamatoria usando vehiculos o derivados quimicos para administrar el agente terapéutico a un tipo de célula en
particular (por ejemplo, célula neoplasica). Para algunas aplicaciones, las formulaciones de liberacién controlada
evitan la necesidad de dosificacion frecuente durante el dia para mantener el nivel en plasma a un nivel terapéutico.

Se puede buscar cualquiera de una serie de estrategias para obtener liberacion controlada en la que la tasa de
liberacion es mayor que la tasa de metabolismo del compuesto en cuestion. En un ejemplo, la liberaciéon controlada
se obtiene mediante la seleccidén apropiada de diversos parametros e ingredientes de formulacién, que incluyen, por
ejemplo, diversos tipos de composiciones y revestimientos de liberacion controlada. Por lo tanto, el agente
terapéutico se formula con excipientes apropiados en una composicion farmacéutica que, después de la
administracion, libera el agente terapéutico de una manera controlada. Los ejemplos incluyen composiciones de
comprimidos o capsulas unitarios individuales o multiples, abluciones oleosas, suspensiones, emulsiones,
microcapsulas, microesferas, complejos moleculares, nanoparticulas, parches, y liposomas.

Composiciones Parenterales

La composicion farmacéutica se puede administrar por via parenteral mediante inyeccién, infusién o implante
(subcutéaneo, intravenoso, intramuscular, intraperitoneal, o similar) en formas de dosificacion, formulaciones, o
mediante dispositivos de administracién o implantes adecuados que contienen vehiculos y adyuvantes
farmacéuticamente aceptables no toxicos. La formulaciéon y la preparacion de tales composiciones son bien
conocidas por los expertos en la materia de la formulacién farmacéutica. Se pueden encontrar formulaciones en
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, mencionado anteriormente.

Las composiciones para uso parenteral se pueden proporcionar en formas de dosificacion unitaria (por ejemplo, en
ampollas de una sola dosis), o0 en viales que contienen varias dosis y en los que se puede anadir un conservan que
adecuado (véase a continuacion). La composiciéon se puede presentar en forma de una solucion, una suspension,
una emulsion, un dispositivo de infusion, o un dispositivo de administracion para implante, o se puede presentar
como un polvo seco para reconstituir con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Aparte del principio activo
que reduce lo que mejora una neoplasia o enfermedad inflamatoria, la composiciéon puede incluir vehiculos y/o
excipientes parenteralmente aceptables adecuados. El agente o agentes terapéuticos activos se pueden incorporar
en microesferas, microcapsulas, nanoparticulas, liposomas, o similares para liberacién controlada. Ademas, la
composicion puede incluir agentes de suspension, solubilizantes, estabilizantes, de ajuste del pH, agentes para el
ajuste de la tonicidad, y/o agentes de dispersion.

Tal como se ha indicado anteriormente, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion se pueden
presentar en la forma adecuada para inyeccién estéril. Para preparar tal composicién, el agente o agentes
terapéuticos antineoplasicos activos adecuados se disuelven o se suspenden en un vehiculo liquido parenteralmente
aceptable. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden usar se encuentran el agua, agua ajustada a
un pH adecuado mediante la adicién de una cantidad apropiada de acido clorhidrico, hidréxido sédico o un tampén
adecuado, 1,3-butanodiol, solucién de Ringer, y solucién isoténica de cloruro soédico y solucién de dextrosa. La
formulacion acuosa también puede contener uno o0 mas conservantes (por ejemplo, metilo, etilo o p-hidroxibenzoato
de n-propilo). En los casos en los que uno de los compuestos es solamente moderada o ligeramente soluble en
agua, se puede anadir un potenciador de la disolucién o un agente de solubilidad, o el disolvente puede incluir un 10-
60 % en p/p de propilenglicol o similar.

Composiciones Parenterales de Liberacion Controlada

Las composiciones parenterales de liberacion controlada se puede presentar en forma de suspensiones acuosas,
microesferas, microcapsulas, microesferas magnéticas, soluciones oleosas, suspensiones oleosas, o emulsiones.
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Como alternativa, el farmaco activo se puede incorporar en vehiculos, liposomas, nanoparticulas, implantes, o
dispositivos de infusién biocompatibles.

Los materiales para uso en la preparacién de microesferas y/o microcapsulas son, por ejemplo, polimeros
biodegradables/bioerosionables tales como poligalactina, poli-(cianoacrilato de isobutilo), poli(2-hidroxietil-L-
glutaminina) y, poli(acido lactico). Los vehiculos biocompatibles que se pueden usar cuando se formula una
formulacion parenteral de liberacién controlada son hidratos de carbono (por ejemplo, dextranos), proteinas (por
ejemplo, albumina), lipoproteinas, o anticuerpos. Los materiales para uso en implantes pueden ser no
biodegradables (por ejemplo, polidimetil siloxano) o biodegradables (por ejemplo, poli(caprolactona), poli(acido
lactico), poli(acido glicolico) o poli(orto ésteres) o combinaciones de los mismos).

Formas de Dosificacion Sélidas Para Uso Oral

Las formulaciones para uso oral incluyen comprimidos que contienen el principio o principios activos en una mezcla
con excipientes farmacéuticamente aceptables no téxicos. Tales formulaciones son conocidas por el experto en la
materia. Los excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes o cargas inertes (por ejemplo, sacarosa, sorbitol,
azucar, manitol, celulosa microcristalina, almidones que incluyen almidén de patata, carbonato calcico, cloruro
sédico, lactosa, fosfato calcico, sulfato calcico, o fosfato sodico); agentes de granulacién y disgregantes (por
ejemplo, derivados de celulosa que incluyen celulosa microcristalina, almidones que incluyen almidén de patatas,
croscarmelosa sodica, alginatos, o acido alginico); agentes aglutinantes (por ejemplo, sacarosa, glucosa, sorbitol,
goma arabiga, acido alginico, alginato sédico, gelatina, almidén, almidén pregelatinizado, celulosa microcristalina,
silicato de magnesio y aluminio, carboximetilcelulosa sédica, metilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, etilcelulosa,
polivinilpirrolidona, o polietilenglicol); y agentes lubricantes, agentes deslizantes, y antiadhesivos (por ejemplo,
estearato de magnesio, estearato de cinc, acido estearico, silices, aceites vegetales hidrogenados, o talco). Otros
excipientes farmacéuticamente aceptables pueden ser colorantes, agentes saborizantes, agentes plastificantes,
humectantes, agentes de taponamiento.

Los comprimidos pueden estar sin revestir o se pueden revestir con técnicas conocidas, opcionalmente para retrasar
la disgregacion y la absorcién en el tracto gastrointestinal y proporcionando de ese modo una accion sostenida
durante un periodo de tiempo prolongado. El revestimiento se puede adaptar para liberar el farmaco activo en un
patron predeterminado (por ejemplo, con el fin de conseguir una formulacion de liberacion controlada) o se puede
adaptar para que no libere el farmaco activo hasta después del paso del estdmago (revestimiento entérico). El
revestimiento puede ser un revestimiento de azlcar, un revestimiento de pelicula (por ejemplo, a base de
hidroxipropil metilcelulosa, metilcelulosa, metil hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, carboximetilcelulosa,
copolimeros de acrilato, polietilenglicoles y/o polivinilpirrolidona), o un revestimiento entérico (por ejemplo, basado en
copolimero del acido metacrilico, acetato ftalato de celulosa, ftalato de hidroxipropil metilcelulosa, acetato succinato
de hidroxipropil metilcelulosa, acetato ftalato de polivinilo, goma laca, y/o etilcelulosa). Ademas, se puede usar un
material para retrasar el tiempo, tal como, por ejemplo, monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

Las composiciones de comprimido sélido pueden incluir un revestimiento adaptado para proteger la composicion de
cambios quimicos no deseados, (por ejemplo, degradacién quimica antes de la liberacion de la sustancia terapéutica
activa). El revestimiento se puede aplicar en la forma de dosificacion sélida de una manera similar a la que se
describe en Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, mencionada anteriormente.

Al menos dos agentes terapéuticos se pueden mezclar en conjunto en el comprimido, o se pueden repartir. En un
ejemplo, el primer agente terapéutico activo antineoplasia esta contenido en la parte interior del comprimido, y el
segundo agente terapéutico activo esta en la parte exterior, de modo que una parte sustancial del segundo agente
terapéutico se libera antes de la liberacion del primer agente terapéutico.

Las formulaciones para uso oral también se pueden presentar como comprimidos masticables, 0 como capsulas de
gelatina dura en las que el principio activo se mezcla con un diluyente sélido inerte (por ejemplo, almidén de patata,
lactosa, celulosa microcristalina, carbonato célcico, fosfato calcico o caolin), o como capsulas de gelatina blanda en
las que el principio activo se mezcla con agua o un medio oleoso, por ejemplo, aceite de cacahuete, parafina liquida,
o aceite de oliva. Se pueden preparar polvos y granulados usando los ingredientes mencionados anteriormente en
comprimidos y capsulas de manera convencional usando, por ejemplo, una mezcladora, un aparato de lecho fluido o
un equipo desecado por pulverizacion.

Formas de Dosificacion Oral de Liberacion Controlada

Se pueden preparar composiciones de liberacién controlada para uso oral, por ejemplo, para liberar el agente
terapéutico activo antineoplasia o antiinflamatorio mediante el control de la disoluciéon y/o la difusién de la sustancia
activa. La liberacion controlada por disolucion o difusion se puede conseguir mediante el revestimiento apropiado de
un comprimido, capsula, granulo, o formulacion granulada de compuestos, o mediante la incorporacion del
compuesto en una matriz apropiada. un revestimiento de liberacion controlada puede incluir una o mas de las
sustancias de revestimiento que se han mencionado anteriormente y/o, por ejemplo, goma laca, cera de abejas,
glicowax, cera de ricino, cera de carnadba, alcohol estearilico, monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo,
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palmitoestearato de glicerol, etilcelulosa, resinas acrilicas, acido dl-polilactico, acetato butirato de celulosa, cloruro de
polivinilo, acetato de polivinilo, vinil pirrolidona, polietileno, polimetacrilato, metacrilato de metilo, 2-hidroximetacrilato,
hidrogeles de metacrilato, 1,3 butilen glicol, metacrilato de etilenglicol, y/o polietilenglicoles. En una formulacion de
matriz de liberacién controlada, el material de matriz también puede incluir, por ejemplo, metilcelulosa hidratada,
cera de carnalba y alcohol estearilico, carbopol 934, silicona, triestearato de glicerilo, acrilato de metilo-metacrilato
de metilo, cloruro de polivinilo, polietileno, y/o fluorocarbono halogenado.

