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DESCRIPCION
Compuestos para su uso en el tfratamiento de trastornos que son mejorados por la inhibiciéon de HDAC
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a derivados de heterociclo que son inhibidores de histona desacetilasa (HDAC). Los
compuestos de la presente invencion son utiles para tratar trastornos de la alimentacion que son mejorados por la
inhibicién de HDAC, en particular trastornos genéticos, que incluyen hemoglobinopatias. Las hemoglobinopatias son
defectos genéticos caracterizados por estructura anormal o produccion insuficiente de las proteinas de globina
normales de la molécula de hemoglobina (Hb). Las principales hemoglobinopatias incluyen enfermedades de células
falciformes y varias formas de talasemias. La anemia de células falciformes resulta de una mutacion de aminoacido
en el 6° aminoacido de la cadena de beta-globina. La Hb falciforme (HbS) resultante forma polimeros insolubles
dentro del citosol tras la desoxigenacion, con posterior deformacion de los gldbulos rojos y vaso-oclusién. Las
talasemias pueden ser investigadas hasta el origen de numerosos mutaciones genéticas que producen o bien
pérdida o bien expresion reducida de alfa o beta-globina, mientras que las beta-talasemias son mas comunes.

En particular, los compuestos de la invencion son Utiles para tratar 3-talasemia y anemia de células falciformes.
Antecedentes de la invencion

En células eucariotas, la encapsidacion organizada de ADN en el nucleo desempefia una funcién importante en la
regulacion de la transcripcion génica. EI ADN nuclear esta ordenado en un complejo compacto llamado cromatina. El
nucleo del complejo es un octamero de proteinas basicas altamente conservadas llamadas histonas. Se asocian dos
de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 y el ADN se enrolla alrededor de los aminoacidos basicos de las
histonas interaccionando con los grupos fosfato negativamente cargados del ADN. Una molécula de histona H1 esta
asociada a cada nucleo enrollado que acomoda aproximadamente 146 pb de ADN. Los nucleos son, a su vez,
encapsidados en una estructura regular compacta con aproximadamente 200 pb de ADN entre cada nucleo.

Las colas del extremo amino de las histonas se someten a modificacién post-traduccional, en particular por
acetilacion de lisina. Las histona desacetilasas (HDAC) e histona acetil transferasas (HAT) determinan el patron de
acetilacion de las histonas, que junto con otras modificaciones post-traduccionales secuenciales dinamicas podrian
representan un 'cédigo’ que puede ser reconocido por proteinas no de histona que forman complejos implicados en
la regulacién de la expresion génica. Esto y la capacidad de las histona desacetilasas (HDAC) para también
modificar sustratos no histénicos y participar en complejos multi-proteina contribuye a la regulacion de la
transcripcion génica, progresion y diferenciacion del ciclo celular, estabilidad del genoma y respuestas al estrés. Los
inhibidores de HDAC producen la induccién de diferenciacion, parada del crecimiento y/o apoptosis en un amplio
espectro de células transformadas en cultivo y tumores en animales, que incluye tanto canceres hematolégicos
como tumores solidos. Se cree que estos efectos inhibidores se producen, en parte, por la acumulacion de proteinas
acetiladas, tales como histonas nucleosomales, que parecen desempeiiar una funcién importante en la regulacion
de la transcripcion génica. Se ha descubierto recientemente que estos compuestos podrian representar agentes
terapéuticos novedosos para el tratamiento de trastornos genéticos tales como B-talasemia y anemia de células
falciformes.

La hemoglobina (Hb) es un tetramero de dos cadenas de polipéptidos de globina de tipo a y dos de tipo B. En el ser
humano, los genes para las a-globinas estan agrupados en el cromosoma 16, que contiene un gen para {, y dos
genes para a (aq y 0p, cuyas proteinas son idénticas). Los genes para las globinas de tipo B estan agrupadas en el
cromosoma 11, que contiene los genes para €, B y , un gen para cada uno, y dos genes ligeramente diferentes para
y. Ademas, estas agrupaciones contienen diversos sitios que son responsables de la regulacion de la expresion de
cada gen (Steinberg, MH et al., Genetics, Pathophysiology and Clinical Management, Cambridge University Press,
Cambridge, RU, 2001).

La expresion de los genes de globina esta regulada durante la ontogenia. En seres humanos, la produccion de
globina se caracteriza por dos "cambios" importantes (Thein, SL Br. J. Haematol., 2004, 124, 264). La produccién de
Hb embrionarias cambia después de los primeros dos meses a Hb fetal (HbF) (azy2), y entonces, otra vez, antes e
inmediatamente después del nacimiento, a Hb adulta (HbA) (a2f2). Como tanto HbA como HbF contienen cadenas a,
el cambio del primero al tltimo representa una disminucion en la expresion de los genes de y-globina, asociada a un
aumento de la expresion del gen de B-globina. La prevalencia de HbF durante la vida embrionaria se explica por su
alta afinidad por el oxigeno, una propiedad que permite eliminar oxigeno de HbA en los glébulos rojos maternos
(RBC) a través de la placenta.

Inmediatamente después del nacimiento, el recién nacido tiene 85-98% de HbF, que gradualmente disminuye a <5%
a la edad de un afo. En la vida adulta, la HbA es la principal Hb, un pequefio <5% es HbA2 (a2f32) y el resto (<5%)
es HbF que se concentra en algunos RBC.

La B-talasemia y la anemia de células falciformes son dos de los trastornos de un Unico gen mas comunes de los
seres humanos. Ambas enfermedades resultan de diferentes mutaciones del gen de 3-globina que codifican dos de
las cadenas de globina tetrameras que constituyen la principal hemoglobina presente en los glébulos rojos adultos
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(hemoglobina adulta, HbA).

En B-talasemias, mutaciones que afectan el gen B-globina o sus regiones reguladoras producen la ausencia (% o
sintesis reducida (B*) de cadenas de B-globina. Esto esta asociado con un exceso correspondiente de la a-globina
complementaria. El resultado de esta produccién de globina desequilibrada es la destruccion por apoptosis de
precursores eritroides en la médula 6sea y en los sitios extramedulares (eritropoyesis ineficaz) y la corta
supervivencia de RBC en la sangre periférica (Bank, A. Blood, 2006, 107, 435; Stamatoyannopoulos, G. Exp.
Hematol. 2005, 33, 259).

La anemia de células falciformes resulta de una mutacién de aminoacido (sustitucion de glutamina a valina) en el 6°
aminoacido de la cadena de B-globina. La Hb falciforme (HbS) resultante forma polimeros insolubles dentro del
citosol tras la desoxigenacion, con posterior deformacion de los glébulos rojos y vaso-oclusion.

Pacientes con B-talasemia y drepanocitosis no tienen complicaciones clinicas de su enfermedad al nacer cuando sus
glébulos rojos contienen la forma fetal de Hb (HbF).

La proporcion de HbF en la vida postnatal esta influida por diversos factores fisiolégicos y genéticos. Hallazgos
epidemioldgicos han mostrado que HbF elevada en -talasemia mejora los sintomas clinicos (Olivieri, NF Semin.
Hematol. 1996, 33, 24; Rochette, J et al., Blood Rev. 1994, 8, 213). El hallazgo mas convincente se encontré en
individuos con mutaciones asociadas a persistencia hereditaria de HbF (HPFH) en la vida adulta (Bhardwaj, U et al.,
Mol. Diagn. 2005, 9, 151). La coexistencia de B-talasemia homocigética con HPFH es asintomatica. Parece que HbF
puede compensar funcionalmente la ausencia de cadenas de B-globina (Witt, O Am. J. Hematol. 2000, 64,319).

En la drepanocitosis, la presencia de HbF reduce la concentracion eficaz de HbS, disminuyendo asi la tendencia de
polimerizacién intracelular. Las cadenas de y-globina fetal también interfieren con la capacidad de HbS para
polimerizar por formacién de heterohibridos.

Estos hallazgos han generado un considerable interés en identificar formas moleculares y farmacoldgicas para
aumentar la produccion de HbF. De hecho, se encontré que varios grupos de los compuestos reactivan los genes de
y-globina en células eritroides post-natales.

Varios hallazgos sugieren que la inhibicién de la actividad de histona desacetilasas (HDAC) esta asociada a una
elevada expresion de los genes de y-globina (Cao, H Hematology, 2004, 9, 223). Entre los inhibidores de HDAC, se
encontroé que la tricostatina poseia alta actividad inductora de HbF en células de eritroleucemia humanas y de ratén.
Witt et al. (Blood, 2003, 101, 2001) mostraron que, entre los varios inhibidores de HDAC especificos probados, la
apicidina era con creces el inhibidor de HbF mas eficiente (a concentraciones nM a uM en células K562) y que su
efecto implicd, ademas de la inhibicion de HDAC, la sefalizacion de cinasa de proteina p38 activada por mitégeno
(MAP). Ademas, los inhibidores de HDAC se caracterizaron recientemente por su efecto sobre la expresion del gen
de y-globina humana en ratones transgénicos. Entre los derivados de acido hidroxamico de acidos grasos de cadena
corta estudiados, el hidroxamato de butirilo y de propionilo fueron mas eficaces, aumentando las relaciones de
ARNmM de a-globina y humana/murina el 33,9% y 71%, respectivamente. Esto se asocié a un aumento en el
hematocrito de reticulocitos, y los niveles in vivo de BFU-E (Cao, H Exp. Hematol. 2005, 33, 1443).

El documento WO 2006/061638 desvela inhibidores de histona desacetilasa estructuralmente relacionados con los
compuestos de la presente invencién. Tales compuestos son Utiles para tratar enfermedades proliferativas celulares,
que incluyen cancer, enfermedad neurodegenerativa, esquizofrenia y accidente cerebrovascular. Ninguno de los
compuestos desvelados en el documento WO 2006/061638 esta dentro de la presente invencion.

El documento WO 2011/072086 desvela métodos y pautas de baja dosis para aumentar los niveles de hemoglobina
fetal en pacientes con trastornos de los globulos rojos, administrando 2,2-dimetilbutirato (DMB) solo o en
combinacion con hidroxiurea, decitabina o un inhibidor de HDAC.

El documento WO 2009/141658 se refiere a depsipéptidos que actiuan de inhibidores de histona desacetilasa
(HDAC) vy, por tanto, tienen utilidad terapéutica en el tratamiento de afecciones mediadas por HDAC, que incluyen
hemoglobinopatia, talasemia y drepanocitosis.

El documento WO 2003/087057 se refiere a derivados de benzamida que tienen actividad inhibitoria de HDAC y, por
consiguiente, que tienen posible valor en el tratamiento de estados de enfermedad asociados a cancer, fibrosis
quistica, enfermedad de Huntington y anemia de células falciformes.

Sin embargo, muchos de estos farmacos tienen baja eficacia y especificidad, mientras que algunos son
posiblemente téxicos o carcinogénicos. Existe, por tanto, una necesidad urgente de nuevos agentes que puedan
inducir la produccion de HbF a dosis que son bien toleradas por los pacientes, asi con mayor eficacia y menor
toxicidad con respecto a inhibidores de HDAC conocidos.

Los compuestos de la presente invencion son moléculas pequefias dotadas de potente actividad inhibitoria de
HDAC, capaces de inducir la diferenciacion de eritroides y expresion del gen de y-globina humana. Ademas, los
compuestos de la invencién se caracterizan por buenas propiedades farmacocinéticas en especies preclinicas, que
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son predictivas de una ventana terapéutica mejorada en seres humanos.
Descripcion de la invencion

Los compuestos de la presente invencion son inhibidores de HDAC capaces de inducir la expresion de y-globina. En
particular, en el presente documento se proporcionan compuestos capaces de aumentar el porcentaje de
hemoglobina fetal en la sangre de un sujeto.

Es, por tanto, un objeto de la presente invencion un compuesto de formula (1):

A

~—
R*—</ ‘N
RZ

en la que:

Xes Co S=0;

A representa CH,;
nes0,1,203;

R'es fenilo, heterociclo saturado o insaturado de 5 o 6 miembros, heterociclo insaturado o parcialmente saturado de
8-10 miembros que contiene heteroatomos independientemente seleccionados de O, N y S; estando cualquiera de
esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de ciano, halégeno, nitro,
hidroxi, alquilo C+.6, haloalquilo C+., alcoxi C1.6, haloalcoxi C1.6, alquil C1.s-carbonilo, arilo Ce.10, ariloxi Cs.1o, aril Cs-10-
carbonilo, N(R%),, SO2N(R%,, N(R*)SO:R? heterociclo saturado o insaturado de 5 o 6 miembros opcionalmente
sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de halégeno, alquilo C+., haloalquilo C1.6, alcoxi C1.g;

R? representa alquilo C+., cicloalquilo Cs.1o;
R® representa hidrogeno o alquilo Ci.g;

R* es hidrégeno, haldégeno, hidroxi, ciano, sulfonilamino, alquilo C1., haloalquilo C1.s, hidroxialquilo C6, SO»-alquilo
C1.6, alcoxi C+.6, haloalcoxi C+.6, cicloalquilo Cs.10, halocicloalquilo Ca.10, alquenilo Cy.10, alquinilo Cz-10, nitro, N(R?)z,
arilo Ce.10, aril Ce.10-alquilo C1, aril Ce.10-alcoxi Ci; heterociclo saturado o parcialmente saturado de 4, 5 0 6
miembros que contiene 1, 2 o 3 heteroatomos independientemente seleccionados de N, O y S, opcionalmente
unidos por un grupo alquilo C+.4; heterociclo insaturado de 5 miembros que contiene 1, 2, 3 o 4 heteroatomos
independientemente seleccionados de N, O y S, pero no mas de uno de los cuales es O o S; heterociclo insaturado
de 6 miembros que contiene 1, 2 o 3 atomos de nitrégeno; o un heterociclo saturado, parcialmente saturado o
insaturado de 7-13 miembros que contiene heteroatomos independientemente seleccionados de N, O o S; estando
cualquiera de esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de uno o
mas grupos independientemente elegidos de halégeno, hidroxi, amino, alquilo C4, haloalquilo Cy, alcoxi Ci.6 y
haloalcoxi C1.6;

R® y R® son independientemente hidrégeno, alquilo Cy6, 0 CR°R® representa un carbonilo o CR°R® representa un
ciclopropilo;

cada R? esta seleccionado independientemente de hidrégeno, alquilo C.g, arilo Ce-10, alquil Cy.e-carbonilo y aril Ce.10-
carbonilo; y sales farmacéuticamente aceptables, tautébmeros, esterecisémeros de los mismos.

En una realizacion preferida, el compuesto tiene la formula general (11):
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R2

R?
HN 0
\cﬁo

(CRRE)—R!
(an

enla que A, R?2 son como se han definido anteriormente;
nes0o1:

R’ estd seleccionado de halégeno, alquilo C4g, alcoxi Cis, haloalquilo Ci % haloalcoxi Cis; R® y R® son
independientemente hidrégeno, alquilo C+., CR°R® representa un carbonilo o CR°R representa un ciclopropilo;

R* es cicloalquilo Cs.10, halocicloalquilo Cs.10, N(R®)2; heterociclo saturado o parcialmente saturado de 4, 5 0 6
miembros que contiene 1, 2 o 3 heteroatomos independientemente seleccionados de N, O y S, opcionalmente
unidos por un grupo alquilo Ci4; heterociclo insaturado de 5 miembros que contiene 1, 2, 3 heteroatomos
independientemente seleccionados de N, O y S, pero no mas de uno de los cuales es O o S; heterociclo saturado,
parcialmente saturado o insaturado de 7-13 miembros que contiene heteroatomos independientemente
seleccionados de N, O o S; estando cualquiera de esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos
independientemente elegidos de halégeno, hidroxi, amino, alquilo C+., haloalquilo C+s, alcoxi C1 y haloalcoxi C1.;
R? es alquilo C1.¢; y sales farmacéuticamente aceptables, tautomeros, esterecisémeros del mismo.

En una realizacion preferida adicional, el compuesto tiene la férmula general (l11):

N

(CRORE) —R*
(TIT)

en la que A, R?2 son como se han definido anteriormente ynes0o1;

R® es alquilo C1; R® y R® son independientemente hidrégeno, alquilo Ci., CR°R® representa un carbonilo o CR°R®

representa un ciclopropilo;

R* es cicloalquilo Cs.10, halocicloalquilo Cs.10, N(R®)2; heterociclo saturado o parcialmente saturado de 4, 5 0 6
miembros que contiene 1, 2 o 3 heteroatomos independientemente seleccionados de N, O y S, opcionalmente
unidos por un grupo alquilo Ci4; heterociclo insaturado de 5 miembros que contiene 1, 2, 3 heteroatomos
independientemente seleccionados de N, O y S, pero no mas de uno de los cuales es O o S; heterociclo saturado,
parcialmente saturado o insaturado de 7-13 miembros que contiene heteroatomos independientemente
seleccionados de N, O o S; estando cualquiera de esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos
independientemente elegidos de halégeno, hidroxi, amino, alquilo C+., haloalquilo C+s, alcoxi C1 y haloalcoxi C1.;
R? es alquilo C1.¢; y sales farmacéuticamente aceptables, tautémeros, esterecisémeros del mismo.

Compuestos preferidos se seleccionan de la siguiente lista:
-(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)acetamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
-(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)piperidin-4-carboxamida;

- (S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;

-((S)-N-(1-(5-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-5-il)oxazol-2-il)-7-oxononil}-1-metilpiperidin-4-carboxamida;
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-(S)-N-(7-oxo0-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)tiazol-5-carboxamida;
-(S)-3-(dimetilamino)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida;
-1-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)pirrolidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(dimetilamino)-2-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida;
-(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida;
-(S)-2-(metilsulfonil)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-((S)-2-ciclohexil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-(R)-2-ox0-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)tiazolidina-4-carboxamida;
-(S)-2-cloro-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)isonicotinamida;
-(S)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-(S)-N-(7-ox0-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)quinoxalin-6-carboxamida;
-1-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-y1)nony1)piperidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(2-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-(S)-6-cloro-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)imidazo[1,2-b]piridazin-2-carboxamida;
-(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)-1H-indol-6-carboxamida;
-1-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)azepano-2-carboxamida;
-(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)-4-sulfamoilbutanamiday;
-2-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5 -feniloxazol-2-il)nonil)tetrahidrofurano-2-carboxamida;
-(8)-3,3-difluoro-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)ciclobutanocarboxamida;
-3-(1-metilpiperidin-3-il)-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida;
-(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida;
(S)-N",N'-dimetil-N(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)oxalamida;
(S)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-oxo-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;

-(S)
-(S)
-(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il}-7-oxononil )propanamida;
-(S)-4-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazina-7-carboxamida;
-(S)-2-(imidazo[2,1-b]tiazol-3-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)azetidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(2-aminotiazol-4-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpirrolidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-metilpropanamida;
-(S)-N1-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-N2,N2-dimetiloxalamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-oxoacetamida;
-(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)propanamida;
-(S)-9-((2-(dimetilamino)etil)amino)-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonan-3-ona;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-5-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)quinuclidin-4-carboxamida;
-(R)-

(R)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
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(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil )-N-metilacetamida;
(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-(2-ox0-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonil)azetidin-3-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-5-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
(S)-1-metil-N-(1-(5-(4-(1-metil-1H-pirazol-5-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;
(S)-1-acetil-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;
(S)-1-bencil-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;

(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;

)
)
)
)
)
)
)
)

(S)-4,4-difluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpirrolidin-2-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)Jacetamida;
-(S)-4,4-difluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)pirrolidin-2-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-1-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-1-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-acetilazetidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(dimetilamino)-4,4,4-trifluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)butanamida;
-(R)-2-(dimetilamino)-4,4,4-trifluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)butanamida;
-(S)-N-(1-(5-(4-(6-metoxipiridin-3-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
-(2S,4S)-4-fluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpirrolidin-2-carboxamida;
-(S)-3-fluoro-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il}-7-oxononil}- 1-metilazetidin-3-carboxamiday;
-(S)-4-fluoro-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil - 1-metilpiperidin-4-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)}-2-morfolino-2-oxoacetamida;
-(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-(quinolin-8-il)oxazol-2-il)nonil)azetidin-3-carboxamida;
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-5-oxopirrolidin-3-carboxamiday;
(S)-2-(1H-imidazol-4-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(piridin-3-il)acetamida;
(S)-3-(1H-imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)propanamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(tiazol-2-il)Jacetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(4-metil-1,2,5-oxadiazol-3-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(3-metil-1H-pirazol-1-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(pirimidin-2-il)Jacetamida;
(S)-2-(3,5-dimetil-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il}-7-oxononilJacetamida;
(S)-2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)Jacetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(pirrolidin-1-ilmetil Jtiazol-5-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2,4-dimetiltiazol-5-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1,3-dimetilazetidin-3-carboxamida;
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)- 1-metilazetidin-2-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metil- 1H-pirazol-5-carboxamiday;

)-

(S)-2-(2H-indazol-2-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)acetamida;
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(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(pirazolo[1,5-a]pirimidin-2-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-5-metil-1,3,4-oxadiazol-2-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)nicotinamiday;
(S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)propanamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-3-(piperidin-1-ilmetil Jisotiazol-5-carboxamida;
2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil )propanamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1,3-dimetil- 1H-pirazol-5-carboxamida;
(S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononilJacetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metil- 1H-pirazol-3-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1,2,3-tiadiazol-4-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil )isotiazol-5-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-4-metil-1,2, 3-tiadiazol-5-carboxamida;
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1H-pirazol-1-il)propanamida;
(S)-2-((dimetilamino)metil)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-4-carboxamida;
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpiperidin-3-carboxamida;
(S)-1-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)ciclopentanocarboxamida;
(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil )propanamida;
(S)-2-(dimetilamino)-2-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)propanamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1-metilazetidin-3-il)acetamida;
(S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)piperidin-4-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-5-carboxamida;

(S)-1-(dimetilamino)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)ciclopentanocarboxamida; y
sales farmacéuticamente aceptables, tautdmeros, estereoisémeros de los mismos.

