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DESCRIPCION
Inhibidores de STAT3
Campo técnico

La presente invencion se refiere generalmente al menos a los campos de la biologia computacional, la biologia celular,
la biologia molecular, la biologia y la medicina del cancer.

Antecedentes de la invencion

El transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (Stat3) es un oncogén (Bromberg et al., 1999) y uno de los siete
miembros de la familia de las proteinas STAT, que son intermedios de sefializacion que median las acciones de muchas
citoquinas y factores de crecimiento. Stat3 es constitutivamente activo en muchos tipos diferentes de cancer incluyendo
prostata, mama, pulmoén, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, mieloma multiple, cancer de colon,
carcinomas hepatocelulares y gran leucemia linfocitica granular (Turkson and Jove 2000; Dong et al., 2003; Kortylewski
et al., 2005; Lin et al., 2005; Tweardy and Redell 2005; Redell and Tweardy 2006). Ademas, los estudios de xenoinjertos
de tumores humanos en ratones han demostrado repetidamente que la inhibiciéon de Stat3 produce una disminucion del
crecimiento tumoral y una supervivencia animal mejorada (Redell and Tweardy 2006) induciendo la apoptosis en células
tumorales, inhibiendo la angiogénesis (Kato et al., 2004) y mejorando la citotoxicidad inmunomediada amtitumoral (Dunn
et al., 2002; Kortylewski et al., 2005). De este modo, Stat3 ha sido identificado como una diana potencialmente de alto
rendimiento para el desarrollo de farmacos para tratar muchos canceres (Yu and Jove 2004; Darnell 2005).

En contraste con Stat3, Stat1 es antioncogénico; es un potente inhibidor del crecimiento tumoral y promotor de la
apoptosis (Bromberg et al., 1999). También, debido a que los tumores de animales de tipo salvaje tratados con
carcindgenos crecen mas rapidamente cuando se trasplantan a los animales deficientes en Stat1 que en un huésped de
tipo salvaje, Stat1 contribuye a la vigilancia de tumores (Kaplan et al., 1998). Por consiguiente, una meta altamente
deseable en el desarrollo de farmacos que se dirigen a Stat3 es la selectividad para Stat3 frente a Stat1, por ejemplo.

Se han desarrollado farmacos que se dirigen selectivamente Stat3 frente a Stat1 (Bhasin et al., 207; Jing et al., 2004;
Coleman et al., 2005; Song et al., 2005; Schust et al., 2006; Siddiquee et al., 2007). Sin embargo, la determinacién de
su selectividad se establecid empiricamente después de su identificaciéon como inhibidores de Stat3 y no se incorporé
en el proceso de cribado. Existe una necesidad en la técnica de proporcionar nuevos compuestos y métodos de
inhibicion de Stat3 selectivamente.

Los documentos W02006/069001 y US2006/148715 del solicitante se refieren a inhibidores de Stat3 y describen un
compuesto (ID-7682533) correspondiente al Com 3-7 descrito a continuacion.

Resumen de la invencién
Aspectos de la invencién se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Stat3 es un oncogén constitutivamente activado en muchos sistemas de cancer donde contribuye a la carcinogénesis.
Descrito en el presente documento, hay un enfoque de cribado virtual de ligandos de moléculas pequefias que dirige el
bolsillo de unién del péptido pY del dominio SH2 de Stat3 en tres sitios, incluyendo, por ejemplo, un bolsillo hidréfobo,
que sirve como filtro de selectividad. Este enfoque identificd por primera vez nuevos compuestos de plomo que inhiben
competitivamente la union de Stat3 a su ligando del péptido pY, que son selectivos para Stat3 frente a Stat1 y que
inducen también apoptosis preferencialmente de lineas celulares de cancer de mama de ejemplo con Stat3 activado
constitutivamente. Un compuesto (Com188) era activo en el intervalo nanomolar. Ademas de producir compuestos que
selectivamente se dirigen a Stat3 por disefio, la presente divulgacion es util para identificar sondas quimicas selectivas
de otros miembros de la familia de las proteinas STAT, especialmente Stat5A/B, por ejemplo, que también ha estado
implicado en carcinogénesis. Ademas de producir compuestos que dirigen selectivamente Stat3 por disefio, el enfoque
de la invencién es util para identificar sondas quimicas selectivas de otros miembros de la familia de las proteinas STAT.

La presente invencion es particularmente Gtil dado el numero de sistemas de tumores en los que Stat3 contribuye a la
oncogénesis, asi como demostraciones recientes de que tirosina quinasas asociadas a multiples receptores y asociadas
a no receptores estan activadas en un unico tumor. Los agentes que dirigen a Stat3, a un punto de convergencia de
sefializaciéon para multiples quinasas oncogénicas, son mas ampliamente Utiles en el tratamiento contra el cancer que
los agentes dirigidos a las oncogénicas quinasas individuales, en ciertos casos.

Para desarrollar sondas quimicas que se dirigen selectivamente a Stat3, se cribaron 920,000 pequefios compuestos

similares a farmacos al acoplar cada uno de ellos en el bolsillo de unién del péptido del dominio SH2 de Stat3, que
consiste en tres sitios: el sitio de union del residuo pY, el sitio de unién del residuo +3 y un sitio de unién hidrofobo, que
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sirvid como filtro de selectividad. Tres compuestos de ejemplo e ilustrativos satisfacian criterios de analisis de
interaccion, inhibian competitivamente la union de Stat3 recombinante a su ligando del péptido pY inmovilizado e
inhibian la fosforilacién de tirosina mediada por IL-6 de Stat3. Estos compuestos se usaron en una criba de similitud de
2.47 millones de compuestos, los cuales identificaron 3 compuestos mas activos con actividades similares. El examen
de los 6 compuestos activos para determinar la capacidad para inhibir la fosforilacion de Stat1 mediada por IFN-y reveld
que 5 de 6 eran selectivos para Stat3. La secuencia y la comparacion estructural 3-D de los dominios SH2 de Stat3 y
Stat1 unidos al compuesto revelaron que la interaccién del compuesto con el sitio de unién hidréfobo era la base para la
selectividad. Los 5 compuestos selectivos inhibieron la translocacién del nucleo al citoplasma de Stat3, mientras que 3
de 5 compuestos indujeron apoptosis preferencialmente de lineas celulares de cancer de mama con activacion
constitutiva de Stat3. De este modo, el cribado virtual de ligandos de bibliotecas de compuestos que dirigieron el bolsillo
de unién del Stat3 péptido pY identificéd por primera vez 3 compuestos de plomo que inhiben competitivamente la unién
de Stat3 a su ligando del péptido pY; estos compuestos fueron selectivos para Stat3 frente a Stat1 e indujeron apoptosis
preferencialmente de lineas celulares de cancer de mama con Stat3 activado constitutivamente.

En algunos casos, los métodos y/o composiciones descritos en este documento son Utiles para inhibir la actividad de
Stat3. En casos especificos, los métodos y/o composiciones de la invencion se emplean para inducir la apoptosis en
una célula cancerosa, inhibir la angiogénesis en un tumor, mejorar la citotoxicidad inmunomediada antitumoral, disminuir
el crecimiento tumoral, mejorar la supervivencia animal, inhibir la fosforilacion de Stat3 y/o la translocacion de nucleo a
citoplasma de Stat3. En ciertos casos, los inhibidores de Stat3 inhiben Stat3, pero no inhiben Stat1. En algunos casos,
los inhibidores de Stat3 de la invencion interactian con el dominio SH2 de Stat3, inhiben competitivamente la unién de
Stat3 recombinante a su ligando del péptido pY inmovilizado, y/o inhiben la fosforilacién de tirosina mediada por IL-6 de
Stat3, por ejemplo. En particular, el inhibidor de Stat3 de la invenciéon cumple los criterios de analisis de interaccion
(CIA): 1) puntuacion de energia minima total <-30; 2) formacién de una red de puentes salinos y/o de enlaces H en el
sitio de union del residuo pY de Stat3; y/o 3) formacion de un enlace de H con o bloqueando el acceso al hidrégeno de
amida de E638 de Stat3, por ejemplo. En algunos casos, el inhibidor de Stat3 interactia con un bolsillo de enlace
hidréfobo con el dominio SH2 de Stat3.

En realizaciones especificas, el cancer tratado por la invenciéon puede ser cualquier tipo de cancer, aunque en
realizaciones especificas el cancer comprende células que tienen Stat3 fosforilado constitutivamente o una expresion de
proteina Stat3 aumentada. En algunos casos, el cancer puede ser del pulmén, mama, piel, higado, rifién, testiculos,
ovario, cuello uterino, hueso, bazo, vesicula biliar, cerebro, pancreas, estbmago, ano, préstata, colon o sangre, por
ejemplo; El inhibidor puede inhibir Stat3 en una célula madre cancerosa de cualquiera de estos canceres. En otras
realizaciones, se trata una enfermedad hiperproliferativa tal como una enfermedad linfoproliferativa después del
trasplante o una restenosis. En otra realizacién, se trata la fibrosis pulmonar. En otras realizaciones, se trata el asma o
una enfermedad inflamatoria intestinal.

Se describen en este documento, por ejemplo, métodos de identificacion de inhibidores de otros miembros de la familia
de las proteinas STAT, incluyendo STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5 (STAT5A y STAT5B), y STATS6.

Lo anterior ha descrito mas bien ampliamente las caracteristicas y ventajas técnicas de la presente invencién con el fin
de que la descripcion detallada de la invencion que sigue se pueda comprender mejor. A continuacion, se describiran
caracteristicas y ventajas adicionales de la invencion que forman el objeto de las reivindicaciones de la invencion. Se
debe apreciar por los expertos en el arte que la concepcion y la realizacion especifica descrita pueden ser faciimente
utilizadas como base para modificar o disefiar otras estructuras para llevar a cabo los mismos propdsitos de la presente
invencién. También se debe comprender por los expertos en el arte que tales construcciones equivalentes no se apartan
del espiritu y alcance de la invencion como se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las nuevas caracteristicas que
se cree que son caracteristicas de la invencion, tanto en cuanto a su organizacion como a su modo de funcionamiento,
junto con otros objetos y ventajas, se comprenderan mejor a partir de la siguiente descripcion cuando se considere en
relacion con las figuras adjuntas. Sin embargo, se debe entender expresamente que cada una de las figuras se
proporciona Unicamente con fines de ilustracion y descripcion y no se pretende que sea una definicion de los limites de
la presente invencion.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 demuestra la inhibicion de la unién de Stat3 al ligando fosfopéptido inmovilizado por los compuestos. La
union de Stat3 recombinante (500 nM) a un chip sensor BiaCore recubierto con un fosfododecapéptido basado en la
secuencia de aminoacidos que rodea a Y1068 dentro del EGFR se midio en tiempo real mediante SPR (unidades de
respuesta) en ausencia (0 uM) o presencia de concentraciones crecientes (0.1 a 1,000 uM) de Com3 (panel A, no
reivindicado), Com30 (panel B), Com188 (panel C), Com3-2 (panel D, no reivindicado), Com3-7 (panel E, no
reivindicado) y Com30-12 (panel F). Los datos mostrados son representativos de 2 o mas experimentos. Se
normalizaron los niveles de enlace en equilibrio obtenidos en ausencia o presencia de compuestos (respuesta obtenida
en presencia del compuesto + la respuesta obtenida en ausencia del compuesto x 100), se representa frente a la
concentracion log (nM) de los compuestos (panel G). Los puntos experimentales se ajustan a una curva de unién
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competitiva que utiliza una ecuacion logistica de cuatro parametros (véanse los métodos de ejemplo para detalles).
Estas curvas se usaron para calcular ICs (Tabla 1).

La figura 2 demuestra la inhibicion de la activaciéon mediada por IL-6 de Stat3 por compuestos. Se trataron previamente
las células HepG2 con DMSO solo o DMSO que contenia Com3 (panel A, no reivindicado), Com188 (panel B), Com30
(panel C), Com3-2 (panel D, no reivindicado), Com3-7 (panel E, no reivindicado) o Com30-12 (panel F) a la
concentracion indicada durante 60 min. A continuacion, las células fueron estimuladas con IL-6 (30 ng/ml) durante 30
min. Los extractos de proteinas de las células se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron y se desarrollaron en serie
con anticuerpos contra pStat3, Stat3 total y p-actina. Se desmontaron las transferencias entre cada sonda de
anticuerpos. Las intensidades de bandas de inmunotransferencia se cuantificaron por densitometria. El valor de cada
intensidad de la banda pStat3 se dividié por cada valor correspondiente de la intensidad de la banda Stat3 total y los
resultados se normalizaron al valor de control tratado con DMSO y se representan como una funcién de la
concentracion log del compuesto. Las curvas de ajuste Optimo se generaron basandose en el software IDBS, 4-
Parameter LogisticModel/Dose Response/XLfit 4.2. Cada panel es representativo de 3 o0 mas experimentos.

La figura 3 proporciona férmulas quimicas de ejemplo y nombres de compuestos. Las férmulas y nombres quimicos se
indican para Com3 (panel A, no reivindicado), Com30 (panel B), Com188 (panel C), Com3-2 (panel D, no reivindicado),
Com3-7 (panel E, no reivindicado) Y Com30-12 (panel F).

La figura 4 muestra el efecto de los compuestos sobre la activacion de Stat1. Se trataron previamente células HepG2
con DMSO solo o DMSO conteniendo cada uno de los compuestos a una concentracion de 300 uM durante 60 min. Las
células fueron estimuladas con IFN-y (30 ng/ml) durante 30 min. Los extractos de proteinas de las células se separaron
por SDS-PAGE y se inmunotransferieron en serie con anticuerpos contra pStat1, Stat1 total y B-actina. Las
transferencias se retiraron entre cada inmunotransferencia. Los resultados mostrados son representativos de 2 o mas
experimentos.

La figura 5 proporciona comparaciones de las secuencias de dominio SH2 de Stat3 y Stat1, estructuras 3-D y energias
de van der Waals de unién a compuestos. La alineacion de la secuencia de los dominios SH2 de Stat3 y Stat1 se
muestra en el panel A. Los residuos que se unen al residuo pY se destacan y sefalan por una flecha sélida, el residuo
(E638) que se une al residuo +3 se destaca y sefiala por una flecha punteada y el Buclegcpp y el Bucless-oc, que
comprenden el sitio de unién hidréfobo que consiste, se destacan y sefalan por flechas punteadas y discontinuas,
respectivamente. El panel B muestra una superposicion de un modelo de superficie de van der Waals de tubo y niebla
del dominio SH2 de Stat3 y un modelo de superficie Van der Waals de tubo y niebla del SH2 de Stat1. Los residuos del
dominio SH2 de Stat3 representan Buclescsp se destacan y se muestran mediante circulos punteados y los residuos
representan Bucleqs.oc s€ destacan y se muestran con un circulo discontinuo; los residuos de bucle correspondientes
dentro del dominio SH2 de Stat1 se muestran en una niebla ligera que rodea los circulos. Esta superposicién se muestra
unida por Com3-7 (no reivindicado) como se uniria al dominio SH2 de Stat3. La energia de van der Waals de cada
compuesto unido al dominio SH2 de Stat1 o al dominio SH2 de Stat3 se calcul6, normalizé al valor para Stat1 y se
representé en el panel C.

La figura 6 muestra un modelo informatico de cada compuesto unido por el dominio SH2 de Stat3. Los resultados de
acoplamiento de ordenador al dominio SH2 de Stat3 se muestran para Com3 (panel A, no reivindicado), Com30 (panel
B), Com188 (panel C), Com3-2 (panel D, no reivindicado), Com3-7 (panel E, no reivindicado) y Com30-12 (panel F). La
imagen a la izquierda de cada panel muestra el compuesto que se une a un modelo de relleno de espacio del dominio
SH2 de Stat3. El sitio de union del residuo pY esta representado por un circulo discontinuo, el sitio de unién del residuo
+3 esta representado por un circulo sélido, el bucle Buclegc.pp esta representado por un circulo punteado y el bucle
Bucless-oc esta representado por circulo punteado. Los residuos R609 y K591 criticos para la unién de pY se muestran
dentro de un circulo discontinuo, el residuo E638 que se une al residuo +3 mostrado dentro de un circulo sélido y se
muestra el sitio de unién hidréfobo que consiste en Buclepcpp Yy Bucleus-oc dentro de un circulo discontinuo y punteado,
respectivamente. La imagen en el lado derecho de cada panel es una vista mas cercana de esta interaccion con enlaces
de hidrégeno indicados por lineas punteadas. En la figura 6A, la unidad estructural de acido benzoico cargada
negativamente de Com3 (no reivindicado) tiene interacciones electrostaticas con el sitio de unién del residuo pY de
carga positiva que consiste principalmente del grupo catién guanidinio de R609 y el grupo amonio basico de K591. El
grupo acido benzoico también forma una red de enlaces de hidrégeno que consiste en enlaces H dobles entre el
oxigeno carboxilico y el hidrégeno aménico de R609 y el hidrégeno de amida de E612. La formacion de enlaces H
también ocurre entre el oxigeno de carbonilo de acido benzoico y el hidrégeno de hidroxilo de cadena lateral de Serina
611. Dentro del sitio de uniéon del residuo +3, el atomo de oxigeno de 1,4-benzodioxina forma un enlace de hidrégeno
con el hidrégeno de amida de E638. Ademas, la 2,3-dihidro-1,4-benzodioxina de Com3 (no reivindicado) interactia con
los bucles que forman el sitio de union hidréfobo. En la figura 6B, el extremo carboxilico de la unidad estructural acido
benzoico de Com30, que esta cargado negativamente en condiciones fisiolodgicas, forma un puente salino con el grupo
guanidinio de R609 en el sitio de unidn del residuo pY. Dentro del sitio de unién del residuo +3, el oxigeno del grupo
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tiazolidina forma un enlace de H con el hidrégeno de amida del esqueleto peptidico de E638. Ademas, la unidad
estructural de tiazolidina se sumerge en el sitio de unién hidréfobo. En la figura 6C hay una interaccién electrostatica
entre la unidad estructural (carboximetil) tio de Com188 que lleva una carga negativa y el sitio de union del residuo pY
que consiste en R609 y K591 que llevan carga positiva en condiciones fisioldgicas. Existen enlaces H entre el oxigeno
de hidroxilo del grupo (carboximetil)tio de Com188 y el hidrogeno de guanidinio de R609, entre el oxigeno de hidroxilo
del grupo (carboximetil)tio y el hidrogeno de amida del esqueleto de E612, y entre el oxigeno de carboxilo del grupo
(carboximetil)tio de Com188 y el hidrogeno de hidroxilo de S611. Dentro del sitio de unidn del residuo +3, existe un
enlace de H entre el oxigeno de hidroxilo del grupo acido benzoico de Com188 y el hidrogeno de amida de E638.
Ademas, el grupo acido benzoico se extiende e interactia con el sitio de unién hidréfobo. En la figura 6D, el grupo acido
benzoico del Com3-2 (no reivindicado) tiene interacciones electrostaticas significativas con el bolsillo del sitio de unién
del residuo pY, aportada principalmente por R609 y K591, y forma dos enlaces H; el oxigeno carboxilico del grupo acido
benzoico se une al hidrégeno de guanidinio de R609, y el oxigeno de carbonilo del grupo acido benzoico se une al
hidrégeno de carbonilo de S611. Dentro del sitio de union del residuo +3, el oxigeno dentro del grupo 1,3-dihidro-2H-
inden-2-ilideno forma un enlace de H con el hidrogeno de amida del esqueleto de E638. Ademas, el grupo 1,3-dihidro-
2H-inden-2-ilideno se sumerge en el sitio de unién hidréfobo. En la figura 6E se forman enlaces H entre el oxigeno de
carbonilo de la unidad estructural 4-benzoato de metilo de Com 3-7 y el guanidinio de cadena lateral de R609 y entre el
metoxi-oxigeno y el hidrogeno del extremo de amonio de K591. El grupo (2-metoxi-2-oxoetil) -4,8-dimetil-2-oxo-2H-
cromeno de Com3-7 (no reivindicado) bloquea el acceso al hidrégeno de amida de E638 en el sitio de unién del residuo
+3. Ademas, este grupo se sumerge en el sitio de unién hidréfobo. En la figura 6F hay interacciones electrostaticas
entre el grupo derivado del acido benzoico de Com30-12 y R609 y 591 en el sitio de union del residuo pY. También, se
forman enlaces H entre el oxigeno de hidroxilo de Com30-12 y el hidrogeno de guanidinio de R609, entre el oxigeno de
carboxilo de Com30-12 y el hidrogeno de hidroxilo de S611 y entre el grupo de furilo de Com30-12 y el hidrogeno del
amonio de K591. Los grupos 1,3-dietil-4,6-dioxo-2-tioxotetrahidro-5 (2H)-pirimidinilideno bloquea el acceso al sitio de
union del residuo +3; sin embargo, se extiende en la ranura entre el sitio de union del residuo pY y Buclegc.sp, mientras
se preserva el sitio de unién hidréfobo.

La figura 7 muestra la inhibicion de la translocacion citoplasma al nucleo de Stat3 evaluada por microscopia de
fluorescencia de alto rendimiento y confocal. En el panel A, se trataron previamente las células MEF/GFP-Stat3
cultivadas en cubreobjetos con DMSO que ya sea contenian (fila cuatro) o no contenian (fila tres) Com3 (no
reivindicado) (300 uM) durante 60 minutos antes de ser estimulados sin (fila uno) o con IL-6 (200 ng/ml) e IL-6sR (250
ng/ml) durante 30 minutos (filas dos, tres y cuatro). Los cubreobjetos fueron examinados por microscopia fluorescente
confocal usando filtros para detectar GFP (columna uno), DAPI (columna dos) o ambos (combinacién, columna tres). En
el panel B, se cultivaron células MEF-GFP-Stat3 en placas de 96 pozos con fondos de vidrio 6ptico y se trataron
previamente con el compuesto indicado a las concentraciones indicadas por cuadruplicado durante 1 hora, luego se
estimularon con IL-6 (200 ng/ml) e IL- 6sR (250 ng/ml) durante 30 minutos. Las células se fijaron y las placas se
examinaron mediante microscopia de alto rendimiento para determinar la intensidad de fluorescencia en el nucleo
(FLIN) y el % A de FLINwmax se calculé como se describe en el ejemplo 1. Los datos mostrados son la media £ SD y son
representativos de 2 o mas estudios. Las curvas de ajuste optimo se generaron basandose en software IDBS, 4
Parameter LogisticModel/Dose Response/XLfit 4.2 y se usaron para calcular ICso (Tabla 1).

La figura 8 demuestra la inhibicion de la union del ADN Stat3 mediante los compuestos. Los ensayos de cambio de
movilidad electroforética se realizaron usando extractos de células enteras preparados a partir de células HepG2 sin y
con estimulacion con IL-6 (30 ng/ml) durante 30 min. La proteina (20 ng) se incubdé con oligonucledtido duplex
radiomarcado (hSIE) y DMSO sin o con los compuestos indicados (300 uM) durante 60 minutos a 37°C y después se
separé mediante PAGE. El gel se seco y se autoradiografid; se muestra la parte del gel correspondiente a la banda de
hSIE unido a Stat3. Los datos mostrados son representativos de 2 estudios.