Una composicién de liberacion controlada que contiene uno o mas compuestos terapéuticos también se puede
presentar en forma de un comprimido o capsula flotante (es decir, un comprimido o capsula que, después de la
administracion oral, flota en la parte superior del contenido gastrico durante un determinado periodo de tiempo). Una
formulacion de comprimido flotante del compuesto o compuestos se puede preparar mediante granulaciéon de una
mezcla del compuesto o compuestos con excipientes y un 20-75 % en p/p de hidrocoloides, tales como
hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, o hidroxipropilmetilcelulosa. Los granulos obtenidos se pueden comprimir a
continuacion para formar comprimidos. En contacto con el jugo gastrico, el comprimido forma una barrera de gel
basicamente impermeable al agua alrededor de su superficie. Esta barrera de gel participa en el mantenimiento de
una densidad inferior a uno, permitiendo de ese modo que el comprimido se mantenga flotando en el jugo gastrico.

Terapias de Combinacion

Opcionalmente, un agente terapéutico antineoplasia o antiinflamatorio se puede administrar en combinacién con
cualquier otra terapia convencional antineoplasia o anti inflamatoria conocida en la técnica; tales métodos son
conocidos por el experto en la materia y se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences de E. W. Martin. Si
se desea, los agentes de la invencion (u otros compuestos de formulas que se describen en el presente documento,
y derivados de los mismos) se administran en combinaciéon con cualquier terapia antineoplasica convencional,
cirugia, terapia de radiacion, o quimioterapia. En ejemplos en particular, un compuesto de la invenciéon se administra
en combinacion con un modulador epigenético o de la transcripcion (por ejemplo, inhibidor de la ADN
metiltransferasa, inhibidor de la histona desacetilasa (inhibidor de HDAC), inhibidor de la lisina metiltransferasa), con
farmacos antimitéticos (por ejemplo, taxanos, alcaloides de la vinca), moduladores de receptores de hormonas (por
ejemplo, moduladores de receptores de estrégenos, moduladores de receptores de andrégenos), inhibidores de la
ruta de sefalizaciéon celular (por ejemplo, inhibidores de la tirosina quinasa), moduladores de la estabilidad de
proteinas (inhibidores de proteasomas), inhibidores de hsp90, agentes quimioterapéuticos convencionales,
glucocorticoides, acido todo-trans retinoico u otros agentes que estimulan la diferenciacién.

Kits o Sistemas Farmacéuticos

Las presentes composiciones se pueden ensamblar en kits o sistemas farmacéuticos para uso para mejorar una
neoplasia o enfermedad inflamatoria. Los kits o sistemas farmacéuticos de acuerdo con este aspecto comprenden
un medio de vehiculo, tal como una caja, cartén, tubo, que tienen confinamiento cercano al mismo uno o mas
medios de envase, tales como viales, tubos, ampollas, botellas. Los kits o sistemas farmacéuticos también pueden
comprender instrucciones asociadas para uso de los agentes de la invencion.

La practica de la presente invencién usa, a menos que se indique de otro modo, técnicas convencionales de biologia
molecular (incluyendo técnicas recombinante es), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia, que es
también dentro de la competencia del experto en la materia. tales técnicas se explican totalmente en la bibliografia,
tal como, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicién (Sambrook, 1989); "Oligonucleotide Synthesis"
(Gait, 1984); "Animal Cell Culture" (Freshney, 1987); "Methods in Enzymology" "Handbook of Experimental
Immunology" (Weir, 1996); "Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells" (Miller y Calos, 1987); "Current Protocols in
Molecular Biology" (Ausubel, 1987); "PCR: The Polymerase Chain Reaction", (Mullis, 1994); "Current Protocols in
Immunology" (Coligan, 1991). Estas técnicas son aplicables a la produccion de los polinucleotidos y polipéptidos que
se desvelan en el presente documento, y, como tal, se pueden tener en consideracién en la preparacion y en la
practica de la invencién. En las secciones que siguen a continuaciéon se analizaran técnicas particularmente Utiles
para realizaciones en particular.

Ejemplos

La practica de la presente invencién usa, a menos que se indique de otro modo, técnicas convencionales de biologia
molecular (incluyendo técnicas recombinante es), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia, que
estan bien dentro de la competencia del experto en la materia. tales técnicas se explican totalmente en la
bibliografia, tal como, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicion (Sambrook, 1989);
"Oligonucleotide Synthesis" (Gait, 1984); "Animal Cell Culture" (Freshney, 1987); "Methods in Enzymology"
"Handbook of Experimental Immunology" (Weir, 1996); "Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells" (Miller y Calos,
1987); "Current Protocols in Molecular Biology" (Ausubel, 1987); "PCR: The Polymerase Chain Reaction", (Mullis,
1994); "Current Protocols in Immunology" (Coligan, 1991). Estas técnicas son aplicables a la produccién de los
polinucleétidos y polipéptidos tal como se desvela en el presente documento, y, como tal, se pueden tener en
consideracion en la preparacion y practica de la invencion. En las secciones que siguen a continuacion se analizaran
técnicas particularmente Utiles para realizaciones en particular.
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Los siguientes ejemplos se exponen con el fin de proporcionar a los expertos habituales en la materia una
divulgaciéon y descripcion completa de como preparar y usar el ensayo, identificacion sistematica, y métodos
terapéuticos que se desvelan en el presente documento, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores
contemplan como su invencion.

I. EJEMPLOS QUIMICOS - SINTESIS Y METODOS DE PREPARACION
Los compuestos de la invencién se pueden sintetizar con métodos que se describen en el presente documento, y/o

de acuerdo con métodos conocidos por un experto habitual en la materia a la vista de la descripcién en el presente
documento.

Esquema S1. Sintesis del inhibidor de bromodominio racémico (X)-JQ1

MH : 3 FCOo0BY
0 2 0 Fmoc-Asp{O-Bu)-OH HM oNHFmoc
NE i O %, morfolina §7 % HCTLU, i-PryNEL N
+ — e
~A EtOH, 70 °C DMF, 23°C —
cl 70% o 0% Me e
51 53 1
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HN

Fiperidina Hg AcOH, EIOH PaSs NaHCOy
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Me
1) NHaNH,, THF
I T 0 23°C
Me
2) CH3C{0CH;),,

Tolueno, 120°C

S6 cl B5% (2 etapas)

Qi

(2-amino-4,5-dimetiltiofen-3-il)(4-clorofenil)metanona (S2)
El compuesto JQ1 se prepar6 de acuerdo con El esquema que se ha mostrado anteriormente.

Se anadi6 azufre (220 mg, 6,9 mmol, 1,00 equiv.) en forma de un s6lido a una solucién de 4-clorobenzoil acetonitrilo
S1 (1,24 g, 6,9 mmol, 1 equiv.), 2-butanona (0,62 ml, 6,9 mmol, 1,00 equiv.), y morfolina (0,60 ml, 6,9 mmol, 1,00
equiv.) en etanol (20 ml, 0,35 M) a 23 °C?'. A continuacion, la mezcla se calenté a 70 °C. Después de 12 horas, la
mezcla de reaccién se enfrid a 23 °C se vertidé en salmuera (100 ml). La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo
(3 x 50 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se secaron sobre sulfato sédico
anhidro, se filtraron, y se concentraron a presion reducida. El residuo se purific6 por cromatografia en columna
ultrarrapida (sistema Combiflash RF, 40 gramos de gel de silice, gradiente de un 0 a un 100 % de acetato de etilo-
hexanos) para proporcionar S2 (1,28 g, 70 %) en forma de un sélido de color amarillo.

(S)-terc-Butil-3-({[(9H-fluoren-9-il)metoxiJcarbonil}amino)-4-{[3-(4-clorobenzoil)-4,5-dimetiltiofen-2-ilJamino}-4-
oxobutanoato (S3)

Se afadieron hexafluorofosfato de (2-(6-cloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminio (HCTU) (827 mag,
2,0 mmol, 2,00 equiv.), y N,N-diisopropiletilamina (0,72 ml, 4,0 mmol, 4,00 equiv.) secuencialmente a una solucién
de éster de B-terc-butilo del acido 9-fluorenilmetoxicarbonil-aspartico [Fmoc-Asp(O#+Bu)-OH] (864 mg, 2,1 mmol,
2,10 equiv.) en N,N-dimetilformamida (1,5 ml, 1,0 M). A continuacién, la mezcla se agité a 23 °C durante 5 min. A
continuacion se anadié S2 (266 mg, 1,0 mmol, 1 equiv.) en forma de un soélido. La mezcla de reaccion se agité a
23 °C. Después de 16 horas, se afiadieron acetato de etilo (20 ml) y salmuera (20 ml). Las dos fases se separaron, y
la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 20 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera
(30 ml), se secaron sobre con sulfato sédico anhidro, se filtraron, y se concentraron a presion reducida. El residuo se
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purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (Combiflash RF, 40 gramos de gel de silice, gradiente de un 0 a
un 100 % de acetato de etilo-hexanos) para proporcionar S3 (625 mg, 90 %) en forma de un aceite de color marrén.

3-Amino-4-((3-(4-clorobenzoil)-4,5-dimetiltiofen-2-il)amino)-4-oxobutanoato de (S)-terc-butilo (S4)

El compuesto S3 (560 mg, 0,85 mmol, 1 equiv.) se disolvié en piperidina al 20 % en solucién de DMF (4,0 ml,
0,22 M) a 23 °C. Después de 30 min, se afadieron acetato de etilo (20 ml) y salmuera (20 ml) a la mezcla de
reaccion. Las dos fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 20 ml). Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 25 ml), se secaron sobre sulfato sédico anhidro, se filtraron, y
se concentraron a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (sistema
Combiflash RF, 24 gramos de gel de silice, gradiente de un 0 a un 100 % de acetato de etilo-hexanos) para
proporcionar la amina S4 libre (370 mg, 90 %) en forma de un sélido de color amarillo. La pureza enantiomérica
descendié a un 75 % (determinada con Cromatografia de Fluidos Supercriticos de Berger (SFC) usando una
columna AS-H).