Incluso mas preferentemente, el compuesto es (S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-
metilazetidin-3-carboxamida.

Es un objeto adicional de la invencién el compuesto como se ha definido anteriormente para uso médico,
preferentemente para su uso en el tratamiento de hemoglobinopatias y cancer.

En una realizacion preferida, las hemoglobinopatias son B-talasemia o anemia de células falciformes.

Es un objeto de la invencion un compuesto de formula general (IV):

A~
RW—</ |N
RZ

O
/N o
R3 \X¢

(CRSRG)H RA
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Xes Co S=0;
A representa N;
nes0,1,203;

R'es fenilo, heterociclo saturado o insaturado de 5 o 6 miembros, heterociclo insaturado o parcialmente saturado de
8-10 miembros que contiene heteroatomos independientemente seleccionados de O, N y S; estando cualquiera de
esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de ciano, halégeno, nitro,
hidroxi, alquilo C+.6, haloalquilo C1., alcoxi C1.6, haloalcoxi C1.6, alquil C1.s-carbonilo, arilo Ce.10, ariloxi Cs.10, aril Ce-10-
carbonilo, N(R%),, SO2N(R%,, N(R*)SO:R? heterociclo saturado o insaturado de 5 o 6 miembros opcionalmente
sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de halégeno, alquilo C+., haloalquilo C1.6, alcoxi C1.g;

R? representa alquilo C+., cicloalquilo Cs.1o;
R® representa hidrogeno o alquilo Ci.g;

R* es hidrégeno, haldégeno, hidroxi, ciano, sulfonilamino, alquilo C1., haloalquilo C1.s, hidroxialquilo C6, SO»-alquilo
C1.6, alcoxi C1.6, haloalcoxi C+.6, cicloalquilo Cs.10, halocicloalquilo Ca.10, alquenilo Cy.10, alquinilo Cz-10, nitro, N(R?)z,
arilo Ce.10, aril Ce.10-alquilo C1, aril Ce10-alcoxi Ci; heterociclo saturado o parcialmente saturado de 4, 5 0 6
miembros que contiene 1, 2 o 3 heteroatomos independientemente seleccionados de N, O y S, opcionalmente
unidos por un grupo alquilo C+4; heterociclo insaturado de 5 miembros que contiene 1, 2, 3 o 4 heteroatomos
independientemente seleccionados de N, O y S, pero no mas de uno de los cuales es O o S; heterociclo insaturado
de 6 miembros que contiene 1, 2 o 3 atomos de nitrégeno; o un heterociclo saturado, parcialmente saturado o
insaturado de 7-13 miembros que contiene heteroatomos independientemente seleccionados de N, O o S; estando
cualquiera de esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de uno o
mas grupos independientemente elegidos de halégeno, hidroxi, amino, alquilo C4, haloalquilo C+, alcoxi Ci.6 y
haloalcoxi C1.6;

R® y R® son independientemente hidrégeno, alquilo Cy6, 0 CR°R® representa un carbonilo o CR°R® representa un
ciclopropilo;

cada R? esta seleccionado independientemente de hidrégeno, alquilo C.g, arilo Ce-10, alquil Cy.e-carbonilo y aril Ce.10-
carbonilo; y sales farmacéuticamente aceptables, tautémeros, estereoisémeros del mismo, para su uso en el
tratamiento de hemoglobinopatias.

Compuestos preferidos de formula general (IV) se seleccionan de la siguiente lista:
-(S)-N1-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil )-N2,N2-dimetiloxalamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-oxoacetamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpiperidin-4-carboxamida;
-(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)acetamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-5-carboxamida;
-(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil )propanamida;
-(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)propanamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
-(S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;

y sales farmacéuticamente aceptables, tautomeros, estereoisémeros de los mismos, para su uso en el tratamiento
de hemoglobinopatias.

Preferentemente, los compuestos de férmula (IV) son para el tratamiento de B-talasemia o anemia de células
falciformes

Es un objeto adicional de la invenciéon una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de uno o
mas compuestos como se han definido anteriormente, solos o en combinacién con otros compuestos activos, y al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, la composiciéon farmacéutica es para su uso
en el tratamiento de hemoglobinopatias.

Preferentemente, el principio activo adicional es 2,2-dimetilbutirato, hidroxiurea, decitabina, eritropoyetina,
tricostatina, acido valproico, o una combinacién de los mismos.
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La presente descripcion ilustra ademas profarmacos de los compuestos de formulas (1) a (IV) anteriores. En general,
tales profarmacos seran derivados funcionales de los compuestos de la invencién que son facilmente convertibles in
vivo en el compuesto requerido de formulas (I) a (V). Procedimientos convencionales para la selecciéon vy
preparacion de derivados de profarmaco adecuados se describen, por ejemplo, en "Design of Prodrugs”, ed. h.
Bundgaard, Elsevier, 1985.

Un profarmaco puede ser un derivado farmacolégicamente inactivo de una sustancia biolégicamente activa (el
"farmaco original" o "molécula original") que requiere transformacioén dentro del cuerpo con el fin de liberar el
farmaco activo, y que tiene propiedades de administracion mejoradas con respecto a la molécula de farmaco
original. La transformacion in vivo puede ser, por ejemplo, como resultado de algun proceso metabdlico, tal como
hidrélisis quimica o enzimatica de un éster carboxilico, fosférico o de sulfato, o reducciéon u oxidacion de una
funcionalidad susceptible.

La presente invencion incluye dentro de su alcance solvatos de los compuestos de férmulas (1) a (V) y sales de los
mismos, por ejemplo, hidratos.

Los compuestos de la presente invenciéon pueden tener centros asimétricos, ejes quirales y planos quirales (como se
describe en: E.L. Eliel and S.H. Wilen, Stereochemistry of Carbon Compounds, John Wiley & Sons, New York, 1994,
paginas 1119-1190), y se producen como racematos, mezclas racémicas, y como diaesteredmeros individuales, con
todos los posibles isémeros y mezclas de los mismos, que incluyen isémeros opticos, estando todos aquellos
estereoisdmeros incluidos en la presente invencion. Ademas, los compuestos desvelados en el presente documento
pueden existir como tautdbmeros y ambas formas tautdmeras pretenden ser englobadas por el alcance de la
invencion, aun cuando solo se represente una estructura tautémera.

Los compuestos pueden existir en diferentes formas isoméricas, todas las cuales estan englobadas por la presente
invencion.

Cuando cualquier variable (por ejemplo, R® y R, etc.) se produce mas de una vez en cualquier constituyente, su
definicidon en cada aparicion es independiente en cada otra aparicion. Por tanto, combinaciones de sustituyentes y
variables son permisibles solo si tales combinaciones producen compuestos estables. Las lineas dibujadas en los
sistemas de anillos de sustituyentes representan que el enlace indicado puede unirse a cualquiera de los atomos de
anillo sustituibles. Si el sistema de anillos es policiclico, se pretende que el enlace se una a cualquiera de los atomos
de carbono adecuados en el anillo proximal solo.

Se entiende que los sustituyentes y patrones de sustitucion en los compuestos de la presente invenciéon pueden ser
seleccionados por un experto habitual en la materia para proporcionar compuestos que son quimicamente estables y
que pueden ser facilmente sintetizados por técnicas conocidas en la técnica, ademas de aquellos métodos
expuestos mas adelante, de materiales de partida facilmente disponibles. Si un sustituyente esta él mismo sustituido
con mas de un grupo, se entiende que estos multiples grupos pueden estar en el mismo carbono o en diferentes
carbonos, mientras que resulte una estructura estable. La expresién "opcionalmente sustituido" debe ser tomada
como equivalente a la expresion "sin sustituir o sustituido con uno o mas sustituyentes" y en tales casos la
realizacion preferida tendra de cero a tres sustituyentes. Mas particularmente, hay cero a dos sustituyentes. Un
sustituyente en un heterociclo saturado, parcialmente saturado o insaturado puede unirse en cualquier posicion
sustituible.

Como se usa en el presente documento, "alquilo" pretende incluir tanto grupos de hidrocarburo alifatico saturado
ramificado como de cadena lineal que tienen el niumero de atomos de carbono especificado. Por ejemplo, se define
que "alquilo C+-Cg" incluye grupos que tienen 1, 2, 3, 4, 5 0 6 carbonos en una disposicion lineal o ramificada. Por
ejemplo, "alquilo C4-Cs" incluye especificamente metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, t-butilo, i-butilo, pentilo,
hexilo, etc. El término "cicloalquilo" significa un grupo de hidrocarburo alifatico saturado monociclico, biciclico o
policiclico que tiene el numero de atomos de carbono especificado. Por ejemplo, "cicloalquilo Cr.10" incluye
ciclopropilo, metil-ciclopropilo, 2,2-dimetil-ciclobutilo, 2-etil-ciclopentilo, ciclohexilo, etc. En una realizacién de la
invencion, el término "cicloalquilo" incluye los grupos descritos inmediatamente anteriormente e incluye ademas
grupos de hidrocarburo alifatico insaturado monociclico. Por ejemplo, "cicloalquilo", como se define en esta
realizacion, incluye ciclopropilo, metil-ciclopropilo, 2,2-dimetil-ciclobutilo, 2-etil-ciclopentilo, ciclohexilo, ciclopentenilo,
ciclobutenilo, 7,7-dimetilbiciclo[2.2.1]heptilo, etc. Grupos cicloalquilo preferidos son ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo y ciclohexilo. "Alcoxi" representa un grupo alquilo de nimero de atomos de carbono indicado unido
mediante un puente de oxigeno. "Alcoxi" engloba, por tanto, las definiciones de alquilo anteriormente. Ejemplos de
grupos alcoxi adecuados incluyen metoxi, etoxi, n-propoxi, i-propoxi, n-butoxi, s-butoxi y t-butoxi. El grupo alcoxi
preferido es metoxi.

Los términos "haloalquilo C1." y "haloalcoxi C46" significan un grupo alquilo C4 0 alcoxi C1 en el que uno o mas
(en particular, 1 a 3) atomos de hidrégeno se han sustituido por atomos de halégeno, especialmente atomos de fltor
o cloro. Se prefieren grupos fluoroalquilo C1.¢ y fluoroalcoxi C1.6, en particular grupos fluoroalquilo C1.3 y fluoroalcoxi
C1.3, por ejemplo, CF3, CHFz, CHzF, CHzCHzF, CHzCHFz, CH2CF3, OCF3, OCHFz, OCHzF, OCH2CH2F, OCH2CHF2 o
OCHCF3, y lo mas especialmente CF3, OCF3 y OCHF».
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El término "hidroxialquilo C1.6" significa un grupo alquilo C1. en el que uno o mas (en particular, 1 a 3) atomos de
hidrégeno se han sustituido por grupos hidroxi. Se prefieren CH,OH, CH,CHOH y CHOHCHG.

Como se usa en el presente documento, el término "alquenilo C,4" se refiere a un radical de hidrocarburo no
aromatico, lineal o ramificado, que contiene de 2 a 6 atomos de carbono y al menos un doble enlace carbono-
carbono. Preferentemente, esta presente un doble enlace carbono-carbono, y pueden estar presentes hasta cuatro
dobles enlaces carbono-carbono no aromaticos. Grupos alquenilo incluyen etenilo, propenilo, butenilo y 2-
metilbutenilo. La porcidn lineal o ramificada del grupo alquenilo puede contener dobles enlaces y puede estar
sustituido si se indica un grupo alquenilo sustituido. Grupos alquenilo preferidos incluyen etenilo y propenilo.

El término "alquinilo C,6" se refiere a un radical de hidrocarburo lineal o ramificado, que contiene de 2 a 6 atomos de
carbono y al menos un triple enlace carbono a carbono. Pueden estar presentes hasta tres triples enlaces carbono-
carbono. Grupos alquinilo incluyen etinilo, propinilo, butinilo, 3-metilbutinilo, etc. La porcién lineal o ramificada del
grupo alquinilo puede contener triples enlaces y puede estar sustituida si se indica un grupo alquinilo sustituido.
Grupos alquinilo preferidos incluyen etinilo y propinilo.

Como se usa en el presente documento, "arilo Ce.10" pretende significar cualquier anillo de carbono monociclico o
biciclico estable de 6 a 10 atomos, en el que al menos un anillo es aromatico. Ejemplos de tales elementos de arilo
incluyen fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo y tetrahidrobenzo[7]anuleno. El grupo arilo preferido es fenilo o
naftilo, especialmente fenilo.

Ejemplos de heterociclos particulares de la presente invencién son bencimidazolilo, benzofuranodionilo,
benzofuranilo, benzofurazanilo, benzopirazolilo, benzotriazolilo, benzotienilo, benzoxazolilo, benzoxazolonilo,
benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, benzodioxolilo, benzoxadiazolilo, benzoisoxazolilo, benzoisotiazolilo, cromenilo,
cromanilo, isocromanilo, carbazolilo, carbolinilo, cinolinilo, epoxidilo, furanilo, furazanilo, imidazolilo, indolinilo,
indolilo, indolizinilo, isoindolinilo, indazolilo, isobenzofuranilo, isoindolilo, isoquinolilo, isotiazolilo, isoxazolilo,
naftpiridinilo, oxadiazolilo, oxazolilo, oxazolinilo, isoxazolinilo, oxetanilo, purinilo, piranilo, pirazinilo, pirazolilo,
piridazinilo, piridopiridinilo, piridazinilo, piridinilo, pirimidinilo, triazinilo, tetrazinilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinolilo,
quinoxalinilo, quinolizinilo, tetrahidropiranilo, tetrahidrotiopiranilo, tetrahidroisoquinolinilo, tetrazolilo, tetrazolopiridilo,
tiadiazolilo, tiazolidinilo, tiazolilo, tienilo, triazolilo, azetidinilo, 1,4-dioxanilo, hexahidroazepinilo, piperazinilo,
piperidilo,  piridin-2-onilo,  pirrolidinilo,  imidazolinilo, pirazolinilo, pirrolinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo,
dihidrobenzoimidazolilo, dihidrobenzofuranilo, dihidrobenzotiofenilo, dihidrobenzoxazolilo, dihidrofuranilo,
dihidroimidazolilo, dihidroindolilo, dihidroisooxazolilo, dihidroisotiazolilo, dihidrooxadiazolilo, dihidrooxazolilo,
dihidropirazinilo, dihidropirazolilo, dihidropiridinilo, dihidropirimidinilo, dihidropirrolilo, dihidroquinolinilo,
dihidrotetrazolilo, dihidrotiadiazolilo, dihidrotiazolilo, dihidrotienilo, dihidrotriazolilo, dihidroazetidinilo,
dihidroisocromonilo,  dihidroimidazolonilo, dihidrotriazolonilo, dihidrobenzodioxinilo,  dihidrotiazolopirimidinilo,
metilenedioxibenzoilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotienilo, tetrahidroquinolinilo, tiazolidinonilo, imidazolonilo,
isoindolinonilo, octahidroquinolizinilo, octahidroisoindolilo, imidazopiridinilo, azabicicloheptanilo, cromononilo,
triazolopirimidinilo, dihidrobenzoxazinilo, tiazolotriazolilo, azoniabicicloheptanilo, azoniabiciclooctanilo, ftalazinilo,
naftiridinilo, quinazolinilo, pteridinilo y N-6xidos de los mismos. Heterociclos particulares adicionales incluyen
dihidroquinazolinilo, dihidroftalazinilo, dihidroisoindolilo, tetrahidronaftiridinilo, tetrahidrobetacarbolinilo y N-6xidos de
los mismos. La uniéon de un sustituyente de heterociclilo puede producirse mediante un atomo de carbono o
mediante un heteroatomo.

Un heterociclo saturado de 4 miembros preferido es azetidinilo.

Hetereociclos saturados o parcialmente saturado 5 o 6 miembros preferidos son pirrolidinilo, piperidilo, piperazinilo,
morfolinilo, azoniabiciclo[2.2.1]heptanilo, azoniabiciclo[2.2.2]octanilo, tiomorfolinilo y tiazolidinilo.

Heterociclos insaturados de 5 miembros preferidos son tienilo, tiazolilo, pirazolilo, isoxazolilo, imidazolilo, tiadiazolilo,
oxazolilo, triazolilo, tetrazolilo, furilo y oxadiazolilo.

Un heterociclo insaturado de 6 miembros preferido es piridinilo.

Heterociclos saturados, parcialmente saturados o insaturados de 8-10 miembros preferidos son benzotienilo,
isoquinolilo, indolilo, benzotiadiazolilo, benzoxadiazolilo, tiazolotriazolilo, dihidrobenzodioxinilo,
dihidrotiazolopirimidinilo, dihidrobenzoxazinilo, dihidrobenzofuranilo, benzotiazolilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
bencimidazolilo, benzofuranilo, dihidrobenzoxazolilo, dihidroindolilo, dihidroquinazolinilo, dihidroftalazinilo, indazolilo,
bencisoxazolilo, benzotriazolilo, dihidroisoindolilo, tetrahidronaftiridinilo, triazolopirimidinilo y tetrahidroquinolinilo.

Un heterociclo parcialmente saturado de 13 miembros preferido es tetrahidrobetacarbolinilo.

Como se usa en el presente documento, el término 'halégeno' se refiere a fluor, cloro, bromo y yodo, de los que se
prefieren fldor, cloro y bromo.

Como se usa en el presente documento, el término 'tautémeros' se refiere a isomeros de compuestos organicos que
se interconvierten facilmente por una reaccién quimica llamada tautomerizacién. Esta reaccidon cominmente produce
la migracién formal de un atomo de hidrégeno o protén, acomparfiado de un cambio de un enlace sencillo y doble
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enlace adyacente. Ejemplos de tautomerizaciones son, por ejemplo, la interconversion entre hidroxipiridina y
piridona o entre hidroxiquinolina y quinolona.

En la presente invencion esta incluida la base libre de los compuestos de formulas (l) a (IV), ademas de sales
farmacéuticamente aceptables y estereoisomeros de los mismos. Algunos de los compuestos especificos
ejemplificados en el presente documento son las sales protonadas de compuestos de amina. Los compuestos de
férmulas (I) a (IV) que contienen uno o mas atomos de N pueden estar protonados en una cualquiera, algunos o
todos de los atomos de N. El término "base libre" se refiere a los compuestos de amina en forma no de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables englobadas no solo incluyen las sales ejemplificadas por los compuestos especificos
descritos en el presente documento, sino también todas las sales farmacéuticamente aceptables tipicas de la forma
libre de los compuestos de férmulas (1) a (IV). La forma libre de los compuestos de sal especificos descritos puede
aislarse usando técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, la forma libre puede regenerarse tratando la sal con
una disolucion de base acuosa diluida adecuada tal como NaOH acuoso diluido, carbonato de potasio, amoniaco y
bicarbonato sddico. Las formas libres pueden diferenciarse de sus formas de sal respectivas en cierto modo en
ciertas propiedades fisicas, tales como solubilidad en disolventes polares, pero las sales de acido y base son de otro
modo farmacéuticamente equivalentes a sus formas libres respectivas para los fines de la invencion.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los presentes compuestos pueden sintetizarse a partir de los
compuestos de la presente invencién que contienen un resto basico o acido por métodos quimicos convencionales.
Generalmente, las sales de los compuestos basicos se preparan o bien por cromatografia de intercambio i6nico o
bien haciendo reaccionar la base libre con cantidades estequiométricas o con un exceso del acido inorganico u
organico formador de sal deseado en un disolvente adecuado o diversas combinaciones de disolventes.
Similarmente, las sales de los compuestos acidos se forman mediante reacciones con la base inorganica u organica
apropiada.

