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DESCRIPCION
Inhibidores de cinasa MST1 y métodos para su uso
1. Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a compuestos Utiles como inhibidores de cinasa 1 de tipo Ste20 de mamifero (MST1),
composiciones que los comprenden, y métodos para su uso.

2. Antecedentes de la invencion

La cinasa 1 de tipo Ste20 de mamifero (MST1) es un componente de la ruta de sefializacién "Hippo", y "se ha visto
implicada en la regulacion del ciclo celular, la apoptosis y las respuestas celulares al estrés oxidativo". Choi, J., et al.,
Plos One 4(11):e8011, 1 (2009). Los ratones deficientes en MST1 presentaban una acumulaciéon de linfocitos
maduros en el timo y una disminucién de linfocitos en la sangre y en los tejidos linfoides periféricos. Dong, Y., et al.,
J. Immunology 183(6):3865-3872. 3865(2009). Véase también, Katagiri, K., et al., Nat Immunol. (9):919-28 (2006);
Ling, P., et al., Cell Signal. 20(7): 1237-47 (2008). MST1 también se conoce como serina/treonina cinasa 4 (STK4) y
cinasa sensible al estrés 2 (KRS2).

3. Sumario de la invencion

Esta invencion se refiere a compuestos Utiles para la inhibicion de MST1. Una realizaciéon de la invencion incluye
compuestos de la férmula:

O
Y?# NH
(Ri)m v Jo IlD
N Y
| 2 (R3A)q
o
N~ >NH,

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que:

A es arilo o heterociclo de 4-7 miembros;

D es un heterociclo no aromatico de 5-7 miembros;

XesNoCH;

cada uno de Y e Y3 es independientemente N o CH;

cada R1 es independientemente R1A, -(R1B)nSOpN(R1c)2, -(R1B)nNR1CSOpR1C -(R1B)nC(O)N(R1c)2, o -
(R18)nNR1cC(O)R1c, o hidrocarbilo Ci.12 opcionalmente sustituido o heterocarbilo de 2-12 miembros, cuya
sustitucion opcional es con uno o mas de Ria;

cada R4 es independientemente amino, alcoxilo, carboxilo, ciano, halo, o hidroxilo;

cada R+ es independientemente hidrocarbilo C+.12 opcionalmente sustituido con uno o mas de amino, alcoxilo,
carboxilo, ciano, halo, o hidroxilo;

cada Ric es independientemente hidrogeno o hidrocarbilo C.12 opcionalmente sustituido o heterocarbilo de 2-12
miembros, cuya sustitucion opcional es con uno o mas de amino, alcoxilo, carboxilo, ciano, halo, o hidroxilo;

cada Rsa es independientemente amino, alcoxilo, carboxilo, ciano, halo, o hidroxilo;

kes0o1;

m es 0-3;

nes0o1;

pes0-2;y

q es 0-2.

Otra realizacion incluye una formulacion que comprende un compuesto de la invencidon y un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Ofra incluye un compuesto o formulaciéon de la invencion para su uso en el
tratamiento, gestion o prevencion de una enfermedad o trastorno inflamatorio o autoinmune.

4. Breve descripcion de las figuras

Ciertos aspectos de la invencion pueden entenderse a partir de las figuras adjuntas, descritas a continuacion:
La figura 1 muestra la diferencia entre los ratones MST1-/- (n = 13) y sus hermanos de camada de tipo silvestre
(n-11) en un modelo de enfermedad de artritis inducida por colageno (CIA).

La figura 2 muestra el efecto de diferentes dosis de un compuesto de la invencidon cuando se administra
profilacticamente (figura 2A) y terapéuticamente (figura 2B) a ratones en un modelo de enfermedad de
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encefalomielitis experimental autoinmune (EAE).

La figura 3 muestra el efecto de diferentes dosis de un compuesto de la invencidon cuando se administra
terapéuticamente a ratas en un modelo de enfermedad de EAE.

La figura 4 muestra el efecto de diferentes dosis de un compuesto de la invencion cuando se administra
terapéuticamente a ratones en un modelo de enfermedad de CIA. La figura 4A muestra la puntuacion acumulada
de artritis en el transcurso del experimento; la figura 4B muestra el cambio en el espesor del tobillo a lo largo del
experimento.

La figura 5 muestra el efecto de diferentes dosis de un compuesto de la invencidon cuando se administra
terapéuticamente a ratas en un modelo de enfermedad de CIA. La figura 5A muestra la puntuacion acumulada de
artritis en el transcurso del experimento; la figura 5B muestra el cambio en el espesor del tobillo a lo largo del
experimento.

La figura 6 muestra el efecto del tratamiento a corto plazo con un compuesto de la invencion sobre enzimas
hepaticas y respuesta a citocinas en ratones sometidos a un modelo de enfermedad de hepatitis inducido por
concanavalina A (ConA).

La figura 7 muestra el efecto de diferentes dosis de un compuesto de la invencidon cuando se administra
terapéuticamente a ratas en un modelo de enfermedad de EAE. La figura 7A muestra la puntuacion clinica en
funcion del tiempo; la figura 7B muestra el desarrollo de la enfermedad en funcién de la dosis del compuesto (o
vehiculo).

La figura 8 muestra el efecto del tratamiento a corto plazo con un compuesto de la invencion sobre enzimas
hepaticas y respuesta a citocinas en ratones sometidos a un modelo de enfermedad de hepatitis inducido por
ConA.

La figura 9 muestra el efecto de diferentes dosis de un compuesto de la invencidon cuando se administra
terapéuticamente a ratones en un modelo de enfermedad de EAE. La figura 9A muestra la puntuacion clinica en
funcion del tiempo para los ratones a los que se administré el compuesto (y el vehiculo) por via subcutanea; La
figura 9B muestra la puntuacion clinica en funcion del tiempo para los ratones a los que se administro el
compuesto (y el vehiculo) por via oral;

La figura 10 muestra el efecto de un compuesto de la invencion en un modelo de CIA de ratén en funcion de la
dosis y el método de administracion. Las figuras 10A y 10B muestran el efecto del compuesto sobre las
puntuaciones acumuladas y el cambio en el espesor del tobillo cuando el compuesto (y el control del vehiculo) se
administraban por via subcutanea. Las figuras 10C y 10D muestran los resultados obtenidos cuando se
administro por via el compuesto (y el control del vehiculo).

5. Descripcion detallada de la invencién

Esta invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que los ratones knockout MST1 son significativamente
mas resistentes a los modelos de enfermedades autoinmunes e inflamatorias animales que sus hermanos de
camada de tipo silvestre. Este hallazgo motivé el descubrimiento de nuevos compuestos que inhiben MST1, los mas
preferidos de los cuales son eficaces en modelos de enfermedad animal y exhiben propiedades toxicolégicas y
farmacocinéticas deseables.

5.1. Definiciones

A menos que se indique otra cosa, las expresiones "compuestos de la invencion" "compuestos de la presente
divulgacion”, y similares, se refieren a los compuestos desvelados en el presente documento, particularmente
compuestos de Formula | y sales de los mismos.

A menos que se indique otra cosa, el término "hidrocarbilo" se refiere a un resto alifatico o aliciclico que tiene una
estructura principal entera de carbono y que consiste en atomos de carbono y de hidrégeno. Los ejemplos de grupos
hidrocarburo incluyen los que tienen 1-20, 1-12, 1-6, y 1-4 atomos de carbono (denominados como hidrocarbilo C1-20,
hidrocarbilo C1.12, hidrocarbilo C1., € hidrocarbilo C+.4, respectivamente). Los ejemplos particulares incluyen alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, bencilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquilalquilo, cicloalquenilalquilo, naftilo, fenilo, y
feniletilo.