2-(5-(4-Clorofenil)-6,7-dimetil-2-oxo-2,3-dihidro-1H-tieno[2,3-e][1,4]diazepin-3-il)acetato de (s)-terc-butilo (S5)

Se disolvié amino cetona (S4) (280 mg, 0,63 mmol) en solucién de etanol y &cido acético al 10 % (21 ml, 0,03 M). La
mezcla de reaccién se calenté a 85 °C. Después de 30 minutos, todos los disolventes se retiraron a presion
reducida. El residuo se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (sistema Combiflash RF, 12 gramos de gel
de silice, gradiente de un 0 a un 100 % de acetato de etilo-hexanos) para proporcionar el compuesto S5 (241 mg,
95 %) en forma de un sélido de color blanco. La pureza enantioméricamente S5 era de un 67 % (determinada con
Cromatografia de Fluidos Supercriticos de Berger (SFC) usando una columna AS-H).

2-(5-(4-Clorofenil)-6,7-dimetil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-tieno[2,3-e][1,4]diazepin-3-il)acetato de terc-butilo (S6)

Se anadieron pentasulfuro de fésforo (222 mg, 1,0 mmol, 2,00 equiv.), bicarbonato sédico (168 mg, 2,0 mmol,
4,00 equiv.) secuencialmente a una soluciéon de S5 (210 mg, 0,5 mmol, 1 equiv.) en diglyme (1,25 ml, 0,4 M). La
mezcla de reaccion se calento a 90 °C. Después de 16 h, se anadieron salmuera (20 ml) y acetato de etilo (35 ml).
Las dos fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 ml). Las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera (2 x 15 ml), se secaron sobre sulfato sédico anhidro, se filtraron, y se
concentraron a presién reducida. El residuo se purificdé por cromatografia en columna ultrarrapida (sistema
Combiflash RF, 24 gramos de gel de silice, gradiente de un 0 a un 100 % de acetato de etilo-hexanos) para
proporcionar S6 (141 mg, 65 %) en forma de un sélido de color marrén con S5 recuperado (73 mg, 34 %).

2-(4-(4-Clorofenil)-2,3,9-trimetil-6H-tieno[3,2-f][1,2,4]triazolo[4,3-a][1,4]diazepin-6-il)acetato de terc-butilo [(£)JQ1]

Se afadioé hidrazina (0,015 ml, 0,45 mmol, 1,25 equiv.) a una solucién de S6 (158 mg, 0,36 mmol, 1 equiv.) en THF
(2,6 ml, 0,14 M) a 0 °C. La mezcla de reaccion se calenté a 23 °C, y se agité a 23 °C durante 1 h. Todos los
disolventes se retiraron a presion reducida. La hidrazina resultante se usé directamente sin purificacion. La hidrazina
se disolvié a continuacién en una mezcla 2:3 de ortoacetato de trimetilo y tolueno (6 ml, 0,06 M). La mezcla de
reaccion se calent6 a 120 °C. Después de 2 h, todos los disolventes se retiraron a presién reducida. El residuo se
purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (sistema Combiflash, 4 g de gel de silice, gradiente de un 0 a un
100 % de acetato de etilo-hexanos) para proporcionar JQ1 (140 mg, 85 % en 2 etapas) en forma de un sélido de
color blanco. Las condiciones de reaccidon epimerizaron adicionalmente el centro estereogénico, dando como
resultado el racemato, JQ1 (determinado con Cromatografia de Fluidos Supercriticos de Berger (SFC) con una
columna AS-H).
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Esquema 52. Sintesis de (+)-J@1 enriquecido enantiomeéricamente..
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(S)-terc-Butil-3-({[(9H-fluoren-9-il)metoxiJcarbonilamino)-4-{[3-(4-clorobenzoil)-4,5-dimetiltiofen-2-illamino}-4-
oxobutanoato (S3)

Se anadieron (benzotriazol-1-iloxil)tripirrolidinofosfonio (PyBOP) (494 mg, 0,95 mmol, 0,95 equiv.), N,N-
diisopropiletilamina (0,50 ml, 2,8 mmol, 2,75 equiv.) secuencialmente a una solucion de éster de [-terc-butilo del
acido 9-fluorenilmetoxicarbonil-aspartico [Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH] (411 mg, 1,00 mmol, 1,0 equiv.) en N,N-
dimetilformamida (1,0 ml, 1,0 M). A continuacion, la mezcla se agité a 23 °C durante 5 min. A continuacién se afadié
S2 (266 mg, 1,0 mmol, 1 equiv.) en forma de un sélido. La mezcla de reaccion se agité a 23 °C. Después de 4 h, se
afadieron acetato de etilo (20 ml) y salmuera (20 ml). Las dos fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con
acetato de etilo (2 x 20 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre con sulfato
sodico anhidro, se filtraron, y se concentraron a presién reducida. El residuo se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida (sistema Combiflash RF, 40 gramos de gel de silice, gradiente de un 0 a un 100 % de acetato
de etilo-hexanos) para proporcionar S3 (452 mg, 72 %) en forma de un aceite de color marrén.

3-Amino-4-((3-(4-clorobenzoil)-4,5-dimetiltiofen-2-il)amino)-4-oxobutanoato de (S)-terc-butilo (S4)

El compuesto S3 (310 mg, 0,47 mmol, 1 equiv.) se disolvié en piperidina al 20 % en solucién de DMF (2,2 ml,
0,22 M) a 23 °C. Después de 30 min, se afadieron acetato de etilo (20 ml) y salmuera (20 ml) a la mezcla de
reaccion. Las dos fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 20 ml). Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 25 ml), se secaron sobre sulfato sédico anhidro, se filtraron, y
se concentraron a presiéon reducida. El residuo se purific6 por cromatografia en columna ultrarrapida (sistema
Combiflash RF, 24 gramos de gel de silice, gradiente de un 0 a un 100 % de acetato de etilo-hexano) para
proporcionar la amina libre S4 (184 mg, 90 %) en forma de un soélido de color amarillo. La pureza enantiomérica era
de un 91 % (comprobado con Cromatografia de Fluidos Supercriticos de Berger (SFC) usando una columna AS-H).

2-(5-(4-Clorofenil)-6,7-dimetil-2-oxo-2,3-dihidro-1H-tieno[2,3-e][1,4]diazepin-3-il)acetato de (S)-terc-butilo (S5)

Se disolvié amino cetona (S4) (184 mg, 0,42 mmol) en tolueno (10 ml, 0,04 M). Se afadié gel de silice (300 mg), y la
mezcla de reaccién se calentd a 90 °C. Después de 3 h, la mezcla de reaccién se enfrié a 23 °C. El gel de silice se
filtré, y se lavd con acetato de etilo. Los filtrados combinados se concentraron. El residuo se purificd por
cromatografia en columna ultrarrapida (sistema Combiflash RF, 12 gramos de gel de silice, gradiente de un 0 a un
100 % de acetato de etilo-hexanos) para proporcionar el compuesto S5 (168 mg, 95 %) en forma de un sélido de
color blanco. La pureza enantiomérica de S5 era de un 90 % (determinada con Cromatografia de Fluidos
Supercriticos de Berger (SFC) usando una columna AS-H).

2-(4-(4-Clorofenil)-2,3,9-trimetil-6H-tieno[3,2-f][1,2,4]triazolo[4,3-a][1,4]diazepin-6-il)acetato de (S)-terc-Butilo
[(+)JQ1]

Se afiadio terc-butdxido potasico (solucion 1,0 M en THF, 0,3 ml, 0,30 mmol, 1,10 equiv.) a una solucién de S5 (114
mg, 0,27 mmol, 1 equiv.) en THF (1,8 ml, 0,15 M) a -78 °C. La mezcla de reaccion se calenté a -10 °C, y se agit6 a
23 °C durante 30 min. La mezcla de reaccion se enfri6 a -78 °C. Se afnadieron clorofosfato de dietilo (0,047 ml, 0,32
mmol, 1,20 equiv.) a la mezcla de reaccion®. La mezcla resultante se calenté a -10 °C durante 45 min. Se afadio
hidrazida acética (30 mg, 0,40 mmol, 1,50 equiv.) a la mezcla de reaccién. La mezcla de reaccion se agité a 23 °C.
Después de 1 h, se afiadié 1-butanol (2,25 ml) a la mezcla de reaccién, que se calenté a 90 °C. Después de 1 h,
todos los disolventes se retiraron a presion reducida. El residuo se purifico con cromatografia en columna
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ultrarrapida (sistema Combiflash, 4 g de gel de silice, gradiente de un 0 a un 100 % de acetato de etilo-hexanos)
para proporcionar (+)-JQ1 (114 mg, 92 %) en forma de un sélido de color blanco con una pureza enantiomérica de
un 90 % (determinada con Cromatografia de Fluidos Supercriticos de Berger (SFC) usando columna AS-H, hexanos-
metanol al 85 %, 210 nm, tg (enantiémero R) = 1,59 min, tg (enantidmero S) = 3,67 min). El producto se purifico
adicionalmente por HPLC preparativa quiral (Cromatografia Liquida a Alta Presion de Agilent usando una columna
OD-H) para proporcionar el enantiomero S con un ee superior a un 99 %.

RMN "H (600 MHz, CDCls, 25 °C) & 7,39 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,31 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,54 (t, J = 6,6 MHz, 1H), 3,54-
3,52 (m, 2H), 2,66 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 1,67 (s, 3H), 1,48 (s, 9H).

RMN '°C (150 MHz, CDCls, 25 °C) & 171,0, 163,8, 155,7, 150,0, 136,9, 131,1, 130,9, 130,6, 130,3, 128,9, 81,2, 54,1,
38,1,28,4, 14,6, 13,5, 12,1.