Asi, sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente invencion incluyen las sales no toxicas
convencionales de los compuestos de la presente invencién como se formaron haciendo reaccionar un presente
compuesto basico con un acido inorganico u organico. Por ejemplo, sales no tdxicas convencionales incluyen
aquellas derivadas de acidos inorganicos tales como clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, sulfamico, fosférico, nitrico y
similares, ademas de sales preparadas a partir de acidos organicos tales como acético, propionico, succinico,
glicdlico, estearico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascoérbico, pamoico, maleico, hidroximaleico, fenilacético,
glutamico, benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxi-benzoico, fumarico, toluenosulfonico, metanosulfénico,
etanodisulfonico, oxalico, isetidnico, ftrifluoroacético y similares. Preferentemente, una sal farmacéuticamente
aceptable de la presente invenciéon contiene un equivalente de un compuesto de férmulas (1) a (IV) y 1,2 0 3
equivalentes de un acido inorganico u organico. Mas particularmente, sales farmacéuticamente aceptables de la
presente invencién son las sales de tartrato, trifluoroacetato o cloruro.

Cuando el compuesto de la presente invencién es acido, "sales farmacéuticamente aceptables" adecuadas se refiere
a sales preparadas a partir de bases no tdxicas farmacéuticamente aceptables que incluyen bases inorganicas y
bases organicas. Sales derivadas de bases inorganicas incluyen sales de aluminio, amonio, calcio, cobre, férricas,
ferrosas, de litio, magnesio, manganicas, manganosas, potasio, sodio, cinc y similares. Particularmente se prefieren
las sales de amonio, calcio, magnesio, potasio y de sodio. Sales derivadas de bases no toxicas organicas
farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que
incluyen aminas sustituidas que existen de forma natural, aminas ciclicas y resinas basicas de intercambio iénico,
tales como arginina, betaina cafeina, colina, N,N1-dibenciletilendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-
dimetilaminoetanol, etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina, histidina,
hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina, resinas de poliamina, procaina,
purinas, teobromo, trietilamina, trimetilamina tripropilamina, trometamina y similares.

La preparacion de sales farmacéuticamente aceptables descrita anteriormente y otras sales farmacéuticamente
aceptables tipicas se describe mas completamente por Berg et al., "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci.,
1977:66:1-19.

También se observara que los compuestos de la presente invencidon son sales posiblemente internas o iones
bipolares, ya que bajo condiciones fisiologicas un resto acido desprotonado en el compuesto, tal como un grupo
carboxilo, puede ser anionico, y esta carga electronica podria entonces ser internamente desequilibrada contra la
carga cationica de un resto basico protonado o alquilado, tal como un atomo de nitrégeno cuaternario.

Los compuestos de la invencidn encuentran uso en una variedad de aplicaciones para salud humana y animal. Los
compuestos de la invencion son inhibidores de la histona desacetilasa (HDAC) utiles en el tratamiento de cancer,
entre otras enfermedades. Las HDAC catalizan la eliminacion de grupos acetilo de restos de lisina en proteinas, que
incluyen histonas, y los inhibidores de HDAC muestran diversas funciones bioldgicas que incluyen afectar la
expresion génica, diferenciacion celular, progresion del ciclo celular, parada del crecimiento y/o apoptosis. Véanse J.
Med. Chem. 2003, 46:5097 y Curr. Med. Chem. 2003, 10:2343.

Los compuestos, composiciones y métodos proporcionados en el presente documento se consideran
particularmente Utiles para el tratamiento de hemoglobinopatias, que incluyen talasemias y drepanocitosis.
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Las talasemias y drepanocitosis pueden caracterizarse como trastornos de los glébulos rojos y se producen por
anomalias en los genes de globina.

Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse a mamiferos, preferentemente seres humanos, tanto
solos como en combinacidon con vehiculos, excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables, en una
composicion farmacéutica, segun la practica farmacéutica convencional. En una realizacién, los compuestos de la
presente invencién pueden administrarse a animales. Los compuestos pueden administrarse por via oral o por via
parenteral, que incluye las vias intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, rectal y tépica de
administracion.

La invenciéon también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas compuestos de la
presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas que contienen el
principio activo pueden estar en una forma adecuada para uso oral, por ejemplo, como comprimidos, trociscos,
pastillas para chupar, suspensiones acuosas o aceitosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones, capsulas
duras o blandas, o jarabes o elixires. Pueden prepararse composiciones previstas para uso oral segun cualquier
método conocido en la técnica para la fabricacion de composiciones farmacéuticas y tales composiciones pueden
contener uno o mas agentes seleccionados del grupo que consiste en edulcorantes, aromatizantes, colorantes y
conservantes con el fin de proporcionar preparaciones farmacéuticamente elegantes y sabrosas. Los comprimidos
contienen el principio activo en mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no téxicos que son
adecuados para la fabricacion de comprimidos. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes, tales
como carbonato calcico, carbonato soédico, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio; agentes de granulacion y
disgregantes, por ejemplo, celulosa microcristalina, croscarmelosa sodica, almidon de maiz o acido alginico;
aglutinantes, por ejemplo almidon, gelatina, polivinilpirrolidona o goma arabiga, y agentes lubricantes, por ejemplo,
estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos pueden estar sin recubrir o pueden recubrirse por
técnicas conocidas para enmascarar el sabor desagradable del farmaco o retardar la disgregacion y absorcion en el
tubo gastrointestinal y asi proporcionar una accion sostenida durante un periodo mas largo. Por ejemplo, puede
emplearse un material de enmascaramiento del sabor soluble en agua tal como hidroxipropilmetilcelulosa o
hidroxipropilcelulosa, o un material de retardo del tiempo tal como etilcelulosa, acetato-butirato de celulosa.

También pueden presentarse formulaciones para uso oral como capsulas de gelatina dura en las que el principio
activo se mezcla con un diluyente sdlido inerte, por ejemplo, carbonato calcico, fosfato de calcio o caolin, o como
capsulas de gelatina blanda en las que el principio activo se mezcla con vehiculo soluble en agua tal como
polietilenglicol o un medio de aceite, por ejemplo aceite de cacahuete, parafina liquida, o aceite de oliva.

Las suspensiones acuosas contienen el material activo en mezcla con excipientes adecuados para la fabricacion de
suspensiones acuosas. Tales excipientes son agentes de suspension, por ejemplo carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma arabiga;
agentes dispersantes o humectantes pueden ser una fosfatida que existe de forma natural, por ejemplo lecitina, o
productos de condensacion de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo poli(estearato de oxietileno), o
productos de condensacién de o6xido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de
acidos grasos y un hexitol, tal como monooleato de sorbitol polioxietilenado, o productos de condensacion de 6xido
de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo, monooleato de
sorbitano polietilenado. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo
p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno o mas colorantes, uno o mas aromatizantes, y uno o mas edulcorantes,
tales como sacarosa, sacarina o aspartamo. Pueden formularse suspensiones aceitosas suspendiendo el principio
activo en un aceite vegetal, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o
en aceite mineral tal como parafina liquida. Las suspensiones aceitosas pueden contener un espesante, por
ejemplo, cera de abeja, parafina dura o alcohol cetilico. Pueden afadirse edulcorantes tales como aquellos
expuestos anteriormente, y aromatizantes, para proporcionar una preparacion oral sabrosa. Estas composiciones
pueden preservarse mediante la adicidn de un antioxidante tal como hidroxianisol butilado o alfa-tocoferol.

Polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacion de una suspension acuosa mediante la adicion de
agua proporcionan el principio activo en mezcla con un agente dispersante o humectante, agente de suspension y
uno o0 mas conservantes. Agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes de suspension se ejemplifican
por aquellos ya mencionados anteriormente. También pueden estar presentes excipientes adicionales, por ejemplo
edulcorantes, aromatizantes y colorantes. Estas composiciones pueden preservarse mediante la adicion de un
antioxidante tal como acido ascérbico.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden estar en forma de emulsiones de aceite en agua.
La fase aceitosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de oliva o aceite de cacahuete, o un aceite mineral,
por ejemplo parafina liquida o mezclas de estos. Agentes emulsionantes adecuados pueden ser fosfatidas que
existen de forma natural, por ejemplo lecitina de soja, y ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y
anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de sorbitano, y productos de condensacion de dichos ésteres
parciales con 6xido de etileno, por ejemplo monooleato de sorbitano polioxietiienado. Las emulsiones también
pueden contener edulcorantes, aromatizantes, conservantes y antioxidantes.
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Pueden formularse jarabes y elixires con edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol, sorbitol o sacarosa. Tales
formulaciones también pueden contener un emoliente, un conservante, aromatizantes y colorantes y antioxidante.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de disoluciones acuosas inyectables estériles. Entre los
vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan agua, disolucion de Ringer y solucion isotonica de
cloruro sédico.

La preparacion inyectable estéril también puede ser una microemulsién de aceite en agua inyectable estéril donde el
principio activo se disuelve en la fase aceitosa. Por ejemplo, el principio activo puede ser primero disuelto en una
mezcla de aceite de soja y lecitina. La disolucion de aceite se introduce entonces en una mezcla de agua y glicerol y
se procesa para formar una microemulsion.

Las disoluciones o microemulsiones inyectables pueden introducirse en una corriente sanguinea del paciente por
inyeccion en bolo local. Alternativamente, puede ser ventajoso administrar la disolucién o microemulsion de tal forma
que se mantenga una concentracion en circulacion constante del presente compuesto. Con el fin de mantener una
concentracion constante tal, puede utilizarse un dispositivo de administracion intravenosa continua. Un ejemplo de
un dispositivo tal es la bomba intravenosa Deltec CADD-PLUS™ modelo 5400.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril
para administracion intramuscular y subcutanea. Esta suspension puede formularse segun la técnica conocida
usando aquellos agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes de suspension que han sido
mencionados anteriormente. La preparacion inyectable estéril también puede ser una disolucién o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente aceptable por via parenteral no tdxico, por ejemplo como una
disolucién en 1,3-butanodiol. Ademas, aceites no volatiles estériles son convencionalmente empleados como un
disolvente o medio de suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite no volatil suave que incluye
mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, acidos grasos tales como acido oleico encuentran uso en la preparacion de
inyectables.

Los compuestos de formulas (I) a (IV) también pueden administrarse en forma de supositorios para administracion
rectal del farmaco. Estas composiciones pueden prepararse mezclando el farmaco con un excipiente no irritante
adecuado que es solido a temperaturas normales, pero liquido a la temperatura rectal y, por tanto, se fundira en el
recto para liberar el farmaco. Tales materiales incluyen manteca de cacao, gelatina glicerinada, aceites vegetales
hidrogenados, mezclas de polietilenglicoles de diversos pesos moleculares y ésteres de acidos grasos de
polietilenglicol.

Para uso tépico, se emplean cremas, pomadas, gelatinas, disoluciones o suspensiones, etc., que contienen los
compuestos de formulas (I) a (IV). (Para los fines de la presente solicitud, administracion tépica debe incluir
enjuagues bucales y gargaras).

Los compuestos para la presente invencién pueden administrarse en forma intranasal mediante uso tdpico de
vehiculos intranasales y dispositivos de administracion adecuados, o mediante vias transdérmicas, usando aquellas
formas de parches de piel transdérmicos muy conocidos para aquellos expertos habituales en la materia. Para ser
administrados en forma de un sistema de administracion transdérmica, la administracién de dosificacion sera, por
supuesto, continua en vez de intermitente durante toda la pauta de dosificacion. Los compuestos de la presente
invencion también pueden administrarse como un supositorio empleando bases tales como manteca de cacao,
gelatina glicerinada, aceites vegetales hidrogenados, mezclas de polietilenglicoles de diversos pesos moleculares y
ésteres de acidos grasos de polietilenglicol.

Cuando un compuesto segun la presente invencién se administra en un sujeto humano, la dosificacion diaria
normalmente se determinara por el médico que receta la dosificacion generalmente variable segun la edad, peso,
sexo y respuesta del paciente individual, ademas de la gravedad de los sintomas del paciente.

En una aplicacion a modo de ejemplo, se administra una cantidad adecuada del compuesto a un mamifero que
recibe tratamiento para -talasemia o drepanocitosis. La administracion se produce generalmente en una cantidad
entre aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal y aproximadamente 60 mg/kg de peso corporal por dia,
preferentemente de entre 0,5 mg/kg de peso corporal y aproximadamente 40 mg/kg de peso corporal por dia. Los
presentes compuestos también son utiles en combinacién con agentes terapéuticos conocidos para administracion
simultanea, separada o secuencial.

En una realizacioén, los compuestos de la presente invencién pueden usarse en combinacion con otros inductores de
hemoglobina fetal, que incluyen agentes hipometilantes, hidroxiurea, inhibidores de HDAC, farmacos de unién a
ADN, oligonucleoétidos y acidos nucleicos peptidicos, rapamicina, eritropoyetina.

Ejemplos de agentes hipometilantes incluyen 5-azacitidina y 5-aza-2'-desoxicitidina. Algunos ejemplos de inhibidores
de HDAC son tricostatina, scriptaid, hidroxamato de butirilo y propionilo. Los farmacos de unién a ADN incluyen
mitramicina, angelicina, talimustina y cisplatino.

El término "administracion" y variantes del mismo (por ejemplo, "administrar" un compuesto) en referencia a un
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compuesto de la invencion significa introducir el compuesto o un profarmaco del compuesto en el sistema del animal
en necesidad de tratamiento. Cuando se proporciona un compuesto de la invenciéon o profarmaco del mismo en
combinacién con uno o varios de otros agentes activos (por ejemplo, un agente citotoxico, etc.), se entiende que la
"administracién" y sus variantes incluyen introduccién simultanea y secuencial del compuesto o profarmaco del
mismo y otros agentes.

En algunas realizaciones, la administracion pulsada es mas efectiva que el tratamiento continuo debido a que dosis
pulsadas totales son frecuentemente mas bajas de lo que cabria esperar de la administraciéon continua de la misma
composicion. Puede reducirse cada dosis pulsada y se minimiza la cantidad total de farmaco administrada durante el
transcurso del tratamiento. Pueden administrarse pulsos individual al paciente continuamente durante un periodo de
varias horas, tal como aproximadamente 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 o 16 horas, o varios dias, tal como 2, 3,4, 5,607
dias.

Como se usa en el presente documento, el término "composicion" pretende englobar un producto que comprende los
componentes especificados en las cantidades especificadas, ademas de cualquier producto que resulte,
directamente o indirectamente, de la combinacién de los componentes especificados en las cantidades
especificadas.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, significa aquella cantidad de
compuesto activo o agente farmacéutico que provoca la respuesta bioldgica o medicinal en un tejido, sistema,
animal o humano que esta siendo buscada por un investigador, veterinario, doctor médico u otro profesional clinico.

Las abreviaturas usadas en la descripcion de la quimica y en los ejemplos que siguen son: DMF: dimetilformamida;
DMSO: sulfoxido de dimetilo; MeOH: metanol; EtOH: etanol; EtOAc: acetato de etilo; DCM: diclorometano; TFA:
acido trifluoroacético; (g): gas; min: minutos; h: hora(s); eq.: equivalente(s); M: molar; TA: temperatura ambiente; RP-
HPLC: cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase inversa; DIPEA: N,N-diisopropiletilamina; EDCI:
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida; HOBt: 1-hidroxibenzotriazol; y HATU: hexafluorofosfato de
O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio.

La presente invencion se describira por medio de ejemplos no limitantes con referencia a las siguientes figuras:

Figura 1. Cromatogramas de HPLC de hemoglobinas producidas por células precursoras de eritroides cultivadas de
pacientes B-talasémicos. Se recogieron células de control (sin tratar, panel A), tratadas con mitramicina (50 nM,
panel B) y tratadas con Compuesto 2 (100 nM, panel C), se lavaron y se lisaron (véase material y métodos). Las
hemoglobinas en el lisado se separaron sobre HPLC de intercambio catidnico. Los picos se marcan con el tipo de
hemoglobina correspondiente. El aumento en la proporcion de HbF es detectable en lisados de células tratadas.
UDO indica unidades de densidad optica.

Figura 2. Induccién de genes de globina en células precursoras de eritroides de un paciente con B-talasemia (Fe7).
Se trataron células con mitramicina (MTH 30 nM) o Compuesto 2 100 nM, se analizé la acumulaciéon de ARNm de
globina por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (véase materiales y métodos). La acumulaciéon de ARNm para y-
globina se da como un aumento en comparacién con la de precursores de eritroides no tratados de control (cajas
blancas). Se calculd la relacion ARNm de y-globina / ARNm de a-globina (cajas negras).

Materiales y métodos
Quimica
a) Procedimientos generales.

Pueden prepararse compuestos de formulas (1) y (IV) haciendo reaccionar un compuesto de formula (IVb) con un
compuesto de férmula (V):

A
\
N
—( ]
(o]
2
o} R )J\
1 CRRE R
HN\ o] L ¢ i

Rs

(IVh) (V)

enlas que Aes CHo Ny R' R% R? R* R’ R° n son como se definen para las formulas (1) y (IV) y L es grupo
saliente tal como cloro o hidroxi. Cuando L' es grupo saliente tal como cloro, la reaccidon se lleva a cabo
generalmente en presencia de una base tal como Et;N y un disolvente tal como DMF o DCM a aproximadamente
temperatura ambiente. Cuando L' es grupo saliente tal como hidroxilo, también puede afiadirse un agente de
acoplamiento tal como EDC.HCI y una base tal como EtsN. También puede estar presentes aditivos adicionales tales
como HOBT y DIPEA.
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Puede estar presentes grupos protectores tales como dioxano en la posicion de carbonilo de los compuestos de
férmula (IVb) durante la reaccion. Los compuestos pueden ser posteriormente desprotegidos usando métodos
convencionales, tales como afadiendo TBAF en un disolvente tal como THF a reflujo, o afiadiendo DCM y TFA o
HCI (ac) en un disolvente tal como THF a aproximadamente temperatura ambiente.

Pueden prepararse compuestos de formula (IVb) en la que A es CH haciendo reaccionar un compuesto de formula
(VI):

o}

R! R2
N
W(\H
o]

NR®-P o]
(V)
en la que R1, R2, R® son como se han definido anteriormente y P es un grupo protector tal como BOC o Cbz, con
agentes de ciclado tales como hexacloroetano (C2Cls) vy trifenilfosfina (PPhs), generalmente en presencia de una

base tal como Et3N y en un disolvente tal como DCM a aproximadamente temperatura ambiente. Pueden prepararse
compuestos de férmula (IVb) en la que A es N haciendo reaccionar un compuesto de férmula (VII):

o}

H
R’ N R?
W/ \NM
H
o]

NRE-P o
(VLD

en la que R1, R2, R® y P son como se han definido anteriormente, con agentes de ciclado tales como PS-BEMP y
TsCI, generalmente en un disolvente tal como THF a aproximadamente 65°C.

Pueden prepararse compuestos de formula (VI) haciendo reaccionar un compuesto de féormula (VIII) con un
compuesto de férmula (1X):

0

R? R
HO Y\NHQ
Q

NR3—P o}
(VIID (1)

en las que R1, R2, R® y P son como se han definido anteriormente. La reaccion se lleva a cabo generalmente en
presencia de agentes de acoplamiento tales como HOBt y EDC.HCI, en una base tal como DIPEA y un disolvente tal
como DMF.

Pueden prepararse compuestos de férmula (1X) mediante hidrogenacioén de la azida correspondiente de formula (X):

RT
W(\r\b
o]
(X)

en la que R' es como se ha definido anteriormente. La reaccion se lleva a cabo generalmente en un acido tal como
HCI, en presencia de un catalizador tal como Pd sobre carbono y en un disolvente tal como metanol a
aproximadamente temperatura ambiente.

Pueden prepararse compuestos de férmula (X) haciendo reaccionar un compuesto de formula (XI):

1

R
j(\LZ
o]
(XN

en la que R' es como se ha definido anteriormente y L2 es un grupo saliente tal como halégeno, con una fuente de
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azida tal como NaNs, generalmente en un disolvente tal como acetona a aproximadamente temperatura ambiente.