Los ejemplos de restos alquilo incluyen restos de cadena lineal o ramificada que tienen 1-20, 1-12, 1-6, 1-4 y 1-3
atomos de carbono (denominados como alquilo Cip, alquilo Ci.12, alquilo Cqs, alquilo Ci4 y alquilo Ci.s,
respectivamente). Los ejemplos particulares incluyen metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo,
pentilo, hexilo, isohexilo, heptilo, 4,4-dimetilpentilo, octilo, 2,2,4-trimetilpentilo, nonilo, decilo, undecilo y dodecilo.

Los ejemplos de restos alquenilo incluyen alquenilo Cz9, Cz.12 ¥ C2.6 de cadena lineal o ramificada. Los ejemplos
particulares incluyen vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, isobutilenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo, 3-metil-1-butenilo, 2-
metil-2-butenilo, 2,3-dimetil-2-butenilo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo, 1-heptenilo, 2-heptenilo, 3-heptenilo, 1-
octenilo, 2-octenilo, 3-octenilo, 1-nonenilo, 2-nonenilo, 3-nonenilo, 1-decenilo, 2-decenilo y 3-decenilo.

Los ejemplos de restos alquinilo incluyen alquinilo Cz20, C2.12 y C2.6 de cadena lineal o ramificada. Los ejemplos
particulares incluyen etinilo y 2-propinilo (propargilo).
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Los ejemplos de restos arilo incluyen antracenilo, azulenilo, fluorenilo, indano, indenilo, naftilo, fenilo y fenantrenilo.
Los ejemplos de restos cicloalquilo incluyen cicloalquilo Cs.12, Cs.7, Cas y Cs. Los ejemplos particulares incluyen
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y adamantilo.

A menos que se indique otra cosa, el término "halo" incluye fluor, cloro, bromo, y yodo.

A menos que se indique otra cosa, el término "heterocarbilo” se refiere a un resto que tiene una estructura principal
constituida por uno o mas atomos de carbono y uno o mas heteroatomos. Los heteroatomos particulares son
nitrégeno, oxigeno y azufre. Un resto heterocarbilo puede considerarse como un resto hidrocarbilo en el que al
menos un atomo de carbono, un grupo CH, CH,, o CHs se reemplaza con uno o mas heteroatomos y el nimero
requerido de atomos de hidrogeno para satisfacer las valencias. Los ejemplos de heterocarbilo incluyen restos
heterocarbilo de 2-20, 2-12, 2-8, 2-6 y 2-4 miembros, en los que el intervalo numérico se refiere a la suma total de
atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, y/o azufre en el resto. Por lo tanto, la expresion "heterocarbilo de 2-12
miembros" se refiere a un resto heterocarbilo que tiene un total de 2-12 atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, y/o
azufre. Los restos heterocarbilo particulares incluyen heteroalquilo, heteroalquenilo, y heteroalquinilo de cadena
lineal o ramificada, asi como heterociclo y heteroarilo.

Los ejemplos de restos heteroalquilo incluyen restos heteroalquilo de 2-8 miembros, 2-6 miembros y 2-4 miembros.
Los ejemplos particulares incluyen alcoxilo, acilo (por ejemplo, formilo, acetilo, benzoilo), alquilamino (por ejemplo,
di-(alquil C4.3)amino), arilamino, ariloxima, carbamatos, carbamidas, alquilcarbonilo, arilcarbonilo, aminocarbonilo,
alquilaminocarbonilo, alquilsulfanilo, arilsulfanilo, alquilsulfinilo, arilsulfinilo, alquilsulfonilo,  arilsulfonilo,
alquilsulfonilamino, y arilsulfonilamino.

A menos que se indique otra cosa, el término "heterociclo” se refiere a un resto heterocarbilo ciclico (monociclico o
policiclico) que puede ser aromatico, parcialmente aromatico o no aromatico. Los heterociclos incluyen heteroarilos.
Los ejemplos incluyen heterociclos de 4-10 miembros, 4-7 miembros, 6 miembros, y 5 miembros. Los ejemplos
particulares incluyen benzo[1,3]dioxolilo, 2,3-dihidro-benzo[1,4]dioxinilo, cinnolinilo, furanilo, hidantoinilo, morfolinilo,
oxetanilo, oxiranilo, piperazinilo, piperidinilo, pirrolidinonilo, pirrolidinilo, tetrahidrofuranoilo, tetrahidropiranilo,
tetrahidropiridinilo, tetrahidropirimidinilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiopiranilo y valerolactamailo. Dado que el
término "heterociclo" se refiere a un anillo, por si solo no incluye restos tales como oxazolidinona e imidazolidinona:
dichos restos se consideran heterociclos sustituidos, concretamente heterociclos sustituidos con oxo.

Los ejemplos de restos heteroarilo incluyen acridinilo, benzoimidazolilo, benzofuranilo, benzoisotiazolilo,
benzoisoxazolilo, benzoquinazolinilo, benzotiazolilo, benzoxazolilo, furilo, imidazolilo, indolilo, isotiazolilo, isoxazolilo,
oxadiazolilo, oxazolilo, ftalazinilo, pirazinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridilo, pirimidinilo, pirimidilo, pirrolilo,
quinazolinilo, quinolinilo, tetrazolilo, tiazolilo, y triazinilo.

A menos que se indique otra cosa, el término "incluyen" tiene el mismo significado que "incluyen, pero sin limitacion”,
y el término "incluye" tiene el mismo significado que "incluye, pero sin limitacion". De forma similar, la expresion "tal
como" tiene el mismo significado que el término "tal como, pero sin limitacion".

A menos que se indique otra cosa, los términos "gestion" y "gestionar" incluyen prevenir la reaparicion de la
enfermedad o trastorno especificado en un paciente que ya ha sufrido la enfermedad o trastorno, y/o alargar el
tiempo que un paciente que ha padecido la enfermedad o trastorno sigue en remisiéon. Los términos incluyen la
modulacién del umbral, el desarrollo y/o la duracion de la enfermedad o trastorno, o el cambio de la forma en que un
paciente responde a la enfermedad o trastorno.

A menos que se indique otra cosa, la expresion "inhibidor de MST1" se refiere a un compuesto que inhibe MST1 in
vitro con una Clsp de menos de 1 ym, 0,5 pm o 0,25 ym como se determina mediante el ensayo descrito en el
presente documento.