La figura 9 demuestra la induccion de la apoptosis de lineas celulares de cancer de mama por compuestos; apoptosis
selectiva de lineas celulares que son dependientes de Stat3. Se sembraron MDA-MB-468 (panel A), MDA-MB-231
(panel B), MDA-MB-435 (panel C), MCF7 (panel D) y MDA-MB-453 (panel E) en una placa de 12 pozos, se cultivaron
durante una noche y luego se trataron con el compuesto indicado durante 24 horas. Las células se centrifugaron y los
sobrenadantes ensayaron para determinar los niveles de nucleosomas mediante ELISA. Se calculé el nivel de
nucleosomas maximo porcentual (nivel de nucleosoma 4 maximo del nucleosoma alcanzado en el ensayo x 100) y se
registr6 como una funcidon de la concentracion log del compuesto y la curva de ajuste 6ptimo generada usando el
software IDBS, 4-Parameter LogisticModel/Dose Response/XLfit 4.2. Esta curva se us6 para calcular la EC50.

La figura 10 muestra Com3 (no reivindicado), Com30 y Com188 y la hidrofobicidad o hidrofilicidad de la superficie de la
molécula. Las flechas discontinuas apuntan a superficies hidréfilas, y las flechas sdélidas apuntan a superficies
hidréfobas.

La figura 11 ilustra el compuesto 3 (Com3, no reivindicado) de ejemplo. La imagen superior izquierda de la figura 11
muestra el Com3 (no reivindicado) acoplado a Stat3 y la interacciéon entre Com3 (no reivindicado) y la superficie de la
proteina y derivados de Com3 (no reivindicado) que pueden encajar en la superficie de la proteina. Las estrellas
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representan atomos y grupos quimicos que pueden ser reemplazados por otros atomos o grupos quimicos para crear
uno o mas derivados funcionales. Las superficies hidréfobas/hidréfilas de Com3 (no reivindicado) también se
demuestran en la imagen superior derecha. Las flechas discontinuas apuntan a superficies hidrdéfilas, y las flechas
soélidas apuntan a superficies hidréfobas. R1 y Ry pueden ser idénticos o diferentes y pueden comprender hidrégeno,
carbono, azufre, nitrégeno, oxigeno, alcanos, alcanos ciclicos, derivados basados en alcanos, alquenos, alquenos
ciclicos, derivados basados en alquenos, alquinos, derivados basados en alquinos, cetonas, derivados basados en
cetonas, aldehidos, derivados basados en aldehidos, acidos carboxilicos, derivados basados en acidos carboxilicos,
éteres, derivados basados en éteres, ésteres y derivados basados en ésteres, aminas, derivados basados en amino,
amidas, derivados basados en amidas, areno monociclico o policiclico, heteroarenos, derivados basados en areno,
derivados basados en heteroarenos, fenoles, derivados basados en fenol, acido benzoico o derivados basados en acido
benzoicos.

La figura 12 ilustra el compuesto 30 (Com30) de ejemplo. La imagen superior izquierda de la figura 12 muestra Com30
acoplado a Stat3 y la interaccion entre Com30 y la superficie de la proteina, y derivados de Com30 que encajan en la
superficie de la proteina. Las estrellas representan atomos y grupos quimicos que pueden ser reemplazados por otros
atomos o grupos quimicos para crear uno o mas derivados funcionales. Las superficies hidrofobas/hidréfilas de Com30
también se demuestran en la imagen superior derecha. Las flechas discontinuas apuntan a superficies hidrofilas, y las
flechas sdlidas apuntan a superficies hidréfobas. La estructura 2-D de Com30 mostrada en la imagen inferior, R1, Rz Rs3
y R4 podria ser idéntica o diferente y puede comprender hidrégeno, carbono, azufre, nitrégeno, oxigeno, alcanos,
alcanos ciclicos, derivados basados en alcanos, alquenos, alquenos ciclicos, derivados basados en alquenos, alquinos,
derivados basados en alquinos, cetonas, derivados basados en cetonas, aldehidos, derivados basados en aldehidos,
acidos carboxilicos, derivados basados en acidos carboxilicos, éteres, derivados basados en éteres, ésteres y derivados
basados en ésteres, aminas, derivados basados en aminos, amidas, derivados basados en amidas, areno monociclico o
policiclico, heteroarenos, derivados basados en arenos, derivados basados en heteroarenos, fenoles, derivados
basados en fenoles, acido benzoico, o derivados basados en acido benzoicos.

La figura 13 ilustra el compuesto 188 de ejemplo (Com188). La imagen superior de la figura 13 muestra Com188
acoplado al dominio SH2 de Stat3 y la interaccion entre Com188 y la superficie de la proteina, y derivados de Com188
que encajan en la superficie de la proteina. Las estrellas representan atomos y grupos quimicos que pueden ser
reemplazados por otros atomos o grupos quimicos para crear uno o mas derivados funcionales. Las superficies
hidréfobas/hidrofilas de Com188 también se demuestran en la imagen izquierda en la parte inferior. Las flechas
discontinuas apuntan a superficies hidrdfilas, y las flechas sélidas apuntan a superficies hidréfobas. Se muestra en la
imagen inferior derecha, Ry y R podrian ser idénticos o diferentes y pueden comprender hidrégeno, carbono, azufre,
nitrégeno, oxigeno, alcanos, alcanos ciclicos, derivados basados en alcanos, alquenos, alquenos ciclicos, derivados
basados en alquenos, alquinos, derivados basados en alquinos, cetonas, derivados basados en cetonas, aldehidos,
derivados basados en aldehidos, acidos carboxilicos, derivados basados en acidos carboxilicos, éteres, derivados
basados en éteres, ésteres y derivados basados en ésteres, aminas, derivados basados en aminos, amidas, derivados
basados en amidas, areno monociclico o policiclico, heteroarenos, derivados basados en arenos, derivados basados en
heteroarenos, fenoles, derivados basados en fenoles, acido benzoico, o derivados basados en acido benzoicos.

La figura 14 ilustra diagramas esquematicos de Stat1 y Stat3.

La figura 15 demuestra que la ICso de SPR de las sondas quimicas de Stat3 de 22 generacion esta correlacionada
inversamente con la puntuacién del farmacoforo 3-D.

La figura 16 muestra la ICsp de SPR y la EC50 de apoptosis de AML del Com188 original y dos sondas quimicas de
Stat3 de tipo 188 de 22 generacion.

La figura 17 proporciona una ilustracion de las relaciones estructura-actividad de 38 sondas de Stat3 de tipo Com188
similares de 22 generacion. No se reivindican los compuestos 188-10, 188-11, 188-24 y 188-27.

La figura 18 muestra un esquema de modificacion de ejemplo para el desarrollo de la sonda de Stat3 de 32 generacion
usando Com188-15 como un andamio.

La figura 19 proporciona una ilustracion de la superficie electrostatica del dominio SH2 de Stat3 (zona positiva en azul,
neutro en blanco y negativa en rojo en una figura de color) y 20 poses de acoplamientos de 5 (R = CH,PO3%),
mostrando fuertes interacciones entre grupos fosfonato (en purpura y rojo) y K591/R609.

La figura 20 muestra un esquema de ejemplo de ensayo de las sondas de Stat3 candidatas en el ensayo CFU-GM
normal.

La figura 21 proporciona una ilustracion de construcciones de pMSCV-neo/puro de ejemplo.
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La figura 22 proporciona un esquema de ejemplo de ensayo de sondas de Stat3 en el ensayo de RTTA.
La figura 23 muestra resultados de ensayo de RTTA usando proteinas de fusion representativas.
La figura 24 demuestra que Com188-9 no afecto la formacion normal de colonias de CFUGM.

La figura 25 muestra un efecto de Com188-9 sobre CFU-GM leucémico inducido por pMSCV-neo/R1ARAR a- ARII. Se
proporcionan fotografias de placas representativas (panel superior) y el nimero total de colonias dentro de placas (panel
inferior).

La figura 26 ilustra un experimento de xenoinjerto triple negativo, piloto de dos dias (n = 3) con vehiculo control o
inhibidores de Stat3: Com188), GQ-ODN T40214 y ODN no especifico (NS) a dos dosis (125 y 250 ng). Los ratones se
sacrificaron después de dos dias y se midi6 MSFE.

Descripcion detallada de la invencion

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada. Se debe entender, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque
indican realizaciones especificas de la invencién, se dan solamente a modo de ilustracion.

Los inhibidores de Stat3 se describen en este documento, tanto por su estructura, y por el método de desarrollo. Al
menos algunos de estos se desarrollaron a partir de una criba de 920,000 compuestos similares a farmacos pequefios
contra el bolsillo de unién al péptido de fosfotirosina (pY) del dominio SH2 de Stat3. El bolsillo de union consiste en el
sitio de union del residuo pY, el sitio de unién del residuo +3 y un sitio de unién hidréfobo, que sirvi6 como filtro de
selectividad. Tres compuestos satisfacian originalmente los criterios del analisis de acoplamiento inhibiendo Stat3
recombinante e inhibiendo la fosforilacion de tirosina mediada por IL-6 de Stat3. Se identificaron otros tres compuestos
inhibidores de Stat3 a partir de una criba de similitud de 2.47 millones de compuestos. Ademas, se encontré que cinco
de los seis compuestos no eran inhibidores de Stat1. El sitio de unién hidréfobo dentro de Stat3 se revelé como la base
para la selectividad entre Stat3 y Stat1. Todos los cinco compuestos que fueron selectivos de Stat3 sobre Stat1 también
inhibieron la translocacion de nucleo a citoplasma de Stat3, mientras que 3 de los cinco indujeron la apoptosis de lineas
celulares de cancer de mama con la activacion constitutiva de Stat3. Los nimeros GenelD, que corresponden a la base
de datos del National Center for Biotechnology Information, proporcionados de la siguiente manera, identifican el Stat1
humano como el GenelD 6772 y el GenelD de Stat3 como 6774.

En una realizacion especifica de la invencion, la célula a la que se administra el inhibidor de Stat3 esta in vivo en un ser
humano. En ofra realizacién especifica se sabe que el ser humano tiene cancer, se sospecha que tiene cancer, o esta
en riesgo de desarrollar cancer. En otra realizacion, se sabe que el ser humano tiene cancer y esta recibiendo una
terapia adicional. En una realizacion especifica, la terapia contra el cancer es quimioterapia, cirugia, radiacion, o una
combinacion de los mismos. En realizaciones alternativas, se sabe que el mamifero tiene, se sospecha que tiene o esta
en riesgo de desarrollar cancer o una enfermedad hiperproliferativa.

Definiciones

Como se usa en este documento, la especificacion "un" o "una" puede significar uno o mas. Como se usa en este
documento en la reivindicacion o reivindicaciones, cuando se usa junto con la palabra "que comprende”, las palabras
"un" o "una" pueden significar uno o mas de uno. Como se usa en este documento, "otro" puede significar al menos un
segundo o mas. Ademas, los términos "teniendo", "incluyendo”, "conteniendo" y "comprendiendo" son intercambiables y
un experto en el arte es consciente de que estos términos son términos abiertos. Algunas realizaciones de la invencion
pueden consistir en o consisten esencialmente en uno o mas elementos, etapas de método y/o métodos de la invencion.
Se contempla que cualquier método o composicion descrito en este documento se pueda implementar con respecto a
cualquier otro método o composicién descritos en este documento.

El término inhibidor, como se usa en este documento, se refiere a una o mas moléculas que interfieren al menos en
parte con la actividad de Stat3 para llevar a cabo una o mas actividades, incluyendo la capacidad de Stat3 de unirse a
una molécula y/o la capacidad para ser fosforilados.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” como se usa en este documento significa la cantidad de un compuesto,
material o composicion que comprende un compuesto de la presente invencion que es eficaz para producir algun efecto
terapéutico deseado, por ejemplo, tratar (esto es, prevenir y/o mejorar) el cancer en un sujeto, o inhibir las interacciones
proteina-proteina mediadas por un dominio SH2 en un sujeto, con una proporcién beneficio/riesgo razonable aplicable a
cualquier tratamiento médico. En una realizaciéon, la cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para reducir o
eliminar al menos un sintoma. Un experto en el arte reconoce que una cantidad se puede considerar terapéuticamente
eficaz incluso si el cancer no esta totalmente erradicado pero mejorado parcialmente. Por ejemplo, se puede detener o
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reducir la propagacion del cancer, se puede reducir parcialmente o eliminar completamente un efecto secundario del
cancer, se puede aumentar el tiempo de vida del sujeto, el sujeto puede experimentar menos dolor, y asi
sucesivamente.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se emplea en este documento para referirse a aquellos compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que estan, dentro del alcance de un criterio médico acertado,
apropiados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin toxicidad excesiva, irritacion,
respuesta alérgica, u otro problema o complicacion, proporcional a una relacion beneficio/riesgo razonable.

La expresion "en riesgo de tener cancer" se usa en este documento para referirse a pacientes que tienen la oportunidad
de tener cancer debido a factores pasados, presentes o futuros. Estos factores pueden incluir, pero no se limitan a:
historia del paciente, historia familiar, identificacion de marcadores de cancer genérico o especifico de tejido, tales como
BRACA-1 o CEA, edad, raza, dieta, fumador o ciertas exposiciones tales como la exposicién a sustancias quimicas o a
la radiacion.

Como se usa en este documento, "afinidad de unién" se refiere a la intensidad de una interaccion entre dos entidades,
tal como una interaccién proteina proteica. La afinidad de unién se denomina a veces K,, o constante de asociacion,
que describe la probabilidad de que las dos entidades separadas estén en el estado unido. Generalmente, la constante
de asociaciéon se determina mediante una variedad de métodos en los que se mezclan dos entidades separadas, la
parte no unida se separa de la parte unida y se miden las concentraciones de no unidas y unidas. El experto en el arte
se da cuenta de que hay una variedad de métodos de medicién de constantes de asociacion. Por ejemplo, las partes
unidas y no unidas se pueden separar entre si a través de adsorcion, precipitacion, filtracion en gel, dialisis o
centrifugacion, por ejemplo. La medicién de las concentraciones de partes unidas y no unidas se puede realizar, por
ejemplo, midiendo la radiactividad o la fluorescencia, por ejemplo. En ciertas realizaciones de la invencion, la afinidad de
union de un inhibidor de Stat3 para el dominio SH2 de Stat3 es similar o mayor que la afinidad de los compuestos
enumerados en este documento.

El término "cancer resistente a la quimioterapia" como se usa en este documento se refiere a un cancer que se
sospecha que no puede ser tratado con una o mas quimioterapias particulares o que se sabe que es incapaz de ser
tratado con una o mas quimioterapias particulares. En particular, las células del cancer resistente a la quimioterapia no
se matan o se hacen inactivas con la terapia o incluso contindan multiplicandose durante o poco después de la terapia.
El cancer puede ser al principio sensible a un tratamiento y luego desarrollar resistencia a lo largo del tiempo, por
ejemplo, en algunas realizaciones.

El término "dominio" como se usa en este documento se refiere a una subsecciéon de un polipéptido que posee una
caracteristica estructural y/o funcional Unica; por lo general, esta caracteristica es similar a través de diversos
polipéptidos. La subseccion comprende por lo general aminoacidos contiguos, aunque también puede comprender
aminoacidos que actian de forma concertada o que estan en estrecha proximidad debido a plegado u otras
configuraciones. Un ejemplo de un dominio proteico es el dominio de homologia 2 a Src (SH2) de Stat3. El término
“dominio SH2” esta reconocido en la técnica y, como se usa en este documento, se refiere a un dominio proteico
implicado en interacciones proteina-proteina, tal como un dominio dentro de la tirosina quinasa Src que regula la
actividad quinasa. La invencién contempla la modulaciéon de la actividad, tal como la actividad dependiente de las
interacciones proteina-proteina, mediada por dominios SH2 de proteinas (por ejemplo, tirosina quinasas tales como Src)
o proteinas implicadas en la transmision de una sefial de tirosina quinasa en organismos incluyendo mamiferos, tales
como seres humanos. La secuencia de aminoacidos del dominio SH2 de Stat3 es:

MVNREVLDQVERGYRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFLEDYFTST EPQYQPGENL (SEQ ID
NO:1).

Como se usa en este documento, un "mamifero" puede ser cualquier miembro de la clase de vertebrados superiores
Mammalia, incluyendo seres humanos; caracterizado por el nacimiento vivo, el pelo del cuerpo, y las glandulas
mamarias en la hembra que secretan la leche para alimentar a los jovenes. Ademas, los mamiferos se caracterizan por
su capacidad para mantener una temperatura corporal constante a pesar de las cambiantes condiciones climaticas.
Ejemplos de mamiferos son humanos, gatos, perros, vacas, ratones, ratas, y chimpancés. Los mamiferos se pueden
denominar como "pacientes" o "sujetos" o "individuos".

El lenguaje “que modula una actividad mediada por un dominio SH2”, como se usa en este documento, se refiere a la
inhibicién, supresion o aumento de la actividad de una via de sefializacion celular mediada por una proteina que incluye
un dominio SH2, por ejemplo, interrumpiendo interacciones proteina-proteina mediadas por dominios SH2. En una
realizacion preferida, se inhibe una actividad mediada por un dominio SH2, por ejemplo, se inhibe una interacciéon de
Stat3 y EGFR. En otra realizacion preferida, se inhibe una interaccion de Stat3 y G-CSFR. En otra realizacion preferida,
una interaccién de una molécula de Stat3 con otra molécula de Stat3 para formar un homodimero.
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|. Derivados

El término “derivado” como se usa en este documento, es un compuesto que se forma a partir de un compuesto similar
0 un compuesto que se puede considerar que surge de otro compuesto, si un atomo se sustituye por otro atomo o grupo
de atomos. El derivado también se puede referir a compuestos que al menos teéricamente se pueden formar a partir del
compuesto precursor.

El término “derivado funcionalmente activo” o “derivado funcional” es un derivado como se definié previamente que
retiene la funciéon del compuesto del que se deriva.

Las composiciones de la presente invencién y cualquiera de los derivados funcionalmente activos de los mismos se
pueden obtener por cualquier medio apropiado. En casos especificos, los derivados se proporcionan comercialmente,
aungue en casos alternos los derivados se sintetizan. La sintesis quimica de los derivados puede emplear técnicas bien
conocidas a partir de materiales de partida facilmente disponibles. Tales transformaciones sintéticas pueden incluir, pero
no se limitan a, proteccion, desproteccion, oxidacién, reduccién, acoplamiento cruzado C-C catalizado por metal,
acoplamiento de Heck o etapas de acoplamiento de Suzuki (véase, por ejemplo, March’s Advanced Organic Chemistry:
Reactions, Mechanisms, and Structures, 5th Edition John Wiley and Sons by Michael B. Smith and Jerry March).

II. Direccionamiento de Stat3

Las proteinas STAT, de las cuales hay siete (1, 2, 3, 4, 5A, 5B y 6), transmiten sefiales de hormona peptidica desde la
superficie celular hasta el nucleo. La informacién estructural detallada de las proteinas STAT actualmente esta limitada
a Stat1 y Stat3. Stat1 (figura 14) fue la primera STAT que se descubrié (Fu et al.,, 1992) y es requerido para la
sefializacion por los IFN de Tipo | y Il (Meraz et al,. 1996; Wiederkehr-Adam et al,. 2003; Durbin et al,. 1996; Haan et
al.,, 1999). Los estudios en ratones con deficiencia de Stat1 (Meraz et al,. 1996; Durbin et al,. 1996; Ryan et al.,, 1998)
apoyan un papel esencial para Stat1 en la inmunidad innata, especialmente contra patégenos virales. Ademas, Stat1 es
un potente inhibidor del crecimiento y promotor de la apoptosis (Bromberg and Darnell, 2000). Ademas, debido a que los
tumores de animales de tipo salvaje tratados con carcindgenos crecen mas rapidamente cuando se trasplantan a los
animales deficientes en Stat1 que en un huésped de tipo salvaje, Stat1 contribuye a la vigilancia de tumores (Kaplan et
al.,,1998).

Stat3 se denomin6 originalmente factor de respuesta de fase aguda (APRF) porque se identificd por primera vez como
un factor de transcripcion que se unia a elementos de respuesta a IL-6 dentro de la region promotora de potenciador de
diversos genes de proteinas de fase aguda (Akira, 1997). Ademas de los receptores para la familia de citoquinas IL-6,
otras vias de sefializacion estan unidas a la activacion de Stat3 incluyen receptores para otros receptores de citoquinas
de tipo | y tipo Il tirosina quinasas receptoras, receptores acoplados a proteina G y quinasas Src (Schindler and Darnell,
1995; Turkson et al.,, 1998). La disrupcion dirigida del gen de Stat3 del raton conduce a la letalidad embrionaria entre
6.5 y 7.5 dias (Takeda et al., 1997), indicando que Stat3 es esencial para el desarrollo embrionario temprano,
posiblemente gastrulacion o funciéon del endodermo visceral (Akira, 2000). La delecion especifica de tejidos de Stat3
usando la tecnologia Cre-lox ha revelado una disminucion de la apoptosis de las células epiteliales mamarias que tiene
como resultado una involucion tardia de la mama durante el destete (Chapman et al., 1999). Hallazgos recientes indican
que el cambio de la proteina STAT predominante activada por un receptor dado puede ocurrir cuando una STAT en
direccion 3’ de ese receptor es genéticamente suprimido (Costa-Pereira et al., 2002; Qing and Stark, 2004). Estos
hallazgos sugieren la posibilidad de que el efecto de la delecidon de Stat3 en el tejido mamario pueda estar mediado
indirectamente por el aumento de la activacion de otras proteinas STAT, especialmente Statb.

Isoformas Stat1 y Stat3. Se han identificado dos isoformas de Stat1 y Stat3--a. (p91 y p92, respectivamente) y B (p84 y
p83, respectivamente) (Schindler et al.,, 1992; Schaefer et al.,, 1995; Caldenhoven et al.,, 1996; Chakraborty et al.,,
1996)-- que surgen debido al empalme alternativo de ARNm (figura 14). En contraste con Stat1f (712 aa), en el que la
transactivacion C-terminal es simplemente suprimida, los 55 residuos de aminoacidos de Stat3a se sustituyen en Stat3
B por 7 residuos de aminoacidos Unicos en su extremo C. A diferencia de Stat1 B, Stat3 p no es simplemente un
dominante negativo de Stat3a (Maritano et al., 2004) y regula los objetivos de genes de una manera distinta de Stat3
(Maritano et al.,, 2004; Yoo et al.,, 2002). Se ha demostrado que Stat3a contribuye a la transformacién en los modelos
celulares y muchos canceres humanos, incluyendo el cancer de mama. Se demostr6 que Stat3a. se activaba
constitutivamente en fibroblastos transformados por oncoproteinas tales como v-Src (Yu et al., 1995; Garcia and Jove,
1998) y que era esencial para la transformacion mediada por v-Src (Turkson et al., 1998, Costa-Pereira et al., 2002). En
contraste con Stat3a, la transformacion de v-Src antagonizada por Stat3p mediada por Stat3a (Turkson et al., 1998). La
sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de Stat3a en fibroblastos inmortalizados de rata o ratén indujo su
transformacion y conferia la capacidad de formar tumores en ratones desnudos (Bromberg et al., 1999). Stat3 ha
demostrado ser activado constitutivamente en una variedad de tumores hematoldgicos y sélidos, incluyendo el cancer
de mama (Dong et al., 2003, Redell and Tweardy, 2003) como resultado de ya sea la produccion de factor de
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crecimiento autocrino o la desregulacion de las proteinas tirosina quinasas. En practicamente todos los casos, la
isoforma que demuestra una mayor actividad es Stat3a.