Pueden prepararse compuestos de formula (VII) haciendo reaccionar un compuesto de férmula (V1) con un
compuesto de férmula (XII):

0

1)L AN

R N
H
(XI1)

en la que R' es como se ha definido anteriormente. La reaccion se lleva a cabo generalmente en presencia de
agentes de acoplamiento tales como EDC.HCI y HOBt, en un disolvente tal como DMF a temperatura ambiente.
Pueden prepararse compuestos de formula (XII) haciendo reaccionar un compuesto de formula (XIIl) con hidracina
monohidrato:

@]
R! J\ L4
(XTI)

en la que R' es como se ha definido anteriormente y L* es un grupo saliente apropiado tal como metoxi. La reaccion
se lleva a cabo generalmente en un disolvente tal como i-PrOH a aproximadamente 80°C. Alternativamente, pueden
prepararse compuestos de férmula (XII) haciendo reaccionar un compuesto de formula (XIII) en la que L* es OH con
Boc-hidracina en presencia de reactivos de acoplamiento, seguido de desproteccion de Boc con acido tal como TFA.

Donde la sintesis de productos intermedios y materiales de partida no se describe, estos compuestos estan
comercialmente disponibles o pueden prepararse a partir de compuestos comercialmente disponibles por métodos
convencionales o por extension de los ejemplos en el presente documento. Los compuestos de férmulas (1) a (1V)
pueden convertirse en otros compuestos de formulas (1) a (IV) por métodos conocidos o por métodos descritos en
los ejemplos.

Durante cualquiera de las secuencias sintéticas descritas en el presente documento puede ser necesario y/o
deseable proteger grupos sensibles o reactivos en cualquiera de las moléculas en cuestion. Esto puede lograrse por
medio de grupos protectores convencionales, tales como aquellos descritos en Protecting Groups in Organic
Synthesis, 32 Edicion, Greene, T. W. and Wuts, P. G. M.; Wiley Interscience, 1999 y Kocienski, P. J. Protecting
Groups, Thieme, 1994. Los grupos protectores pueden eliminarse en una etapa posterior conveniente usando
métodos conocidos de la materia. Por ejemplo, cuando esta presente el grupo protector Boc, puede eliminarse
mediante la adicion de disolventes tales como TFA y DCM. El compuesto también puede hidrogenarse usando
métodos convencionales, tales como tratamiento con un catalizador tal como Pd/C, en un disolvente tal como
metanol en una atmédsfera de hidrégeno. Como se describe previamente, el grupo heterociclico puede protegerse
por grupos protectores tales como SEM durante la sintesis de los compuestos de férmulas (1) a (IV), que puede
posteriormente eliminarse bajo condiciones estandar como se ha descrito anteriormente.

Ejemplos adicionales de grupos protectores en el anillo heterociclico incluyen terc-butil(dimetil)siliimetilo y BOM. El
grupo BOM puede eliminarse posteriormente usando métodos convencionales, por ejemplo mediante la adicion de
un reactivo tal como BBr3 y un disolvente tal como tolueno a aproximadamente temperatura ambiente.

Pueden prepararse compuestos de la presente invencion como se describe en el Esquema 1 a partir de una cadena
de alquilo adecuadamente elaborada funcionalizada en la posicién a con un derivado de amino. Estos derivados
pueden ser preparados por aquellos expertos en la materia y métodos para sintetizar tales heterociclos se describen
en Alan Katritzky, Comprehensive Heterocyclic Chemistry (Pergamon Press, New York, 1984) y Comprehensive
Heterocylic Chemistry IL (Pergamon Press, New York, 1996), entre otros textos. El grupo amino libre puede
acoplarse con un derivado de acido para formar amidas, métodos de acoplamiento de acidos carboxilicos (y
derivados de acido) con aminas para formar carboxamidas son muy conocidos en la técnica. Métodos adecuados se
describen, por ejemplo, en Jerry March, Advanced Organic Chemistry, 32 edicion, John Wiley & Sons, 1985, pp. 370-
376. Asimismo, la reaccién con un cloruro de sulfonilo en presencia de base da la sulfonamida correspondiente,
véase Jerry March, Advanced Organic Chemistry. 42 edicion, John Wiley & Sons, 1992, pp. 496-499. En un modo
similar, la reaccién de la amina con un cloruro de sulfamoilo da la sulfamida correspondiente.
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Esquema 1

Se muestra una ruta de sintesis para la preparacion de 1,3,4-oxadiazoles en el Esquema 2, donde una hidrazida se
acopla facilmente con un segundo acido carboxilico y luego se cicla en condiciones de deshidratacion para formar el
anillo heterociclico deseado. Condiciones adecuadas incluyen el uso de cloruro de tosilo y BEMP soportado en
5 polimero como se describe por Brain et al. Synlett 2001, 3, 382-384. Posteriormente, el grupo protector puede
eliminarse del atomo de nitrdgeno y pueden sintetizarse los inhibidores requeridos como se ha descrito previamente.

O
HzN. R?
2 m)k'/\/\/\(
NR3P CH
i) R'CC4H, Acoplamiento
i} Oxidacién
0 Ciclacién N
H por ejemplo,PS-BEMP, TsCl ~N
R'__N. R? ' R'—¢
o} NR3p 0 s
NR°P O
R'CONHNH,, Acoplamiento
@]
R2
HO T
NR3P 0

Esquema 2

Se muestra un procedimiento alternativo, en este caso para la preparacion de oxazoles, en el Esquema 3, donde se

acopla una a-aminocetona con un acido carboxilico, la amida resultante alli formada pueden entonces ciclarse otra
10 vez en condiciones de deshidrataciéon dando el heterociclo deseado. Un método para realizar la ciclacion es usar

hexacloroetano y trifenilfosfina como se describe por Nicolaou et al. J. Am. Chem. Soc 2004, 126, 10162-10173.
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o R'COCH,NH,, o
Acoplamiento R MRE
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Ciclacion
por ejemplo, C5Cls, PPhs

R , .
O’K/\/\/\WR
NRP o
Esquema 3
b) Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencion.
Ejemplo 1
(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)acetamida (Compuesto 1)
Etapa 1: (2-(2-metoxiquinolin-3-il)-2-oxoetil)carbamato de terc-butilo

A una disolucién de bromuro de mesilo (17,23 mmoles) en 10 ml de THF enfriado a -78°C se afiadié una disolucion
1,7 M de THF de tBuLi (34,5 mmoles) gota a gota. La mezcla se dejé con agitacion a -78°C durante 1h. Se dejé
entonces que la mezcla alcanzara 0°C y se afiadié gota a gota una disolucion de 2-metoxiquinolina (12,9 mmoles) en
THF (40 ml) durante 10 min. La mezcla resultante se envejecié a 0°C durante 1 h, se enfrié a -78°C y se afadi6é gota
a gota a una disolucion (2-(metoxi(metil)amino)-2-oxoetil)carbamato de terc-butilo (4,31 mmoles) en 20 ml de THF.
La mezcla se agitd a -78°C durante 30 min, luego se dejé a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla se
diluyé con DCM vy se lavé con NaHCO3 ac. sat., se seco (Na>SQO.), se concentré a presion reducida y el producto en
bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (SiO,, éter de petroleo/EtOAc, del 5% al 40% de EtOAc). Las
fracciones reunidas se concentraron a vacio dando el producto del titulo (1,01 g). EM (ES) C17H20N204 requiere:
316,35, hallado: 317.

Etapa 2: 2-amino-1-(2-metoxiquinolin-3-il)etanona

Se solubilizé el compuesto de la etapa previa en dioxano (30 ml) y se traté con 16 ml de HCI 4 N en dioxano a 0°C.
La mezcla se agit6 durante 1 h a temperatura ambiente, se vertié en NaHCO3 ac. sat. y se extrajo con DCM. La fase
organica se seco (NaxSO,), se filtré y se concentré dando el producto en bruto, se usé directamente en la siguiente
etapa. EM (ES) C12H12N20O- requiere: 216,24, hallado: 217.

Etapa 3: (1-((2-(2-metoxiquinolin-3-il)-2-oxoetil)Jamino)-1,8-dioxodecan-2-il)carbamato de (S)-terc-butilo

Se agité una disolucion de acido (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-8-oxodecanoico (0,76 mmoles, 1 eq), EDC.HCI
(0,99 mmoles, 1,3 eq), HOBT (0,99 mmoles, 1,3 eq) en DMF (3 ml) a temperatura ambiente durante 10 min. Se
afiadié una disolucién de 2-amino-1-(2-metoxiquinolin-3-il)etanona (1 eq) en 3 ml de DMF y DIPEA (2 eq) y la mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla se diluyé con DCM y se lavé con salmuera. La fase
organica se seco (Na;S0.), se filtré y se concentré. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (SiO-, éter
de petroleo/EtOAc, de 10% de EtOAc a 80% de EtOAc), para aislar el compuesto del titulo con un rendimiento del
20%. EM (ES) C27H37N306 requiere: 499,60, hallado: 500.

Etapa 4: (1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)carbamato de (S)-terc-butilo

Se disolvieron PPh3 (1,08 mmoles) y C,Cls (1,08 mmoles) en DCM (1,5 ml) a temperatura ambiente y se afiadié EtsN
(2,16 mmoles), seguido después de 5 min de agitacion mediante la adicion gota a gota de una disolucion de la
amida de la etapa previa (0,54 mmoles) en DCM (1,5 ml). La mezcla se agit6é durante 1 h a temperatura ambiente y
entonces se vertié en agua. La fase organica se separo, se lavd con salmuera, se seco (NaxSO.), se filtro y se
concentrd a presion reducida. El producto se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre silice usando 30% de
EtOAc/éter de petrdleo como eluyente para proporcionar el producto del titulo. EM (ES) C27H3sN3Os requiere:
481,58, hallado: 482.

Etapa 5: (S)-9-amino-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonan-3-ona

Se disolvié el compuesto de la etapa previa en una mezcla DCM : TFA (1:1, 2,2 ml) y se agit6 a 0°C durante 40 min,
luego a temperatura ambiente durante 10 min. La mezcla se diluy6 con tolueno (7 ml) y se evaporé el disolvente. El
aceite resultante se diluyé con DCM y se lavo con disolucion ac. sat. de NaHCO3, se secd (NaxSOs), se filtrd y se
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concentro a presion reducida. El producto se usé directamente en la siguiente etapa. EM (ES) Cx2H27N3O3 requiere:
381,47, hallado: 382.

Etapa 6: (S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)Jacetamida.

Se afadié una disolucion de acido 5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)acético (1,3 eq), HOBT (1,3 eq), EDC.HCI (1,3 eq)
en DMF (premezclada durante 3 min) a (S)-9-amino-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonan-3-ona de la etapa
previa (1 eq), seguido de DIPEA (1,3 eq). La mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante la noche. El producto
se purificé por RP-HPLC preparativa, usando agua (+ 0,1% de TFA) y MeCN (+0,1% de TFA) como eluyentes
(columna C+sg). EM (ES) C34H3sN4Os requiere: 582,69, hallado: 583.

Ejemplo 2
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida (Compuesto 2)
Etapa 1: 3-((1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)carbamoil) azetidin-1-carboxilato de (S)-terc-butilo

Se afiadié una disoluciéon de acido 1-(terc-butoxicarbonil)azetidin-3-carboxilico (1,3 eq), HOBt (1,3 eq) y EDC.HCI
(1,3 eq) en DMF (premezclada durante 10 min) a (S)-9-amino-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonan-3-ona
(1 eq), obtenida como se ha descrito anteriormente. La mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente.
Se diluyd la mezcla de reaccion con DCM, se lavé con disolucion ac. sat. de NaHCO3, salmuera, se secd (Naz;SO0.),
se filtrd y se concentrd. La mezcla se purificé por cromatografia ultrarrapida sobre silice, eluyendo con EtOAc/éter de
petroleo (de 50% de EtOAc a 80% de EtOAc). EM (ES) C31H40N4Oe requiere: 564,67, hallado: 565.

Etapa 2: (S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida

Se tratd el compuesto de la etapa previa (67 mg) con 2,9 ml de DCM y 0,6 ml de TFA a 0°C. La mezcla se agit6 a
0°C durante 30 min, se diluyé con Et;O y se evapord a vacio. El residuo se disolvi6 con DCM y se lavd con
disolucién ac. sat. de NaHCOs3, se secd (NaxSO.), se filtrd y se concentré. El producto se usoé directamente en la
siguiente etapa. EM (ES) C2sH32N4O4 requiere: 464,56, hallado: 465.

Etapa 3: (S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida

Se disolvié el compuesto de la etapa previa (0,13 mmoles, 1 eq) en MeOH (1,5 ml) y se afiadi6 formaldehido (3,5 eq,
disolucion ac. al 37%) y la mezcla se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron NaOAc
(3,0 eq) y NaBH3CN (3,0 eq) y la mezcla se agité durante 1 h a temperatura ambiente. El disolvente se elimind a
presion reducida, se disolvido en acetonitrilo y se purificdé por RP-HPLC (acetonitrilo/H.O + 0,01% de TFA). El
producto se obtuvo como sal de TFA. EM (ES) Cz7H34N4O4 requiere: 478,58, hallado: 479. RMN H (300 MHz,
DMSO-dg) &: 8,67 (1H, d, J = 6,3 Hz), 8,53 (1H, s), 8,02 (1H, d, J = 6,0 Hz), 7,82 (1H, d, J = 6,3 Hz), 7,71 (1H, t, J =
5,7 Hz), 7,65 (1H, s), 7,50 (1H, t, J = 5,7 Hz), 5,11-5,05 (1H, m), 4,38-4,30 (1H, m), 4,25-4,09 (3H, s + 2H, m), 3,99-
3,89 (1H, m), 3,6 (1H, m, se solapa parcialmente con agua), 2,83 (3H, s), 2,42-2,31 (m, 4H), 2,00-1,80 (m, 2H), 1,49-
1,40 (2H, m), 1,25 (4H, sa), 0,97 (3H, t, J = 7,2 Hz).

Ejemplo 3
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida (Compuesto 52).
Etapa 1: 2-(2-metoxiquinolin-3-carbonil)hidracinocarboxilato de terc-butilo

A una suspension con agitacion de acido 2-metoxiquinolin-3-carboxilico (0,92 g, 4,55 eq) en DCM (45 ml) bajo N, se
afiadieron HOBT (6,83 mmoles, 1,5eq), EDC.HCI (6,83 mmoles, 1,5eq) trietlamina (5,0 mmoles, 1,1eq) y
carboxilato de terc-butilhidracina (5,00 mmoles, 1,1 eq). La mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 3 h, se
diluyé con DCM y se lavé con NaHCO3 ac. sat. y NaCl ac. sat. La fase organica se sec6 (Na>SOj4), se concentré a
presién reducida y el producto se purificd por cromatografia ultrarrapida (SiO2, éter de petroleo/EtOAc 9:1 a 0:100)
proporcionando 1,23 g de producto como un sélido blanco (rendimiento del 85%). EM (ES) C1sH19N3O4 requiere:
317,34, hallado: 318.

Etapa 2: 2-metoxiquinolin-3-carbohidrazida.

Se disolvid 2-(2-metoxiquinolin-3-carbonil)hidracinocarboxilato de terc-butilo (1,23 g, 3,87 mmoles) en DCM (10 ml) y
se enfrié a 0°C. Se anadio acido trifluoroacético (10 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Se
evaporaron los disolventes y el residuo se lavo con agua. El producto se usé sin purificacion en la siguiente etapa.
EM (ES) C11H11N30- requiere: 217,22, hallado: 218.

Etapa 3: (1-((2-(2-metoxiquinolin-3-carbonil)hidrazinil)oxi)-1,8-dioxodecan-2-il)carbamato de (S)-terc-butilo

Se agit6é una disolucion de acido (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-8-oxodecanoico (0,6 g, 1,99 mmoles), EDC.HCI
(1,5eq) y HOBT (1,5 eq) en DMF (6 ml) durante 10 min. A la mezcla se afiadié una disolucion de hidrazida en bruto
(0,99 g, 2,99 mmoles, 1 eq) y DIPEA (2,0 eq). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla de
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reaccion se diluyé con EtOAc, la fase organica se lavé con NaHCO3; ac. sat. y salmuera, se sec6 (NazSO4) y se
concentro a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida (SiO», éter de petréleo/EtOAc 9:1
a 0:100) proporcionando el producto con un rendimiento del 48%. EM (ES) CasH3sN4O7 requiere: 516,59, hallado:
517.

Etapa 4: (1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)carbamato de (S)-terc-butilo

Se suspendié una mezcla de (1-((2-(2-metoxiquinolin-3-carbonil)hidrazinil)oxi)-1,8-dioxodecan-2-il)carbamato de (S)-
terc-butilo (0,48 g, 1eq), 2-terc-butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetil-perhidro-1,3,2-diazafosforina unida sobre
poliestireno (5 eq) y cloruro de tosilo (1,2 eq) en THF anhidro. La suspension se calenté a 65°C y se agité durante
4 h. La mezcla se filtrd y la resina se lavé con THF. Los filirados combinados se concentraron a presion reducida. El
residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida SiO,, éter de petroleo/EtOAc 1:9 a 0:100) proporcionando el
producto proporcionando el producto como un aceite incoloro (0,33 g, rendimiento del 72%). EM (ES) C26H34N4Os
requiere: 482,57, hallado: 483.

Etapa 5: (S)-9-amino-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)nonan-3-ona.

A una disolucion de oxadiazol de la etapa previa (0,68 mmoles) en DCM (6,1 ml) a 0°C se afiadié 0,7 ml de TFA. Se
retird el bafio de refrigeracion y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min. Los disolventes se
eliminaron a presién reducida y el residuo se repartié entre DCM y disolucion ac. sat. de NaHCOs. La fase organica
se seco (NaS0.) y se concentro a presion reducida. El producto en bruto se usé directamente en la siguiente etapa.
EM (ES) C21H26N4O3 requiere: 382,46, hallado: 383.

Etapa 6: 3-((1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)carbamoil)azetidin-1-carboxilato de (S)-terc-
butilo

A la amina en bruto de la etapa previa (0,15 mmoles, 1eq) se afiadid una disolucion de acido 1-(terc-
butoxicarbonil)azetidin-3-carboxilico (1,3 eq), HOBt (1,3 eq) y EDC.HCI (1,3 eq) en DMF (premezclada durante
10 min). La mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se diluy6 con EtOAc,
se lavo con disolucion ac. sat. de NaHCO3, salmuera, se secé (NazSO.), se filtrd y se concentro. El producto se usé
en la siguiente etapa sin mas purificacion. EM (ES) C3oH39NsOs requiere: 565,66, hallado: 567.

Etapa 7: (S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida

A una disolucién del compuesto de la etapa previa (0,15 mmoles) en DCM (1,35 ml) a 0°C se afiadieron 0,15 ml de
TFA. La mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 3 h, se diluyé con DCM, se lavo con disolucion ac. sat. de
NaHCOs3;, salmuera, se seco, se filtré y se concentrd proporcionando el compuesto del titulo como un sélido amarillo
con rendimiento cuantitativo. EM (ES) C2s5H31NsO4 requiere: 465,54, hallado: 466.

Etapa 8: (S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida

Se disolvié el compuesto de la etapa previa (0,14 mmoles, 1 eq) en MeOH (1,4 ml) y se afiadi6 formaldehido (3,5 eq,
disolucion ac. al 37%) y la mezcla se agit6é durante 4 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron NaOAc (3,0 eq)
y NaBH3CN (3,0 eq) y la mezcla se agité durante 1 h a temperatura ambiente. Se eliminé el disolvente a presion
reducida y se disolvio en acetonitrilo y se purific6 por RP-HPLC (acetonitrilo/H-O + 0,01% de TFA). El producto se
obtuvo como sal de TFA con un rendimiento del 50%. El producto se repartié entre EtOAc y disolucion ac. sat. de
NaHCOs. Se secd la fase organica y se concentré. El residuo se disolvié en acetonitrilo/H2O 2/3 y se traté con acido
tartarico equimolar. La disolucion resultante se liofilizé para obtener el producto como la sal de tartrato. RMN H (300
MHz, DMSO-ds) 6: 8,89 (1H, s), 8,74 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,09 (1H, d, J = 7,8 Hz), 7,84 (2H, m), 7,57 (1H, m), 5,18
(1H, m), 4,10 (3H, s), 3,80 (2H, t, J = 8,4 Hz), 3,58 (2H, m), 2,39 (4H, m), 1,50-1,27 (6H, m), 0,90 (3H, t, J = 7,2 Hz).

Ejemplo 4

(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)acetamida
(Compuesto 48).

Se tratd (S)-9-amino-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)nonan-3-ona (0,05 mmoles, 1 eq), preparada
como se ha descrito anteriormente, con una disolucién de acido (5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)acético (1,3 eq),
HOBT (1,3 eq) y EDC.HCI (1,3 eq) en DMF (premezclada durante 3 min), seguido de DIPEA (1,3 eq). La mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 2 h y el producto se aislo por RP-HPLC preparativa, usando agua (+0,01% de
TFA) y MeCN (+0,01% de TFA) como eluyentes (columna C18). Se liofilizaron las fracciones de producto reunidas y
el producto se obtuvo como un sélido blanco. EM (ES) C33H37NsOs requiere: 583,68, hallado: 584.