A menos que se indique otra cosa, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales preparadas
a partir de bases o acidos no toxicos farmacéuticamente aceptables, incluyendo bases o acidos inorganicos y bases
0 acidos organicos. Las sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen sales
metdlicas hechas de aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio y cinc o sales organicas hechas de lisina, N,N’-
dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina) y procaina.
Los acidos no toxicos adecuados incluyen acidos inorganicos y organicos tales como acidos acético, alginico,
antranilico, bencenosulfénico, benzoico, canforsulfénico, citrico, etenesulfénico, férmico, fumarico, furoico,
galacturonico, glucénico, glucurénico, glutamico, glicélico, bromhidrico, clorhidrico, isetionico, lactico, maleico,
malico, mandélico, metanosulfénico, mucico, nitrico, pamoico, pantoténico, fenilacético, fosférico, propidnico,
salicilico, estearico, succinico, sulfanilico, sulfdrico, acido tartarico, y acido p-toluenosulfénico. Los acidos no toxicos
especificos incluyen acidos clorhidrico, bromhidrico, fosférico, sulfurico, y metanosulfénicos. Los ejemplos de sales
especificas incluyen, por tanto, sales clorhidrato y mesilato. Otros se conocen bien en la técnica. Véanse, por
efemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed. (Mack Publishing, Easton PA: 1990) y Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 192 ed. (Mack Publishing, Easton PA: 1995).
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A menos que se indique otra cosa, el término "sustituido”, cuando se usa para describir una estructura o resto
quimico, se refiere a un derivado de esa estructura o resto en el que uno o mas de sus atomos de hidrégeno estan
sustituidos con un atomo, un resto quimico o funcional, tal como, pero sin limitacién, alcohol, aldehido, alcoxi,
alcanoiloxi, alcoxicarbonilo, alquenilo, alquilo (por ejemplo, metilo, etilo, propilo, t-butilo), alquinilo, alquilcarboniloxi (-
OC(O)alquilo), amida (-C(O)NH-alquil- o -alquil- NHC(O)alquilo), amidinilo (-C(NH)NH-alquilo o -C(NR)NH), amina
(primaria, secundaria y terciaria, tales como alquilamino, arilamino, arilalquilamino), aroilo, arilo, ariloxi, azo,
carbamoilo (-NHC(O)O-alquil- o -OC(O)NH-alquilo), carbamilo (por ejemplo, CONH,, CONH-alquilo, CONH-arilo),
carbonilo, carboxilo, acido carboxilico, anhidrido del acido carboxilico, cloruro de acido carboxilico, ciano, éster,
epoxido, éter (por ejemplo, metoxi, etoxi), guanidino, halo, haloalquilo (por ejemplo, -CCls, -CF3, -C(CF3)s),
heteroalquilo, hemiacetal, imina (primaria y secundaria), isocianato, isotiocianato, cetona, nitrilo, nitro, oxigeno (es
decir, para proporcionar un grupo oxo), fosfodiéster, sulfuro, sulfonamido (por ejemplo, SO;NH), sulfona, sulfonilo
(incluyendo alquilsulfonilo, arilsulfonilo y arilalquilsulfonilo), sulféxido, tiol (por ejemplo, sulfhidrilo, tioéter) y urea (-
NHCONH-alquil-). En una realizacion particular, el término sustituido se refiere a un derivado de esa estructura o
resto en el que uno o mas de sus atomos de hidrégeno estan sustituidos con alcohol, alcoxi, alquilo (por ejemplo,
metilo, etilo, propilo, t-butilo), amida (-C(O)NH-alquil- o -alquilNHC(O)alquilo), amidinilo (-C(NH)NH-alquilo o -
C(NR)NHz), amina (primaria, secundaria y terciaria, tales como alquilamino, arilamino, arilalquilamino), arilo,
carbamoilo (-NHC(O)O-alquil- o -OC(O)NH-alquilo), carbamilo (por ejemplo, CONH;, asi como CONH-alquilo,
CONHe-arilo), halo, haloalquilo (por ejemplo, -CCls, -CF3, -C(CF3)3), heteroalquilo, imina (primaria y secundaria),
isocianato, isotiocianato, tiol (por ejemplo, sulfhidrilo, tioéter) o urea (-NHCONH-alquil-).

A menos que se indique otra cosa, una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto es una cantidad
suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico en el tratamiento o gestién de una enfermedad o afeccion, o
para retrasar o minimizar uno o mas sintomas asociados con la enfermedad o afecciéon. Una "cantidad
terapéuticamente eficaz" de un compuesto significa una cantidad de agente terapéutico, en solitario o en
combinacién con otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento o gestion de la
enfermedad o afeccion. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" puede incluir una cantidad que mejora la
terapia global, reduce o evita los sintomas o causas de una enfermedad o afeccion, o mejora la eficacia terapéutica
de otro agente terapéutico.

A menos que se indique otra cosa, los términos "trata", "tratar" y "tratamiento" contemplan una accién que sucede
mientras un paciente padece la enfermedad o trastorno especificado, que reduce la gravedad de la enfermedad o
trastorno, o retarda o ralentiza el avance de la enfermedad o trastorno.

A menos que se indique otra cosa, uno o mas adjetivos que preceden inmediatamente a una serie de sustantivos
debe interpretarse como aplicable a cada uno de los sustantivos. Por ejemplo, la expresion "alquilo, arilo o
heteroarilo opcionalmente sustituido" tiene el mismo significado que "alquilo opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido o heteroarilo opcionalmente sustituido”.

Debe observarse que un resto quimico que forma parte de un compuesto mas grande se puede describir en el
presente documento usando un nombre cominmente acordado cuando existe como una sola molécula o un nombre
comunmente concedido a su radical. Por ejemplo, los términos "piridina" y "piridilo" tienen el mismo significado
cuando se usan para describir un resto unido a otros restos quimicos. Por lo tanto, a las dos expresiones "XOH, en
la que X es piridilo" y "XOH, en la que X es piridina", se les da el mismo significado, e incluyen los compuestos
piridin-2-ol, piridin-3-ol y piridin-4-ol.

También debe observarse que si la estereoquimica de una estructura o de una porcién de una estructura no esta
indicada, por ejemplo, con lineas en negrita o discontinuas, la estructura o la porcion de la estructura debe
entenderse como que abarca todos los esterecisémeros de la misma. De forma similar, los nombres de compuestos
que tienen uno o mas centros quirales que no especifican la estereoquimica de estos centros incluyen
estereoisdmeros puros y mezclas de los mismos. Ademas, se supone que cualquier atomo mostrado en un dibujo
con valencias insatisfechas esta unido a suficientes atomos de hidrogeno para satisfacer las valencias. Ademas, los
enlaces quimicos representados con una linea continua paralela a una linea discontinua incluyen enlaces sencillos y
dobles (por ejemplo, aromaticos), si las valencias lo permiten. Esta invencion incluye los tautomeros y solvatos (por
ejemplo, hidratos) de los compuestos desvelados en el presente documento.

5.2. Compuestos de la invencion

Esta invencion incluye compuestos de la formula:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que:

5 A es arilo o heterociclo de 4-7 miembros;
D es un heterociclo no aromatico de 5-7 miembros;
XesNoCH;
cada uno de Y1 e Y3 es independientemente N o CH;
cada R1 es independientemente R1A, -(R1B)nSOpR1c, -(R1B)nSOp(R1C)2, -(R1B)nN(R1c)SOpR1c, -(R1B)nC(O)N(R1c)z,
10 0 -(R18)nNR1cC(O)R1c, o hidrocarbilo Ci.12 opcionalmente sustituido o heterocarbilo de 2-12 miembros, cuya
sustitucion opcional es con uno o mas de Ria;
cada R4 es independientemente amino, alcoxilo, carboxilo, ciano, halo, o hidroxilo;
cada R+ es independientemente hidrocarbilo C+.12 opcionalmente sustituido con uno o mas de amino, alcoxilo,
carboxilo, ciano, halo, o hidroxilo;
15 cada Ric es independientemente hidrogeno o hidrocarbilo C.12 opcionalmente sustituido o heterocarbilo de 2-12
miembros, cuya sustitucion opcional es con uno o mas de amino, alcoxilo, carboxilo, ciano, halo, o hidroxilo;
cada Rsa es independientemente amino, alcoxilo, carboxilo, ciano, halo, o hidroxilo;
kes0o1;
m es 0-3;
20 nes0o1;
pesO0-2;y
q es 0-2.

Los compuestos particulares de la invencion son de la férmula:

ek

NH,

25

enlaque Zes N o CR;

30 Los compuestos particulares de la invencion son de las formulas:

R4 0
R, =
o
Z
Ry
R4 =
|
Z
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e

NH,

fj\[ sz
(R3A)q

NH,

enlas queres 102,y Ry es hidrégeno o alquilo.