Direccionamiento de Stat3o. mientras se preserva Stat1. Debido a sus mudltiples papeles contribuyentes a la
oncogénesis, Stat3 ha ganado recientemente atencion como una diana potencial para la terapia contra el cancer
(Bromberg, 2002; Turkson, 2004). Aunque varios métodos de inhibicion de Stat3 se han empleado con éxito y han
establecido la prueba de principio de que el direccionamiento de Stat3 es potencialmente beneficioso en una variedad
de sistemas tumorales incluyendo cancer de mama en el que Stat3 es constitutivamente activado (Epling-Burnette et
al.,, 2001; Yoshikawa et al.,, 2001; Li and Shaw, 2002; Catlett-Falcone et al.,, 1999; Mora et al.,, 2002; Grandis et al.,,
2000; Leong et al.,, 2003; Jing et al.,, 2003; Jing et al.,, 2004; Turkson et al.,, 2001; Ren et al.,, 2003; Shao et al.,, 2003;
Turkson et al.,, 2004; Uddin et al.,, 2005); todos tienen limitaciones potenciales para la traduccioén al uso clinico para la
terapia contra el cancer relacionada con los problemas relacionados con la entrega, la especificidad o la toxicidad.

Se han seguido estrategias especificas que se dirigen a Stat3 mediante la identificacion de inhibidores de reclutamiento
y/o dimerizacidon de Stat3 por varios grupos (Turkson et al.,, 2001; Ren et al.,, 2003; Shao et al.,, 2003; Uddin et al.,,
2005; Song et al.,, 2005; Schust et al.,, 2006). Como se describe a continuacién, esta estrategia tiene el potencial de
conseguir especificidad basandose en la observacion de que el motivo del péptido pY preferido de cada proteina STAT
es distinto. Cuando se combina con un enfoque de moléculas pequefias, esta estrategia tiene el potencial de superar los
problemas de suministro y toxicidad.

Direccionamiento de Stat3a mientras se preserva Stat3f. Algunas de las caracteristicas bioquimicas distintas de Stat3p
frente a Stat3a, en particular la activacion constitutiva y una afinidad de unién de ADN aumentada de 10 a 20 veces, se
han atribuido a la ausencia del dominio de transactivacion C-terminal (TAD) que da como resultado una mayor
estabilidad del dimero Stat3p (Park et al.,, 1996; Park et al.,, 2000). El aumento de la estabilidad de los dimeros
probablemente resulte de una mayor afinidad de unién del dominio SH2 a los motivos del péptido pY cuando en el
contexto de Stat3f comparado con Stat3a, debido a la reduccion de la barrera estérica conferida por la eliminacion del
TAD. Estas caracteristicas bioquimicas diferenciales entre Stat3a y Stat3f se explotan para desarrollar un compuesto
quimico que selectivamente se orienta a Stat3a, en algunos casos. Esta selectividad aumenta el efecto antitumoral de
tales compuestos, en ciertos casos, porque preservarian Stat3f, que funciona para antagonizar las funciones
oncogénicas de Stat3a.

En ciertos casos, terapias especificas orientadas a la sefializacion Stat3 en la Unica subpoblaciéon quimiorresistente de
células cancerosas mejoran la eficacia de los tratamientos actuales. Como se describe en los ejemplos a continuacion,
los inventores han identificado inhibidores competitivos y selectivos de moléculas pequefias de plomo de Stat3 que
dirigen las interacciones de péptido pY-SH2 de Stat3 usando un enfoque de cribado virtual de ligandos basado en un
modelo estructural de esta interaccion desarrollado por los inventores. El mas activo de estos compuestos de plomo se
utilizéd en el analisis 3-D del farmacdforo para identificar compuestos de 22 generacion. En estudios iniciales, algunos
tienen una actividad 1-2 log mayor que el compuesto principal de plomo. En este documento, los inventores emplean un
enfoque basado en la relacion estructura-actividad (SAR) para desarrollar nuevos inhibidores de Stat3 de 32 generacion.
En ultima instancia, estos estudios llevan al desarrollo de nuevos inhibidores de Stat3 de moléculas pequefas para
suprimir las vias de autorrenovacion de células madre cancerosas para mejorar las terapias existentes contra el cancer
de mama en pacientes, por ejemplo.

[Il. Direccionamiento de células madre cancerosas

La capacidad de probar quimicamente tanto las células madre normales como las cancerosas es esencial para
comprender y controlar su funcion, especialmente para tratar a pacientes con una deficiencia en el nimero o funcién de
células maduras, o para curar pacientes con cancer. En particular, curar el cancer requerira el desarrollo de farmacos
que se dirigen a las células madre cancerosas mientras se preservan las células madre normales. El entendimiento de
las sefales necesarias para el mantenimiento y la expansion de las células madre normales y cancerosas es incompleta
y esta limitada por la escasez de sondas para el direccionamiento especifico de células madre.

Se han acumulado pruebas recientes de que Stat3 se requiere para el mantenimiento de algunas células madre
normales (células madre embrionarias) pero no otras (células madre hematopoyéticas normales), por ejemplo. Por el
contrario, la evidencia se esta acumulando para un papel critico para Stat3 en la supervivencia de las células madre en
multiples sistemas de cancer incluyendo la leucemia mieloide aguda (AML) y el cancer de mama. El desarrollo de
sondas altamente eficaces que se dirigen a Stat3 es util para la comprension de células madre normales y cancerosas y
es Util para el tratamiento contra el cancer a través del direccionamiento de células madre cancerosas y la preservacion
de células madre hematopoyéticas normales.

En casos especificos, los inhibidores de Stat3 especificos se dirigen selectivamente a células madre cancerosas. En
ciertos casos, los inhibidores de Stat3 preservan las células madre hematopoyéticas normales mientras que se dirigen a
las células madre leucémicas, asi como otras células madre cancerosas, como las células madre cancerosas de mama.
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Para comenzar a desarrollar sondas quimicas que selectivamente se dirigen a Stat3, los inventores cribaron
virtualmente 920,000 pequefios compuestos similares a farmacos acoplando cada uno en el bolsillo de unién del péptido
del dominio SH2 de Stat3, que consiste en tres sitios: -€l sitio de union del residuo pY, el sitio de union del residuo +3 y
un sitio de union hidrofobo, que sirvio como filtro de selectividad (Alten, 2006). Tres compuestos (Com3 (no
reivindicado), Com30 y Com188) satisfacen criterios de analisis de interaccion, inhiben competitivamente la unién de
Stat3 recombinante a su ligando del péptido pY inmovilizado e inhiben la fosforilacion de tirosina mediada por IL-6 de
Stat3. Estos compuestos se usaron en una criba de similitud de 2.47 millones de compuestos, los cuales identificaron 3
compuestos mas (Com3-2 (no reivindicado), Com3-7 (no reivindicado) y Com30-12) con actividades similares.

Los examenes de los 6 compuestos activos para determinar la capacidad para inhibir la fosforilaciéon de Stat1 mediada
por IFN-y revelaron que todos menos Com30-12 eran selectivos para Stat3. Todas las 5 sondas selectivas Stat3
inhibieron la translocacion de nucleo a citoplasma de Stat3, mientras que 3 de 5 sondas (Com3 (no reivindicado),
Com30 y Com188) indujeron apoptosis preferencialmente de células cancerosas con activacion constitutiva de Stat3.

El cribado de similitud inicial no produjo ningun éxito usando la mas activa de las 3 sondas de plomo, Com188, como el
compuesto de consulta. Por consiguiente, los inventores repitieron el cribado de similitud 2-D usando el andamio de
Com188 como estructura de consulta y la biblioteca de Life Chemicals, que produjo 207 éxitos. Se realizo el analisis de
farmacaforo 3-D y se compraron los 39 compuestos de puntuacion superiores y se ensay6 para determinar la inhibicion
de la union de Stat3 a su ligando fosfopeptidico por resonancia del plasmén de la superficie (SPR). Todos excepto seis
de estos 39 compuestos tienen ICso medibles, siendo 19 con valores ICsg iguales o menores que la sonda original; dos
sondas (Com188-9 y Com188-15) tienen valores de ICso en SPR y en ensayos de apoptosis de células de leucemia que
son un log mejor que el Com188 original. En aspectos particulares de la invencion, Stat3 es dispensable para la funcion
de células madre hematopoyéticas normales, pero no para células madre cancerosas, por ejemplo, células madre
leucémicas.

La presente invencion se refiere a lo siguiente: 1) uso de la quimica medicinal en la sintesis de sondas de Stat3 de
sulfamida tipo 188 de 32 generacion (la sonda de 22 generaciéon mas activa, Com188-15, sirve como un andamio para
hacer sondas de 32 generacion y en ciertos casos hay modificaciones segun el analisis de relacion estructura-actividad
(SAR) realizado en sondas de 22 generacion que se centran en la sintesis directa de sulfamidas a partir de paneles de
cloruros y amidas de sulfonilo); 2) identificacién de sondas quimicas entre los compuestos de sulfamida sintetizados en
el punto 1) que son los mas activos y selectivos para Stat3; cada nuevo compuesto de sulfamida se examina en un
ensayo SPR de rendimiento rapido para determinar la capacidad para inhibir la unién de Stat3 a su ligando
fosfopeptidico seguido por un ensayo de microscopia de fluorescencia de alto rendimiento (HTFM) que examina la
inhibicién de la translocacion del citoplasma al nucleo estimulada por IL-6; las sondas mas activas en estos ensayos se
examinan en cuanto a su selectividad para Stat3 frente a Stat1 mediante la prueba de inhibicién de la fosforilacién de
Stat3 estimulada con IL-6 y por fracaso para inhibir la fosforilacion de Stat1 estimulada con IFN-y; y 3) examen de
sondas quimicas de Stat3 de 3?2 generacion candidatas para determinar la capacidad de dirigir selectivamente células
madre leucémicas mieloides mientras se preservan las células progenitoras/madre hematopoyéticas normales, en las
que los compuestos que demuestran actividad mayor que la sonda de tipo 188 de 22 generacion mas activa y la
selectividad para Stat3 se examinan para evaluar la capacidad de dirigir las células madre leucémicas mientras se
preservan las células madre hematopoyéticas normales.

IV. Terapia de combinacién

Un aspecto de esta invencion es que un inhibidor de Stat3 de la invencion se usa en combinacion con otro agente o
método de terapia, tal como otro tratamiento para el cancer. El inhibidor de Stat3 puede preceder o seguir al otro
tratamiento del agente mediante intervalos que van desde minutos a semanas, por ejemplo. En los casos en que el otro
agente y la composicion se aplican por separado a una célula cancerosa, tal como cuando se entrega a un individuo
sospechoso de tener cancer, que se sabe que tiene cancer o que esta en riesgo de tener cancer, se aseguraria
generalmente que un periodo significativo de tiempo no expir6 entre el momento de cada entrega, de tal manera que el
agente y la composicion de la invencién todavia pudieran ejercer un efecto ventajosamente combinado sobre la célula.
Por ejemplo, en tales casos, se contempla que uno puede contactar la célula, tejido u organismo con una, dos, tres,
cuatro o mas modalidades de forma sustancial simultaneamente (esto es, dentro de menos de aproximadamente un
minuto) con el inhibidor de Stat3 de la invencion. En otros aspectos, se pueden administrar uno o mas agentes en
aproximadamente 1 minuto, aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 20 minutos
aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 45 minutos, aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 2 horas,
aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas,
aproximadamente 7 horas aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas, aproximadamente 10 horas,
aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 13 horas, aproximadamente 14 horas,
aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas, aproximadamente 18 horas,
aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 21 horas, aproximadamente 22 horas,
aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 25 horas, aproximadamente 26 horas,
aproximadamente 27 horas, aproximadamente 28 horas, aproximadamente 29 horas, aproximadamente 30 horas,
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aproximadamente 31 horas, aproximadamente 32 horas, aproximadamente 33 horas, aproximadamente 34 horas,
aproximadamente 35 horas, aproximadamente 36 horas, aproximadamente 37 horas, aproximadamente 38 horas,
aproximadamente 39 horas, aproximadamente 40 horas, aproximadamente 41 horas, aproximadamente 42 horas,
aproximadamente 43 horas, aproximadamente 44 horas, aproximadamente 45 horas, aproximadamente 46 horas,
aproximadamente 47 horas, a aproximadamente 48 horas o mas antes y/o después de administrar el inhibidor de Stat3
de la invencion. En algunos otros casos, se puede administrar un agente dentro de aproximadamente 1 dia,
aproximadamente 2 dias, aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias, aproximadamente 5 dias,
aproximadamente 6 dias, aproximadamente 7 dias, aproximadamente 8 dias, aproximadamente 9 dias,
aproximadamente 10 dias, aproximadamente 11 dias, aproximadamente 12 dias, aproximadamente 13 dias,
aproximadamente 14 dias, aproximadamente 15 dias, aproximadamente 16 dias, aproximadamente 17 dias,
aproximadamente 18 dias, aproximadamente 19 dias, aproximadamente 20, a aproximadamente 21 dias antes y/o
después de administrar el inhibidor de Stat3 de la invencion, por ejemplo. En algunas situaciones, puede ser deseable
prolongar el periodo de tiempo del tratamiento significativamente, tal como cuando varias semanas (por ejemplo,
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5,
aproximadamente 6, aproximadamente 7 o aproximadamente 8 semanas o mas) transcurren entre las respectivas
administraciones.

Se pueden emplear diversas combinaciones, el inhibidor de Stat3 de la invencién es "A" y el agente secundario, que
puede ser cualquier otro agente terapéutico para el cancer, es "B":

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A AIB/AJA AIA/BIA

La administracion de las construcciones de expresion terapéutica de la presente invencién a un paciente seguira
protocolos generales para la administracion de quimioterapéuticos, teniendo en cuenta la toxicidad. Se espera que los
ciclos de tratamiento se repitan segun sea necesario. También se contempla que pueden aplicarse diversas terapias
estandar, asi como una intervencion quirdrgica, en combinacién con el inhibidor de Stat3 de la invencion. Las terapias
adicionales incluyen, pero no se limitan a quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, terapia génica y cirugia, por
ejemplo.

A. Quimioterapia

Las terapias contra el cancer también incluyen una variedad de terapias de combinacién con tratamientos tanto
quimicos como basados en radiacién. En casos especificos, la terapia adicional para la terapia de la invencion también
se orienta a células madre cancerosas. La quimioterapia de combinacion incluye, por ejemplo, cisplatino (CDDP),
carboplatino, procarbazina, mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfano,
nitrosurea, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopdsido (VP16),
tamoxifeno, raloxifeno, agentes de unién del receptor de estrégeno, taxol, gemcitabina, navelbina, inhibidores de
proteina farnesil tansferasa, inhibidores COX-2, inhibidores de la sintesis de colesterol, cisplatino, 5-fluorouracilo,
vincristina, vinblastina, estaurosporina, estreptozocina, fludurabina, metotrexato, genisteina, curcumina, resveratrol,
silimarina, fenetil éster del acido cafeico, flavopiridol, emodina, polifenoles del té verde, piperina, oleandrina, acido
ursdlico, acido glutamico, actinomicina D, talidomida o cualquier analogo o variante derivado de los anteriores. La
quimioterapia puede ser sistémica, dirigida y/o basada en hormonas. Estos se pueden usar individualmente o en
combinacion. Una terapia de ejemplo de cancer de mama incluye herceptina, tykerb, arastina, tamoxifeno e inhibidores
aromaticos. Otros tratamientos de ejemplo son oxaliplatino, docetaxel, imatinib y abraxan, ademas de inhibidores de
tirosina quinasa tales como sorefinib o sunitinib. Un experto en el arte sabria que los tipos de ARNip del tratamiento
contra el cancer también pueden ser considerados.

B. Radioterapia

Otros factores que causan dafo al ADN y que se han utilizado ampliamente incluyen lo que cominmente se conocen
como rayos v, rayos X, y/o la administracion dirigida de radioisétopos a células tumorales. También se contemplan otras
formas de factores dafiinos del ADN tales como microondas y radiacion UV. Es muy probable que todos estos factores
afecten a una amplia gama de dafios en el ADN, en los precursores del ADN, en la replicacion y reparacion del ADN, y
en el montaje y mantenimiento de los cromosomas. Los intervalos de dosificacion para los rayos X van desde dosis
diarias de 50 a 200 roentgen durante periodos prolongados de tiempo (3 a 4 semanas), hasta dosis Unicas de 2000 a
6000 roentgen. Los intervalos de dosificacion de los radioisétopos varian ampliamente y dependen de la vida media del
isétopo, la intensidad y el tipo de radiacion emitida y la captacion por las células neoplasicas. Los términos "contacto" y
"expuesto"”, cuando se aplican a una célula, son utilizados en este documento para describir el proceso por el cual una
construccion terapéutica y un agente quimioterapéutico o radioterapéutico se entregan a una célula diana o son
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colocados en yuxtaposicion directa con la célula diana. Para conseguir la muerte celular o la estasis, ambos agentes se
suministran a una célula en una cantidad combinada eficaz para matar la célula o impedir que se divida.

C. Radioquimioterapia

La radioquimioterapia es la administracion combinada de radiacién y quimioterapia a una diana. Esto se puede
conseguir en un solo agente a través de la conjugacion de un agente quimioterapéutico con una unidad estructural
quelante, que es posteriormente radiomarcada con un radionlclido terapéutico. Las combinaciones de
radioquimioterapia incluyen, por ejemplo, cisplatino (CDDP) con emisores a, ciclofosfamida con emisores b,
doxorrubicina con emisores b/g y taxol con emisores Auger, o cualquier analogo o derivado variante de los anteriores.

D. Inmunoterapia

Los inmunoterapéuticos, en general, se basan en el uso de células efectoras inmunes y moléculas para dirigir y destruir
células cancerosas. El efector inmune puede ser, por ejemplo, un anticuerpo especifico para algin marcador en la
superficie de una célula tumoral. El anticuerpo solo puede servir como efector de terapia o puede reclutar otras células
para efectivamente efectuar la muerte celular. El anticuerpo también se puede conjugar con un farmaco o toxina
(quimioterapéutico, radionucledtido, cadena A de ricina, toxina del célera, toxina de pertussis, etc.) y servir Unicamente
como un agente de orientacion. Alternativamente, el efector puede ser un linfocito portador de una molécula superficial
que interactua, ya sea directa o indirectamente, con una diana de células tumorales. Diversas células efectoras incluyen
células T citotoxicas y células NK.

De este modo, la inmunoterapia se podria utilizar como parte de una terapia combinada, posiblemente en combinacién
con terapia génica. El enfoque general para la terapia combinada se describe a continuacion. Generalmente, la célula
tumoral debe llevar algun marcador que sea susceptible al direccionamiento, esto es, no esté presente en la mayoria de
otras células. Existen muchos marcadores tumorales y cualquiera de estos puede ser apropiado para el
direccionamiento en el contexto de la presente invencion. Los marcadores tumorales comunes incluyen antigeno
carcinoembrionario, antigeno de préstata especifico, antigeno asociado a tumor urinario, antigeno fetal, tirosinasa (p97),
gp68, TAG-72, HMFG, antigeno de Sialyl Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor de estrogenos, receptor de laminina, erb
By p155, por ejemplo.

E. Terapia génica

En otro caso mas, el tratamiento secundario es una terapia génica en la que se administra un polinucleétido terapéutico
antes, después o al mismo tiempo un primer agente terapéutico. La administracion del agente terapéutico junto con un
vector que codifica un producto génico tendra un efecto antihiperproliferativo combinado sobre los tejidos diana, en
ciertos casos.

F. Cirugia

Aproximadamente el 60% de las personas con cancer se sometera a cirugia de algun tipo, que incluye cirugia
preventiva, diagnostica o estadistica, curativa y paliativa. La cirugia curativa es un tratamiento contra el cancer que se
puede usar junto con ofras terapias, tales como el tratamiento de la presente invencién, quimioterapia, radioterapia,
terapia hormonal, terapia génica, inmunoterapia y/o terapias alternativas. La cirugia curativa incluye la reseccion en la
cual todo o parte del tejido canceroso se retira fisicamente o parcialmente, se extirpa y/o se destruye. La reseccion del
tumor se refiere a la eliminacion fisica de al menos parte de un tumor. Ademas de la reseccion del tumor, el tratamiento
mediante cirugia incluye cirugia con laser, criocirugia, electrocirugia y cirugia microscopica controlada (cirugia de
Mohs). Se contempla ademas que la presente invencion se puede usar junto con la eliminacion de canceres
superficiales, precanceres, o cantidades incidentales de tejido normal. La cirugia de cancer de mama incluye
mastectomia o lumpectomia.

V. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento comprenden una cantidad eficaz de una composicion de
la invencién disuelta o dispersa en un portador farmacéuticamente aceptable. Las expresiones “farmacéuticas” o
“farmacologicamente aceptable” se refieren a entidades moleculares y composiciones que no producen una reaccion
adversa, alérgica u otra reaccion adversa cuando se administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano,
segun sea apropiado. La preparacion de una composicion farmacéutica que contiene al menos un inhibidor de Stat3 de
la invencion, y en algunos casos un ingrediente activo adicional, sera conocida para los expertos en el arte a la luz de la
presente divulgacion, como se ejemplifica por Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing Company,
1990. Ademas, para la administracién a un animal (por ejemplo, humano), se entendera que las preparaciones deben
cumplir los estandares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza segun lo requiere por FDA Office of
Biological Standards.
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Como se usa en este documento, "portador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los solventes,
medios de dispersion, recubrimientos, surfactantes, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterianos,
agentes antifingicos), agentes isotdnicos, agentes retardantes de la absorcion, sales, conservantes, farmacos,
estabilizantes de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes de desintegracion, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, materiales similares y combinaciones de los mismos, como serian
conocidos para un experto en el arte (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing
Company, 1990, pp. 1289-1329). Excepto en la medida en que cualquier portador convencional sea incompatible con el
ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

El inhibidor de Stat3 de la invencion puede comprender diferentes tipos de portadores dependiendo de si se va a
administrar en forma sdlida, liquida o en aerosol, y si necesita ser estéril para tales rutas de administracién tales como
inyeccion. La presente invencion se puede administrar por via intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal,
intralesional, intracraneal, intraarticular, intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitrea, intravaginal,
intrarectal, tépica, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, subconjuntival, intravesicular, a través de la
mucosa, por via intrapericardial, intraumbilical, intraocular, oral, topica, local, por inyeccion, infusién, infusiéon continua,
bafo de perfusion localizado directamente de células diana, a través de un catéter, mediante un lavado, en
composiciones lipidicas (por ejemplo liposomas), o por otro método o cualquier combinacion de lo anterior como seria
conocido para un experto en el arte (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing
Company, 1990).