Ejemplo 5

(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-N-metilacetamida
(Compuesto 43)

Etapa 1: (S)-9-(bencil(metil)amino)-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonan-3-ona.
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Se solubilizd (S)-9-amino-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonan-3-ona (0,21 mmoles, 1 eq), preparada como
se ha descrito anteriormente, en dicloroetano (2,1 ml) y se traté con benzaldehido (0,17 mmoles, 0,8 eq). La mezcla
se agité 1 h a temperatura ambiente, entonces se traté con NaBH(AcO)s (0,21 mmoles, 1 eq). Después de agitar 30
min a temperatura ambientes, una disolucion al 37% de HCHO en agua (3 eq) y NaBH(AcO)3 (0,21 mmoles, 3 eq).
Después de 10 minutos, la mezcla se diluyé con DCM y se lavd con agua y salmuera. La fase organica se seco, se
filtré y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida usando EtOAc/éter de petréleo en un
gradiente lineal del 4% al 40% de EtOAc. El producto se obtuvo como un aceite incoloro con un rendimiento del
53%. EM (ES) CaoH3sN303 requiere: 485,62, hallado: 486. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) &: 8,58 (1H, s), 8,05 (1H, d,
J=5,4Hz),781(1H,d, J =6,3 Hz), 7,71 (2H, m). 7,49 (1H, t, J = 5,4 Hz), 7,34-7,30 (4H, m), 7,27-7,22 (1H, m), 4,17
(3H, s), 3,95 (1H, t, J = 5,7 Hz), 3,72 (1H, d, J = 10,2 Hz), 3,49 (1H, d, J = 10,2 Hz), 2,41-2,34 (2H, m), 2,18 (3H, s),
1,99-1,93 (2H, m), 1,50-1,41 (4H, m), 1,27-1,23 (4H, m), 0,89 (3H, t, J = 5,4 Hz).

Etapa 2: (S)-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-9-(metilamino)nonan-3-ona.

Se recogio el producto de la etapa previa en EtOAc (7 ml) y se traté con Pd/C (5 mg). La mezcla se purgd con N2 y
se agitd bajo atmdsfera de H, a temperatura ambiente durante 3 dias. La mezcla de reaccion se filtro a través de una
almohadilla de silice y el filtrado se concentré a vacio. El producto se usé en la siguiente etapa. EM (ES) C23H29N303
requiere: 395,49, hallado: 396.

Etapa 3: (S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-N-metilacetamida

A una disolucién de acido 2-metil-5-metoxiindolilacético (0,1 mmoles, 1 eq) en DCM, se afhadié cloruro de oxalilo
(1,5 eq) a temperatura ambiente. La mezcla se agité 1 h, luego se evaporé y se mantuvo a alto vacio durante 30
min. Se solubilizé otra vez el cloruro de acilo en DCM y se afadié a una disolucién de (S)-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-
iljoxazol-2-il)-9-(metilamino)nonan-3-ona de la etapa previa, en DCM y DIPEA (3 eq). Después de 30 min de
agitacion a temperatura ambiente, la mezcla se purificé por RP-HPLC, usando agua (+0,01% de TFA) y MeCN
(+0,01% de TFA) como eluyentes (columna C18). Se liofilizaron las fracciones de producto reunidas y el producto se
obtuvo como un sélido blanco. EM (ES) CasHaoN4Os requiere: 596,72, hallado: 597. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) &
10,69 (0,3H, s). 10,62 (0,7H, s), 8,38 (0,7H, s), 8,29 (0,3H, s), 7,99 (0,7H, d, J = 5,7 Hz), 7,96 (0,3H, d, J = 4 Hz)
7,80 (1H, d, J = 6,3 Hz), 7,70 (1H, t, J = 5,6 Hz), 7,65-7,64 (1H, m), 7,51-7,47 (1H, m), 7,08 (1H, d, 6,6 Hz), 6,99 (1H,
s), 6,58 (1H, dd, J = 6,3 Hz, J = 1,5 Hz), 5,90-5,86 (0,7H, m), 5,33-5,30 (0,3H, m), 4,14 (3H, s), 3,90-3,71 (m, 2H),
3,67 (2,1H), 3,66 (0,9 H), 2,90 (2,1H, s), 2,73 (0,9H, s), 2,40-2,27 (7H, m), 1,87-1,75 (4H, m), 1,34-1,76 (4H, m), 0,90
(3H,t,J =5,4 Hz).

Ejemplo 6
(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-(2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonil)azetidin-3-carboxamida (Compuesto 44)

Se traté una disolucion de (S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida
(0,05 mmoles, 1 eq), preparada como se ha descrito anteriormente, en DCM (1 ml) con 0,2 ml de HCI 4 N en
dioxano. La mezcla se agit6 1 h a temperatura ambientes, entonces se concentrod y se purificé por RP-HPLC usando
agua (+0,01% de TFA) y MeCN (+0,01% de TFA) como eluyentes (columna C18). Se liofilizaron las fracciones de
producto reunldas y el producto se obtuvo como un soélido blanco. EM (ES) C2sH32N4O4 requiere: 464,58, hallado:
465. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) 8: 12,21 (1H, s), 9,83 (1H, sa), 8,89-8,82 (1H, m), 8,26 (1H, s), 7,83 (1H, d, J =
7,6 Hz), 7,78 (1H, s), 7,55 (1H, t, J = 7,2 Hz), 7,38 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,25 (1H, t, J = 7,6 Hz), 5,09 (1H, sa), 4,36
(1H, sa), 4,22-4,20 (1H, m), 4,11 (1H, sa), 3,98-3,92 (1H, m), 3,57-3,55 (1H, m, se solapa parcialmente con agua),
2,82 (3H, s), 2,42-2,37 (4H, m), 1,96-1,92 (1H, m), 1,83-1,80 (1H, m), 1,48 - 1,44 (2H, m), 1,35 - 1,33 (4H, m), 0,89
(3H,t,J=7,2 Hz).

Ejemplo 7

(S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida (Compuesto

Etapa 1: (2-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)-2-oxoetil)carbamato de terc-butilo

A una disolucion 0,3 M de 3-bromo-1-metilquinolin-2(1H)-ona (1 equiv; preparada como se describe en Tetrahedron,
64 (26), 6030-6037; 2008) y (2-(metoxi(metil)amino)-2-oxoetil)carbamato de terc-butilo (1,2 eq) en THF seco, se
afadi6 gota a gota cloruro de isopropilmagnesio (3 eq) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 30 min a
temperatura ambiente, se diluyé con diclorometano, se lavd con NH4Cl ac. sat., se secé (Na;SO.) y se concentré a
presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida (SiO-, éter de petréleo/EtOAc, del 7% al 60%
de EtOAc). Se concentraron a vaC|o las fracciones reunidas dando el compuesto del titulo. EM (ES) C17H20N204
requiere: 316,35, hallado: 317. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 8,53 (1H, s), 7,99 (1H, d, J = 7,2 Hz), 7,78 (1H, 1, J =
6,8 Hz), 7,61 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,35 (1H, t, d = 7,2 Hz), 6,97 (1H, bt, J = 5,6 Hz), 4,45 (1H, d, J = 5,6 Hz), 3,70 (3H,
s), 1,39 (9H, s).

Etapa 2: 3-(2-aminoacetil)-1-metilquinolin-2(1H)-ona.
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Se solubilizé el compuesto de la etapa previa en una mezcla 1:1 de diclorometano y acido trifluoroacético a
temperatura ambiente. La mezcla se agitdé 30 min, se evaporé a vacio y el producto se us6 directamente en la
siguiente etapa. EM (ES) C12H12N20; requiere: 216,24, hallado: 217.

Etapa 3: (1-((2-(I-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)-2-oxoetil)amino)-1,8-dioxodecan-2-il)carbamato de (S)-terc-
butilo.

Se agité una disolucidon de acido (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-8-oxodecanoico (0,76 mmoles, 1 eq; preparada
como se describe en J. Med. Chem. 2008, 51(8), pp 2350-2353), EDC.HCI (1 eq), HOBT (1 eq) en DMF (0,2 M) a
temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente se afiadié 3-(2-aminoacetil)-1-metilquinolin-2(1H)-ona (1,1 eq)
en DMF (3 eq), seguido de DIPEA (2,2 eq) y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla se
diluyé con DCM y se lavo con salmuera. La fase organica se secod (Na2SOQ.), se filtré y se concentré. El residuo se
purificé por cromatografia ultrarrapida (SiO, éter de petréleo/EtOAc, de 10% de EtOAc a 80% de EtOAc), dando el
compuesto del titulo como un aceite. EM (ES) C27H37N306 requiere: 499,60, hallado: 500.

Etapa 4: (1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)carbamato de (S)-terc-butilo.

Se disolvieron PPh3 (2 eq) y C2Cls (2 eq) en DCM (disolucién 0,2 M) a temperatura ambiente y se afiadié EtsN (4 eq),
seguido después de 15 min de agitaciéon mediante la adicién gota a gota de una disolucion de la amida de la etapa
previa (1 eq) en DCM. La mezcla se agit6é durante la noche a temperatura ambiente y entonces se diluyé con AcOEt
y se lavd con salmuera. La fase organica se separo, se seco (Na2S0,), se filtrd y se concentrd a presion reducida. El
producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida sobre SiO, (éter de petréleo/EtOAc, de 10% de EtOAc a
100% de EtOAc), proporcionando el producto del titulo. EM (ES) C27H3sN30s requiere: 481,58, hallado: 482.

Etapa 5: (S)-3-(2-(1-amino-7-oxononil)oxazol-5-il)-1-metilquinolin-2(1H)-ona.

Se disolvio el compuesto de la etapa previa en una mezcla DCM : TFA (1:1) y se agité a 0°C durante 10 min,
entonces a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla se diluyé con tolueno (7 ml) y se evaporo el disolvente. El
aceite resultante se diluyd con EtOAc y se lavd con disolucion ac. sat. de NaHCO3, se seco (NaxSO4), se filtrd y se
concentro a presion reducida. El producto en bruto asi obtenido se usé directamente en la siguiente etapa. EM (ES)
C22H27N303 requiere: 381,47, hallado: 382.

Etapa 6: 3-((1-(5-(1-metil-2-ox0-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)carbamoil)azetidin-1-carboxilato de
(S)-terc-buitilo.

Se afiadié una disoluciéon de acido 1-(terc-butoxicarbonil)azetidin-3-carboxilico (1,3 eq), HOBt (1,3 eq) y EDC.HCI
(1,3 eq) en DMF (premezclada durante 10 min) a (S)-3-(2-(1-amino-7-oxononil)oxazol-5-il)-1-metilquinolin-2(1H)-ona
(1 eq), obtenida como se ha descrito anteriormente. La mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se diluyé con DCM, se lavé con disolucion ac. sat. de NaHCO3, salmuera, se seco (NaS0.), se
filtré y se concentrd. La mezcla se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre silice, eluyendo con EtOAc/éter de
petroleo (de 50% de EtOAc a 100% de EtOAc). EM (ES) C3z1H40N4Os requiere: 564,67, hallado: 565.

Etapa 7: (S)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida.

Se traté el compuesto de la etapa previa con DCM:TFA (7:3) a 0°C. La mezcla se agité a 0°C durante 30 min, se
diluyé con Et,0 y se evaporé a vacio. El residuo se disolvid con EtOAc y se lavo con disolucion ac. sat. de NaHCOs,
se secd (NazSOs), se filtrd y se concentrd. El producto se usé directamente en la siguiente etapa. EM (ES)
C26H32N404 requiere: 464,56, hallado: 465.

Etapa 8: (S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida.

Se agité una disolucion metandlica 0,2 M del compuesto de la etapa previa (1 eq) y formaldehido (3,5 eq, disolucion
ac. al 37%) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron NaOAc (3,0 eq) y NaBH3CN (3,0 eq) y la
mezcla resultante se agité durante 1 h a temperatura ambiente. El disolvente se eliminé a presion reducida, se
disolvié en acetonitrilo y se purificé por RP-HPLC (acetonitrilo/H20 + 0,01% de TFA). El producto se aislé6 como una
sal de TFA. EM (ES) C27H34N4O4 requiere: 478,58, hallado: 479. RMN H (400 MHz, DMSO-dg) o: 8,23 (1H, s), 7,87
(1H, s), 7,80 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,67 (1H, t, J = 7,6 Hz), 7,54 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,34 (1H, t, J = 7,6 Hz), 7,28 (1H,
sa), 5,19-5,13 (1H, m), 4,49-4,30 (2H, m), 4,15-4,12 (2H, m), 3,78 (3H, s), 3,69-3,64 (1H, m), 2,85 (3H, s), 2,42-2,40
(4H, m), 1,56-1,52 (2H, m), 1,38-1,33 (6H, m), 0,97 (3H, t, J = 7,2 Hz).

Ejemplo 8

(S)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-5-carboxamida (Compuesto 112)

Se trat6 (S)-3-(2-(1-amino-7-oxononil)oxazol-5-il)-1-metilquinolin-2(1H)-ona (1 eq), preparada como se describen en
las etapas 1 a 5 del Ejemplo 7, con una disolucion de acido tiazol-5-carboxilico (1,3 eq), HOBT (1,3 eq) y EDC.HCI
(1,3 eq) en DMF (premezclada durante 3 min), seguido de DIPEA (1,3 eq). La mezcla se agitd a temperatura

ambiente durante 2 h y el producto deseado se aislé por RP-HPLC preparativa, usando agua (+0,01% de TFA) y
MeCN (+0,01% de TFA) como eluyentes (columna C18). Se liofilizaron las fracciones de producto reunidas y se
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obtuvo el producto como un soélido blanco. EM (ES) Cz6H2s8N4O4S requiere: 492,59, hallado: 493. RMN H (400 MHz,
DMSO-ds) 6: 9,28 (1H, d, J = 8 Hz), 9,26 (1H, s), 8,62 (1H, s), 8,29 (1H, s), 7,91 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,84 (1H, s),
7,68 (1H,t, J =7,2 Hz), 7,61 (1H, d, J = 8,2 Hz), 7,34 (1H, t, J = 7,6 Hz), 5,27-5,22 (1H, m), 3,75 (3H, s), 2,39-2,36
(4H, m), 2,09-2,06 (1H, m), 2,00-1,96 (1H, m), 1,50-1,27 (6H, m), 0,89 (3H, t, J = 7,2 Hz).

Se prepararon los siguientes compuestos (Tabla 1) segun los procedimientos descritos en los Ejemplos 1 a 8.

Tabla 1.
Comp | Nombre de compuesto Estructura Ion[:\n/lcllﬁtlaular Procedimiento
(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)- i N».f/\/f)_\
1 N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2- D 583 Ejemplo 1
il)-7-oxononil) acetamida NTo
|NH
N ©
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- D
2 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1- SO N0 479 Ejemplo 2
metilazetidin-3-carboxamida N c|) X
N
\
% o]
(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- o .
3 il)nonil)piperidin-4-carboxamida HN(\gO 426 Ejemplo 2
N
N lo!
(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)- Y / o
4 N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- C HN 0 502 Ejemplo 1
il)nonil)acetamida
i
NH
(SFN-(1-5-(2,3 o wM
dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-5-il)oxazol- =70 Ky o .
5 2-il)-7-oxononil)-1-metilpiperidin-4- L~ 484 Ejemplo 1
carboxamida
N
I
B 7
(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- A .
6 il)nonil)tiazol-5-carboxamida RN 412 Ejemplo 1
e
N:/
B ?
7 (S)73-(dimetila'lmino')-N-(Y-oxo-1'-(5- >~ i o 400 Ejemplo 1
feniloxazol-2-il)nonil)propanamida \/ \<
/N\
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Estructura

[6n molecular

Procedimiento

Comp | Nombre de compuesto [M+H]*
1-metil-N-((S)-7 1-(5-fenil -2 ’h{ﬂ
-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- =0 4y Lo ;
8 il)nonil)pirrolidin-3-carboxamida P g 412 Ejemplo 2
N
\
9 (S)-2-(dimetilamino)-2-metil-N-(7-oxo- ‘Cr:\ A i 414 Eiemolo 1
1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida HN 0 jemp
WK
(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- ] " °
10 ilnonil)ciclopropano-1,1- "0 W o 412 Ejemplo 1
dicarboxamida = E
N
\
N o}
(8)-2-(metilsulfonil)-N-(7-oxo-1-(5- ! Yt :
" feniloxazol-2-il)nonil)acetamida e HN\EO 421 Ejemplo 1
=
T
N o}
. . [ S
12 | ((S)-2-ciclohexil-N-(7-oxo-1-(5- 0 o 425 Ejemplo 1
feniloxazol-2-il)nonil)acetamida . \E
N o}
(R)-2-0x0-N-((S)-7-0x0-1-(5- A
13 feniloxazol-2-il)nonil)tiazolidina-4- HN. 20 430 Ejemplo 1
carboxamida # I
NH
S
]
N o}
| ’ )JJJ\(
14 (S')-2-cI<'3r'o-N-'(7-c.>xo-1'-(5-fen|onazoI- >0 Wi o 440 Ejemplo 1
2-il)nonil)isonicotinamida P
ca
o
N
N o]
- . . [
(S)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-N-(7-oxo- Py .
15 1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida / HN. 0 441 Ejemplo 1
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Comp

Estructura

[6n molecular

Procedimiento

Nombre de compuesto [M+H]*
N o]
| By
(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- SO HN 0 .
16 il)nonil)quinoxalin-6-carboxamida / 457 Ejemplo 1
N
N J
, N o]
. . )
17 j-metlll-N-((S.)-'7-oxo-‘I-(5-fen'|loxazol-2- 0 v o 496 Ejemplo 2
il)nonil)piperidin-3-carboxamida /
N\
N o]
(S)-2-(2-metil-1H-benzo[d]imidazol-1- e,
18 il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- =0 W 0 473 Ejemplo 1
inonil)acetamida / f @
N
=i
N o]
| S
(8)-6-cloro-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol- 9 HN 0
19 2-il)nonil)imidazo[1,2-b]piridazin-2- # 480 Ejemplo 1
carboxamida NS
N
Wi
cl
Nﬁ
D
(S)-N-(7-ox0-1-(5-feniloxazol-2- =70 HN_O .
20 il)nonil)-1H-indol-6-carboxamida # 444 Ejemplo 1
HN
JN\MMOF
21 j-metlll-N-((S)-7-oxo-‘I-(5-fen!onazoI-2- "0 iy o 440 Ejemplo 2
il)nonil)azepano-2-carboxamida P 6
e
N
rN»_rﬂ{
(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- o Hv o .
22 il)nonil)-4-sulfamoilbutanamida hd 450 Ejemplo 1
HaNO,S
N 0
2-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- et .
23 ilnonil)tetrahidrofurano-2-carboxamida : € HN O 413 Ejemplo 1
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Estructura

[6n molecular

Procedimiento

Comp | Nombre de compuesto [M+H]*
N e}
(S)-3,3-difluoro-N-(7-oxo-1-(5- “ fo‘ /
24 feniloxazol-2- | HN 2© 419 Ejemplo 1
il)nonil)ciclobutanocarboxamida #
FF
N o}
e,
3-(1-metilpiperidin-3-il)-N-((S)-7-oxo-1- | T 7 © HN_.© .
25 (5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida 7 454 Ejemplo 1
N\
JNM\
(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)- 9 hn. .o
26 N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- 501 Ejemplo 1
il)nonil)propanamida
N
O
N
N 0
(S)-N1,N1-dimetil-N2-(7-oxi-1-(5- et .
21 feniloxazol-2-il)nonil)oxalamida \\ © HNIO 400 Ejemplo 1
=
o T/
N o}
(S)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-oxo-N- | \}J—f/\(
28 (7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- \\ C  HN_ O 455 Ejemplo 1
il)nonil)acetamida 2 I
o7 N
N\
. - . 5y ¢
(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)- e i v T YR
29 N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2- g N/J\O 582 Ejemplo 1
il)-7-oxononil)propanamida \
~"
N
J N 0
(S)-4-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- o W, .o
30 il)nonil)-3,4-dihidro-2H- ~ 476 Ejemplo 1
benzo[b][1,4]oxazina-7-carboxamida
©\0
(S)-2-(imidazo[2,1-b]tiazol-3-il)-N-(7- ] N ©
31 oxo-1-(5-feniloxazol-2- o HN. O 465 Ejemplo 1
il)nonil)acetamida /=
N _N
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Comp