Cuando sea aplicable a las formulas desveladas en el presente documento,
invencion son de tal forma que X es N.

os compuestos particulares de la

Cuando sea aplicable a las formulas desveladas en el presente documento,
invencion son de tal forma que Y41 es CH.

os compuestos particulares de la

Cuando sea aplicable a las formulas desveladas en el presente documento,
invencion son de tal forma que Yz es CH.

os compuestos particulares de la

Cuando sea aplicable a las formulas desveladas en el presente documento,
invencion son de tal forma que Z es N.

os compuestos particulares de la

Cuando sea aplicable a las formulas desveladas en el presente documento,
invencién son de tal forma que Z es CRy.

os compuestos particulares de la

Cuando sea aplicable a las formulas desveladas en el presente documento, los compuestos particulares de la
invencién son de tal forma que R es -(R1g)nSOpR1c, -(R18)nSOpN(R1c)2, -(R18)aNR1cSOpR1c, -(R1)nC(O)N(R1c)2, O -
(R18)NR1cC(O)R1c.

Los compuestos particulares de la invencion son de la férmula:

(@)
RiglN~ 4/ Q
/ D NH
(@) X\
| (R3A)q
2
N >NH,

Otros compuestos son de la férmula:

(@]
(R1p)2N_ //

Los compuestos de la invencion pueden prepararse mediante métodos conocidos en la técnica y por métodos
descritos en el presente documento. En general, los compuestos de la invencion pueden prepararse como se
muestra a continuacion:
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o)
B %s (R1)m VI H
| X _Br R 1 2
= N ( 1)m X | P D
NTNH, — | — NV
N7 NH, _
N

NH,
1 2 3

en el que el bromuro de 2-amino heteroarilo de partida 1 se acopla con un éster borénico aromatico apropiado en
condiciones de acoplamiento de Suzuki estandar para proporcionar, después del tratamiento con un reactivo de
bromacién electréfilo, bromuro de 2-amino hetero-biarilo 2. El acoplamiento de Suzuki posterior de 2 con otro éster
borénico aromatico que presenta una funcionalidad amida proporciona el producto final 3.

5.3. Métodos de uso

Esta invencion se refiere a un método de inhibicion de MST1, que comprende poner en contacto MST1 (in vitro o in
vivo) con una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion.

Otra realizacién se refiere a un método de supresion de la respuesta inmune en un paciente (por ejemplo, un ser
humano), que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion.

Otra realizacion se refiere a un método de tratamiento, gestion o prevencién de una enfermedad o trastorno
autoinmune o inflamatorio, que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz de un compuesto de la invencion. Los ejemplos de enfermedades y trastornos incluyen
aclorhidra autoinmune, enfermedad de Addison, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipido, asma (por
ejemplo, asma bronquial), dermatitis atdpica, gastritis atréfica autoinmune, enfermedad de Behcet, enfermedad
celiaca, enfermedad de Crohn, sindrome de Cushing, dermatomiositis, sindrome de Goodpasture, enfermedad de
injerto contra huésped, enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto, hepatitis (por ejemplo, inflamatoria e inducida
con alcohol), atrofia adrenal idiopatica, trombocitopenia idiopatica, sindrome de Kawasaki, sindrome de Lambert-
Eaton, lupus eritematoso, esclerosis multiple, miastenia gravis, penfigoide, pénfigo vulgar, anemia perniciosa,
polinosis, poliarteritis nodosa, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, psoriasis, artritis psoriatica,
Raynauds, sindrome de Reiter, policondritis recidivante, artritis reumatoide, sindrome de Schmidt, esclerodermia,
sindrome de Sjogren, oftalmia simpatica, artritis de Takayasu, arteritis temporal, tirotoxicosis, rechazo de trasplante
(por ejemplo, de 6rgano, célula o médula 6sea), diabetes de tipo 1, colitis ulcerosa, uveitis, y granulomatosis de
Wegener.

La cantidad, via de administraciéon y programa de dosificacion de un compuesto dependera de factores tales como la
indicacion especifica que se va a tratar, prevenir o gestionar, y la edad, sexo y afeccion del paciente. Los papeles
desempefiados por tales factores son bien conocidos en la técnica, y pueden acomodarse mediante experimentacion
rutinaria. En una realizacién particular, se administra un compuesto de la invencién a un paciente humano en una
cantidad de aproximadamente 1-50, 1-25, 0 2,5-15, o 5-10 mpk.

Los compuestos de la invencién se pueden administrar en combinacién con otros farmacos inmunosupresores o
antiinflamatorios. Los farmacos se pueden administrar al mismo tiempo o en momentos diferentes.

Los ejemplos de inmunosupresores incluyen aminopterina, azatioprina, ciclosporina A, D-penicillamina, sales de oro,
hidroxicloroquina, leflunomida, metotrexato, minociclina, rapamicina, sulfasalazina, tacrolimus (FK506), y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. Un inmunosupresor particular es el metotrexato.

Los ejemplos adicionales incluyen anticuerpos anti-TNF, tales como adalimumab, certolizumab pegol, etanorcept, e
infliximab. Otros incluyen bloqueadores de la interleucina-1, tales como anakinra. Otros incluyen anticuerpos anti-
células B (CD20), tales como rituximab. Otros incluyen bloqueadores de la activacion de linfocitos T, tales como
abatacept.

Los ejemplos adicionales incluyen los inhibidores de la inosina monofosfato deshidrogenasa, tales como
micofenolato de mofetilo (CellCept®) y acido micofendlico (Myfortic®).

Los ejemplos de farmacos antiinflamatorios incluyen glucocorticoides y AINE.
Los ejemplos de glucocorticoides incluyen aldosterona, beclometasona, betametasona, cortisona,
desoxicorticosterona, dexametasona, fludrocortisonas, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona, prednisona,

triamcinolona, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,

Los ejemplos de AINE incluyen los salicilatos (por ejemplo, aspirina, amoxiprin, benorilato, salicilato de colina y
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magnesio, diflunisal, faislamina, salicilato de metilo, salicilato de magnesio, salicilato de salicilo, y sales
farmacéuticamente aceptable de los mismos), acidos arilalcanoicos (por ejemplo, diclofenaco, aceclofenaco,
acemetacina, bromfenaco, etodolac, indometacina, nabumetona, sulindac, tolmetina, y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos), acidos arilpropionicos (por ejemplo, ibuprofeno, carprofeno, fenbufeno, fenoprofeno,
flurbiprofeno, ketoprofeno, ketorolac, loxoprofeno, naproxeno; oxaprozina, acido tiaprofénico suprofeno, y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos), acidos arilantranilicos (por ejemplo, acido meclofenamico, acido
mefenamico, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos), derivados de pirazolidina (por ejemplo,
azapropazona, metamizol, oxifenbutazona, fenilbutazona, sulfinprazona, y sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos), oxicams (por ejemplo, lornoxicam, meloxicam, piroxicam, tenoxicam, y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos), inhibidores de COX-2 (por ejemplo, celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib, parecoxib,
rofecoxib, valdecoxib, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos), y sulfonanilidas (por ejemplo,
nimesulida y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos).