HRMS(ESI) calculado para C21H24CIN2O3S [M+H]": 457,1460, encontrado 457,1451 m/z

TLC (EtOAc), Rf: 0,32 (UV)

[a]?p = + 75 (c 0,5, CHCl3)

(-)-JQ1 se sintetiz6 de una manera similar, usando Fmoc-D-Asp(Ot-Bu)-OH como un material de partida, y se
purificé adicionalmente por HPLC preparativa quiral (Cromatografia Liquida a Alta Presién de Agilent usando una

columna OD-H) para proporcionar el enantiémero R con un ee superior a un 99 %. [a]*p = - 72 (¢ 0,5, CHCls)

Sintesis de Compuestos Adicionales

Los compuestos adicionales se prepararon tal como se ilustra en el Esquema S3.

Esquema S3. Sintesis de derivados de hidrazina
Cl

Ci cl
—N — N —N M
0 OH N,
iﬁ é r 2 Lr T
s j:—nn N fﬁk j:"o s” N°N© ’

=

(1), (+)-Ja1 (2 (3)

ci
- - —N H
N. =
gf LTy
s~ N n O
):u’ OH

(4)

Tal como se muestra en el Esquema S3, el éster de t-butilo de (+)-JQ (1) se escindié para producir el acido libre (2),
que se acopldé con hidrazina para producir la hidrazida (3). La reaccién con 4-hidroxibenzaldehido proporcioné la
hidrazona (4).

Tanto la hidrazida (3) como la hidrazona (4) presentaban actividad en al menos un ensayo biolégico.
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Se prepar6 una biblioteca de compuestos por reaccién de la hidrazida (3) con diversos compuestos que contienen
carbonilo (véase la Tabla A, mostrada anteriormente).

Se prepararon compuestos adicionales para uso, por ejemplo, como sondas para desarrollo del ensayo. Una sintesis
5 a modo de ejemplo se muestra en el Esquema S4, que sigue a continuacién.

Esquema S4. Sintesis de derivados Utiles coma sondas

MeDCOCI

HCOGCH, 23°C hil.HzNHz
3 x gr"?l/ a¥ Hr““ = A
\N *u 7\ NI

ci

N \"
=N
Cl OH
FITC, EtOH, 23°C O
_...........___h.. H
i Ll N‘
= 2
s B o
)-_-N' COH
Para ensayo FITC
cl ci
@ EDC, HOBI, 23°C 1)TFA al & %, CHLCl, 9.\5%
=N —_— H — 3
OH M 0 NHTrt 2] Bictina, EDC, HOBY, 23 ™
1 85% i\ D g O o
NSy : NSy O

Vel =N

ci
HHiNH
=N H H H H
N ) Q. N -
7\ I,?J]‘W%DWW\H/\/\otj
N N ' _ o
s
Para ensayo Alfa
Se prepararon compuestos adicionales tal como se muestra en la Tabla B, que sigue a continuacion:
10
Nombre del compuesto Estructura MS [M+H]* m/z (Observado)

(S)-JQ1 N 457,1

4y

cl
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(R)-JQ1 N, 457,1
N
Fe
5. N
o | >L
=N o
0
ci
JQ3 _N. 415,1
N
5N~
I iy
N N >—NH‘
& NH,
cl
JQ4 \Tf'u' 5191
N . OM
Sy O
RS |
=N NH
::}_ N=
ci
JQ6 _N, 493,1
N
5. N~
Y
o —N )—MH‘ .
o) ""\FHH
NP
Ci
Jaz N 579,0
5 NJS
| il
=N NH,
o o
S0:MNa
o
JQs L 4941
5 N‘g
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0}._ M\%—NH
. “}}
)
JQ10 501,1

Gl
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JQ11 F,C N 5111
g N
s N*S
ST Y Mo
=N #]
o
ci
JQ1-FITC oM 804,1
cl
Q
=M w 3
n"“ﬁlm 0, o
g Ny Q@
=N
JQ1-Biotina ¢l 829,3
— :_ﬁ‘ﬂﬂq
nuH‘wm.
& )N;m'"n
JQ13 Cl 526,2
=N H
N,,‘_',,,--m.
;‘l \ . N/\\[
S N I L\/N‘-\
=N
KS1 M, 4291
o
5
S
= o]
O
(]
JQ18 e 4871
.---'N'N
g M-¢ . _
I - Formula Guimica:
YA )—c: CaqH7CINGC5S
o Masa Exacta: 48614924
Peso Molecular: 487,01 418
cl
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JQ19 4711
..-'H-
M
s N~
] ‘g_ . Formula Cuimica:
YNNG CaHrOING:S
(@) Masa Exacta: 47015432
Peso Molecular: 471,01478
cli
JQ20 N 370,1
\r} ‘N
M F:
9 ~3\| Formula Quimica: GigH1gCINgS
=M Masa Exacta: 37010190
Pezo Molecular: 370,898%96
JQI-I-023
Cl
JQ21 M 4431
f"' N
5
% | >_ >L JOUI-024
O Formula Guimica: CosHo Gl 05
Masa Exacta: 44212302
Peso Molecular: 442,96162
ci
JQ24A = 456,1
5
S We
Formula Guimica: CpuHaCINaG,S
Masa Exacta: 4551434
Peso Molecular: 456,0001
€l
JQ24B = 456,1
T Y Y
BRAAN
O Formula Guimica : CagHaeCINGO.S
Masa Exacta: 455.1434
Peso Molecular: 456,0001
Cl
JQ25 =M, 506,1
T O
v
=N HN—{] Formula Quimica: CagHgaCINe0,S
a Masa Exacta: 505,1339
Peso Molecular: 506,01%1
cl
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JQB 389,2
=M
Formula Quimica: CaaHogMNOs
Masa Exacta: 388,1899
Peso Molecular: 388,4623
JQ30 456,2
_..HNH Formula Quimica: CagHogCIN0S
Masa Exacta: 455,1547
Peso Molecular: 456,0034
JQ31 456,2
I’Formula Quimica: CyyHCIN0S
Masa Exacta: 4551547
. Peso Molecular: 456,0034
JQs2 =M, 468,1
\Td .rN FF
S | N rp
%, N ﬁ o Formula QUIMIica; C ok CIFNgOS
Masa Exacta: 4670754
Peso Molecular: 467,8951
Cl
JQ33 =M, </_ 512,2
pe
8 N
a | —
=M NH
Q
Formula uimica: CagHzaCINg0L5
Masa Exacta: 512,1761
Cl Peso Molecular: 513,0548
JQ34 \I}N‘ N= 505,1
O
Formula Cuimica: CogHaeCINGDS
Masa Exacta: 5041499
Ccl Peso Molecular: 505,0343
JQs5 M 540,2
e, an
-] N M
5 —
=N “MNH
Q

Farmula Guimica: CopHaqCINOS
Masa Exacta: 539,2234
Cl Peso Molecular: 540,1232
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JQ36 =M 540,2
N Pt
[T N N—
, L
=N HN
0
Formula Quimica: CyHaCINOS
. Masa Exacta: 539,2234
cl Peso Moelecular: 540,1232
JQs7 =N, 424,2
“‘-\Ir: r_N
s I \L,
3 ,}}0 Formula Quimica: CpHasMNa09S
_ o Masa Exacta, 423,1729
i | Peso Molecular: 423,5312
M
JQ38 M, 508,2
g N ~
N N
=M
=M KH
[u)
Formula Guimica: CasHaeCINOS
Masa Exacta: 5071608
Peso Molecular: 508,0332
JQ39 505,1
5 .
\' =N HH
Forl_'nula Quimica: CpgHsCINGDS
Masa Exacta: 504,14%9
Peso Molecular: 505,0343
JQ40 N, 512,2
‘\f "N
| ‘&-\
\ = HH-—( \_J
Formula QUM CagHy, CIN DS
Masa Exacta: 511,191
Peso Melecular: 512,0T00
[w]
JQ41 540,2
- \_.-"
' =N I-IN
Formula Guimica: CgyHaCIN;OS
Masa Exacta: 539,2234
Peso Molecular: 540,1232
ci
JQ42 4412

\\f”“'n

s N~ \L,. .
I
3 =M C  Férmula Quimica: CyHzeFNa0,5

0 Masa Exacta: 40,1682
Peso Molecular: 440,5336
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JQ43 \‘T"'N‘N AN 494 1
5 Mt N"ﬂ
I —
3 =N NH
9 Formula Guimica: CaaHzyCIN O3
Masa Exacta: 493,1452
Peso Molecular: 4940117
Cl
JQ44 xr,-Nx Q 513,2
M
s NJ&...\ (N_—)
|
%,
e
[+]
Formula Guimica: CasHClNgOeS
Masa Exacta: 512,1761
cl Peso Molecular: 513,0548
s._M N
I
Y =M HN
© Férmula ouimica: CagHayCINGOS
Masa Exacta: 493,1452
Peso Molecular: 434,0117
cl
JQ46 M 4] 499,2
o N (__)
5 N‘.S‘.'\ ]
|
R Wt
Formula Guimica: CagH3CNgOS
Masa Exacta: 493,1969
cl Peso Molecular: 499,0712
JQ47 =N (— 626,3
N "N
N
% J Y N—/_/ Formula Quimica: CypHayCING0,5
Masa Exacta: 625,2966
Peso Molecular: 626,2555
N’\‘l
cl o]
JQ48 _‘__J?FWG 471,2
N 9 U—( Masa Exacta: 470,1543
& Peso Molecular: 471,0148
[#]
JQ49 cl 429,1

=N
hu Mas=a Exacta: 428,1074
i I'l N - Peso Molecular: 428,9350
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JQ50 c - 540,2
i
. . )
4 f\rﬂw",—\] Masa Exacta: 539,2234
&N \‘"0 l\/"‘._ Peso Molecular: 540,1232
=
JQ51 N o 667,2
_.a--"{':i\. }L‘-\:&‘_\{ Q. -
P30
r4 o
ey o Y,
JAA114
Masa Exacta: 6661816
Peso Molecular: 667,1764
JQ52 ci 513,2
j i}:-._u '
Masa Exacta: 512,2125
B I’\TMN/\W Peso Molecular: 513,0973
S N t\.-'o'
=
JQ53 cl 400,1
=N
N— Masa Exacta: 3991234
4 | Peso Molecular: 399,9402
s ;_ N
=N

Los datos espectrales para cada compuesto eran coherentes con la estructura asignada.
Il. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Ejemplo de Referencia 1: JQ1

La Figura 1 muestra enantiomeros de JQ1.