Nombre de compuesto

Estructura

[6n molecular

Procedimiento

[M+H]"
B °
(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2- . .
32 il)nonil)azetidin-3-carboxamida C HN 0 398 Ejemplo 2
@
,' N 0
(S)-2-(2-aminotiazol-4-il)-N-(7-oxo-1- o - .
33 (5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida HN 20 441 Ejemplo 1
\%Z\ymHz
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3- ] N\/\_jj\ﬁg
34 ilyoxazol-2-il)-7-oxononil)-1- ZATT 0 Ho 493 Ejemplo 2
metilpirrolidin-3-carboxamida S ‘ 5
N\
(S)-2-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2- , M
35 metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- >0 Gy o 495 Ejemplo 1
oxononil)-2-metilpropanamida WE™ E
| \'T'
(S)-N1-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- I ©
36 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-N2,N2- N0 0 481 Ejemplo 1
dimetiloxalamida NE A
\ \rlu ©
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- f “{ﬂ
37 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(4- =0 He o 536 Ejemplo 1
metilpiperazin-1-il)-2-oxoacetamida N”\clJ NIO
N
(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2- R ©
38 metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- s 481 Ejemplo 1
oxononil)propanamida e i o j
/N\
N}J_/\ﬂ(o\
(S)-9-((2-(dimetilamino)etil)amino)-9- A
39 (5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2- ) HN~g© 507 Ejemplo 2
illnonan-3-ona N %
N
I
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- 7 ©
40 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-5- N9 Huo 493 Ejemplo 1

carboxamida
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Comp

Estructura

[6n molecular

Procedimiento

Nombre de compuesto [M+H]*
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- ] r{)"_’/_/\/_\o(
41 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)quinuclidin-4- 0 M0 519 Ejemplo 1
carboxamida N® o é
N
(R)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- ! "\ ¢
42 ilYoxazol-2-il)-7-oxononil)-1- o9 o 479 Ejemplo 2
metilazetidin-3-carboxamida NTTQ g
N
I
N o]
(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)- A O‘%fff(
43 N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2- o Mg O-. 597 Ejemplo 5
il)-7-oxononil)-N-metilacetamida | }Q
!
X
H
(S)-1-metil-N-(7-0x0-1-(5-(2-0x0-1,2- j ”L{‘ﬁﬁg\
44 dihidroquinolin-3-il)oxazol-2- O o 465 Ejemplo 6
il)nonil)azetidin-3-carboxamida N z
N
|
(8)-N1-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)- Ny 0
45 1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)- YO 0 482 Ejemplo 4
N2,N2-dimetiloxalamida S N
\ N
|
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)- NN ©
46 1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-2-(4- AN N0 537 Ejemplo 4
metilpiperazin-1-il)-2-oxoacetamida S NIO
N
N—N)If/f
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)- A
47 1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-1- D H 0 508 Ejemplo 3
metilpiperidin-4-carboxamida NTR
N
|
NN (o]
(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)- ~ JO‘ !
48 N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4- g Hg® ol 584 Ejemplo 4
oxadiazol-2-il)-7-oxononil)acetamida NTQ
i
N
H
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)- N'M
49 1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)tiazol- i 494 Ejemplo 4

5-carboxamida
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Comp

Nombre de compuesto

Estructura

[6n molecular

Procedimiento

carboxamida

[M+H]"
-N
(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)- “ '\fo\ °
N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4- @C/L Hh. 0 .
50 oxadiazol-2-il)-7- N/\[‘) % 583 Ejemplo 4
oxononil)propanamida N
Y
(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2- “.‘M
51 metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2- =0 Hu o 482 Ejemplo 4
il)-7-oxononil)propanamida ™
/N\
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)- B °
52 1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-1- @’%/ko .0 480 Ejemplo 3
metilazetidin-3-carboxamida = N,)\(‘) Z
N
I
(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-5- 1 '\{F/J\m‘(:
53 il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1- O Hu 0 464 Ejemplo 2
metilazetidin-3-carboxamida =
?q-NH (|\>
(S)-1-metil-N-(1-(5-(4-(1-metil-1H- ; M
54 pirazol-5-il)fenil)oxazol-2-il)-7- S HN.0 478 Ejemplo 2
oxononil)azetidin-3-carboxamida e
&
N
N Q
(S)-1-acetil-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin- N J'OM/J\{\
55 | 3-iljoxazol-2-il)-7-oxononiljazetidin-3- | (L L~ ™¥° 507 Ejemplo 2
carboxamida R (N§
o
N o}
(S)-1-bencil-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin- “ 'O‘*‘_/‘ﬁ/\(
56 3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3- Ay HNZO 555 Ejemplo 2
carboxamida N
N
LPh
(8)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- ] N\)__/J\/{
57 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3- 0 N0 465 Ejemplo 2
carboxamida N
N
H
(S)-4,4-difluoro-N-((S)-1-(5-(2- , “{}J—’f{:
58 metOX|qu|n0||n-$-|l')0x§z'ol-2-|l)-7- >0 Gl Lo 529 Ejemplo 2
oxononil)-1-metilpirrolidin-2- NP~ g
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Comp

Nombre de compuesto

Estructura

[6n molecular

Procedimiento

[M+H]"
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- i \ / ©
59 ilJoxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1H-1,2,3- SO Hv_0 491 Ejemplo 1
triazol-1-il)acetamida N \f
\ N’S
Nay
N s}
(S)-4,4-difluoro-N-((S)-1-(5-(2- r \%fff(
60 metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- : O HN 0 515 Ejemplo 2
oxononil)pirrolidin-2-carboxamida NT O g/NH
FE
(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-1- ; M
61 il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1- Q/[o N0 464 Ejemplo 2
metilazetidin-3-carboxamida 7N
Q &
N o]
(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-1- L >
62 il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1- N0 492 Ejemplo 2
acetilazetidin-3-carboxamida CE <¢>
0P~
(S)-2-(dimetilamino)-4,4 4-trifluoro-N- 4 M
63 ((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol- 0 Hn0 549 Ejemplo 2
2-il)-7-oxononil)butanamida i N <
e
! CFa
(R)-2-(dimetilamino)-4,4,4-trifluoro-N- i M
64 ((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol- 0 Hn0 549 Ejemplo 2
2-il)-7-oxononil)butanamida i N i
N
bocr,
(8)-N-(1-(5-(4-(6-metoxipiridin-3- J v{ﬂ
65 ilYfenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1- S0 0 505 Ejemplo 2
metilazetidin-3-carboxamida S
o N
(2S,4S)-4-fluoro-N-((S)-1-(5-(2- ; N\M/J‘g\
66 metOX|qu|n0||n-3-|l')0x§z'ol-2-|l)-7- B g o (R 511 Ejemplo 2
oxononil)-1-metilpirrolidin-2- o
carboxamida \ N
F
(S)-3-fluoro-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin- i M
67 3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1- @%O HN L0 497 Ejemplo 2
metilazetidin-3-carboxamida o F2>
I
N
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Comp

Nombre de compuesto

Estructura

[6n molecular

Procedimiento

[M+H]"
(S)-4-fluoro-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin- i M
68 3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1- S0 W< F 525 Ejemplo 2
metilpiperidin-4-carboxamida N o
N\
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- N 0
69 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-morfolino- . 'o‘ A 523 Ejemplo 1
2-oxoacetamida D WV
N o &
(8)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-(quinolin-8- L °
70 ilJoxazol-2-il)nonil)azetidin-3- o in 2 449 Ejemplo 2
carboxamida 4%
N
A
(S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2- 4 ©
71 dihidroquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2- >0 G a 480 Ejemplo 3
il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida W50 J%
I N\
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3- i E o °
72 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-5- O W 493 Ejemplo 1
oxopirrolidin-3-carboxamida F T i
o]
(S)-2-(1H-imidazol-4-il)-N-(1-(5-(2- ; N\)__,Jf{
73 metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- N~ ed 490 Ejemplo 1
oxononil)acetamida N o r-j
HN. M
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- i " 7o ?
74 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(piridin-3- R 501 Ejemplo 1
illacetamida N o” _
\
o}
(S)-3-(1H-imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2- S
75 metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- \/ ©  hm 504 Ejemplo 1
oxononil)propanamida N o
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- R o °
76 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(tiazol-2- =0 g 507 Ejemplo 1
il)acetamida N N
by 5
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Comp

Nombre de compuesto

Estructura

[6n molecular

Procedimiento

[M+H]"
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- i " o ©
77 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(4-metil- =rTU0 506 Ejemplo 1
1,2,5-oxadiazol-3-il)acetamida N o
N’\otN
N O
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- i >~ o
78 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(3-metil- ° NHJg 504 Ejemplo 1
1H-pirazol-1-il)acetamida N (;
N
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- R o ©
79 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(pirimidin- S=TTO 502 Ejemplo 1
2-il)acetamida N o N
Wi
(S)-2-(3,5-dimetil-1H-1,2,4-triazol-1-il)- ] " - ©
80 N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2- o 'NHJS 519 Ejemplo 1
il)-7-oxononil)acetamida N o et
A~
(S)-2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)-N-(1- R o ©
81 (5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- S0 g 518 Ejemplo 1
oxononil)acetamida N o
M
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- , !\I\F/_JJ{
82 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(pirrolidin- OTYEO ol 576 Ejemplo 1
1-ilmetil)tiazol-5-carboxamida
) Nl %LD
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- B o
83 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2,4- > 0 521 Ejemplo 1
dimetiltiazol-5-carboxamida P s
N7 O 7 //l‘\
N
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- B ©
84 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1,3- @/T[o W 2 493 Ejemplo 2
dimetilazetidin-3-carboxamida o J%
N\
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3- N o
85 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1- “ ‘ o‘ A 479 Ejemplo 2
metilazetidin-2-carboxamida hH P
T N
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- R o o
86 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1H-1,2,4- R g 491 Ejemplo 1
triazol-1-il)acetamida N ;
N
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Comp

Nombre de compuesto

Estructura

[6n molecular

Procedimiento

[M+H]"
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- K o
87 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metil-1H- S ‘ o i o 490 Ejemplo 1
pirazol-5-carboxamida A W
v N
N O
(S)-2-(2H-indazol-2-il)-N-(1-(5-(2- Ao  E
88 metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- o /S 540 Ejemplo 1
oxononil) acetamida Ne E’ NN
N O
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- Ao .
89 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2- P 541 Ejemplo 1
(pirazolo[1,5-a]pirimidin-2-il)acetamida o n
N N
L
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- i o
90 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-5-metil-1,3,4- S0 0 492 Ejemplo 1
oxadiazol-2-carboxamida o J&_O
| NP
N o)
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- s 5 .
91 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)nicotinamida I S 487 Ejemplo 1
N o /:N
(S)-1-metil-N-(-(5-(1-metil-2-oxo-1,2- B ©
92 dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- C(\f:o W 2 479 Ejemplo 7
oxononil)azetidin-3-carboxamida NS0 J%
| N\
N <
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- “ | o‘ -
93 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-3-(1-metil- ) MH 518 Ejemplo 1
1H-pirazol-4-il)propanamida Mg
\N N\
N Q
hy
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=N
N o
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[6n molecular

Comp | Nombre de compuesto Estructura [M+H]* Procedimiento
(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(1-metil-2- N o
106 oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2- N i o i 2 481 Ejemplo 8
il)-7-oxononil)propanamida ¥o _< \

(S)-2-(dimetilamino)-2-metil-N-(1-(5-(1- )_J‘/j‘(‘
107 metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3- @\/f 495 Ejemplo 7

il)oxazol-2-il)-7-oxononil)propanamida

(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3- B s ©
108 il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1- D A 493 Ejemplo 7
metilazetidin-3-il)acetamida Nig 9
N
/
(S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2- ] N AN °
109 dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- @fo - 507 Ejemplo 7
oxononil)piperidin-4-carboxamida N0
N\
(S)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo0-1,2- i ©
110 dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7- S0 0 493 Ejemplo 8
oxononil)tiazol-5-carboxamida 0 J}_S
| e
(S)-1-(dimetilamino)-N-(1-(5-(1-metil-2- " %
111 ic|>))ic7>-_‘|,2-d|h|droqu|n0||n-3-||)oxazol-2- Cq[o\ 4 o | 521 Ejemplo 7
oxononil)ciclopentanocarboxamida o é}N\

Biologia
Ensayo de HDAC1
Descripcion del ensayo:

Se usa el ensayo de HDAC1 para cuantificar la actividad de histona desacetilasa (HDAC). El ensayo se realiza en
placas de microtitulacién de 384 pocillos por pre-incubacién de diluciones sucesivas de los compuestos con una
concentracion fija de extracto nuclear de HeLa o HDAC1 purificado y entonces afiadiendo un sustrato que contiene
lisina acetilada/revelador que fluoresce tras la desacetilacion. La reaccioén de desacetilasa se realiza a temperatura
ambiente durante 60 min, se termina mediante la adicion de la disolucion de revelador, y luego se mide la
fluorescencia (ex 360 nm, em 460 nm) usando un lector de placas.

Sistema sustrato-tampoén de HDAC

Se compran reactivos del ensayo de actividad fluorescente de HDAC de BioMol Research Laboratories (Plymouth
Meeting, PA) e incluyen el sistema sustrato/revelador Fluor-de-Lys™. Los reactivos incluyen el sustrato fluorescente
patentado como una disolucion madre 50 mM (KI-104) y Developer Concentrate (KI-105). La desacetilacion del resto
de lisina del sustrato de Fluor-de-Lys se cuantifica midiendo la fluorescencia (ex 360 nm, em 460 nm) después de la
adicion del revelador patentado.

Reactivos de trabajo:

Disolucion madre de TSA: se proporciona TSA como una disoluciéon madre 10 mM en 100% de sulfoxido de dimetilo
(DMSO).

Tampodn de ensayo: Tris 25 mM/HCI pH 8, NaCl 137mM, KCI 2,7 mM, MgCI2 1 mM, 0,1 mg/ml de BSA.
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Disolucion de sustrato diluida: Se diluye el sustrato de Fluor-de-Lys 50 mM comercial (KI-104) a 80 uM con tampon
de ensayo HDAC antes de cada uso. La concentracion final en el ensayo es 20 uM.

Disolucion de revelador diluida: Se diluye 20X concentrado de revelador comercial (KI-105) 1:666 en tampo6n de
ensayo HDAC. TSA 3 uM [final] a esta disolucién aumenta su capacidad para detener la reaccion.

Disolucion de trabajo de HDAC1: Se diluye la enzima HDAC1 en tampdn de ensayo antes de cada uso de una
alicuota nueva de enzima. La concentracion final en el ensayo es 1-2 nM.

Compuestos: Se transfieren directamente los compuestos de prueba desde una disolucion al 100% de DMSO a
placas de ensayo aplicando nanolitros de disoluciones por un dispensador acustico (ATS-100, EDC biosystems,
EE.UU.). La concentracion de DMSO final es del 0,25%.

Disefio experimental:

La reaccion se realiza en microplaca de 384 pocillos en un volumen final de 20 ul/pocillo, como sigue:
- Afadir 50 nl de DMSO/disolucién de compuesto

- Anadir 15 ul de HDAC1 en tampon de ensayo (o 35 ul de tampdn de ensayo en los controles negativos)
- Incubar 10' a temperatura ambiente

- Empezar la reaccion afiadiendo 5 ul de la disolucién de sustrato 80 uM

- Incubar 1 h a temperatura ambiente

- Detener afiadiendo 10 ul de revelador/disolucion de TSA 3 uM

- Incubar 10 min a temperatura ambiente

- Medir la fluorescencia a Ex. 360 nm y Em. 460 nm

Protocolo de extraccion y purificacion para HDAC1 marcada con Flag expresada en células HelLa

Se cultivan células Hela transfectadas transitoriamente con pcDNA3-HDAC1-FLAG al 80% de confluencia en placas
de cultivo de 10 cm en DMEM, 10% de suero bovino fetal complementado con antibiéticos y glutamina. Se lavan
células con 10 ml de PBS frio y se raspan en 2 ml de PBS. Se centrifugan células durante 5 minutos a 800 x g a 4°C,
se lavan con 30 ml de PBS y se resuspenden en 10 ml de PBS, se cuentan y se re-centrifugan y se congelan a -
80°C.

Se resuspende el sedimento de células congelado en 1 ml de tampdn de lisis hipoténico (LB: Hepes 20 mM a
pH 7,9, EDTA 0,25 mM, 10% de glicerol) que contiene inhibidor de la proteasa COMPLETE y se incuba sobre hielo
durante 15 minutos, seguido de homogenizacion en un homogeneizador DounceB de 2 ml (25 emboladas). Se
afiaden KCI 150 mM y 0,5% de NP-40 al homogeneizado y la disolucidn se sonica dos veces durante 30 segundos
(salida 5/6, ciclo de trabajo 90) y se incuba durante 1 hora a 4°C. Después de una centrifugacién de 30 minutos a
12000 rpm y 4°C el sobrenadante (soluble extracto) se recoge y se determina la concentracion de proteina usando el
ensayo BIORAD.

Se lava resina de afinidad anti-FLAG M2 (Sigma) tres veces con TBS y dos veces con LB. Se afiadieron 10 ul de la
resina lavada con LB/mg de proteina (2-3 ug de HDAC1 marcada con Flag) al extracto soluble (1 ml) y se incubaron
durante la noche a 4°C con mezcla suave. La resina se recoge entonces por centrifugacion, se lava una vez con LB,
dos veces con LB + 0,1% de NP40 y dos veces con tampodn de elucion (Hepes 50 mM a pH 7,4, 5% de glicerol,
KCI 100 mM, 0,01% de Triton X-100).

Se eluye HDAC purificado por afinidad de la resina mediante la adicion de un exceso de 10 veces (con respecto a la
resina) de tampodn de elucion que contiene 100 pug/ml de péptido 3XFLAG (SIGMA). La concentracion de HDAC
purificada se determina por analisis de transferencia Western.

Se conocen otros ensayos en la bibliografia y pueden ser facilmente realizados por aquellos expertos en la materia.
Sistema modelo in vitro para el cribado de posibles inductores de hemoglobina fetal

Con el fin de probar varios compuestos, se produjo un sistema modelo basado en hallazgos previos presentes en la
bibliografia. Las lineas celulares de tipo eritroide K562, aisladas y caracterizadas por Lozzio & Lozzio (Blood, 45(3),
pp 321-334) de un paciente con leucemia mielégena crénica en crisis hemoblastica, han sido ampliamente
empleadas como un modelo in vitro Util para estudiar el (los) mecanismo(s) molecular(es) que regula(n) la expresion
de genes de globina humana embrionaria y fetal, ademas de para cribar nuevos compuestos inductores de
diferenciacion. Se us6 una linea celular estable donde genes indicadores que codifican EGFP verde y proteina
fluorescente de rojo lejano red-FP se ponen bajo el control de los promotores de y-globina o 3-globina humana
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respectivamente (véase Vadolas et al, Hum. Mol. Genet. 2004, 13, 2, 223-233 para detalles). La agrupacion
modificada también contiene la region reguladora en la direccion 5' llamada LCR. Esta linea celular crece en
suspension a 37°C y 5% de CO; en atmodsfera humidificada en el siguiente medio: DMEM, 10% de suero bovino
fetal, glutamina y antibidticos (penicilina y estreptomicina);

Los procedimientos de ensayo son del siguiente modo:

° Se transfieren compuestos de una sola concentracion o muestras diluidas en serie a una placa de ensayo vacia
por un robot (ATS-100, EDC Biosystems, EE.UU.) con el fin de tener una concentracion final de DMSO de 0,25% en
50 pl de cultivo celular. Placas fuente contienen compuestos disueltos en 100% de DMSO

° Se usan placas negras tratadas con cultivo de tejido de 384 pocillos de fondo transparente como placas de
ensayo.

° Placas de ensayo que contienen compuestos impresos se cargan con una suspension de célula en el medio de
ensayo descrito. La concentracion de célula final es de 1000 células por pocillos.

) Se incuban células en atmdsfera humidificada, 37°C - 5% de CO., durante 60 horas
. Se tifien nucleos de células afiadiendo 10 ul (6 uM; 1 uM final) Hoechst 33342 (Life Technologies, EE.UU.)

° La intensidad asociada a células se lee por un citdmetro basado en placa (ACUMEN explorer, TTP Labtech,
RU)

° Se usa el recuento de nucleos para evaluar la proliferacion celular/muerte y para normalizar la intensidad total
de EGFP/RFP.