La cantidad de dosificacion real de una composicion de la presente invencién administrada a un paciente se puede
determinar por factores fisicos y fisiologicos tales como el peso corporal, la gravedad de la afeccion, el tipo de
enfermedad que se esta tratando, las intervenciones terapéuticas anteriores o concurrentes y la ruta de administracion.
En cualquier caso, el médico responsable de la administracion determinara la concentracion de ingrediente(s) activo(s)
en una composicion y dosis apropiada(s) para cada individuo.

En ciertos casos, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos aproximadamente 0.1%
de un inhibidor de Stat3 de la invencion. En otros casos, el compuesto activo puede comprender entre
aproximadamente 2% a aproximadamente 75% del peso de la unidad, o entre aproximadamente 25% a
aproximadamente 60%, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable en el mismo. En otros ejemplos no limitantes, una
dosis también puede comprender desde aproximadamente 0.1 mg/kg/peso corporal, 0.5 mg/kg/ peso corporal, 1
mg/kg/peso corporal, aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg/peso corporal,
aproximadamente 20 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 30 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 40 mg/kg/peso
corporal, aproximadamente 50 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 75 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 100
mg/kg/peso corporal, aproximadamente 200 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 350 mg/kg/peso corporal,
aproximadamente 500 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 750 mg/kg/peso corporal, a aproximadamente 1000
mg/kg/peso corporal o mas por administracion, y cualquier intervalo derivable en el mismo. En ejemplos no limitantes de
un intervalo derivable de los numeros enumerados en este documento, se puede administrar un intervalo de
aproximadamente 10 mg/kg/peso corporal hasta aproximadamente 100 mg/kg/peso corporal, etc., en base a los
numeros descritos anteriormente. En ciertos casos, se contemplan diversos mecanismos de dosificacion. Por ejemplo,
la composicién se puede administrar una o mas veces al dia, una o mas veces a la semana, o una o mas veces al mes,
y asi sucesivamente.

En cualquier caso, la composicion puede comprender diversos antioxidantes para retardar la oxidaciéon de uno o mas
componentes. Ademas, la prevencion de la accidon de microorganismos puede ser provocada por conservantes tales
como diversos agentes antibacterianos y antifungicos, incluyendo, pero no limitando a parabenos (por ejemplo,
metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal o combinaciones de los mismos.

El inhibidor de Stat3 de la invencion se puede formular en una composicién en forma de base libre, neutra o de sal. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales formadas con los grupos carboxilo libres derivados de bases
inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o bases organicas tales
como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina.

En los casos en que la composicion esta en forma liquida, un portador puede ser un solvente o medio de dispersiéon que
comprende, pero no se limita a, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido, etc.),
lipidos (por ejemplo, triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los mismos. La fluidez adecuada se
puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina; por el mantenimiento del tamafio
de particula requerido por dispersion en portadores tales como, por ejemplo, poliol liquido o lipidos; mediante el uso de
surfactantes tales como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa; o combinaciones de los mismos, tales métodos. En muchos
casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos, tales como, por ejemplo, azicares, cloruro de sodio o combinaciones
de los mismos.
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Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando la presente invenciéon en la cantidad requerida del
solvente apropiado con diversas cantidades de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segin se requiera,
seguido por esterilizacién por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos
ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y/o los otros
ingredientes. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacién son técnicas de secado por vacio o liofilizacidon que proporcionan un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de un medio liquido previamente
filtrado estérilmente del mismo. El medio liquido debe ser adecuadamente regulado si es necesario y el diluyente liquido
se hace primero isotonico antes de la inyeccion con suficiente solucion salina o glucosa. También se contempla la
preparacion de composiciones altamente concentradas para inyeccion directa, en las que se prevé el uso de DMSO
como solvente para dar lugar a una penetracion extremadamente rapida, proporcionando concentraciones elevadas de
los agentes activos a una zona pequena.

La composiciéon debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y preservada contra la accion
contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminacién por endotoxina se
debe mantener minimamente a un nivel seguro, por ejemplo, menos de 0.5 ng/mg de proteina.

En casos particulares, la absorcion prolongada de una composicion inyectable puede ser provocada por el uso en las
composiciones de agentes retardantes de la absorcion, tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio, gelatina o
combinaciones de los mismos.

VI. Kits de la invencién

Cualquiera de las composiciones de inhibidores de Stat3 descritas en la presente memoria puede estar comprendida en
un kit, y se almacenan en un recipiente apropiado. Los kits comprenderan de este modo, en medios de envase
apropiados, uno o mas inhibidores de Stat3 y, en algunos casos, un agente adicional de la presente invencion.

Los componentes de los kits se pueden envasar en medios acuosos o en forma liofilizada. Los medios de envase de los
kits incluiran generalmente al menos un vial, tubo de ensayo, frasco, botella, jeringa u otro medio de recipiente, en el
que se puede colocar un componente, y preferiblemente, una alicuota de manera apropiada. Cuando hay mas de un
componente en el kit, el kit también contendra generalmente un segundo, tercer u otro recipiente adicional en el que los
componentes adicionales se pueden colocar por separado. Sin embargo, diversas combinaciones de componentes
pueden estar comprendidas en un vial. Los kits de la presente invencion también incluiran por lo general un medio para
contener el inhibidor de Stat3, agente adicional y cualquier otro recipiente de reactivo en estrecho confinamiento para la
venta comercial. Tales recipientes pueden incluir recipientes de plastico moldeados por inyeccién o soplado en los que
se conservan los viales deseados.

Las composiciones también se pueden formular en una composicion inyectable. En este caso, los medios de envase
pueden ser ellos mismos una jeringa, una pipeta y/u otro aparato semejante, del cual la formulacién se puede aplicar a
una zona infectada del cuerpo, inyectar en un animal, y/o incluso aplicar a, y/o mezclar con los otros componentes del
kit. Sin embargo, los componentes del kit se pueden proporcionar como polvo(s) seco(s). Cuando se proporcionan
reactivos y/o componentes en forma de polvo seco, el polvo se puede reconstituir mediante la adicion de un solvente
apropiado. Se prevé que el solvente también se puede proporcionar en otros medios de envase.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencion. Se debe apreciar por los
expertos en el arte que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas por los
inventores para funcionar bien en la practica de la invencion, y de este modo se pueden considerar que constituyen
modos preferidos para su practica. Sin embargo, los expertos en el arte deben, a la luz de la presente divulgacion,
apreciar que se pueden realizar muchos cambios en las realizaciones especificas que se describen dentro del alcance
de las reivindicaciones.

Ejemplo 1
Materiales y métodos de ejemplo

Cribado virtual de ligandos. Los inventores aislaron la estructura tridimensional del dominio SH2 de Stat3 de la
estructura de fragmentos de nucleo de homodimeros de Stat3 fosforilados unidos a ADN (Becker et al., 1998)
depositados en el banco de datos (PDB) de Protein Data Bank RCSB (codigo PDB 1BG1) y lo convirtié en un sistema
compatible con Internal Coordinate Mechanics (ICM) mediante la adicion de atomos de hidrégeno, la modificaciéon de
aminoacidos inusuales, la realizacion de ajustes de carga y la realizacion de etapas de limpieza adicionales. Ademas,
los inventores recuperaron las coordenadas del dominio SH2 de Stat1 del banco de datos PDB (codigo PDB 1BF5) para
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su uso en analisis de selectividad computacional (Chen et al., 1998). Se eligieron bases de datos quimicas comerciales
(Chembridge, Asinex, ChemDiv, Enamine, Keyorganics and Life Chemicals) como fuentes de compuestos para el
cribado in silico. La seleccion fue del hidrégeno de amida de E638 dentro del sitio que se une al residuo +3 (Q, C o T)
dentro del ligando del péptido pY (Shao et al., 2006) como el punto central del bolsillo de unién, que consistia en un
cubo con dimensiones 16.0 x 16.9 x 13.7 angstrom. Ademas del sitio de unién +3, este cubo contenia el sitio de unién
del residuo pY consistente principalmente en R609 y K591 (Shao et al., 2006) y un sitio de unién hidréfobo que consistia
en Buclepcpp ¥y Buclewsoc. La alineacion de secuencias y la superposicion de las estructuras Stat3 y Stat1 revelaron
diferencias sustanciales en la secuencia de estos bucles; la falta de su superposicion indicé que esta region podria
servir como un filtro de selectividad (Cohen et al., 2005). Se realiz6 un calculo de acoplamiento flexible (Totrov and
Abagyan 1997) con el fin de determinar la puntuacion de energia minima global y predecir asi la conformacion éptima
del compuesto dentro del bolsillo. Se seleccioné un compuesto para la compra y se realizaron pruebas bioquimicas
basadas en el cumplimiento de los criterios de analisis de interaccion (CIA): 1) puntuacion de energia minima total <-30,
2) formacion de una red de puente salino y/o enlace de H en el sitio de unidn del residuo pY y 3) formacion de un enlace
de H con o bloqueando el acceso al hidrogeno de amida de E638. La mayoria de los compuestos, pero no todos,
interactuaron también con el sitio de unién hidréfobo.

Ensayo de unién de SH2 de Stat3/péptido pY. Los ensayos de unién a Stat3 se realizaron a 25°C con un biosensor
BlAcore 3000 usando solucion reguladora Tris 20 mM pH 8 que contenia mercaptoetanol 2 mM y DMSO al 5% como
solucion reguladora de analisis (Kim et al., 2005). Se inmovilizaron dodecapéptidos derivados de EGFR biotinilados
fosforilados y control no fosforilados basados en la secuencia que rodea a Y1068 (Shao et al., 2004) en un chip sensor
recubierto con estreptavidina (BlAcore inc., Picataway NJ). La union de Stat3 se llevo a cabo en solucion reguladora Tris
20 mM pH 8 que contenia B-mercaptoetanol 2 mM a una velocidad de flujo de 10 uL/min durante 1-2 minutos. Alicuotas
de Stat3 a 500 nM se mezclaron previamente con el compuesto para alcanzar una concentracion final de 1-1,000 uM y
se incubaron a 4°C antes de ser inyectadas sobre el chip sensor. El chip se regeneré inyectando 10uL de glicina 100
mM a pH 1.5 después de cada inyeccion de muestra. Se realizé un control (Stat3 con DMSO, pero sin compuesto) al
principio y al final de cada ciclo (40 inyecciones de muestra) para asegurar que la integridad del chip del sensor se
mantuvo a lo largo del analisis del ciclo. El promedio de los dos controles se normaliz6 al 100% y se usé para evaluar el
efecto de cada compuesto sobre la uniéon de Stat3. Las respuestas se normalizaron dividiendo el valor a 2 min por la
respuesta obtenida en ausencia de compuestos a 2 min y multiplicando por 100. Los valores de ICso se determinaron
realizando un grafico del % de respuesta maxima en funcion de la concentracion log del compuesto y ajustando los
puntos experimentales a un modelo de unién competitiva usando una ecuacion logistica de cuatro parametros: R = Rajio-
(Raito-Rbajo)/(1 + conc/A1)* A2, donde R = porcentaje de respuesta a la concentracion del inhibidor, Raie = porcentaje de
respuesta sin compuesto, Rusjo = porcentaje de respuesta a la concentracion de compuesto mas alta, A2 = parametro de
ajuste (pendiente) y A1 = ICso (BlAevaluation Software version 4.1).

Ensayo de inmunotransferencia. La linea celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) se cultivd en placas de 6
pozos bajo condiciones estandar. Las células se trataron previamente con los compuestos (0, 1, 3, 10, 30, 100 y 300
uM) durante 1 hora y luego se estimularon en condiciones dptimas con interferon gamma (IFN-y; 30 ng/ml durante 30
minutos) para activar Stat1 o interleucina-6 (IL-6; 30 ng/ml durante 30 minutos) para activar Stat3 (30-31). A
continuacion, se recolectaron los cultivos y se extrajeron las proteinas usando una solucion reguladora con alto
contenido de sal, como se describe (Shao et al., 2006). En resumen, los extractos se mezclaron con solucion reguladora
de muestra de dodecilsulfato de sodio 2X (SDS) (125 mmol/L Tris-HCL pH 6.8; SDS al 4%, glicerol al 20% y 2-
mercaptoetanol al 10%) a una relacién 1: 1 y se calentaron durante 5 minutos A 100°C. Las proteinas (20 pg) se
separaron mediante SDS-PAGE al 7.5% y se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
(Millipore, Waltham, MA) y fueron inmunotransferidas. Se incluyeron marcadores de peso molecular tefiidos previamente
(Biorad, Hercules, CA) en cada gel. Las membranas se probaron en serie con el anticuerpo contra Stat1 pY7®' o Stat3
pY7% seguido de anticuerpo contra Stat1 o Stat3 (Transduction labs, Lexington, KY), luego anticuerpo contra B-actina
(Abcam, Cambridge, MA). Las membranas se retiraron entre el sondeo de anticuerpos usando solucion reguladora
RestoreTM Western Blot Stripping (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) segun las instrucciones del fabricante.
Se utilizé 1IgG de cabra antiratdon conjugada con peroxidasa de rabano picante como anticuerpo secundario (Invitrogen
Carlsbad, CA) y las membranas se desarrollaron con un sistema de deteccion de quimioluminiscencia (ECL) mejorado
(Amersham Life Sciences Inc., Arlington Heights, IL).

Cribado de similitud. Tres compuestos identificados en el cribado virtual de ligandos inicial (VLS) -Com3 (no
reivindicado), Com30 y Com188 inhibieron la unién de union de SH2 de Stat3/péptido pY y la fosforilacion de Stat3
mediada por IL-6 y se eligieron como moléculas de referencia para el cribado de similitud. Una solicitud de similitud de
huella digital para cada compuesto de referencia se envié a Molcart/ICM (Distancia Maxima, 0.4). Se calculd la similitud
entre cada molécula de referencia y cada molécula de base de datos y los resultados de similitud se clasificaron en
orden decreciente de puntuacion de similitud ICM (Eckert and Bajorath 2007). Las bases de datos buscadas incluyeron
ChemBridge, LifeChemicals, Enamine, ChemDiv, Asinex, AcbBlocks, KeyOrganics y PubChem para un total de 2.47
millones de compuestos. Todos los compuestos identificados se acoplaron en el bolsillo de unién del dominio SH2 de
Stat3 en silico. Los compuestos que cumplian los criterios de CIA se adquirieron y ensayaron como se describe para los
compuestos identificados en la criba primaria.
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Ensayo de cambio de movilidad electroforético (EMSA): Se realiz6 EMSA usando el oligonucledtido duplex
radiomarcado con hSIE como una sonda como se describe (Tweardy et al., 1995). En resumen, se prepararon extractos
de alto contenido de sal a partir de células HepG2 incubadas sin o con IL-6 (30 ng/ml), durante 30 minutos. La
concentracion de proteina se determiné mediante ensayo Bradford y se incubaron 20ug de extracto con el compuesto
(300uM) durante 60 minutos a 37°C. La sonda hSIE unida y no unida se separ6 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (4.5%). Los geles se secaron y se sometieron a autorradiografia.

Modelado molecular. Todas las configuraciones 3-D del dominio SH2 de Stat3 complejadas con compuestos se
determinaron por optimizacion de energia global que implica multiples etapas: 1) localizacion de las moléculas organicas
se ajustd en su conjunto en 2 A de amplitud mediante traducciones al azar y rotaciones pseudo-brownianas alrededor
del centro molecular de gravedad, 2) las variables internas de las moléculas organicas fueron cambiadas al azar, 3) los
grupos acoplados dentro de los angulos de torsién de la cadena lateral del dominio SH2 de Stat3 se muestrearon con
agitacion de probabilidad sesgada mientras se fijaron las variables restantes de la proteina, 4) las minimizaciones de
energia local se realizaron usando el Empirical Conformation Energy Program for Peptides type-3 (ECEPP3 ) con vacio
(Nemethy et al., 1992) con una constante dieléctrica dependiente de la distancia € = 4r, la energia de solvente basada
en la superficie y las contribuciones entrépicas de las cadenas laterales de la proteina evaluadas se adicionaron y 5)
conformaciones del complejo, que fueron determinadas por criterios Metropolis, se seleccionaron para el siguiente ciclo
de barrido-conformacion. La configuracion tridimensional inicial del dominio SH2 de Stat1 en un complejo con cada
compuesto se predijo y se generd superponiendo, dentro del modelo computacional, las caracteristicas tridimensionales
del SH2 de Stat1 sobre la configuracion tridimensional del dominio SH2 de Stat3 en un complejo con cada compuesto.
El modelo computacional final de SH2 de Stat1 en un complejo con cada compuesto se determind mediante
minimizacién local usando la mecanica molecular basada en Internal Coordinate Force Field (ICFF) (Totrov and
Abagyan 1997). Los inventores calcularon la energia de van der Waals del complejo de Stat1 o 3-SH2 unido a cada
compuesto usando el potencial de Lennard-Jones con campo de fuerza ECEPP/3 (Nemethy et al., 1992).

Microscopia de fluorescencia confocal y de alto rendimiento. La microscopia de fluorescencia confocal y de alto
rendimiento (HTFM) de células MEF/GFP-Stat3a se realizaron como se describe (Huang et al., 2007). En resumen, para
la microscopia de fluorescencia confocal, las células se hicieron crecer en placas de 6 pozos que contenian un
cubreobjetos. Para HTFM, las células se sembraron en placas CC3 de 96 pozos a una densidad de 5,000 células/pozo
usando un sistema de siembra en placas automatizado. Las células se cultivaron en condiciones estandar hasta 85-90%
confluentes. Las células se trataron previamente con el compuesto durante 1 hora a 37°C, luego se estimularon con IL-6
(200 ng/ml) e IL-6sR (250 ng/ml) durante 30 minutos. Las células se fijaron con formaldehido al 4% en solucién
reguladora PEM (PIPES de potasio 80 mM, pH 6.8, EGTA 5 mM pH 7.0, MgCl, 2 mM) durante 30 minutos a 4°C, se
inactivaron en 1 mg/ml de NaBH,; (Sigma) en solucién reguladora PEM y se contratifieron durante 1 min en 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI Sigma, 1 mg/ml) en solucién reguladora PEM. Se revisaron los cubreobjetos por
microscopia confocal fluorescente. Las placas se analizaron mediante HTFM automatizado usando la plataforma Cell
Lab IC Image Cytometer (IC100) y el software de analisis CytoshopVersion 2.1 (Beckman Coulter). La translocacion
nuclear se cuantifica usando la medicion de la fraccion localizada en el nucleo (FLIN) (Sharp et al., 2006).

Ensayo de apoptosis de la linea celular de cancer de mama. Las lineas celulares de carcinoma de mama humano MDA-
MB-468, MDA-MB-231, MBAMD-435 y MCF7 fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Powel H. Brown (Breast
Cancer Center, Baylor College of Medicine). La linea celular de cancer de mama, MDA-MB-453 fue amablemente
proporcionada por el Dr. Shou Jiang (Breast Cancer Center, Baylor College of Medicine). Todas las lineas celulares se
cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS), 25,000 unidades de penicilina G,
25,000 ug de estreptomicina y 131.4 mg de L-glutamina y se cultivaron en la incubadora bajo condiciones de 95% de
aire, 5% de CO, a 37°C (Garcia et al., 2001). Las células se sembraron a 2,500 células/cm? en placas de 12 pozos. A
una confluencia del 80%, las células se lavaron con PBS y se suplementaron con medio fresco que contenia compuesto
o el inhibidor de la topoisomerasa |, camptotecina, a 0, 0.1, 03, 1, 3, 10, 30, 100, 300 uM. A las 24 horas, el tratamiento
se termind eliminando el medio de cada pozo. Las células se lisaron con solucién reguladora de lisis celular (600 pl,
durante 30 minutos a 25°C). El lisado celular (200 pl) se centrifugd a 200xg durante 10 minutos y se ensayaron 20 pl de
cada sobrenadante para nucleosomas usando el ELISA de deteccion de muerte celular (Roche Applied Science) segun
lo descrito por el fabricante. El porcentaje maximo del nivel de nucleosoma se calculdé dividiendo el nivel de
nucleosomas por el nivel maximo de nucleosomas alcanzado en el ensayo y multiplicando por 100. Este valor se
representd como una funcién de la concentracion log del compuesto y la curva de ajuste 6ptimo generada usando el
software IDBS, 4-Parameter Logistic Model/Dose Response/XLfit 4.2.

Ejemplo 2

Identificacion por VLS de compuestos que bloquearon la unién de STAT3 con su fosfopéptido ligando e inhibieron la
fosforilacion mediada por IL-6 de STAT3

El protocolo VLS se utilizé para evaluar un total de 920,000 compuestos similares a farmacos. De éstos, 142
compuestos cumplieron los criterios de CIA. Estos compuestos se adquirieron y ensayaron para determinar su
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capacidad para bloquear la unién de Stat3 con su ligando fosfopéptido en un ensayo de unién basado en resonancia del
plasmén de la superficie (SPR) y para inhibir la fosforilacion mediada por IL-6 de Stat3. Los experimentos de
competicion de SPR mostraron que, de los 142 compuestos ensayados, 3 compuestos -Com3 (no reivindicado), Com30
y Com188- eran capaces de competir directamente con péptido pY para la unién a Stat3 con valores de I1Cso de 447, 30
y 20 puM, respectivamente (figuras 1y 3, Tabla 4).

Tabla 4. Valores de ICsp (uM) de 6 compuestos activos

Ensayo | Com3 (no | Com30 | Com188 | Com3-2 (no | Com3-7 (no | Com30-
reivindicado) reivindicado) reivindicado) 12

SPR 4471 30 20 256 137 114

pStat3 | 91 18 73 144 63 60

HTM 131 77 39 150 20 >300

"Datos presentados son la media o media + SD; ND = no determinado.

Ademas, cada compuesto inhibia la fosforilacion mediada por IL-6 de Stat3 con valores de ICso de 91, 18 y 73 uM
respectivamente (figura 2, Tabla 4).

El cribado de similitud con Com3 (no reivindicado), Com30 y Com188 identificé 4,302 compuestos adicionales. Se
realizé un cribado VLS con cada uno de estos compuestos, que identificd 41 compuestos que cumplian los criterios de
CIA; Estos fueron comprados y probados. Los experimentos de competicion SPR mostraron que, de estos 41
compuestos, 3 compuestos -Com3-2 (no reivindicado), Com3-7 (no reivindicado) y Com30-12- eran capaces de
competir directamente con péptido pY para la unién a Stat3 con valores de ICso de 256, 137 y 114 uM, respectivamente
(figuras 1y 3, Tabla 4). Ademas, cada compuesto inhibia la fosforilacion mediada por IL-6 de Stat3 con valores de ICsp
de 144, 63 y 60 uM, respectivamente (figura 2, Tabla 4).