Ejemplo de Referencia 2: JQ1 desplaza a BRD4 de la cromatina nuclear en células.

Para establecer si JQ1 une bromodominios de forma competitiva con cromatina en un entorno celular, se realizaron
experimentos de recuperacion de fluorescencia después de fotolixiviacion (FRAP) en BRD4. La investigacion
anterior ha demostrado la utilidad de FRAP en la evaluacién del ritmo de redistribucién lateral de la quimera
fluorescente que contiene bromodominio después de la fotolixiviacion selectiva de regiones discretas de cromatina
nuclear”’. Las células de osteosarcoma humano (U20S) transfectadas con un GFP-BRD4 presentan una
recuperacion dependiente del tiempo de la intensidad de la fluorescencia (Fig. 2A y 2B). En presencia de JQ1
(500 nM), la recuperacién observada es inmediata y coherente con el BRD4 nuclear desplazado (Fig. 3A y 3B). Los
estudios de FRAP celular confirmaron que los efectos en la fraccion movil de BRD4 se limitan al estereoisémero (+)-
JQ1 bioquimicamente activo (Figura 2A-2C).

Habiendo demostrado unién selectiva, potente a BRD4 en ensayos homogéneos y basados en células, se evalu6 el
efecto de JQ1 en fenotipos celulares dependientes de BRD4, relevantes para la enfermedad. La proteina de fusién
BRD4-NUT patogénica que surge a partir de la translocaciéon de t(15;19) en NMC se une a focos de cromatina
acetilada de forma rapida a discreta, transmitiendo una ventaja proliferativa y bloqueo de la diferenciacion. Usando
FRAP, se evalud la capacidad de JQ1 para dirigirse directamente a la oncoproteina BRD4-NUT. En comparacion
con un control de vehiculo, JQ1 (500 nM) aceler6 de forma notable el tiempo hasta la recuperacién de la intensidad
de la fluorescencia en regiones fotolixiviadas de células transfectadas con GFP-BRD4-NUT (Fig. 3C, 3E). De forma
importante, no se observé efecto alguno en la redistribucién de GFP-NUT (Fig. 3D, 3E). En resumen, estos datos
son coherentes con la union competitiva de JQ1 a BRD4 en células cultivadas.
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Ejemplo de Referencia 5: JQ1 induce la diferenciacion escamosa y la detenciéon del crecimiento en
carcinoma dependiente de BRD4.

La inhibicién directa de productos genéticos expresados a partir de translocaciones oncongénicas, recurrentes es un
enfoque terapéutico validado en cancer®®?°. Se exploraron las consecuencias fenotipicas de la inhibicion quimica de
los bromodominios de la familia BET en el carcinoma de linea media de NUT dependiente de BRD4. La localizacién
de la cromatina de BRD4-NUT esta unidad de forma mecanicista a los bromodominios en tandem conservados de
BRD4 en la proteina de fusion'’. un elemento caracteristico de NMC es la aparicion de puntitos nucleares discretos
de la oncoproteina BRD4-NUT mediante inmunohistoquimica dirigida por NUT (IHC)3°. El tratamiento de la linea
celular de 797 de NMC derivada del paciente durante 48 horas con JQ1 (500 nM) eliminé los focos nucleares,
produciendo tincion difusa de NUT nuclear por IHC (Fig. 3f).

Se observa un fenotipo de diferenciacién sorprendente con genosupresién de BRD4-NUT en lineas celulares de
NMC'. El JQi produjo un fenotipo de diferenciacion dependiente de la dosis y del tiempo, equivalente,
caracterizado por propagacion de células y aplanamiento, cromatina abierta y morfologia de husos en células 797 y
Per403 de NMC (Fig. 3 g y Fig. 4A, 4B, 4C). La diferenciacion fue rapida (< 24 horas) y se caracterizaba por un
aumento notable de la expresién de citoqueratina, una marca distintiva de diferenciacion escamosa (Fig. 3h).
Después de siete dias en cultivo con exposiciones sub-micro molares a JQ1, se observé diferenciacion terminal. De
forma importante, las lineas de células de carcinoma de células escamosas no dependiente de BRD4 (TE10 y TT)
fracasaron al presentar efectos de diferenciacion de JQ1 (Fig. 4A, 4B, 4C). En células dependientes de BRD4 NMC,
la diferenciacién va acompanada de forma esperada por detencién del crecimiento, evidenciado por incision reducida
de Ki67 (Fig. 3i, j y 4L-a, 4L-b). Apoyando adicionalmente un mecanismo de accién en la diana, diferenciacion y
detencién del crecimiento, los fenotipos estan provocados solamente por (+)-JQ1, mientras que (-)-JQ1 no muestran
efecto observable (Figura 4E-a-4E-d).

En particular, el tratamiento con JQ1 fenocopia los cambios morfoldgicos y el aumento de expresion de queratina
observados con el silenciamiento de BRD4-NUT por el ARN de interferencia (Figura 4F-a, b). Corroborando estos
estudios morfologicos y de IHC, el analisis de expresién de tres genes canonicos de tejido escamoso mediante RT-
PCR identificaron una induccién notable (30 veces) de la Queratina-14 por (+)-JQ1 en células 797 de NMC (Fig. 3i).
La modesta induccion de la Queratina-10 y el efecto ausente en la transglutaminasa epidérmica (TGM1) son
coherentes con la diferenciaciéon progresiva hacia el epitelio escamoso toracico, coherente con el tumor primario del
mediastino a partir del que se derivan las células 797 de NMC?. La induccion de la diferenciacion con tincion fuerte
con (3+) queratina por IHC es progresiva durante 72 h, tal como se determina con el analisis cuantitativo de IHC
(Figura 4M). Apoyando un mecanismo de accion en la diana, el fenotipo de diferenciacion esta provocado solamente
por (+)-JQ1 mientras que (-)-JQ1 no muestra efecto observable. De forma importante, una linea celular de
carcinoma de células escamosas no dependiente de BRD4 (TE10) fracasa al presentar efectos de diferenciacion a
partir del tratamiento con JQ1 (Figura 4N-c). En células de NMC dependientes de BRD4, la diferenciacién va
acompafada de forma esperada por detencion del crecimiento, lo que se pone en evidencia por tincion reducida de
Ki67 (Fig. 4A-4G).

La actividad antiproliferativa de los enantiémeros de JQ1 se evalu6 a continuacion lineas celulares de carcinoma de
células escamosas humano dependiente de BRD4 (797 y Per403) e independiente de BRD4 (TE10 y TT). Tal como
se muestra en la Figura 5a y en la Figura 4F-a-c, (+)-JQ1 presentaba unicamente una inhibicién del crecimiento
celular dependiente de la dosis solamente en lineas celulares dependientes de BRD4 (797 Clso = 140 nM; Per403
Clsop = 60 nM). El efecto antiproliferativo potente y la diferenciacion irreversible observados con IHC sugieren la
induccion de la muerte celular. Por lo tanto, la apoptosis temprana y tardia se evalud con tinciéon con anexina-V y
yoduro de propidio por citometria de flujo. Tal como se esperaba, JQ1 indujo apoptosis inmediata y progresiva en
células de carcinoma humano dependientes de BRD4 pero a la concentracion usada no se detectaron niveles
significativos de células apoptéticas en lineas celulares que no portan la fusion de BRD-NUT (Fig. 5b y Fig. 7).

Ejemplo de Referencia 6: Eficacia in vivo y efecto farmacodinamico de JQ1 en un modelo murino de NMC.

Para establecer si JQ1 podria atenuar el crecimiento de carcinoma dependiente de BRD4 como un solo agente in
vivo, se desarrolld un modelo de xenoinjerto de ratdbn de NMC en ratones usando la linea de células 797 de NMC.
Los estudios de tratamiento a corto plazo se realizaron con formacién de imagenes con PET como un punto final
primario para explorar si la actividad antitumoral de JQ1 se podia demostrar y posteriormente seguido de formacién
de imagenes no invasiva. Las poblaciones base de ratones emparejados con cargas establecidas y comparables de
enfermedad que se puede medir se clasificaron al azar para el tratamiento con JQ1 (50 mg kg') o vehiculo,
administrado mediante inyeccion intraperitoneal diariamente. Antes de la clasificacion al azar y después de cuatro
dias de terapia, los ratones evaluaron mediante formacién de imagenes con PET. Se observé un respuesta notable
en la absorcién de FDG con el tratamiento con JQ1, mientras que los animales tratados con vehiculo demostraron
enfermedad progresiva, evidente (Fig. 5e).

En paralelo, las poblaciones base emparejadas de ratones que portaban tumor de 797 de NMC se estudiaron para

los efectos de JQ1 en el volumen del tumor mediante medidas con calibrador y efecto farmacodinamico mediante
IHC cuantitativo. El crecimiento agresivo de xenoinjertos de 797 de NMC dio lugar a la terminacion del estudio en el
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dia catorce de tratamiento, punto en el que todos los animales tratados con vehiculo ase habian aproximado a los
limites institucionales de tamafo tumoral. Los animales que recibieron JQ1 presentaban una reduccién
estadisticamente significativa del crecimiento tumoral (Fig. 5¢, p = 0,039; ensayo de t de dos colas). Para capturar
datos comparativos mecanismos y farmacodinamicos, todos los animales se sacrificaron y los tumores se
explantaron para analisis histopatolégico. En particular, JQ1 era bien tolerado a esta dosis y programacion sin signos
adversos de toxicidad ni pérdida de peso evidente (Fig. 5d, 5L).

Para confirmar que el efecto antineoplasico observado con el tratamiento con JQ1 estaba asociado con el
compromiso de diana, se examiné tejido tumoral seccionado para la oncoproteina BRD4-NUT. Tal como se presenta
en la Figura 5e y en la Figura 6A, el tratamiento con JQ1 dio como resultado un borrador de puntitos nucleares de
NUT, coherente con la union competitiva a la cromatina nuclear. La propagacion celular y el aumento de la expresion
de queratina confirmaron la diferenciacién escamosa farmacodinamica. La disminucion de la tincién nuclear para
Ki67 y el aumento de la tincion de TUNEL en animales tratados confirmaban un efecto apoptético, antiproliferativo en
desarrollo. En conjunto, estos datos proporcionan un enlace mecanismo y por entre la inhibicion de BRD4 y la
respuesta terapéutica a JQ1 in vivo.