Ensayo de activacion de HbF en linea celular humana K562

Se evalud la actividad biolégica de los compuestos de la presente solicitud examinando la capacidad para modular la
expresion de genes de y-globina en la linea celular K562 humana, que es capaz de diferenciar en el modo de
eritroide expresando genes para y-globina si se tratd con modificadores de la respuesta biolégica que son
adecuados para el fin (Bianchi et al, J. Haematol., 113, 4, p. 951-961, 2001). Se cultivaron las células K562 humanas
en medio RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.) complementado con 10% de suero bovino fetal (FBS; Analitical
de Mori, Milan, Italia), 100 unidades/ml de penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina. Se determiné el crecimiento
celular segun el numero de células/ml, usando un contador de células (Coulter Electronics, Hialeah, FL, EE.UU.).
Para los experimentos, se iniciaron cultivos celulares K562 a 3 x 10* /ml y se afiadieron los inductores quimicos a las
concentraciones indicadas. Tras 3-5 dias de incubacion sin un cambio de medio se determind la diferenciacién de
eritroides por tincion de las células en una disolucién que contenia 0,2% de bencidina en acido acético glacial 0,5 M,
10% de H,0.. La positividad de bencidina indica la presencia de Hb intracelular.

La expresion de los genes que codifican y-globina se evalué por RT-PCR cuantitativa. Los analisis se llevaron a
cabo en material extraido de células tratado durante 6 dias en las condiciones indicadas.

Produccion de ARNm de y-globina y HbF en precursores de eritroides humanos.

Se detecto la estimulacion de la produccion de ARNm para y-globina en precursores de eritroides humanos aislados
de sangre periférica usando la técnica por Fibach (Fibach, E. Hemoglobin, 1998, 22, 445-458; Blood, 1993, 81,
1630-1635). Se obtuvieron muestras de sangre de sujetos después del consentimiento informado por escrito y el
comité ético local autorizé el estudio. Esta técnica proporciona dos etapas: en la primea etapa, se siembran células
aisladas de sangre periférica de un sujeto sano o un sujeto que padece una patologia hemopoyética, tal como
anemia de células falciformes o beta-talasemia, en un medio de cultivo al que se habia afiadido 10% de medio
acondicionado derivado de la linea celular de carcinoma de vesicula 5637. La segunda etapa consiste en cultivar las
células aisladas en un medio de cultivo adecuado, complementado con eritropoyetina. En resumen, se aislaron
células mononucleares de muestras de sangre periféricas de donantes y pacientes normales por centrifugacion en
gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque y se sembraron en medio esencial minimo alfa (Sigma-Aldrich)
complementado con 10% de FBS (Analitica de Mori), 1 pg/ml de ciclosporina A (Sigma-Aldrich) y 10% de medio
acondicionado de la linea celular de carcinoma de vejiga 5637 y 10 ng/ml de factor de células madre (PeproTech EC
Ltd, Londres, Inglaterra). Después de la incubacion de 7 dias en este cultivo de fase |, se recogieron las células no
adherentes, se lavaron y se recultivaron en medio fresco compuesto de a-medio, 30% de FBS, 1% de albumina de
suero bovino desionizada (Sigma-Aldrich), B-mercaptoetanol 10 M, L-glutamina 2 mM, dexametasona 10 M,
1 U/ml de eritropoyetina recombinante humana (Tebu-bio, Magenta, MI, Italia) y 10 ng/ml de factor de células madre.
Esta parte del cultivo se denomina fase Il. Se afiadieron compuestos en el dia 4-5 de fase Il y las células se
recogieron en el dia 12. Todos los cultivos se incubaron a 37°C, bajo una atmosfera de 5% de CO, en aire, con
humedad adicional. Se evalud la expresion de los genes que codifican y-globina por RT-PCR cuantitativa. La
produccién de HbF se analizé por HPLC.
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RT-PCR en tiempo real cuantitativa para el analisis de producciéon de ARNm de y-globina.

Se extrajo ARN total de células usando el reactivo de aislamiento de ARN TRI Reagent (Sigma Aldrich). Todas las
disoluciones y equipo de laboratorio estuvieron certificados libres de RNasa. Siguiendo las instrucciones del
fabricante, se afiadié 1 ml del reactivo a 5*10° células. Después de una incubacion de 3 minutos a temperatura
ambiente, se afadieron 20 yg de glucégeno y 200 ul de cloroformo. Entonces se centrifugaron las muestras y se
recupero la fase acuosa. Esta fase se diluyé con un volumen de isopropanol y se centrifugdé a 4°C para dejar que
precipitara el ARN. Después de una etapa de lavado con metanol, se secdé el ARN extraido y entonces se
resuspendio en agua libre de RNAsa. Los ARN purificados se almacenaron a -80°C.

Con el fin de determinar la calidad del ARN extraido, se llevaron a cabo series de electroforesis en 0,8% de gel de
agarosa. Se cuantifico la cantidad de ARN recuperado por su absorbancia a 260 nm. Se llevé a cabo control de
calidad de contaminacion de proteina asegurando que la relacion de absorbancia de 260/280 nm fuera superior a
1,8

La produccion de ADNc del ARN extraido se llevd a cabo segun el sistema de transcripcion inversa ImProm-II™
(Promega). Se retro-transcribieron 0,5 ug de di-ARN usando hexamero al azar. Entonces se almacen6 el ADNc
producido a -80°C hasta uso.

Se evalud la expresion de los genes que codifican y-globina por RT-PCR cuantitativa, usando los siguientes
oligonucledtidos de cebador y sonda (FAM = 6-carboxifluoresceina, TAMRA = 6-carboxi-N,N,N',N'-
tetrametilrrodamina):

5'-TGG CAA GAA GGT GCT GAC TTC-3' (cebador directo de y-globina);
5'-TCA CTC AGC TGG GCA AAG G-3' (cebador inverso de y-globina);
5-FAM-TGG GAG ATG CCA TAA AGC ACC TGG-TAMRA-3' (sonda de y-globina).

Para el analisis por PCR en tiempo real, los presentes inventores usaron como gen de referencia el kit de GAPDH
humana de control enddgeno (Applied Biosystems).

Cromatografia liquida de alta resolucion para el analisis de produccion de HbF.

Se recogieron células precursoras de eritroides humanas, se lavaron una vez con PBS y los sedimentos se lisaron
en tampon de lisis (dodecilsulfato de sodio 0,01%). Después de la incubacion sobre hielo durante 15 minutos, y
centrifugacion durante 5 minutos a 14.000 rpm en una microcentrifugadora, el sobrenadante se separ6 del residuo
de membrana y se inyectd. Se separaron proteinas Hb presentes en los lisados por HPLC de intercambio catiénico,
usando un instrumento de Beckman Coulter System Gold 126 Solvent Module-166 Detector. Se separaron las
hemoglobinas usando una columna Syncropak CCM 103/25 (250 mm x 4,6 mm), las muestras se eluyeron en un
gradiente de disolvente utilizando tampones acuosos acetato sddico-BisTris-KCN y la deteccion se realizd a 415 nm.
Los controles estandar fueron la HbA purificada (SIGMA, St Louis, MO, EE.UU.) y HbF (Alfa Wassermann, Milan,
Italia).

Estudios usando microsomas reunidos de higado de rata, ratén o humano

Se realizaron ensayos en presencia de 0,5 mg/ml de proteina microsémica, con un sistema generador de NADPH
(NADP 1 mM, glucosa 6-fosfato 2,5 mM y 2 U/ml de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa) en tampén fosfato de potasio
100 mM que contenia MgCl, 3,3 mM (pH 7,4). Los compuestos probados se almacenaron en disoluciéon de DMSO
10 mM y se incubaron a concentracion final 1 uM (concentracion de DMSO final en incubacion inferior al 0,1%). Se
preincubaron microsomas y sustratos a 37°C durante 5 min y entonces las reacciones enzimaticas se iniciaron
mediante la adicidon de cofactores y se incubaron a 37°C durante hasta 90 min. Las incubaciones se terminaron
mediante la adicion de un volumen equivalente de acetonitrilo frio que contenia |.S. También se realizaron
incubaciones de control donde el sustrato se incub6 en el mismo sistema de tampén que contenia pRLM sin el
sistema generador de NADPH.

Estudios PK en rata

Se usaron ratas Sprague-Dawley macho (250-350 g) para los estudios de disposicion de la absorcion. En cada rata
se implant6é una canula permanente en la vena yugular derecha para el muestreo de sangre. La cirugia se realizé
bajo ligera anestesia (ketamina-xilazina (85 mg/kg y 2,5 mg/kg, respectivamente, i.m.) un dia antes del experimento).
Durante el estudio cinético, todos los animales se alojaron individualmente en jaulas de metabolismo de plastico y
estuvieron incontrolados durante todo el experimento. Los compuestos (6 mg/ml) se disolvieron en 20% de
DMSO0/60% de PEG400/20% de agua para administracion intravenosa, y se disolvieron o suspendieron en 1% de
metilcelulosa para administracion por via oral (2 mg/ml). Después de un ayuno durante la noche, las ratas recibieron
una dosis i.v. (mediante la vena caudal) o una oral del compuesto. Se recogieron muestras de sangre en diferentes
puntos de tiempo después de la dosificacion. Inmediatamente se separd el plasma después del muestreo de sangre
por centrifugacion, y las muestras de plasma se mantuvieron congeladas (-20°C) hasta que se ensayaron por
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CL/EM/EM.

Procedimientos analiticos: Se extrajeron muestras de plasma usando Liquid Handling Robot MultiProbe Packard por
precipitacion de proteina con acetonitrilo. Entonces, las muestras se centrifugaron (3000 rpm x 15 min a 4°C) y el
sobrenadante se transfirié y se secd bajo nitrégeno. Las muestras se reconstituyeron en agua/acetonitrilo 90/10 y
entonces se inyectaron directamente en una columna de HPLC. Se realizaron andlisis de muestras usando un
espectrometro de masas APl 3000 o/y APl 2000 o/y APl 4000 intercomunicado mediante Turbo lon Spray
(ESI)/APCI a un sistema de CL que consistia en un inyector automatico HTS PAL CTC y una bomba binaria Agilent
HP 1100. Los resultados se calculan usando la regresion lineal del software Analyst con 1/x*x de ponderacion. Se
calculd la precision del ensayo para los controles de calidad por la base de datos de Watson Lims.

Analisis farmacocinético: Se calculd la eliminacion plasmatica (CLp) de los compuestos (usando el programa PK de
Watson) como la dosis dividida entre el area bajo la curva de la concentracion plasmatica-tiempo de tiempo cero a
infinito (ABCO-~). Se estim6 la semivida aparente a partir de la pendiente de la fase terminal del logaritmo de los
datos de concentracion plasmatica-tiempo. El volumen de distribucion (Vdss) se determind usando el siguiente
método no compartimental:

Vdss = (Dosis IV x AUMC) / (ABCy.-)2

donde AUMC es el area total bajo el primer momento de la curva de concentracion de farmaco-tiempo de tiempo
cero a infinito. Se estimé la biodisponibilidad como la relacion ABCo.. tras la administracién oral e intravenosa,
normalizada para diferencias en dosis.

Resultados

Se probaron los compuestos ejemplificados descritos en el presente documento en los ensayos de HDAC descritos
anteriormente, y se encontré que tenian un valor de Clsg inferior a 10 pM.

Los compuestos de la invencidon se probaron en el ensayo de activacion de HbF en K562, como sistema modelo
para el cribado de posibles inductores de hemoglobina fetal. Los resultados muestran un efecto de acumulacion de
indicador apreciable con CEsp en el orden de nanomolar alto.

Los resultados se informan en la siguiente Tabla 2.

40



ES 2658 194 T3

BPIWEXO00IBD-G-|0ZE)(JIUOU(|I-Z-|0ZEXO|IUB)-G)-|-0X0-/)-N-(S)

Ls

epiwexogeo--uipuadidjiows- | -(jjluouoxo
-,~(II-g-10zexo(|i-G-uxolp[* | [[glozuaqoipiyip-£°Z)-G)-1)-N~(S))

epiwe)soe(|iuou(|!
-Z-10Zex0|Iud}-G)-|-0X0-/ )-N~(|I-E-|OpUI-H | -[}dW-Z- X0 W-G)-2~(S)

eplwexoq.ted
-p-uipuadid(jluou(|i-z-|0Zexo|1ua)-G)-|-0x0- 1 )-N-|lew-~(S)

eplwexogqJed-g-uipnaze|naw
-1-(luouoxo-2~(j1-Z-10zexo(ji-g-ulouinbixoe w-z)-G)-1)-N-(S)

eplwe)ade([luouoxo-/ -(|1-g-jozexo(]!
-g-uljounbixoew-z)-6)-1)-N-(II-g-|opul-H L- 1o W-Z- X0 W-G)-Z-(S)

OVaH
ap e|oH se|njeo
us epeseq 0|0

OVaHU 8p 1D

d49H
ap uoloeAIOR

8p %930

eJnjonisy

ojsandwod ap aIqWON

dwo)

‘¢ elqeL

41



ES 2658 194 T3

2 d 3 07K ou\O EPILIBUNODIUOSI(IUOU(|I-Z-|0ZBXO|IUS)}-G)-| -0X0-/)-N-0I0[0-Z-(S) | ¥l
O% S
HN
H eplwexoq.ted
° v ° o o_ -p-eUIPI|OZEN(|IUOU(|I-Z-/0ZeXO|I8)-G)-L-0x0--(S))-N-ox0o-z-() | ¥
|
Z/
o) v o) oWMZI a epiweuedoid(jiuou(]! 6
Q,KI\\._IA _ -Z-10Zex0|Ius)-G)-|, -0X0-/)-N-|1dW-g-(oulwe|jowip)-g-(S)
Q N
hY
b
eplwexoqied
° v ° o Q\@ -g-UIploLId(IUOU(|1-Z-10ZeX0JUB)-G)-L -0x0-/(S)-N-ewrL | &
el
c/Z\
M/ eplweuedoud(jiuou(!
° v ° o Q\@ -Z-|0ZEX0|IUs}-G)-| -0X0-/)-N-(oulwe|awip)-¢~(S) £
/‘Wr/‘ﬁl\{\lz
OVaH 4aH
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 05|10 ap 0530

42



ES 2658 194 T3

epiweuedoud(jluou(|i-g

° 8 ° 0PN g u\@ -0ZBXO|IUB}-G)- | -0X0-1 )-N-{II- | -lozeplplozusd-H-ne-g)-g<(s) | ¢
-
™~ epiweuedoid(jiuou(]i
o 8 o ONH g u\© -2-107ex01us}-G)-L-0x0-,-S))-N-(I-g-upuadidpeur|)-¢ | ¢
\@ =
epiwexoq.ted
o 8 o IYIWO\%AO_ ~ -z-ouedaze(|Iuou(ji-z-10Zexollua}-G)-1-0x0-/(S))-N-mew-, | +¢
o] N
N
5
Y epiwejade(|luou(|i-Z-|0zexo|ius)
9 d 9 o7 Q\@ -G)-1-0X0-)-N-(|I- L-lozepiwi[plozuag-H -ew-z)-z<s) | 8
5
N
g
o) q o) oM/zz ~ eplwelaoe(jluou(]! Gl
/V/\I\‘\._/«,o _ = -Z-10Zexo|1usy-G)-1-0x0-/ )-N-(|I-} -uizeladid|o w-)-z(S)
o] N
OVaH 49H
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 9|0 8p 030

43



ES 2658 194 T3

epiwe)aoeoxo-z-(|i-L-uizesadidinaw

d v 2 -b)-Z-(IUOUOXO-/~(1-Z-10ZeXO(jI-g-Unounbixolw-z)-G)-1)-N-(s) | £
epILE|EXOIBWIP-ZN‘ZN
g g 2 -(IluoUOX0-~(1-Z-[0Zexo(j-g-ouInbixolew-z)-)-1)-LIN-(S) | %€
epiweuedoud|ijow-z-(jluouoxo
v v d - 1-(11-g-10Zexo(jI-g-urjouinbixolew-z)-6)-| )-N-(ouiwepawip)-z-(s) | €
EpIWEXOqES-g-ulpljoLidjiow
d v d -1 ~(|1UOUOXO-/(lI-Z-|0ZExXO(jI-g-Ujoumnbixolew-g)-G)-L(S)-N | 7€
|
N
UW EpIWEX0oqIed
2 v 2 o™ o -§-UIPOZE([IUOU(|I-Z-|0ZBXOJIUB}-G)- L -0XO0-2)-N-now-L-(s) | €
/OV/\I\'\'A_/Z
e
Z
epiweuedoid(jluouoxo-/ ~(|I-g-|ozexo(|i-g
v v 8 Q&/\KL % -UljouINbiX0}RW-Z)-G)-1)-N-{I- L-lozepiwiplozusg-H L 1ne-2)-g<s) | ¢
OVaH 4aH
op BloH SBIN[gd | OVAHY 8P %510 | ©p uopeAloe eJnjonAsy 0}sandwod ap aIqUION dwon
us epeseq 05|10 ap 0530

44



ES 2658 194 T3

eplwexogqieo-g-uipnaze(jiuou(]!

v v 8 /yl\/\l\\%“ = -2-10Z8XO(|I-g-UlIoUINDOIPIUIP-Z L -0X0-Z)-G)- -0X0-)-N-our-L(s) | 7
[w] N
|
N
|
“_v Onpet EPILEXOQIED-E-UIpNaZe|a W
8 v ° TR s -1 (uouoxo-z-{I1-z-oZexo(i-g-uoumnbxopw-z)-g)-1)-N-(d) | 7
[e] N
2/
|
W O epiwexogqieo--uiplonuinb(jluouoxo
v v ° /y/\/o\nz.ﬁa,ﬁ s -1-(11-Z-10zexo(j-¢-ulouinbixouiz)-g)-1)-N-(s) | 7
Q N
EIZ
wM)\L m
P 2 epiwexogJed
v v ° &o//\l\l\xmﬁ S| -g-jozen(jiuouoxo-<(j1-z-1ozexo(g-uiouinbixolew-z)-g)-1)-N-(s) | OF
\Z/
U}\ BUO-C-UBUOU(|I-Z-|0ZEXO(]I
v v 8 o -g-UljouInbixojew-z)-G)-6-(ouwe(jra(ounueiiewip)-2))-6-(s) | €
Q
<
DHI epiweuedold(jluouoxo
v v 8 < -1~(|I-z-10zexo(|I-g-uljouinbixoje w-z)-G)-| )-N-(oulwelewip)-¢(S) 8¢
Q N
OVaH 49H
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 2|0 ap 0530

45



ES 2658 194 T3

g v g ~ A,u\z “ epiweuedoid(jluouoxo-/-(|I-z-|ozeipexo-#'¢ L -(|I-¢ 05
o o L L | -uloumbixolew-z)-6)-1)-N-(II-| -lozepiwi[plozusq-H|-|ne-z)-€(S)
E A
=N
N
~ i epiwexoqJed-G-jozel}(|luouoxo
O TNH : L
. v ° (Y\KK}«” 7 -1-(Iz-l0zeIpeX0-'€’ L-(I-€-Uouinbixorew-z)-6)-L)-N-(s) | 7
o .
H
N
! |
v v 5 - O EpIWe}doe(|Iuouoxo-/ ~(|1-Z-|0zelpexo-'¢‘ L~(|! .
TN ol -g-uljoulnbixoew-z)-G)-| )-N-(|I-g-|opul-H | -|io W-Z-IX0le W-G)-2-(S)
Sl
|
N
|
Mp Oy epiwexogeo--uipuadid|iows- | -(jjluouoxo
8 v 8 M pes -1~(|I-z-lozeipexo-i*¢* L -(|I-g-uljoulnbixoe w-z)-6)-1)-N~(S) Ly
iz-z
(N
OMZ/\ mr N
q v 5 A og EPIWE}82BOX0-Z-(|I- | -UIizesadid|e w-1)-z-(JlUouoxo op
~ T = -1~(|I-z-lozeipexo-i*¢* L -(|I-g-uljoulnbixoe w-z)-6)-1)-N~(S)
O N-
QMo
H 0. \Z ==
q v n P o I A epiwe|exo|ewip-gN ‘gN-(lluouoxo .
borkkf\%z-_z -L~(II-g-|0zeipexo-p'¢* L (|I-g-uljouinbixojew-z)-G)-1 )-LN~(S)
OVaH 49H
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)

us epeseq 0|0

8p %930

46



ES 2658 194 T3

EpIWEeX0gIeo-g-uIplaze(|luouoxo

g v 2 - J-(II-Z-10ZeX0(|-g-UlIouNbIXOIeW-Z)-G)- | -N-Iousg-|-(s) | 9F
EpILIEX0GJED-E-UIPIOZE([IUOUOXO
g v 2 - 1-(]1-2-10Zex0(jI-g-UljouInbixoeW-z)-G)-| )-N-|nede-1-(g) | 99
q v 5 EpILEX0GJED-C-UIPIIOZE([IUOUOXO b
-/-(-g-10Zexo(jiuay(|I-G-|ozeid-H L -[1d W1 )-#)-G)- L )-N-11ew-~(S)
g v 5 EpIWEX0GIED-C-UIpIoZE[aW e
-1-(Iluouoxo-/ ~(ji-z-10zexo(jlusy(I-G-10zelid-H L )-#)-G)-1)-N-(S)
N
|
© EPILEXOGIED-C-UIPIIOZE| O W- |, ~(JIUOUOXO
8 v ° /Y\/o\tfo_ -L-(rz-10zeIpexo-y e L(Ig-uloumbixopw-g)-G)-L)-N-(s) | &S
I} N-N
N
H “ epiweuedoid(jluouoxo-; -(|I-z-|ozeipexo
8 v O A -4'€"L-(I-g-uljounbixojew-z)-g)-} )-N-(ounueewip)-¢-(g) | +°
o] N-N
OVaH 4aH
op BloH SBIN[gd | OVAHY 8P %510 | ©p uopeAloe eJnjonAsy 0}sandwod ap aIqUION dwon
us epeseq 059 op %930