Ejemplo 3

Inhibicién mediada por compuesto de la fosforilacion estimulada por ligando de STAT3 es especifica para STAT3 vs.
STAT1

Aunque Stat3 contribuye a la oncogénesis, en parte, a través de la inhibiciéon de la apoptosis, Stat1 es anti oncogénico;
Actia como mediador de los efectos apoptoticos de los interferones y contribuye a la vigilancia tumoral Kaplan et al.,
1998; Ramana et al., 2000). Por consiguiente, los compuestos que se dirigen a Stat3 mientras preservan Stat1, dejando
sus funciones anti oncogénicas sin oposicion, pueden dar como resultado un efecto antitumoral sinérgico. Para evaluar
la selectividad de los compuestos de Stat3 frente a Stat1, se incubaron células HepG2 con Com3 (no reivindicado),
Com30, Com188, Com3-2 (no reivindicado), Com3-7 (no reivindicado) y Com30-12 (300 uM) durante 1 hora a 37°C
antes de la estimulacion con IFN-y (figura 4). Sélo el tratamiento con Com30-12 bloqued la fosforilacion de Stat1
mientras que cada uno de los otros cinco compuestos -Com3 (no reivindicado), Com30, Com188, Com3-2 (no
reivindicado) y Com3-7 (no reivindicado)- no. De este modo, cinco de los seis compuestos de ejemplo identificados
fueron selectiva e inhibieron la fosforilacion estimulada por el ligando de Stat3, pero no de Stat1.

Ejemplo 4

Anadlisis secuencial y modelado molecular de la interaccion de cada compuesto con el dominio SH2 de STAT3 vs.
STAT1

Para comprender a nivel molecular la base para la selectividad de los Coms 3, 30, 188, 3-2 y 3-7 y la ausencia de
selectividad en el caso de Com 30-12, se compararon la secuencia de aminoacidos y las estructuras disponibles del
dominio SH2 de Stat1 y Stat3 y también se examiné cémo cada compuesto interactuaba con ambos. La alineacion de
secuencias revel6 identidad en los residuos dentro de Stat3 y Stat1 correspondientes al sitio de unién para el residuo pY
y el residuo +3 (figura 5A). Ademas, la superposicion de las estructuras SH2 de Stat3 y Stat1 revel6 que los bucles que
contenian estos sitios de unién se superpusieron (figura 5B). Por el contrario, la alineacién de secuencias reveld
diferencias sustanciales en la secuencia de las regiones del dominio SH2 correspondientes a los bucles que forman el
sitio de unién hidrofobo (figura 5A). Ademas, la revision de la superposicion de los dominios SH2 de Stat3 y Stat1 reveld
que, en contraste con la aposicidon cercana de los dos bucles de Stat3 que forman el sitio de unién hidréfobo, los dos
bucles correspondientes de Stat1 no estan estrechamente unidos para formar un bolsillo (figura 5B).
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La revision de modelos computacionales de Com3 (no reivindicado), Com30, Com188, Com3-2 (no reivindicado) y
Com3-7 (no reivindicado) en un complejo con el dominio SH2 de Stat3 reveld que cada uno tiene interacciones
significativas con bolsillo de union del dominio SH2 de Stat3 en los tres sitios de union, el sitio de unién del residuo pY,
el sitio de unién del residuo +3 y el sitio de unién hidréfobo (figuras 6A, B, C, D y E). Por el contrario, Com30-12
interactua con el sitio de unién del residuo pY y bloquea el acceso al sitio de union del residuo +3 pero no interactua ni
bloquea el acceso al sitio de union hidréfobo (figura 6F). Ademas, las energias de van der Waals de los 5 compuestos
selectivos eran mucho mas favorables para su interaccion con los bucles de Stat3 que formaban el sitio de union
hidréfobo que con los bucles correspondientes de Stat1 (figura 5C). De este modo, el modelado informatico indicé que la
actividad de los compuestos contra Stat3 deriva de su capacidad de interactuar con los sitios de union para los residuos
pY y +3 dentro del bolsillo de unién, mientras que la selectividad para Stat3 frente a Stat1 deriva de la capacidad de los
compuestos para interactuar con el sitio de unién hidréfobo dentro del bolsillo de unién de SH2 de Stat3, que servia
como un filtro de selectividad.

Ejemplo 5

Inhibicién de la translocacion nuclear de STATS3 fosforilado por COM3 (no reivindicado), COM30, COM188, COM3-2 (no
reivindicado) y COM3-7 (no reivindicado) evaluado por HTFM

Después de su fosforilacion sobre Y705, Stat3 experimenta un cambio en la conformacion de la dimerizaciéon cabeza a
cabeza mediada a través de su dominio de oligomerizacion N-terminal a dimerizacion cola a cola mediada por
interacciones reciprocas de ligando peptidico SH2/pY705. Este cambio conformacional es seguido por la acumulacion
nuclear. Se esperaba que los compuestos que se orientaban a las interacciones de ligando de péptido SH2/pY de Stat3
inhibieran la acumulacién nuclear de Stat3. Para determinar si esto era el caso con los compuestos en este documento,
se empled un ensayo de translocacion nuclear (figura 7) usando células de fibroblastos embrionarios murinos (MEF) que
son deficientes en Stat3 enddgeno, pero expresan constitutivamente Stat3a marcado con GFP a niveles endégenos,
MEF/GFP-Stat3 o (Huang et al., 2007). La preincubacion de células MEF/GFP-Stat3a. con Com3 (no reivindicado),
Com30, Com188, Com3-2 (no reivindicado) y Com3-7 (no reivindicado), pero no Com30-12, translocacion nuclear
mediada por ligando bloqueada de GFP-Stat3 o con valores de ICso de 131, 77, 39, 150 y 20 uM (figura 7 y Tabla 4).

Ejemplo 6
Desestabilizacion de complejos de STAT3-ADN por COMS3 (no reivindicado) y COM3-7 (no reivindicado)

Una vez en el nucleo, los dimeros Stat3 se unen a elementos de ADN especificos para activar y, en algunos casos,
reprimir la transcripcion de genes. Se ha demostrado previamente que los dodecapéptidos fosforilados con tirosina
basados en motivos dentro de receptores que reclutan Stat3 desestabilizan Stat3 (Chakraborty et al., 1999, Shao et al.,
2003). Se podria esperar que los compuestos que se unen al sitio de union al fosfopéptido de Stat3 hagan lo mismo.
Para determinar si esto era el caso para cualquiera de los compuestos que identificamos, se incubaron extractos de
células HepG2 estimuladas con IL-6 en reacciones de unién que contenian hSIE radiomarcado (figura 8) y cada uno de
los cinco compuestos selectivos (300 uM). La incubacion con Com3 (no reivindicado) o Com3-7 (no reivindicado) redujo
la cantidad de hSIE desplazada a la mitad o mayor. Los otros compuestos no tuvieron un efecto detectable en la
intensidad de la banda Stat3: hSIE. De este modo, 2 de los 5 compuestos selectivos desestabilizaron los complejos
Stat3: hSIE.

Ejemplo 7

Inducciéon de apoptosis de lineas celulares de cancer de mama por COM3 (no reivindicado), COM30 y COM188; la
apoptosis es selectiva para lineas celulares con activacion constitutiva de STAT3

Los compuestos previamente identificados que se dirigen a Stat3 inducen la apoptosis celular (Jing et al., 2004; Song et
al., 2005; Jing et al., 2006; Schust et al., 2006; Siddiquee et al., 2007). Para determinar si alguno de los compuestos de
Stat3 selectivos inducen apoptosis y si 0 no la induccion de apoptosis es selectiva para las lineas de células tumorales
con activacion constitutiva de Stat3, se examinaron los compuestos selectivos de Stat3 en este documento para
determinar la capacidad de inducir la apoptosis de las lineas celulares de cancer de mama, MDAMB-231 (Cailleau R
1978; Satya-Prakash KL 1981; Zhang RD 1991), MBA-MB-468 (Brinkley et al., 1980; Garcia et al., 1997; Garcia et al.,
2001) y MDAMB- 435 (Brinkley et al., 1980; Garcia et al., 2001) con Stat3 constitutivamente activa y dos lineas celulares
de cancer de mama, MDA-MB-453 (Brinkley et al., 1980; Garcia et al., 2001; Song et al., 2005) y MCF7 (Song et al.,
2005), sin Stat3 constitutivamente activo.

Dos compuestos -Com3 (no reivindicado) y Com30- indujeron la apoptosis de las tres lineas celulares de cancer de

mama con actividad de Stat3 constitutiva MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MDA-MB-435 (figuras 9A, B y C) con valores de
EC50 de 2.3 a 26.9 uM y los intervalos de 6.4 a 92.2 uM, respectivamente (Tabla 5).
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Tabla 5 Valores de EC50 (uM) para inhibidores selectivos de Stat3

Linea celular | Com3 (no reivindicada) | Com30 | Com188 | CAM'
MDA-MB-468 | 2.282 6.42 0.73 0.74
MDA-MB-231 | 26.91 92.01 3.96 1.62
MDA-MB-435 | 16.5 16.29 7.01 1.64
MCF7 >300 >300 17.19 0.13
MDA-MB-453 | >300 >300 15.5 0.93

'CAM-camptotecina

2|os datos presentados son la media.

Por el contrario, ninguno de los compuestos indujo la apoptosis de las lineas celulares MDA-MB-453 y MCF7 que no
demuestran actividad constitutiva de Stat3 en concentraciones de hasta 300 uM (figuras 9D y E y Tabla 5). Com188 fue
aun mas eficaz para inducir la apoptosis de lineas celulares con actividad constitutiva de Stat3 (figuras 9A, B y C) que
demuestra valores de EC50 en el intervalo de 0.7 a 7 uM (Tabla 2). Sin embargo, a diferencia de Com3 (no
reivindicado) y Com30, Com188 también tenia actividad detectable contra MDA-MB-453 y MCF7 (figuras 9D y E),
demostrando valores de EC50 de 17.2 y 15.5 uM, respectivamente. Sin embargo, similar a Com3 (no reivindicado) y
Com30, Com188 mostré actividad preferencial contra lineas celulares con actividad constitutiva de Stat3 (Tabla 5). En
contraste con Com3 (no reivindicado), Com30 y Com188 ni Com3-2 (no reivindicado) ni Com3-7 (no reivindicado)
indujeron la apoptosis de ninguna de las lineas celulares de cancer de mama ensayadas.

Ejemplo 8
Significado de ciertas realizaciones de la presente invencion

Para desarrollar sondas quimicas que se dirigen selectivamente a Stat3, los inventores cribaron virtualmente 920,000
pequefios compuestos similares a farmacos acoplando cada uno de ellos al bolsillo de unién del péptido pY del dominio
SH2 de Stat3, que consiste en tres sitios: el sitio de union pY, el sitio de unién del residuo +3 y un sitio de unidn
hidréfobo. Tres compuestos satisfacian criterios de analisis de interaccion, inhibian la unién de Stat3 recombinante a su
ligando del péptido pY inmovilizado e inhibian la fosforilacion de tirosina mediada por IL-6 de Stat3. Estos compuestos
se usaron en una criba de similitud de 2.47 millones de compuestos, la cual identificé 3 compuestos mas activos. El
examen de los 6 compuestos positivos para determinar la capacidad para inhibir la fosforilaciéon de Stat1 mediada por
IFN-y reveld que 5 de 6 eran selectivos para Stat3 frente a Stat1. La secuencia y el analisis estructural de los dominios
SH2 de Stat3 y Stat1 revelaron que la capacidad del compuesto para interactuar con el sitio de unién hidréfobo era la
base para la selectividad. Los 5 compuestos selectivos inhibieron la translocacion de nucleo a citoplasma de Stat3,
mientras que 3 de 5 indujeron preferencialmente apoptosis de lineas celulares de cancer de mama con activacion
constitutiva de Stat3 con uno (Com188) activo en el intervalo submicromolar. De este modo, el cribado virtual de
ligandos de bibliotecas de compuestos orientados al bolsillo de unién del péptido pY del dominio SH2 de Stat3 identifico
por primera vez 3 compuestos de plomo que inhiben competitivamente la unién del dominio SH2 de Stat3 a su ligando
del péptido pY, dirigen selectivamente a Stat3 frente a Stat1 e inducen apoptosis preferencialmente de lineas celulares
de cancer de mama con Stat3 constitutivamente activado.

Se han identificado recientemente varias moléculas que dirigen Stat3 (Bhasin et al., 207; Jing et al., 2004; Coleman et
al., 2005; Song et al., 2005; Schust et al., 2006; Siddiquee et al., 2007). Los estudios de polarizacion de fluorescencia
indicaron que un peptidomimético, hidrocinamoil-Tyr(PO3H2)-Leu-cis-3,4-metanoPro-GIn-NHB, era un potente inhibidor
de la union de Stat3 a la unidn del péptido pY con una ICso de 125 nM (Coleman et al. Al., 2005). Los resultados de su
capacidad para inhibir la fosforilacién de Stat3 o la translocacién nuclear dentro de las células no se ha informado
reflejando, tal vez, el obstaculo general de la permeabilidad celular planteada por la clase peptidomimética de farmacos.

El oligodesoxinucledtido formador de cuarteto rico en G, T40214, se identifico como un inhibidor de Stat3 a través de
estudios de acoplamiento de T40214 sobre la estructura conocida de Stat3 (Jing et al., 2003). T40214 orientd
homodimeros cola a cola de Stat3, disminuyo la union de Stat3 al ADN e inhibi6 el crecimiento de células cancerosas de
prostata, mama y pulmén en el modelo de ratén xenoinjerto desnudo modelo a través de la induccion de apoptosis (Jing
et al., 2003; Jing et al., 2004; Jing and Tweardy 2005; Jing et al., 2006; Zhu and Jing 2007). T40214 se administra IV o
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por via intraperitoneal en un complejo con polietilenimina, que mejora en gran medida la captacion intracelular. Para
complementar estos esfuerzos y desarrollar una clase diferente de inhibidor de Stat3 para su uso en el tratamiento
contra el cancer con el potencial para la administracién oral, se determiné si la informacién reciente obtenida con
respecto a los requisitos estructurales de unién de SH2 de Stat3/péptido pY (Shao et al., 2004; Shao et al., 2006)
podrian ser explotados para desarrollar un pequefio inhibidor molecular de Stat3.

Otros grupos han adoptado un enfoque de moléculas pequefias para dirigir Stat3 con cierto éxito. STA-21 es un
inhibidor de Stat3 de molécula pequefia identificada mediante el cribado virtual de ligandos de compuestos que se unen
a la interfase de los homodimeros de SH2 de Stat3 (Song et al., 2005). El tratamiento con STA-21 de las células alteré
los complejos Stat3/ADN, anulé la translocacion de Stat3 en el nucleo, inhibid la expresion de proteinas tales como Bcl-
XL y Ciclina D1 e indujo la apoptosis de lineas celulares de cancer de mama. No se proporcionaron pruebas de que
STA-21 se uniera directamente a Stat3 reflejando, tal vez, la falta de disponibilidad de reactivos apropiados, esto es,
homodimeros de Stat3 purificados. Mas recientemente, se ha propuesto un modelo de interaccion de STA-21 con el
bolsillo de unién del péptido pY de SH2 de Stat3, que presentaba el 1-oxigeno de la unién de STA-21 al hidrégeno de
amonio de cadena lateral de Arg609 en el sitio de unién del residuo pY. La modificacion quimica de STA-21 se llevo a
cabo con el objetivo de generar compuestos con una mejor interaccion en este sitio. Ellos sintetizaron 4 compuestos de
los cuales el mas potente demostré actividad similar a STA-21 con una ECsy para la induccion de apoptosis de tres
lineas celulares de cancer de préstata dependientes de Stat3 con actividad constitutiva de Stat3 de 13.4 a 34.1 uM
(Bhasin et al., 207).

Schust (Schust et al., 2006) identifico otro inhibidor de moléculas pequefias de Stat3, Stattic, usando un ensayo de alto
rendimiento de polarizacion de fluorescencia de union a Stat3. Este grupo cribé 17,298 compuestos quimicos e identifico
144 compuestos con actividad significativa en este ensayo. El compuesto mas activo, Stattic, inhibié la union de Stat3 a
un ligando del péptido pY semejante, inhibid la fosforilacion de Stat3 mediada por el ligando y la translocacién nuclear,
redujo la unién de Stat3 al ADN e indujo la apoptosis de células cancerosas de mama con Stat3 constitutivamente
activado en el intervalo 5-20 uM. Similar a los compuestos identificados en este documento, la inhibicion de la
fosforilacion inducida por ligando fue selectiva para Stat3 frente a Stat1. Sin embargo, a diferencia de los compuestos en
este documento, la inhibicién de Stat3 por Stattic fue bloqueada por la presencia de un agente reductor (DTT), no fue
reversible y no se pudo medir por la inhibicion directa de la unién del péptido pY. Mas bien, Stattic puede alterar la forma
del sitio de union del péptido SH2 de Stat3 mediante la acilacion del residuo Cys687 en el lado opuesto del dominio SH2
(McMurray 2006).

Siddiquee et al., (Siddiquee et al., 2007) identificaron recientemente un inhibidor de molécula pequefia de Stat3, S3I-
201, usando un enfoque similar al descrito en este documento orientandose al sitio de unién del péptido pY de SH2 de
Stat3. S31-201 inhibié la homodimerizacién de Stat3, la unién al ADN, la induccion de ciclina D1, Bcl-xL y survivina y la
apoptosis inducida de células NIH3T3 transformadas con v-Src y lineas celulares de cancer de mama con Stat3 activo
constitutivo en el intervalo de 30 a 100 uM. Similar a T40214, S31-201 (5 mg/kg cada 2-3 dias) inhibid el crecimiento de
xenoinjertos de ratones desnudos de una de estas lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-231). Similar a STA-
21, y a diferencia de los compuestos de la presente invencion, no se presenté evidencia de la capacidad de S3I-201
para unir directamente Stat3 o para inhibir la unién de Stat3 a su ligando del péptido pY dejando abierta la cuestion del
mecanismo preciso de acciéon de S3I-201.

El uso de modelado molecular para delinear la base estructural para la inhibicion competitiva de la union del péptido
SH2 de Stat3/pY por los compuestos descritos en este documento identificé el sitio de unién hidréfobo como un filtro de
selectividad. También proporciona una base racional para la modificaciéon de los tres compuestos de plomo para
identificar los relacionados con mayor potencia; estos estudios estan en marcha. Ademas, la estrategia empleada en
este documento puede emplearse para desarrollar sondas quimicas selectivas para otros miembros de la familia de las
proteinas STAT. Ademas de Stat3 y Stat1, la informacion estructural actualmente esta disponible para Stat5A (Neculai
et al., 2005). La superposicion de los dominios SH2 de Stat5A y Stat1 y Stat5A y Stat3 revelo diferencias en el sitio de
union péptido pY de StatS5A y ambos Stat1 y Stat3. En ciertos casos, el cribado VLS se emplea para explotar estas
diferencias para identificar sondas quimicas selectivas de Stat5 para su uso en estudios genémicos quimicos y como
terapia potencial para canceres en los que Stat5 contribuye a la oncogénesis.

Ejemplo 9

Vision general del direccionamiento de células madre cancerosas con inhibidores de stat3

En ciertos casos, hay desarrollo de sondas potentes y selectivas para cuestionar la funcion de Stat3 en células madre.
En casos especificos, Stat3 es dispensable para la funciéon de células madre/progenitoras hematopoyéticas normales,
pero no para células madre cancerosas, en particular, células madre leucémicas, por ejemplo. En casos particulares, las

sondas unicas evitan las células madre hematopoyéticas normales mientras se dirigen a células madre leucémicas, asi
como a ofras células madre cancerosas.
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Hipotesis de células madre. La hipétesis de que una poblacion menor de células es capaz de dar origen a todos los
tipos de células parenquimatosas maduras dentro de un sistema de érganos gano apoyo experimental en la década de
1960 de los ensayos de formacion de colonias in vitro y la demostracién de que el trasplante de médula ésea podria
reconstituir el sistema hematopoyético de ratones irradiados letalmente. La hipdtesis de células madre se establecio
clinicamente en los afios 1970 y 1980 a través de la ejecucion exitosa de trasplante de médula 6sea y se extendid
durante la década de 1990 para incluir todos los sistemas de 6rganos convirtiéndose asi en uno de los principios
centrales de la medicina regenerativa. Mas recientemente, la hipétesis de las células madre ha surgido dentro del
campo del cancer. La opinién actual sostiene que las terapias curativas para muchos canceres refractarios casi
ciertamente requeriran el direccionamiento exitoso de las células madre cancerosas.

La capacidad para sondar quimicamente las células madre tanto normales como cancerosas es esencial para
comprender y controlar su funcién para tratar individuos con deficiencias en el nimero o funcion de células maduras o
para tratar o curar pacientes con cancer. En particular, curar el cancer requerira el desarrollo de farmacos que se dirigen
a las células madre cancerosas, al tiempo que se preservan células madre normales en al menos ciertos aspectos.

Stat3 y células madre. Se esta acumulando evidencia de que Stat3 es necesario para el mantenimiento de algunas
células madre normales, por ejemplo, células madre embrionarias, y muchos tipos de células madre malignas,
incluyendo células madre de leucemia mieloide aguda (AML) y cancer de mama, por ejemplo. La comprension total del
papel de Stat3 en la biologia de células madre ha sido obstaculizada por el descubrimiento de que los ratones con
deficiencia genética de Stat3 de todo el animal son embrionarios letales a los 6.5 a 7 dias (Takeda et al., 1997).
Ademas, los resultados de los estudios de deficiencia genética especificos de tejidos a menudo han producido
resultados contradictorios y confusos (Levy and Lee, 2002). Las sondas quimicas de Stat3 especificas y altamente
activas aclaran en gran medida la comprension del papel de Stat3 en las células madre y proporcionan herramientas
para cuestionar especificamente la funcién Stat3 en las células madre cancerosas.

En ciertos casos, los métodos y composiciones son utiles en oncologia y asma, por ejemplo. El asma, por ejemplo, es
un proceso de la enfermedad en el cual Stat3 juega un papel critico.

Enfoque en células madre mieloides normales y leucémicas, por ejemplo. En ciertos aspectos de la invencion, los
agentes dirigidos a las células madre cancerosas evitan las células madre hematopoyéticas normales porque de lo
contrario su uso tendria consecuencias letales hematoldgicas e inmunes. La AML esta entre los 10 canceres mas
comunes. A pesar de los avances sustanciales en su tratamiento, la mortalidad de 5 afios supera el 50%. La curacion
exitosa de la AML, asi como de otros canceres refractarios, implicara la eliminacion de las células madre leucémicas
mientras se preservan células madre normales dentro de la médula ésea. Las terapias citorreductivas actuales para la
AML y otros canceres se dirigen a las células ciclicas. El sistema hematopoyético es capaz de reconstituirse por si
mismo después de la terapia citorreductora debido a que las células madre hematopoyéticas no son ciclicas. Al igual
que las células madre normales, las células madre cancerosas son quiescentes y no ciclistas. Los nuevos regimenes
terapéuticos para el cancer incluyen agentes que se dirigen a células madre cancerosas no ciclicas, en ciertos aspectos.
Sin embargo, en casos particulares, los agentes que se dirigen a las células madre cancerosas preservan células madre
hematopoyéticas normales para permitir la reconstitucion de este sistema de 6rganos.