En un esfuerzo para informar el biomarcador farmacodinamico (PD) de la expresién de queratina tumoral en una
manera sin sesgar, se establecieron protocolos para adquisicion y andlisis cuantitativos de imagenes de IHC. Las
muestras emparejadas de animales tratados y sin tratar se prepararon y se analizaron protocolos estandarizados y
software disponible en el mercado (ImageScope; Aperio Technologies). JQ1 provocd una fuerte expresién de
queratina (3+) en xenoinjertos de 797 de NMC, uniformemente dentro de muestras de ensayo de tumor extirpadas
(Figura 6Ba-e).

En paralelo con estos estudios, se identific6 un paciente de 29 afos de edad con NMC positivo para BRD4-NUT
ampliamente metastasico que surge del mediastino. Con el objetivo de desarrollar un modelo de enfermedad mas
relevante clinicamente, se establecieron cultivos a corto plazo usando material clinico descartado obtenido de
drenaje de fluido pleural de un tubo paliativo en el pecho del paciente. Tal como se presenta en la Figura 8, los
estudios in vitro confirmaban el efecto potente, estereoselectivo de (+)-JQ1 en la viabilidad celular (Clsp = 4 nM),
crecimiento y evolucion del ciclo celular. Cuatro animales insertados con material de tumor derivado de paciente
desarrollaron una enfermedad medible, que era fuertemente positiva para PET (Fig. 5h). Los animales se asignaron
de forma aleatoria a poblaciones base de tratamiento con vehiculo o (+)-JQ1. Antes de la asignacion del tratamiento
y después de cuatro dias de terapia, los ratones se evaluaron mediante formaciéon de imagenes con PET. Se
observ6 una respuesta notable en la absorcion de FDG con tratamiento con (+)-JQ1, mientras que los animales
tratados con vehiculo demostraron enfermedad progresiva, evidente (Fig. 5i). de nuevo, se preparé material tumoral
para analisis cuantitativo de IHC, que demostré la induccién de la expresion de queratina después del tratamiento
con (+)-JQ1 (Fig. 5j, k, Figura 9). En conjunto, estos datos proporcionan un enlace mecanistico entre la inhibicién de
BRD4 y una respuesta terapéutica a JQ1 in vivo.

En todo el panorama mutacional complejo, emergente del genoma del cancer, las reorganizaciones de cromosomas
recurrentes comprenden un subconjunto convincente de objetivos genéticos, largos en el cancer. Tal como se pone
en evidencia con el desarrollo exitoso de inhibidores de quinasas que se dirigen a BCR-ABL en CML, compuestos
sonda bien caracterizados > datos crlstalograflcos de alta resolucion®®, estudios de investigacion de traduccion®

y modelos de murino mformatwos , cuando estan disponibles, proporcnonar una plataforma Optima para eI
descubrimiento de ligandos y validacion de dianas. Tal como se informa en el presente documento, es probable que
un nuevo inhibidor de molécula pequena dirigido a BRD4 sea Util para el tratamiento de carcinoma de células
escamosas humano definido genéticamente asociado con la fusion de NUT-BRD4.

Mas alla del carcinoma de linea media de NUT, los bromodominios de la familia BET contribuyen a otras numerosas
enfermedades neoplasicas y no neoplasicas. BRD4 dirige el complejo P-TEFb a cromosomas en mitosis dando
como resultado la expresnon de genes que estimulan el crecimiento tales como c- Myc y la diana para el cancer
bien establecida, Aurora B'®. Ademas, BRD4 se a 7pln‘|ca en cancer de mama>® y es un marcador predictivo de
supervivencia entre pamentes con cancer de mama®’. aparte de estas funciones en la b|olog|a del cancer, se han
reconocido miembros de Ia familia BET como genes esenmales para la replicacion de virus y en la mediacion de
respuestas inflamatorias "*. Por lo tanto, la disponibilidad de (+)-JQ1 y (-)-JQ1 como sondas quimicas emparejadas
dara lugar a investigacion |nformat|va ampliamente en biologia de traduccion, desarrollo y enfermedades. También
se encontré que JQ1 presenta pocos efectos fuera de diana en receptores celulares y propiedades farmacocinéticas
excelentes incluyendo properties biodisponibilidad oral al 49 % (Fig. 10), estableciendo la credibilidad del desarrollo
de derivados de tipo farmaco para aplicacion terapéutica.

El descubrimiento y la optimizacion de inhibidores de molécula pequefia de dianas epigenéticas es un enfoque
principal de la investigacion biomédica actual. Los enfoques satisfactorios hasta la fecha se limitan a la identificacién
de ligandos para enzimas que modifican la cromatina®®. Probablemente los mas estudiados son los modulador es de
la desacetilacion de la cadena lateral de lisina, para la que se han desarrollado clinicamente numerosos inhibidores
farmacéuticos. Los inventores desvelan composiciones y métodos para desarrollar inhibidores selectivos, potentes
de lectores epigenéticos incluyendo el primer inhibidor caracterizar de forma minuciosa del bromodominio de la
familia BET. A la vista de este descubrimiento, el enfoque que se resumen en el presente documento se puede usar
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para la identificacion de candidatos adicionales para la identificacién de inhibidores adicionales que tienen
selectividad dentro de la familia BET.

Ejemplo de Referencia 7: enantiomeros de JQ1 se unen e inhiben BRD4.1 y BRD4.2

Las Figuras 11 y 12 muestran que los enantiomeros de JQ1 se unen e inhiben BRD4.1 y BRD4.2. La Figura 13
muestra una comparaciéon de la unién de JQ1S y la inhibicién de los miembros de la familia BET (activo) y CBP
(inactivo). La Figura 14 muestra los resultados de estudios de clasificacion de dosis de una biblioteca enfocada de
derivados de JQ1 (para estructuras de los compuestos, véase la Tabla B, mencionada anteriormente).

Ejemplo de Referencia 8: JQ1 es eficaz para el tratamiento de cancer de BRD3-NUT

Se implantaron células BRD3-NUT en ratones por via subcutanea. Los datos de la medida del tumor se recogieron
semanalmente. Cuando los tumores hicieron palpables, los ratones se dividieron en 2 grupos de tratamiento (n =
10): JQ1 se administré a 50 mg/kg por via intraperitoneal (IP) 7 dias/semana y se administré6 vehiculo IP 7
dias/semana. En el dia 24 después de la inyeccion, cinco ratones de cada grupo se sacrificaron y se recogieron
muestras del tumor para enviarlas a la laboratorio de analisis. Durante todo el resto del estudio, las muestras de
tumor se recogian a medida que los ratones se sacrificaban. Para todas las muestras, la mitad del tumor se fijaba en
formalina al 10 % y la otra mitad se congelaba rapidamente en hielo seco. El tratamiento terminé en el dia 32. Se
recogieron voliumenes y pesos de tumor semanalmente hasta que todos los ratones llegaban a estar moribundos o
los tumores alcanzaban 2 cm en cualquier dimension. La Figura 15A es un grafico que muestra que JQ1 presentaba
eficacia in vivo frente a BRD3-NUT en un modelo de xenoinjerto murino. El tratamiento con JQ1 dio como resultado
la regresion del tumor mientras seguia la terapia. Después de parar la terapia, el crecimiento tumoral continué. Las
diferencias de volumenes tumorales seran significativas en todos los puntos (p = 7,65274E-09 en el Dia 24). JQ1 se
administrdé a 50 mg/kg. La Figura 15B muestra que los ratones tratados con JQ1 presentaban una pérdida de peso
leve con rapida recuperacion después de detener la terapia.

Ejemplo 9: JQ1 y analogos del mismo son eficaces frente a diversos canceres

Las Figuras 16A-16D muestran que JQ1 y derivados del mismo inhiben la unién de Brd4.1 y Brd4.2 a JQ1 5 uM
(para estructuras del compuesto, véase la Tabla A, mencionada anteriormente). Las Figuras 17A-17D muestran la
viabilidad celular de carcinoma de linea media de NUT (NMC) después del tratamiento con JQ1 y derivados del
mismo a compuesto 2 UM (para estructuras del compuesto, véase la Tabla A, mencionada anteriormente). Las
Figuras 18-55 muestran la viabilidad de la respuesta a la dosis para diversas lineas celulares de cancer. Estos datos
indican que JQ1 y derivados del mismo muestran eficacia anticancer frente a un amplio intervalo de céanceres.

Los resultados informados en el presente documento se obtuvieron usando los métodos y materiales siguientes.
Ejemplo 10: Resultados del Ensayo de Union

Los resultados de un ensayo de unién se muestran a continuacioén en la Tabla C.

84



ES 2534521 T3

2
N
Q\F\)
HHN o}
HHN M=
_WI |
N g
8200°0 9‘0 /2%000°0 6812000 M sor
5]
1S0000°0 01000 #.2000°0 8¥£00°0 9or
281 P51 0212S ¥se'8 Lor-(d)
G100°0 95000 ¥10'0 8100 Lor-(s)
92£01 se|n|gn 16/ se|nign (2)vaag (1)vdag

() senjeo oAesus 9p 051D

(Inr) 0216901 oAesus |ap 051D

'IN}ONIIST

olsandwo) |ap aiquoN

Je|njan oAesua |9p 0519 A 0o160jo1g oAesua |ap 5|9 ) eqe]

85



ES 2534521 T3

ZEZLOFS Hena2o 0sad 12
FEETTGLG IEIIEN] BSEIA
SOLNIDFEHLED NG BINLLID
o
HN N=
VoY i
L. v
h— N
0€00°0 60900°0 €1900°0 €¥20°0 NF seor
SEGOE LS IeNa2op osad
LOLL'ZLG sedIeNT esep
STOPNITREHSTD s ey
0
HN
\l\
N
, , h , ¢ N
08000 262000 66200 G800 0 N geor
zrf
L ;
N .\.rJ o N, N _w__‘_
N
r\. ~T N ..f
H N=
L€000000°0 098‘01 €¥85000°0 €6%200°0 12 eLor
92€01 seinRo L6/ Seni@ (e)ydag (Hydag
() senjeo oAesus 9p 051D (1) ooibojoiq oAesus |ap 0519 BINoNIIST olsandwo) |op 8IquION

86



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534521 T3

La actividad de unién de compuestos directores con el sitio 1 de BRD4 se determiné mediante un ensayo Alfa con
una curva de respuesta a la dosis de 12 puntos (Figura 56A). El compuesto (S)-JQ1 (JQS) se usé como un control
positivo. (R)-JQ1 (JQR) se usé como un control negativo. Los compuestos JQ6, JQ8, JQ13, JQ33 y JQ35
presentaban una actividad de unién excelente. Los resultados de la actividad de uniéon de todos los compuestos
directores con el sitio 2 de BRD4 también se determind con un ensayo Alfa con una curva de respuesta a la dosis de
12 puntos (Figura 56B). Los compuestos JQ6, JQ8, JQ13, JQ33 y JQ35 presentaban una actividad de uni6n
excelente.