5.4. Composiciones farmacéuticas

Esta invencién incluye composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas compuestos de la invencion.
Ciertas composiciones farmacéuticas son formas de dosificacion unitarias adecuadas para administraciéon oral,
mucosal (por ejemplo, nasal, sublingual, vaginal, bucal, o rectal), parenteral (por ejemplo, subcutanea, intravenosa,
inyeccion en bolo, intramuscular, o intraarterial), o transdérmica a un paciente. Los ejemplos de formas de
dosificacion incluyen, pero sin limitacién: comprimidos; pastillas, capsulas, tales como capsulas de gelatina blanda
elastica. obleas; trociscos; grageas; dispersiones; supositorios; pomadas; cataplasmas (emplastos); pastas, polvos;
apositos; cremas; escayolas; soluciones; parches; aerosoles (por ejemplo, aerosoles nasales o inhaladores); geles;
formas liquidas de dosificacion adecuadas para administracion oral o por mucosa a un paciente, incluyendo
suspensiones (por ejemplo, suspensiones liquidas acuosas o no acuosas, emulsiones de aceite en agua o
emulsiones liquidas de agua en aceite), soluciones y elixires; formas de dosificacion liquidas adecuadas para
administracion parenteral a un paciente y solidos estériles (por ejemplo, sélidos cristalinos o amorfos) que se pueden
reconstituir para proporcionar formas de dosificacion liquidas adecuadas para administracion parenteral a un
paciente.

La formulacion debe adecuarse al modo de administraciéon. Por ejemplo, la administracion oral de un compuesto
susceptible de degradacion en el estdmago puede conseguirse usando un revestimiento entérico. De forma similar,
una formulaciéon puede contener ingredientes que faciliten la administracion del principio o principios activos al sitio
de accion. Por ejemplo, los compuestos pueden administrarse en formulaciones liposémicas con el fin de protegerlas
de las enzimas degradativas, facilitar el transporte en el sistema circulatorio y efectuar su suministro a través de las
membranas celulares.

De forma similar, los compuestos poco solubles se pueden incorporar en formas de dosificacion liquidas (y formas
de dosificacion adecuadas para la reconstitucion) con la ayuda de agentes solubilizantes, emulsionantes y
tensioactivos tales como, pero sin limitacion, ciclodextrinas (por ejemplo, a-ciclodextrina, 3-ciclodextrina, Captisol®, y
Encapsin™ (véase, por ejemplo, Davis y Brewster, Nat. Rev. Drug Disc, 3:1023-1034 (2004)), Labrasol® Labrafil®
Labrafac®, cremafor, y disolventes no acuosos, tales como, pero sin limitacion, alcohol etilico, alcohol isopropilico,
carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butileno glicol, dimetil
formamida, dimetilsulfoxido (DMSO), aceites biocompatibles (por ejemplo, aceite de semilla de algoddn, cacahuete,
maiz, germen, oliva, ricino, y sésamo), glicerol, tetrahidrofurfuril alcohol, polietilenglicoles, ésteres de acidos grasos
de sorbitan, y mezclas de los mismos (por ejemplo, DMSO:aceite de maizcornoil).

La composicion, forma y tipo de una forma de dosificacion variara tipicamente dependiendo del uso. Por ejemplo,
una forma de dosificacion utilizada en el tratamiento agudo de una enfermedad puede contener cantidades mayores
de uno o mas de los principios activos que comprende una forma de dosificacién utilizada en el tratamiento crénico
de la misma enfermedad. De forma similar, una forma de dosificacion parenteral puede contener cantidades mas
pequefas de uno o mas de los ingredientes activos que comprende una forma de dosificacion oral usada para tratar
la misma enfermedad. La explicacion de tales diferencias sera evidente para los expertos en la técnica. Véase, por
efemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed., Mack Publishing, Easton PA (1990).

5.4.1. Formas de dosificacion oral

Las composiciones farmacéuticas de la invencién adecuadas para la administracion oral pueden presentarse como
formas de dosificacion discretas, tales como, pero sin limitacion, comprimidos (por ejemplo, comprimidos
masticables), pastillas, capsulas, y liquidos (por ejemplo, jarabes aromatizados). Dichas formas de dosificacion
contienen cantidades predeterminadas de ingredientes activos y pueden prepararse por métodos de farmacia bien
conocidos por los expertos en la técnica. Véanse de manera general, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182
ed., Mack Publishing, Easton PA (1990).

Las formas de dosificacion orales tipicas se preparan combinando el principio o principios activos en una mezcla
intima con al menos un excipiente de acuerdo con las técnicas convencionales de composiciéon farmacéutica. Los
excipientes pueden tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la
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administracion.

Debido a su facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas representan las formas de unidad de
dosificacion mas ventajosas. Si se desea, los comprimidos pueden recubrirse mediante técnicas habituales acuosas
0 no acuosas. Dichas formas de dosificacion pueden prepararse mediante métodos de farmacia, En general, las
composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion se preparan mezclando uniformemente e intimamente los
principios activos con vehiculos liquidos, vehiculos sélidos finamente divididos, o ambos, y luego moldeando el
producto en la presentacion deseada si es necesario. Los desintegrantes se pueden incorporar en formas de
dosificacion sélidas para facilitar la disolucién rapida. También se pueden incorporar lubricantes para facilitar la
fabricacion de formas de dosificacion (por ejemplo, comprimidos).

5.4.2. Formas de dosificacion parenteral

Pueden administrarse formas de dosificacién parenteral a los pacientes por diversas rutas, incluyendo la via
subcutanea, intravenosa (incluida la inyeccién en bolo), intramuscular, e intraarterial. Debido a que su administracion
tipicamente evita las defensas naturales de los pacientes contra los contaminantes, las formas de dosificacion
parenteral son especificamente estériles o capaces de esterilizarse antes de la administracion a un paciente. Los
ejemplos de formas de dosificacion parenteral incluyen soluciones listas para inyeccion, productos secos listos para
disolverse o suspenderse en un vehiculo farmacéuticamente aceptable para inyeccidn, suspensiones listas para
inyeccion y emulsiones.

Los vehiculos adecuados que se pueden usar para proporcionar formas de dosificacion parenterales de la invencion
se conocen bien por los expertos en la técnica. Los ejemplos incluyen: agua para inyeccion USP; vehiculos acuosos
tales como Inyeccion de Cloruro de Sodio, Inyeccion de Ringer, Inyeccion de Dextrosa, Inyeccion de Dextrosa y
Cloruro de Sodio, e Inyeccidon de Ringer Lactato; vehiculos miscibles en agua tales como alcohol etilico,
polietilenglicol, y polipropilenglicol; y vehiculos no acuosos tales como aceite de maiz, aceite de semilla de algodén,
aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de isopropilo, y benzoato de bencilo.

6. Ejemplos

Los ejemplos que se refieren a la materia fuera del alcance de las reivindicaciones se proporcionan como Ejemplos
de referencia.

6.1. Modelo de enfermedad de encefalomielitis experimental autoinmune (EAE)

Los ratones knockout y los compuestos se ensayaron en un modelo de enfermedad de EAE, que se llevo a cabo
generalmente como se describe a continuacion.