Aunque Stat3 es esencial para el mantenimiento de células madre embrionarias (Raz et al., 1999), la delecion de Stat3
dentro del linaje hematopoyético incluyendo células madre hematopoyéticas de ratones normales no da lugar a una
disminucion de la produccion de células sanguineas. De hecho, las células circulantes dentro del linaje de granulocitos
estan aumentadas en estos ratones (Lee et al., 2002). En contraste con el hecho de no tener ningun papel en la
hematopoyesis de reposo normal, Stat3 se activa en hasta 95% de las muestras de blastos leucémicos y puede ser
critico para la supervivencia de estas células (Spiekermann et al., 2001). En ciertos aspectos, esto es cierto para las
células madre leucémicas mientras que en otros aspectos la activacion de Stat3 dentro de estas células es critica para
su supervivencia. En la presente divulgacion, las sondas quimicas de alta afinidad y selectivas para Stat3 que se usan
para determinar si Stat3 es critica para la supervivencia de células madre leucémicas y si Stat3 puede ser dirigida en
células progenitoras/hematopoyéticas sin efectos perjudiciales.

La leucemia aguda en seres humanos surge de progenitores de células sanguineas dentro de la via mieloide o linfoide.
El hallazgo mas sorprendente en la leucemia aguda es la translocacion cromosémica adquirida somaticamente, no
aleatoria en hasta un 60% de los pacientes con leucemia aguda. Estas translocaciones cromosémicas activan
anormalmente los genes del factor de transcripcion en la leucemia mieloide aguda (AML) y la leucemia linfoblastica
aguda (ALL) y muestran una notable especificidad para las células hematopoyéticas bloqueadas en etapas definidas de
la diferenciacion de las células sanguineas. AML comprende un grupo heterogéneo de leucemias agudas derivadas de
precursores mieloides transformados malignamente. Recientemente, la WHO clasificé la AML con translocaciones
cromosomicas recurrentes (60% de todas las AML) en cuatro categorias principales: i) leucemia promielocitica aguda
(APL) con t(15; 17) (resultando en el gen de fusion PML-RARa) y variantes, ii) AML con {(8; 21) (resultando en el gen de
fusion AML1-ETO), iii) AML-M4 con eosindfilos anormales de médula ésea e inv(16) (resultando en el gen de fusion
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CBFB-MYH11) Y iv) AML con anormalidades 11923 (gen de fusion MLL, tal como MLL-AF9), que se caracterizan por
caracteristicas biologicas y de prondstico distintas.

La leucemia promielocitica aguda (APL) es un subtipo distinto de leucemia mieloide aguda (AML) que comprende
aproximadamente el 10% de los casos de AML. En APL, la fusion del receptor de acido retinoico-alfa (RARa) con el gen
que codifica para la proteina PML, la translocacion PML-RARa t(15:17), es necesaria para el bloqueo de la
diferenciacion de células mieloides. Los acidos retinoicos, que se usan para tratar este cancer, se unen al componente
receptor de acido retinoico (RARa) del producto de fusion, resultando en la degradacion de la proteina de fusion por
ubiquitinizacion (Melnick and Licht, 1999). Sin embargo, las recaidas son frecuentes y suelen ser resistentes al
retratamiento con acido retinoico.

La translocacion cromosémica t(8; 21) se encuentra en el 15-20% de los casos de AML. Entre las aberraciones
cromosomicas no aleatorias observadas en AML, {(8; 21) es la translocacion cromosémica mas comun conocida en la
leucemia humana y por lo general se correlaciona con el subtipo M2 de AML de la clasificacion franco-estadounidense-
britanica, con unas caracteristicas morfolégicas especificas y bien definidas. La translocacién entre los cromosomas 8 y
21 se considera un sello citogenético del subtipo M2 de la leucemia mieloide aguda. AML1 se expresa normalmente en
células hematopoyéticas y pertenece a una familia de factores de transcripcion que se define por el dominio de
homologia runt (RHD), un motivo de unién al ADN. AML1 es una proteina de union al ADN especifica de secuencias
que forma complejos con el factor de unién de nucleo B (CBF) para activar la transcripcion de genes diana. CBFp no se
une por si mismo al ADN, sino que aumenta la afinidad de AML1 con el ADN. CBFp suele estar involucrado en una
translocacion diferente que implica la inversion del cromosoma 16, que produce un gen de fusion CBF-SMMHC.

Para evaluar el impacto de las oncoproteinas de fusion que contienen RARa y AML1 en células de médula dsea
primarias, el Dr. Dong y sus colegas realizaron ensayos de transduccion y transformacion retrovirales (RTTA) usando
estas proteinas de fusion (Zeisig et al., 2007; Kwok et al., 2006; Kwok et al., 2009). Estos estudios de células
hematopoyéticas primarias usando RTTA revelaron el impacto de estas proteinas de fusion en la promocién de la
autorenovacion de células madre leucémicas y proporcionaron un sistema fisiolégicamente relevante para estudiar las
propiedades de transformacion de estas proteinas de fusion. En la presente divulgacion, los inventores amplian el uso
de RTTA en una plataforma para el descubrimiento de farmacos, en particular, para identificar sondas quimicas de Stat3
que dirigen selectivamente y matan células madre AML, por ejemplo, generadas por estas proteinas de fusién al tiempo
que preservan células madre hematopoyéticas normales.

Ejemplo 10
Un enfoque de ejemplo para los inhibidores de Stat3 de las células madre cancerosas

En el campo del desarrollo de sondas de Stat3, los inventores se han centrado en sondas de Stat3 de molécula
pequefia (Xu et al., 2009), y son Utiles varias caracteristicas del programa de moléculas pequefas, que incluyen: 1) un
modo de accion claramente definido de estas sondas: se dirigen al dominio (SH)2 de Stat3 Src-homologia que esta
implicado en 2 etapas en la via de activacion de Stat3; 2) su especificidad de accion; y 3) el potencial para el uso de
sondas de plomo identificadas hasta el momento para identificar sondas con 2 a 3 logs de mayor actividad basada en el
analisis SAR de ejemplo y reciente y las consideraciones de quimica médica que se describen a continuacion.

En casos especificos, la afinidad del compuesto se mejora al obtener una mayor afinidad logaritmica al pasar de sondas
de 12 generacion a 22 generacion usando analisis de farmacoéforo 3-D. Ademas, la selectividad se mejora mediante el
modelado, en particular a través de la identificacién de un dominio de unién hidréfobo distinto en el bolsillo de unién a
fosfopeptidos de SH2 de Stat3 frente al SH2 de Stat1 (Xu et al., 2009).

Identificacion de sondas quimicas de Stat3 de 12 generacion. Para desarrollar sondas quimicas que selectivamente se
dirigen a Stat3, los inventores cribaron virtualmente 920,000 pequefios compuestos similares a farmacos acoplando
cada uno de ellos al bolsillo de unién del péptido del dominio SH2 de Stat3, el cual consiste en tres sitios: el sitio de
union del residuo pY, el sitio de unidon del residuo +3 y un sitio de unién hidréfobo, que sirvi6 como un filtro de
selectividad (Xu et al., 2009). Tres compuestos (Com3 (no reivindicado), Com30 y Com188) satisfacen criterios de
analisis de interaccion, inhiben competitivamente la union de Stat3 recombinante a su ligando del péptido pY
inmovilizado e inhiben la fosforilacion de tirosina mediada por IL-6 de Stat3. Estos compuestos se utilizaron en una criba
de similitud de 2.47 millones de compuestos, los cuales identificaron 3 compuestos mas (Com3-2 (no reivindicado),
Com3-7 (no reivindicado) y Com30-12) con actividades similares. Los examenes de los 6 compuestos activos para
determinar la capacidad para inhibir la fosforilacion de Stat1 mediada por IFN-y revelaron que todos excepto Com30-12
eran selectivos para Stat3. El modelado molecular de los dominios SH2 de Stat3 y Stat1 unidos al compuesto reveld que
la interaccion del compuesto con el sitio de union hidréfobo era la base para la selectividad. Los 5 compuestos
selectivos inhibieron la translocacion nudcleo a citoplasma de Stat3, mientras que 3 de 5 compuestos (Com3 (no
reivindicado), Com30 y Com188) indujeron apoptosis preferencialmente de lineas celulares de cancer de mama de
ejemplo con activacion constitutiva de Stat3.

23



10

15

20

25

30

ES 2647 562 T3

Identificacion de sondas quimicas de Stat3 de 22 generacion. El cribado de similitud descrito anteriormente no produjo
ningun éxito usando Com188, el mas activo de los 3 compuestos de plomo, como el compuesto de consulta. Por
consiguiente, los inventores repitieron el cribado de similitud 2-D usando el andamio de Com188 como la estructura de
consulta y la biblioteca Life Chemicals, que produjo 207 éxitos. Se realizé un andlisis de farmacoforo 3-D sobre estos
207 compuestos usando Ligand Scout y se compraron los 39 compuestos de puntuacion superiores y se ensayo la
inhibicion de la unién de Stat3 a su ligando fosfopeptidico por SPR. Todos excepto seis de estos 39 compuestos tienen
ICso de SPR medibles, siendo 19 con valores de I1Csg iguales o menores que el compuesto original y 2 (Com188-9 y
Com188-15) que tienen valores de IC50 un log mas bajo. El examen de estos 19 compuestos ha revelado una
correlacion estadisticamente significativa entre las puntuaciones de farmacoéforo 3-D y las IC50 de SPR y asi como la
puntuacion de farmacoéforo 3-D y las IC50 para la inhibiciéon de la translocacion citoplasmica al nucleo mediada por
ligando (figura 15 y datos no mostrados). Ademas, tanto Com188-9 como Com188-15 exhibieron una mayor actividad
logaritmica en la induccion de la apoptosis de la linea celular leucémica humana que el Com188 original (figura 16).
Ademas, Com188-38 exhibié una actividad 2 log mayor que el Com188 original en la inhibicién de la translocacion
citoplasma al nucleo en el ensayo HTFM, mientras que Com188-15 exhibié una actividad 1 log mayor que el Com188
original en la disminuciéon de MSFE (Tabla 6). Adicionalmente, varios de los compuestos de tipo 188 de segunda
generacion representan una mejora sustancial con respecto a Com188 desde un punto de vista de la quimica medicinal,
el metabolismo y la biodisponibilidad. En particular, Com188-9 carecia de ambos grupos carboxilo, lo que en casos
particulares mejora la permeabilidad celular y/o el grupo tioéter, que esta sometido a oxidacion. R2=0.2 P=0.013 (uM)

Tabla 6: Resumen de ciertos compuestos similares a 188 de 22 generacion

Compuesto ICs0 de SPR, pM* ICs0 de HTFM, pM* Mamoésfera ~ I1Cso, uM ***

188 20** 324 30-100

188-1 62 26+ 4 30

188-9 3+2 47 £ 21 10

188-10 8+3 22+19 30

188-15 2+1 49 3

188-16 410 9+5 30

188-17 4+2 76 30

188-18 4+1 27+ 8 30

188-38 19+9 - 04+0.1 10-30
0 DO

* Media = SD

** Xu et al PLoS ONE

*** células SUM159PT y HS578T sembradas (6 pozos por ensayo) sin o con compuesto a 1, 10 6 100 pM,

incubadas 3 d; esferas contadas el dia 3.

No se reivindican los Com188-1, 188-10, 188-16, 188-17, 188-18 y 188-38 de NB.

Anadlisis de relacién estructura-actividad (SAR) de sondas de Stat3 de segunda generacion. Todos los 39 compuestos
de segunda generacion descritos anteriormente, mas el propio Com188, son derivados de N-naft-1-il-bencenosulfamida.
Tras un cuidadoso analisis de sus relaciones estructura-actividad (SAR), los inventores encontraron que la mayoria de
estos compuestos similares a Com188 (38 de 40: el resto de 2 son débiles y se describiran mas adelante en EXP ID) se
pueden dividir en tres grupos estructurales en una tendencia general de actividad disminuida, como se muestra en la
figura 17. Cinco compuestos del grupo Il son en realidad los progenitores de los compuestos de los grupos | y Il. La
adicién de una variedad de grupos (el grupo -R destacado en rojo en la estructura general del grupo | en la figura 17), tal
como un grupo triazol-3-il-mercapto (188-15) o un cloro (188-10), en la posicion 3 del anillo de naftilamina condujo a los
compuestos del grupo |, que son la serie mas potente de sondas de Stat3. En un caso especifico, éste es el
contribuyente mas importante a la actividad inhibidora: se encuentran un total de ocho sustituyentes 3 en los
compuestos del grupo |, que invariablemente aumentan la actividad en varios 6rdenes de magnitud.
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La mayoria de las sondas de Stat3 en el grupo Il contienen un anillo de 5 miembros que combina los grupos 3-R y 4-
OR2, tal como un furano (188-11). Sin embargo, los compuestos de este grupo son, en promedio, ~5x menos activos
que los compuestos del grupo |, lo que indica que en ciertos aspectos el atomo de H del grupo 4-hidroxi (destacado en
azul en la estructura general del grupo | en la figura 17) es importante, por ejemplo, involucrado en un enlace de H
favorable con la proteina. Carece de la capacidad de formar los atributos del enlace H para las actividades mas débiles
de las sondas del grupo Il, en casos particulares. Estas consideraciones subyacen en el enfoque de la quimica
medicinal descrito en el ejemplo 11.

Ejemplo 11
Quimica medicinal para la sintesis de sondas de stat3 sulfamida tipo 188 de 32 generacion

La estructura cristalina de Stat3 muestra que el dominio SH2 tiene una zona de unién grande, ampliamente dispersa y
generalmente poco profunda con varios valles y colinas que reconocen el ligando del péptido pY (figura 19). El
modelado molecular basado en estructura (acoplamiento) fue util para identificar la contribucién de la superficie de unién
hidréfoba del dominio SH2 de Stat3 como un filtro de selectividad (Xu et al., 2009). Sin embargo, diferentes programas
de acoplamiento dieron posturas de unién distintas para la misma sonda sobre la superficie de unién con afinidades de
unioén predichas similares. Los inventores por lo tanto en casos particulares, basados en los resultados SAR iniciales
descritos anteriormente, usan la quimica medicinal tradicional para llevar a cabo un estudio de ejemplo de relacion de
actividad de estructura completa, para optimizar la actividad, asi como la selectividad de esta nueva clase de sondas de
Stat3 sulfamida. El compuesto 188-15 sirve como un andamio para fabricar los compuestos de nueva generacion, como
se muestra esquematicamente a continuacion (figura 18):

Ademas, la quimica para preparar estos compuestos es sencilla con un buen rendimiento, implicando la reacciéon de un
cloruro de sulfonilo con una anilina/amina, que se puede obtener comercialmente o sintetizar facilmente.

EXP IA. Maodificacion 1. Dado que casi todas las sondas de 22 generacion contienen un grupo fenilsulfonilo, el primer
paso hacia la optimizacion de la actividad se centra en sintetizar una serie de compuestos que tienen un grupo mayor
(por ejemplo, biciclico o ftriciclico) o un grupo alquil sulfonilo. La ruta de sintesis general se muestra de la siguiente
manera:

Existen aproximadamente 4,300 cloruros de sulfonilo comercialmente disponibles, entre los cuales 25, tales como los
mostrados anteriormente, se seleccionan para fabricar sondas. La anilina 2, que es el componente amina del compuesto
188-10 (figura 16), una de las sondas mas activas, se prepara facilmente en una simple reaccién en dos etapas a partir
del compuesto nitro 1. Se pueden preparar primero 25 (por ejemplo) compuestos y ensayar sus actividades en un
ensayo SPR de rendimiento rapido in vitro y ensayos de HTFM in vivo (descritos mas adelante). Basandose en los
resultados del estudio de la relacién estructura-actividad, se pueden disefiar y sintetizar mas compuestos y ensayarlos
de forma iterativa hasta la optimizacion de esta modificacion.

EXP IB. Modificacion 2. A continuacion, se puede modificar el sustituyente en 3 del anillo de naftilamina, basado en ya
sea la estructura del compuesto 188-15 (actualmente la sonda mas potente) o en que el nuevo grupo sulfonilo mas
activo emergi6 del estudio de la modificacion 1 anterior. Estudios SAR previos demostraron que este sustituyente es util
para la actividad de esta clase de sondas, en ciertos casos. Sin embargo, un total de 8 grupos en esta posicién con una
enorme diferencia de tamafio, desde un solo atomo de Cl a un grupo biciclico benzotiazol-2-ilmercapto, grande mostré
actividades similares. Esta caracteristica indica que en ciertos casos las modificaciones en esta posicion deberian estar
mas enfocadas en otras propiedades, tales como las interacciones electrostaticas con la proteina, como se ejemplifica a
continuacion. Ademas, muchos de estos grupos son tioéteres, que pueden ser sometidos a oxidacién/degradacion in
vivo y dar lugar a un perfil farmacocinético desfavorable, en aspectos particulares. El atomo S central se cambia a
isosteres mas estables metabodlicamente, tales como -CH,-, -NH- y -O-, en ciertos casos. En ciertos aspectos se pueden
sintetizar los siguientes compuestos para optimizar el sustituyente 3:

La sintesis también se inicia a partir de 1, en ciertos casos. La halogenacién y formilacion regioselectiva en la posicion 3
da lugar a dos compuestos, esto es, el compuesto 3 bromo- o yodo- y el aldehido 4, que son versatiles, compuestos de
partida comunes para introducir un amplio intervalo de sustituyentes en esta posicion (por ejemplo, los enumerados
anteriormente).

Ademas, la estructura cristalina del dominio SH2 de Stat3 también proporciona una fuerte evidencia de que mas
compuestos con diferentes propiedades electrostaticas son Utiles para la caracterizacion. La superficie molecular
electrostatica de la proteina muestra dos caracteristicas distintas, como se muestra en la figura 19. La primera es la
superficie roja, negativamente cargada Glu638 se destaca en el centro. A continuacion, de particular interés es una zona
cargada positivamente (en azul en una version en color), compuesta de Arg609 y Lys591 situada en el borde del
dominio, que es realmente el sitio de unién pY (tirosina fosforilada) del receptor. Los inventores también encontraron
que la introduccién de un grupo cargado negativamente dirigido al sitio de uniéon pY conduce a sondas particularmente
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activas, en ciertos casos. Por ejemplo, el estudio de acoplamiento del compuesto 5 3-fosfometilo (R = CH,POj3 %) mostrd
que todos los grupos fosfonatos de las 20 poses de acoplamiento se agrupan fuertemente y se localizan en el sitio de
unioén pY, indicando fuertes interacciones electrostaticas y enlaces H con los residuos Arg609 y Lys591 (figura 19).

EXP IC. Modificaciones 3 y 4. Colectivamente, las modificaciones 3 y 4 prueban los efectos de cambiar los sustituyentes
en las posiciones 4, 5y 6. El -OH en la posicion 4 es superior a -OR, en ciertos aspectos. Se puede comprobar si el
atomo de H en -OH es responsable de una mejor actividad sintetizando los compuestos 6 (acilados o alquilados 5),
como se muestra esquematicamente a continuacion. Ademas, también se preparan compuestos 7 deshidroxi, a partir de
3-bromonaftil-1-amina.

A continuacion, los métodos de sintesis generales para modificar las posiciones 5 y 6 se muestran abajo. Se puede
sintetizar primero aproximadamente una docena de estos compuestos en esta categoria y si surgen compuestos muy
activos, se pueden hacer mas compuestos para optimizar la actividad para estas dos posiciones.

EXP ID. Modificacion 5. Los dos uUnicos compuestos no incluidos en el analisis SAR (debido a un sustituyente 4
diferente) se muestran en este documento, asi como sus actividades inhibidoras contra Stat3:

A pesar de la actividad débil, enmascarar el H polar de la sulfamida para el segundo compuesto es favorable, en ciertos
aspectos, que proporciona una ruta facil para hacer sondas mas potentes. Por lo tanto, se puede utilizar el siguiente
método para preparar una serie de N-acil o N-alquilsulfamidas 5:

Ejemplo 12
Identificacion de sondas quimicas selectivas de stat3 a partir de compuestos de sulfamida sintetizados en el ejemplo 11

Se ensaya cada nuevo compuesto de sulfamida para determinar la capacidad para inhibir la unién de Stat3 a su ligando
fosfopeptidico por SPR y la capacidad de bloquear la translocacién del citoplasma al nucleo estimulada por IL-6 en el
ensayo de HTFM. Las sondas con actividad en estos ensayos equivalentes o superiores a los compuestos de 22
generacion mas activos se ensayan para determinar la inhibicién de la fosforilacién de Stat3 estimulada por IL-6 y la
falta de capacidad para inhibir la fosforilacion de Stat1 estimulada por IFN-y como se describe a continuacion.

EXP llIA. Ensayo de inhibicion de union SPR de Stat3/péptido pY. Los ensayos de unién del péptido pY Stat3 se realizan
a 25°C usando un biosensor BlAcore 3000 como se describe (Xu et al., 2009). En resumen, los dodecapéptidos
derivados de EGFR no fosforilados y control no fosforilados basados en la secuencia que rodea a Y1068 se inmovilizan
en un chip del sensor recubierto con estreptavidina (BlAcore Inc., Piscataway NJ). La union de Stat3 se realiza en
solucion reguladora Tris 20 mM pH 8 que contiene B-mercaptoetanol 2 mM a una velocidad de flujo de 10 uL/min
durante 1-2 minutos. Alicuotas de Stat3 a 500 nM se premezclan con el compuesto para alcanzar una concentracion
final de 1-1,000 uM y se incuban a 4°C antes de ser inyectadas sobre el chip sensor. El chip se regenera inyectando
10uL de glicina 100 mM a pH 1.5 después de cada inyeccion de muestra. Un control (Stat3 con DMSO, pero sin
compuesto) se realiza al principio y al final de cada ciclo (40 inyecciones de muestra) para asegurar que la integridad del
chip sensor se mantiene a lo largo del andlisis del ciclo. El promedio de los dos controles se normaliza al 100% y se usa
para evaluar el efecto de cada compuesto sobre la unién de Stat3. Las respuestas se normalizan dividiendo el valor a 2
min por la respuesta obtenida en ausencia de compuestos a 2 min y multiplicando por 100. Los valores de ICsp se
determinan realizando un grafico del % de respuesta maxima en funcion de la concentracion log del compuesto y
ajustando los puntos experimentales a un modelo de unién competitiva usando una ecuacion logistica de cuatro
parametros: R = Raito-(Raito -Ruajo)/(1 + conc/A1)A?2, donde R = porcentaje de respuesta a la concentracion del inhibidor,
Raito = porcentaje de respuesta sin compuesto, Rusjo = porcentaje de respuesta a la concentracion del compuesto mas
alta, A2 = parametro de ajuste (pendiente) y A1 = ICso (BlAevaluation Software version 4.1).