La actividad de los compuestos directores se examin6 en un ensayo celular con la linea celular 797 (derivada del
paciente) para determinar los efectos de crecimiento de la inhibicion de BRD4 en lineas celulares dependientes de
BRD4-NUT. Las células se incubaron con compuestos y se controld la proliferaciéon después de 72 horas. el ajuste
de la curva se calculé mediante regresion logistica (Figura 56C). Todos los compuestos directores se examinaron en
ensayos celulares con la linea celular 10326 que se derivaba directamente de un paciente para determinar los
efectos del crecimiento de la inhibicion de BRD4 en lineas celulares dependientes de BRD4-NUT (Figura 56D). Las
células se incubaron con compuestos y se controld la proliferacién después de 72 horas. El ajuste de la curva se
calculé mediante regresion logistica.

Reactivos.

Anterlormente se describieron lineas celulares de carcinoma de linea media que expresan BRD4-NUT enddgeno,
797" y PER-403°. Las lineas celulares de carcinoma de células escamosas humano no NMC, TE10 y TT, se
obtuvieron de los Drs. Anil Rustgi (Universidad de Pennsylvania) y Adam Bass (Dana-Farber Cancer Institute). Las
células U20S se obtuvieron de la ATCC. Anteriormente se han descrito constructos de sobreexpresién de mamifero
GFP-BRD4, GFP-NUT y GFP-BRD4- NUT®. Los medios, tripsina, y antibiéticos para cultivo tisular se adquirieron en
Mediatech. Los anticuerpos y los colorantes para inmunohistoquimica y citometria de flujo se obtuvieron en Dako
(Anticuerpo de Citoqueratina AE1/AE3 N° de Cat N1590), Millipore (TUNEL N° de Cat S7100), Vector (Ki67 N°de
Cat VP-RMO04), Cell Signaling Technologies (NUT N¢ de Cat 3625), BD Pharmingen (Anexina V-FITC N¢ de
Cat 556547) e Invitrogen (yoduro de propidio N°de Cat P3566).

Ensayo de Union a Acetil-Histona.

Los ensayos se realizaron tal como se ha descrito anteriormente 8 con modificaciones menores con respecto al
protocolo del fabricante (PerkinElmer, USA). Todos los reactivos se diluyeron en HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, BSA
al 0,1 %, pH 7,4 complementado con CHAPS al 0,05 % y se permitié que se equilibraran a temperatura ambiente
antes de la adiccion a las placas. Se prepar6 una dilucion en serie de los ligandos a 1:2 de 24 puntos
aproximadamente en el intervalo de 150 - 0 uM y se transfirieron 4 ul a placas de 384 pocillos de volumen bajo
(ProxiPlateTM-384 Plus, PerkinElmer, USA), seguido de 4 pl de proteina marcada con HIS (BRD4/1, 250 nM,
BRD4/2 y CREBBP, 2000 nM). Las placas se sellaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos,
antes de la adicion de 4 pl de péptido biotinilado a concentracion equimolar a la proteina [péptido para BRD4(1) y
BRD4(2): H4K5acK8acK12acK16ac, H-SGRGK(Ac)GGK(Ac)GLGK(Ac)GGAK(Ac)RHRK(Biotina)-OH; péptido para
CREBBP: H3K36ac, Biotina-KSAPAT-GGVK(Ac)KPHRYRPGT-OH (Cambridge Research Biochemicals, UK)]. Las
placas se sellaron y se incubaron durante un periodo adicional de 30 minutos, antes de la adiciéon de 4 pl de perlas
dadoras revestidas con estreptavidina (25 pg/ml) y 4 pl de perlas aceptoras de quelato de niquel (25 pg/ml) en
condiciones de luz baja. Las placas se sellaron con papel de aluminio para proteger la luz, se incubaron a
temperatura ambiente durante 60 minutos y se leyeron en un lector de placas PHERAstar FS (BMG Labtech,
Alemania) usando un conjunto de filtro AlphaScreen de excitacion a 680/emisién a 570. Los valores de la Clsp se
calcularon en Prism 5 (GraphPad Software, USA) después de normalizacion frente a los controles de DMSO
correspondientes y se proporcionan como la concentracién final de compuesto en el volumen de reaccién de 20 pl.

Alineacion de Secuencias.

Las secuencias de aminoacidos para bromodominios humanos de longitud completa se obtuvieron en el NCBI (N° de
Registro de BRD2 NP_005095, N¢ de Registro de BRD3 NP_031397.1, N° de Registro de BRD4 NP_055114.1, N°
de Registro de BRD-T NP 001717 2). La alineacion de las secuencias multiples de los bromodominios individuales
se realiz6 usando ClustalW'®

Recuperacion de Fluorescencia Después de Fotolixiviacion (FRAP).

Se realizaron estudios de FRAP en células U20S tal como se ha descrito anteriormente®. En resumen, las células
U20S se transfectaron (lipofectamina; Invitrogen) con constructos de sobreexpre5|on de mamifero que codifican
quimera de GFP con BRD4, NUT y BRD4-NUT. Se lixivié una region nuclear de 5 um? con intensidad elevada de
laser en una cédula dentro de cada campo, y se midi6 la recuperacién con intensidad baja de laser y un poro de
150 um. Las imagenes de los campos idénticos se adquirieron usando un microscopio confocal C1 Plus de Nikon
equipado con una camara calentada a 37 °C y médulos de FRAP durante aproximadamente 90 segundos. Las
intensidades medias de la regién lixiviada se midieron en el tiempo y usando MetaMorph v7, y se normalizaron a una
region independiente de interés antes de la lixiviacion. Los datos se analizaron a continuacion para evaluar el tiempo
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hasta la recuperacién de fluorescencia maxima media en Microsoft Excel Mac 12.2.4.
Inmunohistoquimica de Diferenciacion y Proliferacion.

Se cultivaron lineas celulares de cancer (797, Per403, TT y TE10) en portaobjetos de camara a 1,0 x 10* células por
camara (portaobjetos de 4 camaras) o 5,0 x 10° células por camara (portaobjetos de 8 camaras). Las células se
trataron con JQ1-racémico, (+)-JQ1, (-)-JQ1, o vehiculo (DMSO) y se incubaron durante varios intervalos de tiempo.
A continuacion, los medios se retiraron y las camaras se lavaron con PBS frio. Las células se fijaron a continuacion
en formaldehido al 4 % durante 20 minutos a 4 °C, se lavaron con PBS y transfirieron al Nucleo de los Servicios de
Histopatologia Especializados del Centro de Cancer de Dana-Farber/Harvard (DF/HCC) en el Hospital de Brigham
and Women para tincién, tal como se describe a continuaciéon. Se realizaron estudios inmunohistoquimicos de
sedimentos celulares primero haciendo crecer lineas celulares de cancer (797 y Per403) en matraces T-75, se
trataron con cualquiera de JQ1 o vehiculo (DMSO) durante 48 horas. A continuacion, las células se tripsinaron y se
formaron sedimentos celulares por centrifugaciéon a 2.000 rom durante 10 minutos, se estabilizaron con 2 volumen
de HistoGel (Richard-Allen Scientific) y albumina en suero bovino al 10 %. Los sedimentos celulares se lavaron con
PBS y se fijaron en formaldehido al 4 % durante 20 minutos a 4 °C. Las células se lavaron a continuacién con PBS y
se transfirieron al Laboratorio Nucleo de DF/HCC en el hospital de Brigham and Women para tincién, tal como se
describe a continuacion. Se realizé andlisis cuantitativo de la tincion de Ki67 (puntuacién celular) mediante
microscopia de luz usando cinco campos de divisién de alta potencia (40x) por experimento. Todo el material fijado
se embebid, se secciond y se hizo tincién en el Laboratorio Nucleo DF/HCC en el de Hospital Brigham and Women,
usando protocolos optimizados establecidos. Las imagenes se obtuvieron usando un microscopio BX40 de Olympus
(Olympus Imaging America, Center Valley, PA) y una camara a color Micropublisher 3.3 RTV (Qlmaging, Surrey,
BC).

Ensayo de Proliferacion Celular.

Las células se sembraron en placas de microtitulacion de 384 pocillos, de color blanco (Nunc) a 500 células por
pocillo un volumen total de 50 pl de medios. Las células 797, TT y TE10 se cultivaron en DMEM que contenia
penicilina/estreptomicina al 1 % y FBS al 10 %. Las células Per403 se cultivaron en DMEM que contenia
penicilina/estreptomicina al 1 % y FBS al 20 %. Los compuestos se administraron a placas de ensayo de
microtitulacion mediante transferencia robodtica con fijacion (PerkinElmer JANUS equipado con una herramienta de
fijacién de 100 nl de V&P Scientific). Después de una incubacion de 48 h a 37 °C, las células se lisaron y los pocillos
se evaluaron para el contenido total de ATP usando un ensayo de proliferacion comercial (Cell TiterGlo; Promega).
Se realizaron medidas por replicado con respecto a dosis y las estimaciones de la Clso se calcularon mediante
regresion logistica (GraphPad Prism).

Citometria de Flujo.