Modelo de ratén. Aqui, se implementd una adaptacion del método de Bettelli, et al., J. Immunol. 161:3299 (1998). Se
inmunizaron hermanos de camada C57BI/6-Albino/129SvEv de ocho a 12 semanas de edad por via subcutanea con
un total de 300 ug de péptido MOGp35-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) emulsificado en adyuvante completo
de Freund (CFA) que contenia 250 ug de Mycobacterium tuberculosis inactivadas por calor H37 Ra (Difco
Laboratories). El antigeno se dividid por igual entre dos sitios de inyeccion en los costados abdominales.
Inmediatamente después de la inyeccion del antigeno emulsionado (dia 0), cada ratén recibié una inyeccion
intravenosa de 500 ng de toxina Pertussis (List Biological Laboratories). Los pesos de los animales se registraron
antes del inicio del experimento y se controlaron a lo largo del experimento, 2-3 veces por semana. La gravedad de
la enfermedad se puntud en una escala de la siguiente manera: 0 = asintomatica, ningun signo detectable de la
enfermedad; 1 = ligera debilidad de la cola/cola floja y/o cuartos traseros caidos; 2 = paralisis total definida de la
cola; 3 = caminar torcido/en balanceo leve y paralisis total de la cola y/o reflejo de enderezamiento alterado leve; 4 =
balanceo fuerte con alteraciéon del control-debilidad de las extremidades posteriores y/o reflejo de enderezamiento
alterado; 5 = paralisis de una de las extremidades posteriores, posiblemente con debilidad leve de la parte anterior
de la pata; 6 = paralisis de ambas extremidades posteriores y/o debilidad moderada a grave de la parte anterior del
antebrazo; 7 = cuadriplejia/paralisis de todos los miembros posteriores y anteriores; 8 = moribundo/muerto. Cuando
se puntuo la gravedad de la EAE con "2" o mas, se pusieron en el suelo de la jaula una fuente de agua adicional que
consistia en Napa Nectar™, y comida pre-humedecida. A los animales con grave de aparicion de la enfermedad se
les dio fluidoterapia subcutanea que consiste en 1 cc de solucién salina normal un minimo de una vez al dia. Se
sacrificaron animales que mostraban puntuaciones de 7-8 sin signos de recuperacion durante mas de 2 dias.

Modelo de rata. La EAE se provocé en ratas de acuerdo con Mannie, M. D., et al., Proc Natl. Acad. Sci. U.S.A.
82:5515-5519 (1985). Un péptido sintético que consiste en una secuencia analoga al determinante encefalitogeno de
la longitud minima informada de la molécula de proteina basica de mielina bovina (MBP) (MBP68-82:
YGSLPQKAQRPQDEN). A ratas Lewis (150-200 g, hembra; Charles River Laboratories, Wilmington, MA) se les
inyecto por via subcutanea en ambos lados de la raiz dorsal de la cola 0,1 ml de una emulsion que consistia en 100
Mg de péptido MBP encefalitogénico en adyuvante completo de Freund que contenia 200 yg de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, cepa de Jamaica. Los animales inmunizados se controlaron diariamente para determinar el
inicio y la progresion de la enfermedad, comenzando una semana después de la inmunizacién. La gravedad de la
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enfermedad se puntué como se ha descrito anteriormente.
Se sacrificaron animales que mostraban puntuaciones de 7-8 sin signos de recuperacion durante mas de 2 dias.

6.2. Modelo de enfermedad de artritis inducida por colageno (CIA)

Los ratones knockout y los compuestos se ensayaron en un modelo de enfermedad de CIA, que se llevd realizd
generalmente como se describe a continuacion.

Modelo de ratén. Se inmunizaron ratones DBA/1 de ocho a 16 semanas de edad por via intradérmica (i.d.) en varios
sitios en la base de la cola con 100 pg de colageno tipo Il de pollo (Cll; Sigma Chemical Co.) en adyuvante completo
de Freund (CFA, Difco, Detroit, Ml) que contenia 2,5 mg/ml de M. tuberculosis, seguido de una inyeccion de refuerzo
de repeticion i.d. de Cll (100 pg emulsionada en CFA) administrada 3 semanas después de la inmunizacion primaria.
Los ratones se controlaron a diario para detectar signos de artritis, y las puntuaciones de gravedad de la enfermedad
se evaluaron mediante una puntuacion visual de 0 a 4 de acuerdo con la siguiente escala: 0 = sin eritema ni
hinchazén; 1 = eritema e inflamacion leve de la articulacion del pie o del tobillo; 2 = eritema e hinchazén leve que se
extiende desde el tobillo hasta el pie medio; 3 = eritema e inflamacién moderada que se extiende desde el tobillo
hasta las articulaciones metatarsianas; 4 = eritema e hinchazon grave en el tobillo, el pie y los dedos. Las
puntuaciones de gravedad total de la enfermedad se registraron como una suma de puntuaciones visuales para
cuatro miembros. Ademas de la puntuacion visual, se midié el grosor de la pata con un calibre micrométrico.

Modelo de rata. La CIA se provoco en ratas de acuerdo con Rosloniec, E. F., et al., Curr Protoc Immunol Capitulo
15: unidad 15, pags. 11-25. Aqui, a ratas Lewis (150-200 g, hembra; Charles River Laboratories, Wilmington, MA) se
les inyect6 por via intradérmica en la base de la cola un total de 300 yl de una emulsién 1:1 de colageno bovino de
tipo Il (CII; 150 ug en total; Sigma- Aldrich) y un adyuvante de Freund incompleto (IFA; 150 ul en total; Sigma-
Aldrich), seguido de una inyeccion de refuerzo repetida de la misma emulsion 7 dias después de la inmunizacion
primaria. Las ratas se controlaron para detectar signos de artritis por puntuacion clinica (observacion visual) de cada
pata de rata, utilizando la escala de clasificacion descrita anteriormente. La extension de la hinchazén se calculd
restando los valores basales de la primera medicion de los valores de las mediciones posteriores.

6.3. Modelo de enfermedad de hepatitis inducida con concanavalina A (ConA)

Este modelo se llevd a cabo generalmente como se indica a continuacion. A ratones C57BI/6-Albino/129SVEv se les
inyecto por via intravenosa (i/v) a través de la vena lateral de la cola una Unica dosis subletal de Concanavalina A de
Canavalia ensiformis (Frijol, Tipo IV-S, polvo liofilizado, procesado asépticamente; Sigma) administrada a 10-16
mg/kg de peso corporal de ratén en un volumen total de 0,1-0,3 ml de PBS exento de pirégenos. Las inyecciones de
la vena de la cola de ratones sujetos en un dispositivo de retencién de raton de Plexiglas se realizaron sin anestesia,
utilizando una jeringuilla de 1 ml con una aguja de calibre 27. A las seis y 24 horas después de la inyeccion, se
recogieron muestras de sangre mediante sangrado retro-orbital. Los animales se sacrificaron y se analizaron los
sueros de las muestras de sangre para detectar la presencia de IL-12, TNF-a, MCP-1, IFN-y, IL-10, e IL-6 utilizando
una matriz de perlas citométricas (CBA) (BD Biosciences, Mountain View, CA), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los datos se adquirieron con un citémetro de flujo FACSCalibur y se analizaron con BD CBA Software
(BD Biosciences). Los marcadores bioquimicos de la insuficiencia hepatica se evaluaron midiendo enzimas de dafio
hepatico en suero, aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT), utilizando un analizador
bioquimico clinico estandar. Los higados de ratones tratados con ConA fueron seccionados y tefiidos con H & E para
evaluar el grado de inflamacion inmune mediada por linfocitos T.

6.4. Ratones Knockout MST1

Se criaron ratones knockout MST1 (-/-) y sus hermanos de camada de tipo silvestre (C57BI/6-Albino/129SvEV) y se
evaluaron en modelos de enfermedad de hepatitis inducida por EAE, CIA, y ConA.