EXP IIB. Microscopia de fluorescencia de alto rendimiento (HTFM), ensayos de inhibicion de la translocacion de
citoplasma a nucleo. HTFM de células MEF/GFP-Stat3a se realiza para evaluar la capacidad de las sondas para inhibir
la translocacion citoplasma a nucleo GFP-Stat3, como se describe (Xu et al.,, 2009), usando el sistema roboético
disponible como parte de the John S. Dunn Gulf Coast Consortium for Chemical Genomics at the University of Texas-
Houston School of Medicine. En resumen, las células se sembraron en placas CC3 de 96 pozos a una densidad de
5,000 células/pozo y se cultivaron en condiciones estandar hasta 85-90% de confluencia. Las células se trataron
previamente con el compuesto durante 1 hora a 37°C, luego se estimularon con IL-6 (100 ng/ml) e IL-6sR (150 ng/ml)
durante 30 minutos. Las células se fijaron con formaldehido al 4% en solucion reguladora PEM (PIPES de potasio 80
mM, pH 6.8, EGTA 5 mM pH 7.0, MgCl; 2 mM) durante 30 minutos a 4°C, se inactivaron en 1 mg/ml de NaBH. (Sigma)
en solucion reguladora PEM y se contratifieron durante 1 min en 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI Sigma, 1 mg/ml) en
solucioén reguladora PEM. Las placas se analizan mediante HTFM automatizado usando la plataforma Cell Lab IC Image
Cytometer (IC100) y el software de analisis CytoshopVersion 2.1 (Beckman Coulter).
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La translocacion nuclear se cuantifica usando la medicion de la fraccion localizada en el nucleo (FLIN). Los valores FLIN
se normalizan restando el FLIN para las células no estimuladas, a continuacion, dividiendo esta diferencia por la
diferencia maxima (delta, A) en FLIN (FLIN en células estimuladas con IL-6/sIL-6R en ausencia de compuesto menos
FLIN de células no estimuladas). Esta proporcion se multiplica por 100 para obtener el porcentaje de diferencia maxima
en FLIN y se representa en funcion de la concentracion log del compuesto. La curva de ajuste 6ptimo y el valor de ICs
se determinan mediante el software IDBS, 4-Parameter LogisticModel/Dose Response/XLfit 4.2.

EXP IIC. Ensayos de inhibicion pStat3 y pStat1 mediados por ligandos. Las sondas de Stat3 recién sintetizadas con una
actividad equivalente o superior al compuesto original 188 en los ensayos SPR y HTFM seran ensayadas para
determinar la capacidad para inhibir selectivamente la fosforilacion mediada por ligando de Stat3 como se describe (Xu
et al., 2009). En resumen, las células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) se cultivan en placas de 6 pozos y
se trataron previamente con los compuestos (0, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 uM) durante 1 hora, luego se estimulan en
condiciones 6ptimas con ya sea interleucina-6 (IL-6, 30 ng/ml durante 30 min) para activar Stat3 o interferén gamma
(IFN-y; 30 ng/ml durante 30 min) para activar Stat1. Se recogen las células y se extraen las proteinas usando solucion
reguladora de alto contenido en sal, se mezclan con solucion reguladora de muestra de dodecilsulfato de sodio 2X
(SDS) (125 mmol/L de Tris-HCL pH 6.8, SDS al 4%, glicerol al 20% y 2-mercaptoetanol al 10%) a una proporcion 1:1
después se calentd durante 5 minutos a 100°C. Las proteinas (20 pg) se separan por SDS-PAGE al 7.5% y se
transfieren a membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Millipore, Waltham, MA) y fueron inmunotransferidas. Las
membranas son probadas en serie con el anticuerpo contra Stat1 pY701 o Stat3 pY705 seguido de anticuerpo contra
Stat1 o Stat3 (Transduction labs, Lexington, KY), luego anticuerpo contra B-actina (Abcam, Cambridge, MA). Las
membranas se retiran entre los analisis de anticuerpos usando la solucién reguladora de RestoreTM Western Blot
Stripping (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) segun las instrucciones del fabricante. La IgG de cabra anti-ratén
conjugada con peroxidasa de rabano picante se utiliza como anticuerpo secundario (Invitrogen Carlsbad, CA) y las
membranas se desarrollan con un sistema de deteccién de quimioluminiscencia (ECL) mejorado (Amersham Life
Sciences Inc., Arlington Heights, IL). Las intensidades de banda se cuantifican por densitometria. El valor de cada
banda de pStat3 se divide por su correspondiente intensidad de banda de Stat3 total; los resultados se normalizan con
el valor de control tratado con DMSO. Este valor se representd como una funcion de la concentracion log del
compuesto. La curva de ajuste optimo se determina usando el software IDBS, 4-Parameter Logistic Model/Dose
Response/XLfit 4.2 y se usé para calcular el valor de ICsq.

EXP 1ID. Modelado molecular de las interacciones sonda-Stat3. Los resultados del modelado de la unién de la sonda de
primera generacion para los dominios SH2 de Stat3 frente a Stat1 sugirieron que la base para la selectividad
experimental de las sondas de Stat3 frente a Stat1 se basa en la capacidad de las sondas para tener una mayor
interaccion con el sitio de unién hidréfobo en el bolsillo de unién del péptido pY de Stat3 en comparacion con Stat1. De
este modo, el sitio de union hidréfobo sirvié como un filtro de selectividad. Para probar si este sigue siendo el caso para
sondas de 32 generacion sintetizadas recientemente, se pueden usar 2 programas de acoplamiento complementarios
GLIDE (Schrodinger) e ICM (MolSoft) para determinar la configuracién de acoplamiento de energia mas baja de cada
sonda dentro del dominio de unién del péptido pY de dominio SH2 de Stat3 y Stat1. Se pueden revisar los modelos
computacionales de cada sonda en un complejo con el dominio Stat3 frente a SH2 de Stat1 y, en particular, comparar
las energias de van der Waals y determinar si son equivalentes para su interaccion con el dominio SH2 de Stat3 frente a
Stat1. Este calculo fue el que determind la selectividad de las sondas de 12 generacion para Stat3 frente a Stat1. En
particular, los calculos de energia de van der Waals implicaron residuos criticos para esta selectividad que forman el
sitio de union hidréfobo (W623, Q635, V637, Y640 y Y657).

En casos especificos, hay identificacion de sondas con un log o mayor actividad que las sondas de 22 generacion en
ensayos SPR, HTFM y pStat3. Adicionalmente, en algunos aspectos, algunas de las sondas de 32 generacion mas
activas que emergen de este analisis son selectivas para Stat3 frente a Stat1 basandose en su mayor interaccion con el
sitio de union hidréfobo dentro del bolsillo de unién del péptido pY SH2 de Stat3 frente a Stat1. Las sondas mas activas
y selectivas se examinan para determinar su efecto sobre la biologia de células madre hematopoyéticas normales y
células madre leucémicas como se indica en el ejemplo 13 a continuacién y sobre células madre cancerosas de mama
como se indica en el ejemplo 16.

Ejemplo 13

Examen de las sondas quimicas stat3 de 32 generacion candidatas para el direccionamiento selectivo de células madre
leucémicas mieloides, mientras que se preservan las células madre/progenitoras hematopoyéticas

Se examinan sondas de tercera generacion con actividad mayor que la sonda de 22 generacion mas activa, asi como
las sondas de 22 generacion mas activas, para determinar sus efectos sobre las células madre/progenitoras mieloides
leucémicas y normales de ejemplo usando ensayos de unidad formadora de colonias macréfago/granulocito de
leucemia y normal (CFU-GM). Se pueden identificar sondas de Stat3 que preservan las células madre/progenitoras
normales en este ensayo mientras que se dirigen a células madre leucémicas. El ensayo CFU-GM normal tarda una
semana en realizarse, mientras que el ensayo CFU-GM de leucemia del ensayo de trasplante/transduccion retroviral
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(RTTA) toma 3 semanas. Por consiguiente, se puede primero cribar cada sonda de Stat3 candidata en el ensayo CFU-
GM normal. Aquellas sondas sin actividad en el ensayo CFU-GM normal son entonces ensayadas en el RTTA.

EXP IlIA. Cribado de sondas para la actividad contra células madre/progenitoras hematopoyéticas normales en el
ensayo CFU-GM. Las células de médula ésea murina se recogen y procesan, como se ha descrito anteriormente
(Tweardy et al., 1991) con las siguientes modificaciones (figura 20). En resumen, las células madre hematopoyéticas
seleccionadas de c-kit (HSC) se siembran a 2-5 x 10* células por placa en metilcelulosa que contiene factor de células
madre (SCF), IL-3, IL-6 y GM-CSF. Estos HSC se tratan con o sin sondas de Stat3. A los 7 dias, se evaluan las placas
para ver si estos compuestos tienen algun efecto sobre la hematopoyesis normal segun se evalué por nimero de
colonias, morfologia, antigenos de superficie celular examinados por FACS usando anticuerpos tales como CD11b, Gr-1
y B220, Q-RT-PCR y Western blot.

EXP llIB. Ensayo de sondas de Stat3 para determinar la actividad contra células madre leucémicas en el ensayo RTTA.
Los inventores han construido vectores basados en pMSCV que contienen cada uno un miembro de uno de los grupos
principales de proteinas de fusion quiméricas que se producen en AML incluyendo aquellos que implican genes RARy y
genes AML1 (figura 21). Se ha demostrado que los miembros del primer grupo, en particular, han demostrado que esta
implicado en interacciones con la via de sefalizacion de Stat3 (Dong and Tweardy, 2002, Dong et al., 2003).

Cada construccion se examina para determinar su capacidad para transformar células progenitor/madre de médula ésea
normales en el RTTA (figura 22). En resumen, se producen sobrenadantes retrovirales pseudotipados mediante
transfeccion transitoria de células de empaquetamiento de Phoenix con construcciones retrovirales de virus de células
madre murinas (MSCV) que contienen una proteina de fusidon de leucemia. Los sobrenadantes virales se utilizaran para
infectar progenitores hematopoyéticos murinos de ratones de C57BL/6 de tipo salvaje de 4 a 10 semanas purificados
que han sido seleccionados positivamente para la expresion de c-kit por clasificacion celular activada magnéticamente
(MACS). Después de la espinoculacion, las células transducidas se siembran en placa en metilcelulosa al 1%
suplementada con factor de células madre (SCF), IL-3, IL-6 y GM-CSF en presencia o ausencia de G418 o puromicina.
Las colonias resistentes a G418 o puromicina se vuelven a sembrar en placa dos veces en el mismo medio de
metilcelulosa condicionado después de 7 dias de cultivo.

Las células transducidas con el vector de control agotan su capacidad proliferativa en la segunda ronda de siembra en
placas, mientras que las células inmortalizadas por las oncoproteinas de leucemia mantienen su capacidad de volver a
sembrar en placas y son capaces de expandirse en cultivo liquido (véase la figura 23). La siembra en placas se repite
cada 7 dias. Para los estudios de cribado de farmacos, las células transducidas se recogen después de la segunda
siembra en placa y se dividen uniformemente en un numero suficiente de placas para ensayar la sonda de Stat3 en un
intervalo de concentracion de 0.1-10 uM en incrementos de concentracion de medio log. Después de 7 dias de
incubacion, se pueden examinar placas para el efecto de las sondas sobre el nimero de colonias, morfologia y para la
expresion de antigenos de superficie relevantes, ARNm y proteina.

Para construcciones en las que las sondas de Stat3 inhiben la formacién de colonias leucémicas, se puede confirmar
que el efecto de la sonda de Stat3 se debe al efecto sobre Stat3 y no a un efecto diana desactivado al probar el efecto
de la formacion de colonias de células madre leucémicas de cotransfeccién de células c-kit+ con la construccion
pMSCV-neo/proteina de fusion y pSuperpuro/ARNhc-mStat3. Se disefian construcciones, murina(m) Stat3 ARNhc,
como se describe (Ling and Arlinghaus, 2005), y se usan en experimentos de cotransfeccion con RTTA, como se
describe (Zeisig et al., 2007).

Los inventores obtuvieron resultados utiles que probaron la primera de las sondas quimicas de Stat3 de 22 generacion,
Com188-9, para determinar la capacidad para inhibir el nimero de colonias CFU-GM leucémicas y normales. Com188-9
no mostré ningun efecto inhibidor sobre el crecimiento de colonias CFU-GM normales hasta una concentracion de 100
uM (figura 24). En contraste, inhibié la formacion de colonia de células madre leucémicas en el RTTA con una EC50 de
~ 5 uM (figura 25).

Ejemplo 14
Descripcion general de las realizaciones de cancer de mama de la invencion

El cancer de mama es el cancer femenino mas comun en los Estados Unidos, la segunda causa mas comun de muerte
por cancer en mujeres (después del cancer de pulmon), y la principal causa de muerte en mujeres de 45 a 55 afos. Los
datos del programa Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) del National Cancer Institute indican que la
probabilidad de desarrollar cancer de mama en toda la vida es de uno en seis; para el cancer de mama invasivo, la
probabilidad es de uno en nueve. Si bien los datos recientes del programa SEER sugieren que la incidencia de cancer
de mama de receptor de estrogeno (ER) y/o progesterona (PgR) negativo esta disminuyendo en relaciéon con la
enfermedad ER/PgR-positivo (Li et al., 2003), opciones de tratamiento para enfermedad ER/PgR negativo tienen una
mayor toxicidad y los resultados son mucho mas pobres que para la enfermedad ER/PgR positivo, lo que subraya la
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necesidad urgente de nuevas terapias para este subconjunto de canceres. Ademas, cada afio, ~ 40,000 mujeres solo
en los Estados Unidos sufriran una recaida de cancer de mama, y la mayoria de esta moriran de su enfermedad (Jemal
et al., 2006). Ha habido pocos cambios en la supervivencia general de las mujeres con cancer de mama metastasico en
las uUltimas décadas (Minino et al., 2007), a pesar de todos los avances significativos en la biologia del cancer de mama
y la multitud de ensayos clinicos que se han realizado.

Células madre cancerosas de mama. Las quimioterapias convencionales son inicialmente eficaces para controlar el
crecimiento de muchos tumores. Sin embargo, muchos pacientes recurren con el tiempo a pesar de responder
inicialmente. Una posible explicacion es que una rara subpoblacién de células con potencial tumorigénico es
intrinsecamente resistente al tratamiento. Esta hipotesis proporciona una explicacion unificada para el éxito y los
fracasos de la quimioterapia citotoxica-a saber, aunque la mayoria de las células en el tumor original pueden ser
aniquiladas, la diana mas importante, se preserva una pequefia poblaciéon de células cancerosas resistentes a la terapia
que poseen capacidad de iniciar un tumor (células madre cancerosas), evitando asi otra vez el crecimiento del tumor.
Las investigaciones recientes por parte de los inventores y otros han proporcionado un fuerte apoyo a la "hipétesis de la
célula madre cancerosa (CSC)", que proporciona un mecanismo para la resistencia a los tratamientos convencionales,
asi como una posible explicacion de la recaida y las metastasis. La hipotesis CSC es un modelo fundamentalmente
diferente en el que los tumores contienen una subpoblacién que conserva las principales propiedades de las células
madre, incluida la autorenovacién, que inicia y conduce la carcinogénesis y la diferenciacion que contribuye a la
heterogeneidad celular. Aunque el concepto de que los canceres surgen de tanto las células germinales o células madre
se propuso hace mas de 150 afios (Fiala, 1968), es solo recientemente que los avances en la biologia de células madre
han permitido la prueba directa de la hipétesis CSC. Recientemente, estos conceptos se extendieron a tumores sélidos
por algunos grupos demostrando que los canceres de mama humano fueron impulsados por un "componente de células
madre cancerosas" caracterizado por el fenotipo CD44+/CD24-/°32 (Al-Haijj et al., 2003). Los inventores han completado
recientemente un ensayo clinico de cancer de mama neoadyuvante, que proporciona una fuerte evidencia clinica para la
resistencia de CSC a la quimioterapia. Demostraron un aumento de tres veces en la proporcion de CD44+/CD24-/bai2
CSC después de la quimioterapia en mujeres con cancer de mama localmente avanzado. De modo interesante, el
inhibidor de la tirosina quinasa EGFR/HER?2 lapatinib condujo a una disminucion en la proporcion de CSC (Strecker et
al., 2009). Este estudio indicé que las CSC son relativamente resistentes a la quimioterapia, pero que estan afectadas
por el inhibidor de EGFR/HER?2 lapatinib (Strecker et al., 2009). Consistente con esto, se ha demostrado por primera vez
clinicamente en pacientes con cancer de mama humano que los tumores residuales después de la quimioterapia son 1)
enriquecidos para la poblacion CD44+/CD24-/°32 tumorigénica, 2) muestran una mayor eficacia de formacion de la
mamosfera (MSFE), y 3) muestran un aumento en la excrecencia en trasplantes de xenoinjerto en ratones SCID/Beige
inmunocomprometidos, sugiriendo de este modo su aumento de tumorigenicidad (Li ef al.” 2008; Dave and Chang,
2009).

Direccionamiento de células madre cancerosas. Ambos estudios preclinicos y clinicos apoyan la hipdtesis de que las
CSC contribuyen a la resistencia y a la recaida del tratamiento. De este modo, las terapias mas eficaces requeriran el
direccionamiento selectivo de esta poblacion celular crucial. A partir de biopsias obtenidas de mujeres con cancer de
mama primario, los inventores han identificado una "firma de células madre cancerosas", con vias reguladoras clave,
como Notch, PI3-AKT y Stat3 y otras, que pueden ser responsables de la autorenovacion de células madre cancerosas,
y, por lo tanto, a la resistencia y la recaida del tratamiento.

Cancer de mama y Stat3. Informes recientes indican que hay un aumento de la activacién de Stat3 en muestras de
cancer de mama invasivos de ER-negativo y en lineas de células metastasicas de ER-negativo. El aumento de la
activacion de Stat3 dentro de estos tejidos y células cancerosas produce niveles incrementados de proteinas
antiapoptéticas incluyendo Bcl-2 y Survivin (Diaz et al." 2006; Gritsko et al." 2006; Real et al." 2002). Ademas de
favorecer la expresion de proteinas antiapoptéticas, aumento de la actividad de Stat3 contribuye a la oncogénesis en el
cancer de mama y otros sistemas de cancer a través de varias vias adicionales, incluyendo la mejora de la proliferacion
celular, la induccion de la angiogénesis y la supresion de las respuestas inmunes (Yu and Jove, 2004), haciendo a Stat3
una diana de rendimiento potencialmente alto para el desarrollo de farmacos para el tratamiento de muchos canceres,
pero en particular para el tratamiento del cancer de mama ER-negativo y HER2/Neu-negativo para el que actualmente
existen pocas terapias eficaces y virtualmente no toxicas. Adicionalmente, los inventores han determinado a partir del
conjunto de datos mas grande del analisis de expresion génica de la poblacion de CD44 +/CD24/%32-MS que las vias
canonicas principales implicadas en la autorenovacion de células madre incluyen sefalizacion de Stat3.

En ciertos aspectos de la invencion, Stat3 es indispensable para la funcién de las células madre cancerosas de mamay
puede ser inhibido con moléculas pequefias que se dirigen a su dominio SH2 dirigiéndose asi eficazmente a las células
madre cancerosas de mama.

En un cierto caso, se desarrollan sondas de Stat3 de tercera (3%) generacidon con mayor actividad inhibidora realizando
quimica medicinal. Las sondas de tercera generacion se desarrollan con una mayor actividad contra Stat3 basandose
en modificaciones estructurales de la sonda de 22 generaciéon mas activa, por ejemplo. En un caso, se puede usar la
sonda de 22 generacion mas activa, Com188-15, por ejemplo, como un andamio para hacer sondas de 32 generacion.
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Las modificaciones se pueden basar en los resultados de un analisis de ejemplo de relacion estructura-actividad (SAR)
realizado en sondas de 22 generacion y centrarse alrededor de la sintesis directa de sulfamidas a partir de paneles de
cloruros y amidas de sulfonilo. Cada nuevo compuesto de sulfamida se examina en un ensayo de SPR de rendimiento
rapido para determinar la capacidad para inhibir la unién de Stat3 a su ligando fosfopeptidico seguido de microscopia de
fluorescencia de alto rendimiento (HTFM) que examina la inhibicién de la translocacion del citoplasma al nucleo
estimulada por IL-6. Las sondas mas activas en estos ensayos se examinan para determinar su selectividad para Stat3
frente a Stat1 mediante la prueba de inhibicion de la fosforilacion de Stat3 estimulada con IL-6 y por no inhibir la
fosforilacion de Stat1 estimulada con IFN-y.

En otro caso, se determina si la supresion de la via Stat3 puede mejorar las terapias contra el cancer existentes en
modelos de xenoinjerto humano y eficiencia de la formacion de mamdsfera preclinica (MSFE). En una realizacion
especifica, las células madre cancerosas de mama se eliminan con sondas especificas que se dirigen a Stat3. Usando
la sonda mas activa desarrollada como se ha descrito anteriormente, se puede determinar si la inhibicién de Stat3 por
estos compuestos de 32 generacion mejora la eficacia de la terapia convencional in vitro e in vivo, usando modelos de
xenoinjerto de cancer de mama humano y MSFE.

Ejemplo 15
Inhibidores de STAT3 para el cancer de mama humano

Enriquecimiento de células madre cancerosas en tumores residuales después de terapia neoadyuvante. Los inventores
aislaron CSC marcadas con CD44+/CD24-/*32 de biopsias de nlcleo de cancer de mama emparejadas obtenidas de
pacientes de cancer de mama primario antes y después de la quimioterapia (n = 31). La quimioterapia condujo a un
aumento en el porcentaje de células CD44+/CD24-/*32s (media en la linea basal frente a 12 semanas, 4.7% frente a
13.6%, P <0.001) y un aumento de la capacidad de autorenovacion en los ensayos MSFE (P < (Li et al." 2008; Dave
and Chang, 2009), por lo tanto, los tumores residuales después de la terapia convencional se enriquecen de células
madre cancerosas (CSC).

Modelos preclinicos. Existen modelos preclinicos robustos que utilizan ambos sistemas in vitro (MSFE), asi como
xenoinjertos tumorales (Strecker et al." 2009; Li et al." 2008) para elucidar las vias moleculares de regulacion de las
células madre cancerosas que han llevado al desarrollo de nuevos agentes para dirigir estas células. A partir de
biopsias de canceres de mama primario, los inventores han establecido trece xenoinjertos primarios. De estos, los
inventores han trasplantado con éxito diez diferentes canceres de mama humano en xenoinjertos terciarios. Los
patrones de expresion génica de los xenoinjertos primarios y terciarios fueron similares, proporcionando de este modo
una fuente renovable de cancer de mama humano, cada uno de los cuales es genotipicamente estable.

Patrones de transcripcion de genes en células cancerosas de mama con potencial tumorigénico. Los inventores
razonaron que las caracteristicas de perfil de expresion en comun entre CD44+/CD24-/°32 frente a todas las otras
subpoblaciones de células, y MS derivado de cancer frente a tumor en masa seria mas probable que representen el
inicio del tumor o "células madre cancerosas". Entre los dos conjuntos de genes, 477 genes fueron comunes, con 185
de estos expresados mas altamente en células CD44+/CD24-/*3%2 y en MS, un traslapo altamente significativo (p <1.0E-
9, unilateral de exacta de Fisher). Ademas, habia 292 genes cuya expresion era menor en células CD44+/CD24-/°%2s y
MS derivadas del cancer frente a todas las demas células y tumores a granel, respectivamente. Una vez mas, este
grado de traslapo fue altamente estadisticamente significativo (p <5.0E-5, unilateral de exacta de Fisher). En el analisis
de la via Ingenito, la firma compartida por las células quimiorresistentes CD44+/CD24-/°32 y MS derivadas del cancer
mostro expresion diferencial de genes relacionados con las vias Notch, PI3-AKT y Stat3. De los estudios iniciales, Stat3
es el principal candidato responsable de la autorenovacion de las células madre cancerosas.