Se hicieron crecer células de cancer humano cultivadas (797, Per403, TT y TE10) en placas de cultivo tisular de 6
pocillos (BD Falcon) a una concentracién de partida de 5,0 x 10* células por pocillo. Las células se trataron con JQ1
(500 nM), estaurosporina (50 nM) o vehiculo (DMSO al 0,05 %) durante 24 o 48 horas. Las células tripsinadas se
mezclaron a 1:1 en hielo con tampdn de Anexina-V/yoduro de propidio (HEPES 10 mM a pH 7,4, NaCl 140 mM,
CaClz, 2,5 mM) que contenia Anexina V-FITC (BD Pharmingen, 1:500) y yoduro de propidio (Invitrogen, 1:1000). Las
muestras se analizaron inmediatamente en un BD FACS Canto Il. Se generaron visualizaciones y analisis de
fracciones apoptéticas usando software para andlisis de FlowJo (Tree Star, Inc.).

Estudios de Eficacia de Xenoinjerto.

Se establecieron xenoinjertos de NMC por inyeccién de células de NMC 797 (107) en Matrigel al 30 % (BD
Biosciences) en el costado de ratones atimicos NCr hembra de 6 semanas de edad (Charles River Laboratories).
Doce dias después de la inyeccion, los ratones con tumores que se podian medir se dividieron en poblaciones base
a tratar con JQ1 a 50 mg/kg IP o vehiculos (DMSO al 5 % en dextrosa al 5 %). El tamario medio de los tumores en el
grupo de tratamiento con JQ1 (n = 8) y el grupo de vehiculo (n = 7) era similar (63,8+/-17,1 y 73,6+/-14,4 mm?®
respectivamente) al inicio del tratamiento. los animales se siguieron diariamente para los sintomas clinicos. Las
medidas del tumor se evaluaron con medidas de calibrador, y el volumen se calcul6 usando la férmula
Vol = 0,5 x L x W2 Después de 2 semanas de tratamiento, todos los ratones se sacrificaron humanamente, y los
tumores se fijaron en formalina al 10 % para examen histopatolégico. La significancia estadistica de los volimenes
tumorales se calculé mediante ensayo de t de Students de dos lados. Todos los estudios con animales estaban
aprobados por el IACUC del DFCI.

Instrumentacion.
Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton y de carbono-13 (RMN 'H y RMN '3C) se registraron con
un espectrometro 600 INOVA de sonda inversa de Varian en las Instalaciones del Harvard Medical School East

Quad RMN. Los desplazamientos quimicos se registraron en partes por millén en la escala & y se toman como
referencia a partir del protio residual en el disolvente de RMN (CHCls: & 7,24) para RMN 'H, las resonancias del
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carbono del disolvente (CDCls: & 77,2) para RMN 3c respectivamente. los datos se informan como sigue a
continuacion: desplazamiento quimico [multiplicidad (s = singlete, d = duplete, t = triplete, ¢ = cuadruplete, m =
multiplete, s = ancho), constante o constantes de acoplamiento en Hercios, integracion]. Los espectros de masas de
alta resolucion (HRMS) se registraron en un espectrometro APEX 4.7 Tesler FTMS de Bruker usando fuente de
iones de electronebulizacién (ESI) en la Instalacion de Instrumentacion del Departamento de Quimica, del Instituto
de Tecnologia de Massachusetts. Los compuestos intermedios y el producto final se purificaron con un sistema
CombiFlash RF (Teledyne Isco). Las soluciones organicas se concentraron en rotavapores Bichi R-205. Las
purezas enantioméricas se comprobaron con Cromatografia de Fluidos Supercriticos de Berger (SFC) y una
columna AS-H. La purificaciéon preparativa enantiomérica se realizd6 con Cromatografia Liquida a Alta Presién de
Agilent y con una columna OD-H (Broad Institute de Harvard y MIT).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado con una féormula estructural seleccionada entre el grupo que consiste en:

\fN‘N

4
s N

[
) =N >—NI—I‘ =
(a] N

I3

cl :
Cl
—N H
7\ I.\if ~TN
s~ NN O '\/}'\.
e .
o]
(D
N —
=N NH
o)
Cl :
y
YN‘N
s.. N~ N N—
4 | N
=N NH
O
Cl

0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los anteriores.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1, representado con la férmula estructural
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/N\
N /™
s N Y, N N—
A\ —
=N NH
0
cl

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5 3. Un compuesto de la reivindicacién 1, representado con la férmula estructural

/N\
s 7 (N_—)
N —

=N NH

Cl

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
10
4. Un compuesto de la reivindicacion 2, representado con la formula estructural

PNy
s N4 N N—

Q| \S. .
=N o>*‘NH

Cl

15 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Un compuesto de la reivindicacién 3, representado con la férmula estructural

p RS

s. N

. ‘}H
o

Cl

20
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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6. Una composiciéon que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto tal como se define en
una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un excipiente o un vehiculo farmacéuticamente aceptables del mismo.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 4D
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Figura 4E
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Figura 5L

a

Volumen del tumor {mm3}

:

ES 2534521 T3

Dias de Tratamiento

-

B

5 10

Dia de Tratamiento

118

== \ehiculo
=g JO1

=#= \ehiculo
-~ JQ1



ES 2534 521 T3

Figura5M

a Wehizula {33 1400 k) fe3d01 {100 il

A
?ottbﬁaob
e i
Q-:‘ "

Hw E 40

Guerating {40

SR
b
ER ©
=
Za
ER :-
=)
S too- .
2 - ".."E.hIGI.I|D
g B3 (-0
% B {001
S B+
T
¢
[=]
-}
= -
il 24k E 1 Tih 24h #3h T
g .
< o000t
460 e
H O3 001 (72
g B3 (+}-501 {240
£ s B (301 {480
L W S0 {TER)
-
s a0
Q
S m
B

119



ES 2534 521 T3
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Figura 6B
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Figura7
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Figura 11
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Figura13

Actividad Normalizada

1.0+

0,54

0.0

ES 2534521 T3

Bromodominios de BET

(+)-JQ1
Log[Conc(M)]

128

EEERE

BRD2(1)
BRD2(2)
BRD3(1)
BRD3(2)
BRDT(1)
CBP



ES 2534521 T3

tediren

BB,

-3.LL'S

-306'L
-3et'L
-3€1'9

-3 19'¢

-301'9
-3pe’l
-300'9
-3.1'9
-398'g

so-3arle

qr

-351'8
T'¥#Qyd
0813

F6 8zt IN=(t2=2(D)}=20=t2)2d=(e2=2sHEN{D)D=NN=ZIT[H@2]2(D(D)D)10)I=0 TS
00° 95+ IN=(#2=2(1D)2=20=t2)0£2=(2e2=(2)0s)DEN(D)2=0N=22T22(DD)D)0)I=0  arzDI
9% Ztt IN={#2=2(12)2=22=F2)2e2=(2e2=(D)2s)DZNI=NN=22T[H@D]2(2(2})(2)00)3=0 Zol
9601 IN=(#2=2(10)2=00=t2)2e2={2E2=(2)2s)2EN{4(4)(4)2)2=NN=22T[H@2]2(2(D}(2)20)2=0 Iior
10" L8 TN=(F2=2(DI=20=p2)ed=(2e2=(2)os)eN(D0D)o=NN=Z2T[H@D]2(2(2)(D)o0=0 gror
06'0./€ IN=(#2=2(1D)2=22=1t2)2£2=(2£2=(2)28)2ZN(D)2=NN=22(2)T2D ozor
LO'LLT IN=(t2=2(D)2=20=t2)0E2=(2e2=(2)2s)DZN(22)2=NN=22T[H@D]2(2(2)(D)20)2=0 6100
01925 =2(55(2)0=(2)272=52tN(D)D=NN=tI(0=(£22{DIINIIENIONIIDIH@ @IIN=22)2=22=T2ID ETOr
86267 =(52=0(12)0=00=52)2t2=(0t2=(2)25)2EN(D)2=NN=E3Z[H@2]D(TNI=IN=TI/I=N/N}2=0 q0r
LO't6F EN=(52=0(1D)23=20=5212t2=(0t2=(2)28)2EN(D)2=NN=EIZ[H@D]I(TNI=NI=TIDIN)D=0 g0r
66' 95T TN=(+2=2(12)2=20=t2)2e2=(2£2=(2)28) 2z N(D)D=NN=Z2T[H@ @2]2(2(2)(D)20)>=0 Wor
66' 95T IN=(+2=2(12)2=22=t2)2€2=(2£2=(2)25)DZN(2)2=NN=Z2T[H@2]2(2(2)(2)20)2=0 sor
W SITNS  saquioy
PS—— ISH - [(n)ouon]6o
m_mwﬂ 01 t_E " areor @ - o g oL- 21-
o - ! H _.Hu.—_. e 1 i ﬂ
i =
. e LEDP e w
= =
a gLOr - s
M 02or -é- lgs 2
i 6HOr =
= ElOr % =
p Or - =
LooL w gor - 001 m
] m m.ﬁuﬁ_ g
= I'radg
1 einBid

¢'vadg

129



ES 2534521 T3

Figura 15A
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Figura 15B
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Figura 16A :Inhibicién de la Actividad de Unién de BRD4(1) y BRD4(2) a compuesto 5 pM
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Figura 16B : Inhibicion de la Actividad de Unién de BRD4(1) y BRD4(2) a compuesto 5 pM
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Figura 16C: Inhibicién de la Actividad de Union de BRD4(1) y BRD4(2) a compuesto 5 pM
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Figura 16D : Inhibicion de la Actividad de Unién de BRD4(1) y BRD4(2) a compuesto 5 M
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Figura17A: % de Vialidad Celular de NMC a compuesto 2 pM
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Figura 17B : % de Vialidad Celular de NMC a compuesto 2 yM

Viabilidad Celular de NMC

|ﬁ Wizbilidad Celular de MMC

 BEESE LSS

Ll Al L L A A L

LR A Lo L.
RESESEES PSS 0SSP

e Ll il

137



ES 2534 521 T3

Figura17C : % de Vialidad Celular de NMC a compuesto 2 pM
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Figura 17D : % de Vialidad Celular de NMC a compuesto 2 pM
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Figura56A
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Figura 56B
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Figura 56C
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Figura 56D
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