En el modelo de EAE, se ensayaron hermanos de camada de MST1-/- de ocho a 12 semanas de edad y de tipo
silvestre (+/+) (C57BI/6-Albino/129SvEvV). En los ratones de tipo silvestre, la EAE comenzé tan pronto como el dia 8
después de la inmunizacion, con un inicio medio a los dias 11,4 £ 0,78 y 12,3 + 0,9 (experimento n.° 1 y experimento
n.° 2, respectivamente). respectivamente). El inicio de la enfermedad se retrasé significativamente en los animales
deficientes en MST1 (dia 16,6 + 1,41 en el experimento n.° 1 y dia 15,1 + 1,1 en el experimento n.° 2; p = 0,005 y
0,06, respectivamente). En la fase aguda post-inmunizacion de la EAE (dias 7-22), hubo una disminucién de 4 a 6
veces en la puntuacién de la enfermedad acumulativa media en ratones MST1-/- en comparacion con sus hermanos
de camada de tipo silvestre. Durante esta fase de la enfermedad, la puntuacion clinica media fue significativamente
menor en los ratones MST1 -/- que en los animales +/+. Ademas, la puntuacién maxima media de EAE observada en
los animales MST1+/+ el dia 17 después de la inmunizacion fue significativamente mayor que la puntuacién maxima
media de EAE en el grupo MST1-/-. Por lo tanto, la deficiencia homocigética del gen MST1 retraso significativamente
el inicio de la EAE en ratones y alivié la gravedad de la EAE en la fase posterior a la inmunizacion aguda. En
conjunto, estos resultados demuestran que los ratones MST1-/- desarrollan EAE menos grave con puntuaciones de
enfermedad significativamente mas bajas, y son menos susceptibles a la enfermedad en comparacién con sus
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hermanos de camada de tipo silvestre.

En el modelo de CIA, se ensayaron ratones de control de ocho a 16 semanas de edad deficientes en MST1 y de tipo
silvestre (C57BI/6-Albino/129SvEv). Como se muestra en la figura 1, los ratones deficientes en MST1 mostraron una
incidencia notablemente disminuida de artritis cuando se compararon con sus hermanos de camada silvestres (*
indica p <0,03). La hinchazon de las articulaciones y los signos clinicos de inflamacion en las articulaciones de tobillo
y mufieca fueron evidentes en los controles de tipo silvestre a partir del dia 21 después de la inmunizacion inicial,
mientras que los primeros signos de artritis medidos por puntuaciones de gravedad de =2 en los ratones deficientes
MST1 se desarrollaron solo el dia 42. La media de las puntuaciones acumulativvas de artritis en el grupo de control
de tipo silvestre se mantuvo superior a 3,5 durante todo el experimento. La gravedad de la artritis disminuy6
significativamente en los ratones deficientes en MST1 con una puntuacion media maxima de artritis acumulada de
1,8 y una media maxima A del espesor de tobillo de 70 um alcanzada el dia 49, mientras que la artritis en el grupo
de control comenzé mas temprano que el dia 25 después de la inmunizacién, con una puntuacién media de artritis
acumulativa de 3,5 al dia 28, una puntuacién media maxima de artritis acumulativa de 6,2 al dia 46 y una media
maxima A del espesor del tobillo de 485 um alcanzada por el dia 32. Esta disminucion significativa en la gravedad de
la artritis en los ratones MST1-/- persistié hasta el dia 53 después de la primera inmunizacion.

En el modelo de hepatitis Con-A, se ensayaron ratones -/- y de tipo silvestre de control (C57BI/6-Albino/129SvEv). El
analisis de la produccién de citocinas inducida por Con A reveld que los niveles séricos de IL-12, TNF-a, y MCP-1
disminuyeron significativamente en ratones MST-1-/- en comparacion con hermanos de camada de tipo silvestre. De
forma similar, la liberacion de enzimas de dafio hepatico (ALT y AST) en ratones MST-1-/- fue menor en ratones
deficientes en MST-1 que en ratones de tipo silvestre en dos experimentos independientes.

6.5. Método sintético general A y Sintesis de 4-(6-amino-5-(1-ox0-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-il)piridin-3-il)-N-
ciclopropilbencenosulfonamida

El compuesto del titulo se preparé mediante el método general A, representado a continuacion:

0
NH
N Br
L — .
N~ NO,
Q H
N\//O Q
B " Vi O
r
X X
» y »
N N NH,

NH,-HBr

en el que: a es acido 1-oxo-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-ilborénico, PdCl.dppf-DCM, Cs,CO3;, DMF, 100 °C; b es
Hz, PdC, MeOH:DMF (1:2); c es Br,, MeOH; y d es acido 4-(N-ciclopropilsulfamoil)fenilborénico, Pd(PPhs)s, Na-CO3
ac., n-BuOH, 100 °C.

En particular, una suspension a temperatura ambiente de 3-bromo-2-nitropiridina (6,4 g, 31,57 mmol), acido 1-oxo-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-ilborénico (6,63 g, 34,73 mmol), PdCl.dppf-DCM (1,031 g, 1,26 mmol) y Cs,COs3
(15,43 g, 47,35 mmol) en DMF se sonic6 durante 20 min mientras se evacu¢ iterativamente la mezcla de reaccion y
se cargo de nuevo con N2 seco para realizar la desgasificacion. Después, la suspension desgasificada se calenté a
100 °C y la reaccion se controld por LC/MS. Tras la finalizacion, la reaccion se filtré y después se concentro al vacio.
El material en bruto resultante se disolvié de nuevo en MeOH, se traté con gel de silice (15 g), después se concentrd
al vacio a sequedad, y después se destilé azeotropicamente con tolueno para retirar el metanol en trazas. El polvo
se suspendié en DCM, después se evapord instantaneamente sobre un lecho largo de silice, eluyendo con MeOH al
4-10 %:DCM. Las fracciones puras se combinaron y se concentraron. El sélido de color pardo resultante se
suspendié en DCM (15 ml), después se filtré para retirar las impurezas de color para proporcionar 6-(2-nitropiridin-3-
il)-3,4-dihidroisoquinolin-1(2H)-ona en forma de un sélido de color castafio (7,4 g, rendimiento del 87 %). '"H RMN
(400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 8,63 (d, J = 4,5 Hz, 1 H), 8,23 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 8,04 (s a, 1 H), 7,86-7,98 (m, 2 H),
7,38 (s, 1 H), 7,35 (d, J = 9,0 Hz, 1 H), 3,37-3,44 (m, 2 H), 2,95 (t, J = 6,3 Hz, 2 H); "3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) &
ppm 163,78, 156,77, 148,11, 142,04, 139,99, 137,26, 129,76, 128,46, 128,33, 127,63, 127,02, 126,19, 27,52; MS
(El) m/z: 270 [M+H]*; HRMS calc. para C14H12N303 [M+H]*270,0879, observado 270,0870.

Una solucion de 6-(2-nitropiridin-3-il)-3,4-dihidroisoquinolin-1(2H)-ona (7,4 g, 27,50 mmol) en metanol (100 ml) y
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DMF (200 ml) se desgasificé evacuando iterativamente el matraz de reaccién y cargandose de nuevo con nitrégeno
seco (5 X). A la solucion desgasificada se le afiadié Pd al 10% sobre carbono (tipo Degussa, agua al 50 % en peso,
1,5 g). La reaccidon se cargd con hidrégeno (~1 atm) evacuando iterativamente el recipiente de reaccion vy
cargandose de nuevo con hidrégeno (3 X). La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion vigorosa y
se controlé por LC/MS. Tras la finalizacion, la reaccion se desgasificod y se purgd con nitrdgeno como anteriormente,
después se calentd a 70 °C y se filtré mientras estaba caliente sobre una capa de celite. El lecho se aclaré con DMF
(100 ml), que se calenté a 120 °C. Los extractos organicos combinados se concentraron al vacio, y se destilaron
azeotropicamente con tolueno (2 x 150 ml) para retirar la DMF residual.