Desarrollo de sondas de Stat3 de primera generacion. Para desarrollar sondas quimicas que se dirigen selectivamente a
Stat3, los inventores cribaron virtualmente 920,000 pequeios compuestos similares a farmacos acoplando cada uno de
ellos al bolsillo de union del péptido del dominio SH2 de Stat3, que consta de tres sitios: 1) el sitio de unién del residuo
pY, conservado dentro de todos los dominios SH2 (sitio de unién general, GBS), 2) el sitio de unién del residuo +3
especifico para union de Stat3 a su dominio péptido pY (sitio de unién especifico, SBS) y 3) un sitio de unién hidrofobo
(HBS), que sirvi6 como filtro de selectividad. Tres compuestos (Com3 (no reivindicado), Com30 y Com188) satisfacen
los criterios de analisis de interaccion, inhiben competitivamente la unién de Stat3 recombinante a su ligando del péptido
pY inmovilizado e inhiben la fosforilacion de tirosina mediada por IL-6 de Stat3. Estos compuestos se usaron en una
criba de similitud de 2.47 millones de compuestos, los cuales identificaron 3 compuestos mas (Com3-2 (no reivindicado),
Com3-7 (no reivindicado) y Com30-12) con actividades similares. El examen de los seis compuestos activos para
determinar la capacidad para inhibir la fosforilacion de Stat1 mediada por IFN-y revel6 que todos excepto Com30-12 fue
selectivo para Stat3. El modelado molecular de los dominios SH2 de Stat3 y Stat1 unidos al compuesto reveld que la
interaccion del compuesto con el sitio de unién hidréfobo era la base para la selectividad. Los 5 compuestos selectivos
inhibieron la translocacién de nucleo a citoplasma de Stat3, mientras que 3 de 5 compuestos (Com3 (no reivindicado),
Com30 y Com188) indujeron la apoptosis preferencialmente de lineas celulares de cancer de mama con la activacion
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constitutiva de Stat3. De este modo, el cribado virtual de ligandos de bibliotecas de compuestos que se dirigian al
bolsillo de unién del péptido pY de Stat3 identificé por primera vez tres compuestos de plomo que inhibian
competitivamente la unién de Stat3 a su ligando del péptido pY; estos compuestos fueron selectivos para Stat3 frente a
Stat1 e indujeron apoptosis preferencialmente de lineas celulares de cancer de mama con Stat3 activado
constitutivamente (Xu et al." 2009).

El inhibidor de Stat3 (Com188) de primera generacion en el xenoinjerto de cancer de mama humano reduce
significativamente MSFE. Se realiz6 un estudio piloto inicial para determinar si Com188 disminuiria MSFE. Se trasplanté
una linea tumoral derivada de una muestra de biopsia de cancer de mama humano "triple negativa" (ER-negativo, PgR-
negativo y HER-2 negativo) en ratones SCID Beige inmunocomprometidos. Los animales (n = 3) recibieron dos dosis de
vehiculo control, 2 dosis diferentes del Com 188 (125 o 250 mcg), un oligodesoxinucledtido de cuarteto G (GQ-ODN,
T40214; GQ-l) previamente determinado para dirigir Stat3 (Jing et al." 2004) y un ODN de control no especifico (GQ-II)
cada uno a dos dosis (125 o 250 mcg). Los animales se sacrificaron después de sélo dos dias de tratamiento, y se
determiné MSFE. Desde estos estudios a corto plazo, Com 188 (250 mcg) y T40214 (GQ-1; 125 y 250 mcg) mostraron
una reduccion significativa en el MSFE comparado con el control (P <0.05, figura 26). Basandose en estos resultados
iniciales, los inventores han llevado a cabo experimentos a gran escala usando al menos dos modelos de tumor de
xenoinjerto, para demostrar que Com188 y el principal inhibidor de 22 generacion (Com188-15, véase mas adelante)
mejoran las terapias contra el cancer existentes disminuyendo el volumen tumoral y disminuyendo MSFE.

Ejemplo 16
Supresion de la via de stat3 y terapias contra el cancer

En una realizacién de la invencion, se determina que la supresion de la via Stat3 mejora las terapias contra el cancer
existentes en modelos preclinicos de xenoinjerto de cancer de mama humano y de MSFE, por ejemplo.

Se puede determinar que la inhibicion de Stat3 mejora la eficacia de la terapia convencional usando modelos de
xenoinjerto de cancer de mama humano y MSFE. En una realizacion especifica, las CSC se pueden eliminar con
inhibidores especificos que se dirigen a Stat3. En los estudios iniciales, un inhibidor de Stat3 de segunda generacion
(CMP188-15) afecta a la autorenovacion medida por MSFE. Basandose en los estudios iniciales, se puede determinar si
estos inhibidores de Stat3 de 22 y 32 generacidon mejoran la eficacia de la quimioterapia convencional. Estos estudios
implican analisis in vitro de la activacion de la via, asi como modelos de células madre de xenoinjerto tumoral
desarrollados por los inventores. Se puede caracterizar el papel de Stat3 en la regulacion de autorenovacion y
supervivencia de células madre cancerosas de mama.

En ciertas realizaciones, la actividad de las sondas de Stat3 de 32 generacion de plomo se determinan en ensayos de
inhibicion de MSFE y ensayos de inhibicidon de xenoinjertos.

Ensayos de tratamiento de MS. Utilizando las MS secundarias creadas a partir de muestras de cancer de mama
humano, se puede probar una gama de ~ cincuenta inhibidores de Stat3 de 32 generacion frente a controles sin
tratamiento. Se usan MS secundarias creadas a partir de biopsias de cancer de mama humano, como se describe en
otra parte de esta memoria descriptiva. Estas MS secundarias se hacen crecer hasta un diametro de 50-100 ym y se
tratan con control o inhibidor. Las células cancerosas residuales después del tratamiento se disocian a células
individuales por tripsinizacion breve y las células se vuelven a sembrar en placas. La formacion de MS terciaria refleja la
proporciéon de células iniciadoras de MS que sobrevivieron al tratamiento, que podria por lo tanto quedar vivas para
reiniciar el crecimiento del tumor. Los valores de MSFE son log transformados y se comparan usando una prueba t. A
partir de estos ensayos de MSFE, los 5 inhibidores superiores (por ejemplo) se ensayan en estudios de xenoinjertos,
como se describe a continuacion.

Ensayos de xenoinjerto. Se pueden usar dos xenoinjertos desarrollados a partir de biopsias de cancer de mama
humano que expresan p-Stat3 activado por IHC. A partir de estas lineas de xenoinjerto establecidas, para cada uno de
los 5 inhibidores superiores, se pueden realizar los siguientes estudios: a) experimentos a corto plazo con inhibidores de
células madre a dos dosis frente a vehiculo control y b) la dosis 6ptima de combinacién de quimioterapia con cada uno
de los cinco inhibidores de células madre.

a) Experimentos a corto plazo (2 dias): Se pueden probar los cinco inhibidores a 2 dosis. En estos estudios iniciales, se
pueden analizar xenoinjertos seleccionados (3 ratones por xenoinjerto x 2 xenoinjertos x 5 inhibidores de
autorenovacion a dos dosis + 1 grupo de control sin tratar) para: 1) confirmar que se ha inhibido la via de diana, y 2)
medir cualquier cambio en los marcadores de las poblaciones de células madre por MSFE.

b) Experimentos a largo plazo (estudios de 2 semanas): Se puede evaluar el efecto del inhibidor de autorenovacion
sobre el crecimiento tumoral y el comportamiento de las células madre. Se ensayan ocho ratones para cada una de las
dos lineas de xenoinjerto por tratamiento. Los animales reciben dos trasplantes, uno en cada almohadilla de grasa

31



10

15

20

25

30

35

ES 2647 562 T3

mamaria # 4 (8 ratones/xenoinjerto/tratamiento con 5 grupos de tratamiento + un control no tratado = 32 ratones por
xenoinjerto). Cuando los tumores de xenoinjerto alcanzan un promedio de 5 mm de diametro, un tumor de un lado del
animal (seleccionado al azar) se elimina quirargicamente para servir como control de pretratamiento. Después de una
semana de recuperacion, el ratdon se asigna aleatoriamente a un docetaxel, inhibidor, inhibidor + docetaxel frente a
control. Los animales se sacrifican después de dos semanas, dando conjuntos de muestras emparejadas antes y
después del tratamiento para cada farmaco y dosis. El tamafio de los xenoinjertos se monitorea longitudinalmente
mediante la medicién del calibre usando los criterios RECIST para la evaluacion de la respuesta del tumor. Los
resultados del estudio incluyen el tamafio del tumor en la cosecha/sacrificio, pre- frente a post-tratamiento %
CD44+/CD24-, y pre- frente a post-tratamiento MSFE. Este experimento permite escoger, para cada xenoinjerto, un
farmaco y una dosis que reduce los tumores y aumenta las células autorenovadoras putativas, pero no cura al raton.
Esto se combina con los inhibidores de sefalizacion en estudios posteriores. Estos estudios requieren 8
ratones/xenoinjerto/tratamiento con 6 grupos de tratamiento + un control no tratado = 56 ratones por xenoinjerto, por
ejemplo. Para cada inhibidor se puede seleccionar la dosis mas pequefia que produce una disminucion sustancial de
células autorenovadoras (esto es, % CD44+/CD24- o MSFE).

Consideraciones estadisticas Para cada xenoinjerto en el estudio de quimioterapia, se pueden estudiar 8
ratones/farmaco/dosis y en realizaciones especificas esto proporciona al menos un 80% de potencia para detectar un
efecto dosis-respuesta para cada farmaco y en cada linea de tejido de xenoinjerto. Esta estimacion se basa en la
revision de los estudios iniciales, en los que el tratamiento dio como resultado un aumento de aproximadamente 1
desviacion estandar (SD) en % CD44+/CD24- (log transformado) (aumento de 9 veces sin transformar). En una
realizacion especifica, la variabilidad dentro de una linea de xenoinjerto es menor que la variabilidad entre xenoinjertos
de diferentes tumores, de manera que un cambio absoluto similar representa al menos 1.5 SD. En las realizaciones
especificas, el grupo sin tratar no demuestra ningn cambio (esto es, % de CD44+/CD24- pre- y post-tratamiento son
iguales), la dosis baja demuestra aproximadamente la mitad del cambio (0.75 SD) y la dosis alta demuestra el cambio
completo (1.5 SD). En este escenario, el uso de un modelo mixto lineal con contrastes para probar la presencia de una
tendencia lineal al nivel del 5% tiene un 80% de potencia. Los cambios en la eficiencia de formaciéon de la mamdsfera
son igualmente detectables. Las curvas de crecimiento a corto plazo (por linea de tejido de farmaco y xenoinjerto) se
comparan usando modelos mixtos con medidas repetidas.

En un caso especifico para los ensayos de tratamiento de MS, la MS residual después de Stat3 muestra una
disminucion significativa en el niumero de células iniciadoras de MS supervivientes después de volver a sembrar en
placas. Los inhibidores mas eficaces se ensayan entonces en xenoinjertos de cancer humano. En ciertos aspectos, los
inhibidores de Stat3 tienen poco efecto en el crecimiento del xenoinjerto del tumor de mama. Por el contrario, la
quimioterapia sola puede causar una rapida regresion tumoral, pero los tumores eventualmente volveran a crecer. En
ciertas realizaciones, la combinacion de terapias provoca un encogimiento similar en comparacion con la quimioterapia,
pero los tumores no vuelven a crecer. La erradicacion total de los tumores se confirma interrumpiendo la terapia para
permitir que vuelvan a crecer si queda algun tumor, y la confirmacion por evaluacion patologica.

Ejemplo 17
Inhibidores de STAT 3 de ejemplo
Los inhibidores de Stat3 de ejemplo se proporcionan en la tabla 7 a continuacion.

Tabla 7

F0808-0089 Com 188-70 T S S C30H21NO4S 4915702 | 7.729
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F5749-0155/Com 188-40

M ’
| C20H17N504S2 455.5176 2.989

F5749-0192/Com 188-41

{?x \|/ C19H13F3N403S2 | 466.4637 | 4.63276

F5749-0202/Com 188-42

T C21H17N504S2 | 467.5287 | 2.894

F5749-0204/Com 188-43

9 o C18H16N60O5S2 | 460.4934 | 0.807

F5749-0205/Com 188-44

i
0 7 C22H19N504S2 | 481.5558 | 3.129
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto para su uso como medicamento mediante la inhibicién de Stat3 en una célula, en el que el compuesto
se selecciona del grupo que consiste en:

Acido 4-[({3-[(carboximetil)tio]-4-hidroxi-1-naftillamino)sulfonil] benzoico (Com 188)
Acido 4{5-[(3-etil-4-oxo-2-tioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil]-2-furil}benzoico (Com 30)

Acido 4-cloro-3-{5-[(1,3-dietil-4,6-dioxo-2-tioxotetrahidro-5(2H)-pirimidinilideno)metil]-2-furil}benzoico (Com 30-12)

OH

HO

o )
o Y4
/ ]

o

N-(2,1’-Dihidroxi-[1,2"]binaftalenil-4’-il)-
4-metoxi-bencenosulfonamida

(Comp. 188-9)

4-Bromo-N-[4-hidroxi-3-(1H-[1,2 4]triazol-3-
Ilsulfanil)-naftalen-1-ill-bencenosulfonamida

(Comp. 188-15)
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Acido 1-acetil-2,3-dihidro-1H-indol-5-sulfénico
[4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-ilsulfanil)-
naftalen-1-il]-amida

(Comp. 188-44)

Acido naftaleno-2-sulfonico (2,1’-dihidroxi-
[1,2']binaftalenil-4’-il)}-amida

(Comp. 188-70)
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OH

Dus,ﬂH
%,
f T
N
H

N-{4-[4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-
lIsulfanil)-naftalen-1-ilsulfamoil]-fenil}-
acetamida

(Comp. 188-40)

on

N-[4-hidroxi-3-{2H-[1,2 4]triazol-3-
lisulfanil)-naftalen-1-il]-4-
trifluorometil-bencenosulfonamida

(Comp. 188-41)
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Acido 2-oxo0-1,2,3,4-tetrahidro-quinolina-6-
sulfonico [4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4)triazol-3-
ilsulfanil}-naftalen-1-ill-amida

(Comp_ 188-42)

(Comp 188-43)

4-tert-Butil-N-{2-oxo-nafto [2,1-
d][1,3]oxatiol-5-il)-bencenosulfonamida

(Comp. 188-33)

43



ES 2647 562 T3

y una mezcla de los mismos, en la que la célula esta in vivo en un ser humano y en la que el ser humano se sabe,
sospecha o en riesgo de desarrollar cancer, una enfermedad hiperproliferativa, fibrosis pulmonar, asma o enfermedad
inflamatoria intestinal.

2. Un método in vitro de inhibicion de Stat3 en una célula, en el que el método no es un método terapéutico y
comprende entregar a la célula una cantidad eficaz de un compuesto seleccionado del grupo que consiste en

Acido 4-[({3-[(carboximetil) tio]-4-hidroxi- 1-naftil}amino)sulfonil] benzoico (Com 188)
Acido 4{5-[(3-etil-4-oxo-2-tioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil]-2-furil}benzoico (Com 30)

Acido 4-cloro-3-{5-[(1,3-dietil-4,6-dioxo-2-tioxotetrahidro-5(2H)-pirimidinilideno)metil]-2-furil}benzoico (Com 30-12)

OH

HO

O

7
/ ?—NH
o

N-(2,1’-Dihidroxi-[1,2"]binaftalenil-4-il)-

4-metoxi-bencenosulfonamida

(Comp. 188-9)

7
Br ?—NH
o]

4-Bromo-N-[4-hidroxi-3-(1H-[1,2 4]triazol-3-
Ilsulfanil)-naftalen-1-ill-bencenosulfonamida

(Comp. 188-15)
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OH
S

N
<N I
q\

NH
LY

o) (o}

N ;

Acido 1-acetil-2,3-dihidro-1H-indol-5-sulfénico
[4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-ilsulfanil)-
naftalen-1-il-amida

(Comp. 188-44)

Acido naftaleno-2-sulfénico (2,1’-dihidroxi-
[1,2']binaftalenil-4"-il}-amida

(Comp. 188-70)
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OH
S

Y

—NH

%%,NH
\
UL
N
H

N-{4-[4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-
Ilsulfanil)-naftalen-1-ilsulfamoil]-fenil}-
acetamida

(Comp. 188-40)

N-[4-hidroxi-3-{2H-[1,2 4]triazol-3-
lisulfanil)-naftalen-1-il]-4-
trifluorometil-bencenosulfonamida

(Comp. 188-41)
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Acido 2-oxo0-1,2,3,4-tetrahidro-quinolina-6-
sulfonico [4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4)triazol-3-
ilsulfanil}-naftalen-1-ill-amida

(Comp_ 188-42)

;N'-ﬁ._\/-' 5"\ .'/L{;\_/A-\x
(\NJ-N [“'xfff':ax'\‘:,/
8] 0,
H C'\ /“‘\ :\5" "
T T
o]
O{JKN/
]
(Comp 188-43)
i
S O
i
S—NH
I
O

4-tert-Butil-N-{2-oxo-nafto [2,1-
d][1,3]oxatiol-5-il)-bencenosulfonamida

(Comp. 188-33)
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y una mezcla de los mismos.

3. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2, en el que Stat1 no esta inhibido
por el compuesto.

4. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2 o la reivindicacion 3, en el que la
célula es una célula madre cancerosa.

5. El compuesto para uso segun la reivindicacion 4 o el método de la reivindicacion 4, en el que la célula madre
cancerosa es una célula madre leucémica.

6. El compuesto para uso segun la reivindicacién 4 o el método de la reivindicacion 4, en el que la célula madre
cancerosa es una célula madre cancerosa de mama.

7. Un compuesto para uso en el tratamiento o prevencion del cancer en un individuo, en el que el compuesto se
selecciona del grupo que consiste en

Acido 4-[({3-[(carboximetil)tio]-4-hidroxi-1-naftillamino)sulfonil] benzoico (Com 188)
Acido 4{5-[(3-etil-4-oxo-2-tioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil]-2-furil}benzoico (Com 30)

Acido 4-cloro-3-{5-[(1,3-dietil-4,6-dioxo-2-tioxotetrahidro-5(2H)-pirimidinilideno)metil]-2-furil}benzoico (Com 30-12)

OH

HO

O

7
/ ?—NH
o

N-(2,1’-Dihidroxi-[1,2"]binaftalenil-4’-il)-
4-metoxi-bencenosulfonamida

(Comp. 188-9)
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4-Bromo-N-[4-hidroxi-3-(1H-[1,2 4]triazol-3-
Ilsulfanil)-naftalen-1-ill-bencenosulfonamida

(Comp. 188-15)

OH
S

N
<N I
q\

NH
LY

o) (o}

N ;

Acido 1-acetil-2,3-dihidro-1H-indol-5-sulfénico
[4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-ilsulfanil)-
naftalen-1-il-amida

(Comp. 188-44)
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Acido naftaleno-2-sulfénico (2,1’-dihidroxi-
[1,2']binaftalenil-4"-il}-amida

(Comp. 188-70)

G%S,NH
\
UL
N
H

N-{4-[4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-
Ilsulfanil)-naftalen-1-ilsulfamoil]-fenil}-
acetamida

(Comp. 188-40)
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N-[4-hidroxi-3-{2H-[1,2 4]triazol-3-
lisulfanil)-naftalen-1-il]-4-
trifluorometil-bencenosulfonamida

(Comp. 188-41)

Acido 2-oxo0-1,2,3,4-tetrahidro-quinolina-6-

sulfénico [4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-
ilsulfanil}-naftalen-1-ill-amida

(Comp_ 188-42)
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CH
NH_J,S.. ;fL.‘ e
(I{_ I e o
N"_N ‘“'\._.;F:m\'x:/;
9 0
H a{:x. N/“‘\.\_’.JEF- N
(o]
Gf,Jx N/
CH3
(Comp 188-43)
1
S O
i
?—N H
@)

4-tert-Butil-N-{2-oxo-nafto [2,1-
d][1,3]oxatiol-5-il)-bencenosulfonamida

(Comp. 188-33)

y una mezcla de los mismos.
8. El compuesto para uso segun la reivindicacion 7, en el que el individuo es un ser humano.

9. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 8, en el que se sabe que el ser humano tiene
cancer y esta recibiendo una terapia adicional.

10. El compuesto para uso segun la reivindicacion 9, en el que la terapia adicional es quimioterapia, cirugia, radiacion o
una combinacion de los mismos.

11. Un kit para uso en el tratamiento de cancer, que comprende un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
Acido 4-[({3-[(carboximetil)tio]-4-hidroxi-1-naftillamino)sulfonil] benzoico (Com 188)
Acido 4{5-[(3-etil-4-oxo-2-tioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil]-2-furil}benzoico (Com 30)

Acido 4-cloro-3-{5-[(1,3-dietil-4,6-dioxo-2-tioxotetrahidro-5(2H)-pirimidinilideno)metil]-2-furil}benzoico (Com 30-12)

52



ES 2647 562 T3

OH

HO

o \
oOé_NH
/ I

o

N-(2,1’-Dihidroxi-[1,2"]binaftalenil-4’-il)-
4-metoxi-bencenosulfonamida

(Comp. 188-9)

4-Bromo-N-[4-hidroxi-3-(1H-[1,2 4]triazol-3-
Ilsulfanil)-naftalen-1-ill-bencenosulfonamida

(Comp. 188-15)
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OH
S

N
<N I
q\

NH
LY

o) (o}

N ;

Acido 1-acetil-2,3-dihidro-1H-indol-5-sulfénico
[4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-ilsulfanil)-
naftalen-1-il-amida

(Comp. 188-44)

Acido naftaleno-2-sulfénico (2,1’-dihidroxi-
[1,2']binaftalenil-4"-il}-amida

(Comp. 188-70)
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OH
S

Y

—NH

%%,NH
\
UL
N
H

N-{4-[4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4]triazol-3-
Ilsulfanil)-naftalen-1-ilsulfamoil]-fenil}-
acetamida

(Comp. 188-40)

N-[4-hidroxi-3-{2H-[1,2 4]triazol-3-
lisulfanil)-naftalen-1-il]-4-
trifluorometil-bencenosulfonamida

(Comp. 188-41)

55



ES 2647 562 T3

Acido 2-oxo0-1,2,3,4-tetrahidro-quinolina-6-
sulfonico [4-hidroxi-3-(2H-[1,2 4)triazol-3-
ilsulfanil}-naftalen-1-ill-amida

(Comp_ 188-42)

oH

.
{,f-

el s

0 g

H.C lL 5

'{\./\-\f\

J\/

CH3

o,
s

e /f

s o

=

(Comp 188-43)

4-tert-Butil-N-{2-oxo-nafto [2,1-
d][1,3]oxatiol-5-il)-bencenosulfonamida

(Comp. 188-33)
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y una mezcla de los mismos almacenada en un recipiente apropiado.

12. El kit para su uso segun la reivindicacion 11, que comprende ademas un tratamiento adicional contra el cancer.
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