El solido obtenido se tratd con metanol (200 ml), después se calentd y se sonicd para proporcionar una suspension
lechosa. La suspension se enfrio a 0 °C y se traté con bromo (1,48 ml. 28,88 mmol) mediante adicion cuidadosa. La
reaccion se controlé por LC/MS, y, después de la composicién (15 min) se concentro al vacio. El material resultante
se almacend a alto vacio durante una noche para retirar el bromo en trazas para proporcionar bromhidrato de 6-(2-
amino-5-bromopiridin-3-il)-3,4-dihidroisoquinolin-1(2H)-ona en forma de un solido de color pardo (11,16 g,
rendimiento del 100 %), que se uso sin purificacion adicional. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,31 (d, J = 2,3
Hz, 1 H), 8,03 (sa, 1 H), 8,00 (d, J=2,0Hz, 1H),7,95(d, J=8,3Hz, 1H), 7,45 (s, 1 H), 7,44 (s, 2 H), 3,38-3,45 (m,
2 H), 2,96 (t, J = 6,6 Hz, 2 H); "*C RMN (101 MHz, DMSO-ds)  ppm 163,89, 151,88, 144,15, 140,08, 137,31, 136,47,
130,22, 128,00, 127,79, 127,10, 126,28, 104,76, 48,52, 27,70; MS (El) m/z: 318, 320 [M+H]*; HRMS calc. para
C14H12BrN3O [M+H]*318,0242, observado 318,0234.

Una suspension del clorhidrato de 6-(2-amino-5-bromopiridin-3-il)-3,4-dihidroisoquinolin-1(2H)-ona de bromhidrato de
arilo (6,50 g, 16,25 mmol), acido 4-(N-ciclopropilsulfamoil)fenilborénico (6,57 g, 17,88 mmol), Pd(PPhs)s (565 mg,
0,49 mmol) y Na;COs ac. 2,0 M (4,3 g, 48,75 mmol) en n-BuOH (180 ml) se desgasificé burbujeando una corriente
de nitrégeno anhidro durante 10 min. Después, la mezcla de reaccion se calenté a 100 °C durante 3 h. Tras la
finalizacion, la reaccion caliente se diluyd con DMF (300 ml) y se calentdé a 125 °C antes de filtrar la suspension
caliente sobre una capa de celite mojada con DMF caliente. Los extractos organicos se enfriaron a temperatura
ambiente, después se trataron con gel de silice (40 g) y el disolvente se retird al vacio. El polvo seco se suspendid
en DCM y se cargd sobre la parte superior de un lecho largo de gel de silice licuado en DCM vy el sistema se eluy6
con MeOH al 10-20 %. Las fracciones que contenian el producto se concentraron, y el sélido resultante se suspendié
en DMF caliente, y después se filtrd. La torta se aclaré con MeOH, después se sec6 al vacio para proporcionar 4-(6-
amino-5-(1-oxo-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-il)piridin-3-il)-N-ciclopropilbencenosulfonamida en forma de un polvo
de color blanco (5,3 g, rendimiento del 75%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,62 (d, J = 2,0 Hz, 1 H), 8,34 (d,
J=20Hz 1H),813(sa, 2H),807(sa, 1H),804(d, J=86Hz 2H),799(d,J=83Hz,1H),788(,J=83
Hz, 2 H), 7,57 (s, 1 H), 7,56 (s, 2 H), 3,43 (t, J= 5,7 Hz, 2 H), 2,99 (t, J = 6,3 Hz, 2 H), 2,12 (it, J = 6,8, 3,5 Hz, 1 H),
0,44-0,53 (m, 2 H), 0,36-0,44 (m, 2 H); MS (El) nv/z: 435 [M+H]".

6.6. Método sintético general B y Sintesis de 5-(6-amino-5-(1-ox0-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-il)piridin-3-il)-N-
etiltiofeno-2-sulfonamida

El compuesto del titulo se preparé mediante el método general B, representado a continuacion:

0 0
NH "
Br N
| . (HORBA
Z a, b |
N™ NH-HBr NZ NH,-HBr

0
. _\9/\ NH
c N—|S|
& s I\
S
N” NH,

en el que: a es NaHCO3 1 N:DCM (1:1); b es MeLi, t-BuLi, B(Oi-Pr)s, THF, -78 °C a temperatura ambiente; y ¢ es 5-
bromo-N-etiltiofeno-2-sulfonamida, PdClx(PPhs);, MeCN, Na,CO3 ac. 2,0 M, y-ondas a 140 °C durante 6 min.

Una solucién de bromhidrato de 6-(2-amino-5-bromopiridin-3-il)-3,4-dihidroisoquinolin-1(2H)-ona (2,00 g, 5,0 mmol),

obtenida como se describe en el Ejemplo 5.2, se enfri6 a 0 °C en DCM (50 ml) y se traté lentamente con una
solucion ac. 1 N de NaHCO3; (25 ml). La solucién enfriada se agité vigorosamente durante 5 min, y después las
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capas se separaron. La capa organica se secd sobre MgSOs, se filtrd, se concentré y después se secod
vigorosamente al vacio. El sélido de color castafio resultante (1,54 g, 5,0 mmol) se disolvié en THF (500 ml), se
enfrié a -78 °C y se tratd con una solucién 1,6 M de MeLi en Et,O (10,3 ml, 16,5 ml). La reacciéon se mantuvo durante
15 min, antes de la adicion gota a gota de t-BuLi 1,7 M (8,8 ml, 14,96 mmol) durante 10 min. La solucién enfriada se
agito vigorosamente durante 45 min mas antes de la adicion de triisopropilborato (5,2 ml, 22,5 mmol). La reaccion se
dejo calentar a temperatura ambiente durante 30 min antes de interrumpirse con NH4Cl sat. ac. (1 ml) seguido de
agua (5 ml). El precipitado resultante se retird por filtracion y se lavd con agua fria, después se seco durante una
noche al vacio para proporcionar acido (6-amino-5-(1-oxo-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-il)piridin-3-il)borénico (1,10
g, rendimiento del 78%). '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,35 (d, J=2,3Hz, 1 H), 7,97 (sa,1H),7,92(d, J =
7,8Hz,1H),7,76 (t, J=5,6 Hz, 1 H), 7,67 (d, J=2,5Hz, 1 H), 7,50 (d, J = 3,8 Hz, 1 H), 7,43-7,47 (m, 2 H), 6,21 (s,
2 H), 2,96 (t, J = 6,4 Hz, 2 H), 2,85-2,92 (m, 2 H); MS (El) m/z: 284 [M+H]".

Una mezcla de acido (6-amino-5-(1-oxo-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-il)piridin-3-il)borénico (291 mg, 1,02 mmol), 5-
bromo-N-etiltiofeno-2-sulfonamida (278 mg, 1,02 mmol), y PdCI(PPhs)2(35 mg, 0,05 mmol) en n-BuOH (3 ml) se
traté con una solucién ac. 2,0 M de Na,CO3 (1 ml) y después se calentd por microondas a 140 °C durante 6 min.
Después, la reaccion se filird, y se purific6 por HPLC para proporcionar 5-(6-amino-5-(1-oxo-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-6-il)piridin-3-il)-N-etiltiofeno-2-sulfonamida en forma de un sélido de color blanco después de la
purificacion por HPLC preparativa. '"H RMN (300 MHz, MeOH) & ppm 8,31 (d, J = 2,3 Hz, 1 H), 8,07 (d, J = 8,0 Hz, 1
H), 7,72 (d, J=2,3Hz, 1 H), 7,54 (dd, J=3,8,2,1 Hz, 1 H), 7,52 (d, J= 1,7 Hz, 1 H), 7,48 (s, 1 H), 7,34 (d, /= 3,8
Hz, 1 H), 3,57 (dd, J = 13,4, 6,5 Hz, 1 H), 2,93-3