47



ES 2658 194 T3

N==
% > ,Dw eplwexoqJeos-g-uiplaze|iaoe
8 v o NN -L~(Iluouoxo-/-(|I-z-10zexo(|lusy(|I-| -|ozelid-H | )-#)-6)-1)-N~(S) <9
/wr\/\A,z |
N QU
N
g v 95 OMZI o eplwexogqJed-g-uipnaze|naw 19
iz ] -1 -(Iluouoxo-2-(ji-g-l0zexo(|iua)(|i-L-jozeld-H 1 )-7)-G)-1)-N-(S)
4 4
HM |
O eplwexogJes-z-uipijosid(jjuouoxo
2 v 2 LA NP N -/~(I-z-10zexo(|I-g-uljouInbixo}ew-z)-G)- 1 -(S))-N-osonyip-i* #~(S) 09
wr\Kf\A -
N
n |
q v 5 DU epILEIOOR(|-| 0ZRU€7 L |
—~S -H1)-z-(jluouoxo-/(ji-g-|0zexo(ji-g-uljouinbixojew-z)-G)-1)-N«(S)
Q N
4 4
~N |
O epiwexoqieo-z-uipljouidiows- | -(jjJuouoxo
d v o SOULFNPN - J-(I-z-10zexo(jI-g-utjouinbixojew-z)-6)-LS))-N-olonyp-i-(s) | 87
o -
N
M b
z eplwexoqJes-¢
d v 2 vf\ogfo_ ~ -UIpaZE(|1UOUOXO-/ (|I-Z-|0ZEX0(|I-g-Uljouinbixolew-z)-6)-1)-N(S) | 49
o] N
OVaH 49H
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 9|0 8p 030

48



ES 2658 194 T3

epiwexogieo--uipuadid|iows- | -(jjJuouoxo

d v o - J-(II-z-10zexo(jI-g-utjouinbixojew-z)-G)-.)-N-oionjy-p-(s) | &°
eplwexoqieo-g-uipiaze|o w- L-(Jluouoxo
d v o - J-(II-z-10zexo(jI-g-utjouinbixojew-z)-G)-1.)-N-oionjy-g(s) | £°
=]
\Z _
Q \z
g v 5 C7TNH o sy epiwexoqieo-z-uipljouid|iows- | -(jjJuouoxo 99
o - -L~(II-g-10Zexo(|I-g-uljouinbixolaWw-g)-5)-1(S))-N-0Joni-#-(Sy'Sz)
N \zx,.\O/
g v 95 ow/vz: o M = eplwexogqJed-g-uipnaze|naw 69
wr\/\\I,Z j -L~(Iluouoxo-2-(|1-Z-10zexo(|lusy(|I-g-uIplIdiX0}e W-9)-1)-G)-1)-N-(S)
€40 |
(z/ m N
P z eplweueng(|iuouoxo-/ -(|I-zg-|0zexo(|-¢
° v ° %@4\&@%\/@ -UIoUINbIXOOWI-Z)-G)-L(S))-N-010ni-+*p p-(ounemowp)-z-(x) | 79
€42
J\r_,z/ ﬁ_u N
” epiweue)ng(|iuouoxo-/~(|i-g-|ozexo(|i-¢
° 8 ° {T/o\nwfoa\ﬂ\/@ -UIoUINbIXORWI-Z)-G)-L-(S))-N-010ni}-+*p p-(ounemowp)-z-(s) | &9
e] N
OVaH 49H
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 9|0 8p 030

49



ES 2658 194 T3

epiwe}soe(|i-¢-uipiid)

d v 2 -z-(luouOX0-(|I-z-|0ZBX0(jI-g-Ulouinbixolw-z)-6)-1)-N-(s) | 74
q v 5 epiwe}ade([luouoxo-/ ¢
-(-g-10zexo(j1-¢-uljouinbixojew-g)-G)-1 )-N-(II-7-10zepiwi-H1 )-z(S)
eplwexogJed-g-uipljoldoxo
d v d -G-(I1uoUOX0-/(|I-Z-10Zexo(j-g-utjouinbixolew-2)-6)-L(S)-N | ¢4
g v 5 eplwexogqieo-g-ulpl}aze(|luouoxo-/ -(|I-Z-|0zeipexo L
-$'¢'L-(II-g-ulouinboupiyip-z* | -0X0-Z- 1o W-1 )-G)- 1 )-N-ew-1-(S)
eplwexoqJes-¢
d v 2 -UIpeZE(jIuou(jI-z-|0Zexo(jI-g-ljouinb)-G)-1-oxo-2)-N-mew-L-(s) | 04
EpIWEe}a0e0X0-gZ-0ul|oow
g v 2 -Z-(1uoUOXO-/(lI-Z-|0ZExO(jI-g-Uljoumnbixolew-z)-G)-1)-N-(s) | &2
OVaH 49H
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 9|0 8p 030

50



ES 2658 194 T3

eplwe)}sde([luouoxo-/-(|1-z-10zexo(|I-¢

d v d -UIjoUINbIXOPBW-Z)-G)-1)-N-{|I- L-I0Ze-4'Z* L-H L-mewip-'g)-z(s) | 08
N
=\
WIZ D epwielooe(j-z-upid) |
d v 2 g Oy -Z-(luouox0-Z(II-z-j0Zexo(jI-¢-uljoumbixolew-g)-G)-1)-N-(s) | ¢
o N
s
wz\ - epiwe}poe(|i-1-j0zelld-H L-|lew ol
8 v o gm0 -€)-z-(Iluouoxo-/~(|1-Z-|0zexo(|I-g-utjoulnbixoe w-g)-6)-1)-N~(S)
; i
epIWe)soe(|I-g-|0ZeIpexo-G'Z L -[llew m
d v 2 -¥)-g-(Iluouoxo-/ ~(J1-g-|ozexo(|i-g-uljouinbixoew-z)-6)-1)-N-(S)
eplwe}ee(|-g-10zen) ol
d v 2 -Z-(luouoxo-2~(j1-z-10zexo(ji-g-ulouinbixoPe w-z)-G)-1)-N-(S)
epiweuedoid(jluouoxo-, o
d v d (II-z-10Zex0(JI-g-UlounbIxole W-g)-G)-1)-N-(Ii- L -loZepiwi-H | )-€-(S)
OVaH 49H
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 9|0 8p 030

51



ES 2658 194 T3

N

eplwe}eoe(|i-|-lozeu-#'Z* |

d v 2 d Sy -H1)-Z-(IuoUOX0-/~(J1-Z-10Zexo(jI-g-utjoumnbixolw-z)-G)-1)-N-(s) | 8
N
EPIWEX0GJED-Z-UIPaZE[Io W
g v 2 - ~(lUOUOXO-/~(JI-Z-|0ZEXO(jI-g-utjoutnbixoWw-Z)-6)-L-(S))-N | 98
eplwexogJed-g-uiphaze|ljawip
d v d -¢* L -(lUOUOXO-/-(JI-Z-|0ZEXO(jI-g-utjoutnbixow-z)-6)-1)-N-(S) | 8
EPIWEX0GJED-G-|0ZEN|}oWIp
g v 2 -p*Z-(I1UOUOXO-/~(JI-z-0ZEXO(jI-g-utjounbixolew-z)-6)-1)-N-(S) | €8
eplwexogled-G-jozel(|awi-|.-uipljo.id)
v v d -Z-(I1uoUOXO-(JI-Z-0ZEXO(jI-g-utjoutnbixow-z)-6)-1)-N-(S) | 8
g v 95 epiwe)ade([luouoxo-/ -(|1-g-jozexo(]! 19
-g-uljouinbixojew-z)-6)-1 )-N-(lI-L-|ozead-H L -pewip-g‘¢)-z-(S)
OVaH 4aH
op ejoH Sejnjed | OVAHY 8p %10 | ep uopeapoe eInjonnsy 0)sondwod ap SIGUION dwo)
ue epeseq 0|9 op 0639

52



ES 2658 194 T3

eplwexoqieo-g-uipiaze(|iluouoxo-, -(|i-z

v v d -|0ZEXO(jI-g-UlIOUINbOIPIYIP-Z* | -OXO-Z-[1OW-] )-G)-1)-N-llow- L -(s) | 6
epIWeujodIu(jlUouoXo 16
d v d -1-(11-z-10Zexo(jI-g-uljouinbixoew-z)-G)-1)-N(S)
EPILIEX0GJED-Z-[0ZEIPEXO-1'C' |
g v 2 - [NOW-G-(1UOUOXO- (j1-Z-|0ZEXO(JI-g-Urjoutnbixow-z)-6)-1)-N-(s) | 08
eplwe}eoe(|-g-ulpiwuidle-g* | Jojozend)
g v 2 -Z-(I1uoUOX0-(JI-z-0ZExXo(jI-g-utjoutnbixolew-z)-6)-1)-N-(s) | 68
o eplwe}ade(|luocuoxo-/ a8
d v 2 ~(I-z-10zexo(|i-g-uljounbixoje w-z)-6)-1 )»-N-(lI-z-10zepui-Hz)-2-(S)
I
\O
o eplwexoqieo-g-jozeaid-H|
8 v 8 . v -§oW- | -(1UoUOX0-~(|1-Z-10Zexo(jI-g-Uljoumnbixojew-z)-6)-1)-N-(g) | 48
OVaH 4aH
op BloH SBIN[gd | OVAHY 8P %510 | ©p uopeAloe eJnjonAsy 0}sandwod ap aIqUION dwon
us epeseq 059 op %930

53



ES 2658 194 T3

epiwe)ade([luouoxo-/ -(|1-g-jozexo(]!

Q. N
8 v o owué NP -g-UllouInbixojeW-g)-g)-1)-N-(I-L-lozepuuplozuea-Hi)-z<(s) | 28
o e
o eplwexoqJed-G-jozeuid-H | -|3owip 9%
d v 9 = -¢*L~(Iluouoxo-/~(J1-g-|0zexo(|I-g-ulouinbixoe w-z)-G)-1)-N-(S)
N |
O M eplweuedoid(jluouoxo-; ~(|I-z-|0zexo(]!
g v 0 Lwﬁé PN --UIIoUINbIX0}BW-Z)-G)-L(S))-N-(II-L-loZed-H L -ewip-g'g)-g | O
o e
C
N ) b n EpIWeXog.ed-G-jozenosi(jjew]i--uiptadid) 6
8 v ° i o -g-(1luouox0-4(|1-Z-10zexo(j-¢-Ulouinbixouiz)-g)-1)-N-(s) | ¥
o =
] i
N epiweuedoud(|i--jo0zeqid-H L-|new €6
d v d N -1)-g~(IIUOUOXO-2~(|1-Z-10ZeXO(jI-€-UlIoUINbIXO}W-Z)-G)-|)-N~(S)
OVaH 49H
ap e|aH se|nj@o DVAHY 8p %810 op ugloeAloe einjonJ)s3 ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 040 8p 0539

54



ES 2658 194 T3

eplwexogqles--jozel(jjuouoxo-2-(I-g

d d 9 -|0ZBx0(JI-g-uljoumnbixoeW-z)-6)-| )-N-(Iiew(ouiwepawip))-z-(s) | €0
epiweuedoud(ji-L-jozead 0
d v 2 -H1)-Z-(I1uouox0-2(j1-z-loZexo(ji-g-Uioumnbixolew-z)-)-L-(s))-N | €0
EPILIEXOQIEDG-OZBIPRIFE Z | | |
d v 2 -|IW-p-(jIuOUOX0- (|1-g-|0Zexo(j-g-utjouinbixopw-z)-6)-1)-N-g) | O
EPILIEXOGIED-G-|0ZE}0SI(jIUOUOXO
g v g -J-(II-z-10zexo(j-g-utjoumnbixow-z)-6)-1)-N-(s) | 99
EpIWEX0GIE0-p-0ZeIpen | ¢
d v 2 -€'Z' L-(1luouoxo-/~(J1-g-|ozexo(|i-¢-uljouinbixoew-z)-6)-1)-N-(S)
epiwexoqeo-g-jozead-H| 96
d v 2 -idwW- | ~(jluouoxo-/ -(|1-g-10zexo(|I-g-uljouinbixole w-g)-G)-1)-N~(S)
OVaH 4aH
op BloH SBIN[gd | OVAHY 8P %510 | ©p uopeAloe eJnjonAsy 0}sandwod ap aIqUION dwon
us epeseq 059 op %930

55



ES 2658 194 T3

epiwexoqJed--uipuadid(jluouoxo-/-(JI-g

N\
: _
Ty o
v v 8 g owpﬂ\/ﬂu -|0Zexo(jI-g-UljouIboIpIYIP-g* | -0X0-Z-liew-1 )-6)-1)-N-iew-1<g) | &0
Z\
W 5y
” EpIWe}eE(|I-g-ulpnaze o w
v v 8 &S -1)2-(1u0uox0-{1-Z-loZexo(j-g-ulouinbixojw-z)-g)-1)-N-(s) | 8O
o] N
/zlw o) }
v v v / o opg epiweuedoud(jluouoxo-/-(]I-z-|ozexo(|I-g-uljouinboipiyip m
o © 8, -Z'|-0X0-z-|loW-1)-G)-| )-N-|1lo w-z-(oulwenawip)-z-(S)
o |
™\ Oy N
Yzz“ o, epiweuedoud(jluouoxo-;-(|I-z-jozexo(]!
v v v . S -g-UllouINboIPIYIP-Z* L -0X0-Z-{ewr-|)-6)-1)-N-(ounuegewp)-g(s) | O
N bon
/ HN o A epiwexogieooueiuado|d1o(Jluouoxo
v v 8 . ] - J-(I-g-10zexo(j1-¢-Uoumbixojew-z)-G)-})-N-(ouiweiyewip)-,s) | 2O
Iz/ ,o N
BN o epiwexogqieo-g-uipuadidipow
v v g O ] - L-(I1uouox0-2(l1-Z-lozexo(ji-¢-ujpouinbixojew-z)-g)-L(s)-N | VO
Q
OVaH 49H
op e|oH se[n|eo OVaHUY 8p %510 ap ugloeAljoe elnjonis3y ojsandwod ap aIqWON dwo)
us epeseq 05|10 ap 0530

56



ES 2658 194 T3

NN 0L <D AN 0L -NM L0 :g ‘N L0 > 'V«

H

epiwexogieooueiuadoio(jluouoxo-/ -(ji-z-j0zexo(|i

oM
N oy
v v v . ,z% -g-UllounboIpIyIp-z*| -0x0-Z-NaW-1)-g)-L)-N-(ouwepewip)-L(s) | F+F
\Z |
s 4 Oy N
v v g HN ouﬁ\;ﬂu eplwexogqJea-g-|jozel(|luouoxo oLl
N -2-(1I-Z-10Zex0(|I-g-uIjouINbOoIPIYIP-Z* | -0X0-Z-{idW- | )-G)-1)-N~(S)
OVQH 49H
ap e|aH se|n|eo OVAHY 8p %610 ap ugIoeAilOR eJnjonJsg o)}sandwoo ap aIqWopN dwon
us epeseq 05|10 ap 0530

57



10

15

20

ES 2658 194 T3

Se investigo la diferenciacion de eritroides de células K562 tras el tratamiento con compuestos seleccionados de la
invencion. Se determind el efecto sobre la proliferacion celular primero para todas las moléculas probadas por cultivo
de células K562 en presencia de concentracion creciente de los compuestos. Entonces se determiné el numero de
células por muestra después de 3, 4 y 5 dias. Se calcularon los valores de Clso informados en la Tabla 3 para el
efecto antiproliferativo a partir de la concentraciéon de los compuestos necesarios para reducir el nimero de células
al 50% de los valores obtenidos en cultivos celulares K562 no tratados de control, después de un periodo de cultivo
de 5 dias. Se midio la diferenciacion de eritroides por tincion de bencidina después de 5, 6 y 7 dias de cultivo celular
y por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa (RT-gPCR) para cuantificar la
expresion de ARNm de y-globina. Se emplearon diferentes concentraciones de compuestos probados debido a sus
diferentes efectos antiproliferativos; por consiguiente, se eligieron concentraciones para maximizar el efecto de
induccion de eritroides sin amplia reduccion de la viabilidad celular. En la Tabla 3 se informan el % de células
positivas para bencidina y el aumento en ARNm de y-globina ensayado por RT-gPCR después del periodo de cultivo
de 6 dias.

Tabla 3. Cribado de propiedades antiproliferativas e inductoras de la diferenciaciéon®

Comp Clsp de efecto % de células positivas para Contenido de ARNm de y- Concentracion
antiproliferativo (nM) | bencidina después de 6 dias | globina (veces de induccion) (nM)
2 75 10 1,75 70
37 600 16 7,84 1600
67 950 12 5,08 1800
80 250 1 1,03 200
82 >400 4,5 0,96 260
92 50 8 1,24 40
106 41 8,5 2,01 60
107 24 2 1,87 40
109 >50 1,5 1,31 60
110 200 5 1,19 300
111 47 6 2,51 60
@ Los resultados se presentan como promedio de tres experimentos independientes realizados.

La Tabla 4 informa de la induccion de diferenciacion de eritroides en células K562 tratadas con una concentracion
optimizada de Compuesto 2 en comparaciéon con inductores conocidos. EI Compuesto 2 es capaz de estimular un
aumento de la proporcion de células K562 positivas para bencidina (productoras de hemoglobina). Esto esta
asociado a un aumento de la expresion de ARNm de y-globina. Puede observarse que en el sistema de células de
K562 los inhibidores de HDAC estudiados presentan eficiencia de induccion comparable a la del acido butirico e
hidroxiurea, los inductores de HbF mas usados en estudios clinicos hasta la fecha.

Tabla 4. Induccién de la diferenciacién de eritroides en células K562 tratadas con Compuesto 2 en comparacién con
inductores conocidos.

Compuesto Células positivas para bencidina (%)*
Resveratrol 70+£8,5
Angelicina 62+ 8,5
Citosina arabindsido 75+54
Mitramicina 83+5,5
Cisplatino 63+8,5
Acido butirico 32+6,4
Hidroxiurea 30£7,5
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*

Compuesto Células positivas para bencidina (%)

Compuesto 2

*Porcentaje de células K562 que reaccionan positivamente con bencidina (media + DE de
seis experimentos)

Se ha realizado la validacion de la posible utilidad de los compuestos probados para terapia de beta-talasemia y
enfermedades de células falciformes usando células precursoras de eritroides de pacientes con beta-talasemia. El
método de cultivo de UFR (unidades formadoras en ramillete) implica el aislamiento de células nucleadas usando
centrifugacion en gradiente de Ficoll de sangre periférica. Las células nucleadas se cultivan entonces en un medio
apropiado que contiene citocinas que promueven la divisién celular y maduracion de las células progenitoras
pluripotentes a UFR y posteriormente a UFC (unidades formadoras de colonias). Esto es la Fase | del cultivo durante
la cual las células son comprometidas a diferenciarse en eritrocitos. Después de 5-7 dias en condiciones de cultivo
de Fase |, las células se transfieren en medio fresco que contiene eritropoyetina y factor de células madre (SCF) de
manera que pueda completarse la maduraciéon de eritroides (Fase |l del cultivo). La eritropoyetina produce la
diferenciacion de UFR en proeritroblastos, posteriormente en eritroblastos maduros y finalmente en eritrocitos. Las
sustancias de prueba se afiaden al cultivo en el dia 5 a 7 de la Fase II. Durante el periodo de tiempo que las células
se exponen al agente de prueba, empieza la produccion de hemoglobina. Se evalian la produccion de HbF y
cadenas de globina usando HPLC.

Ademas, los datos representados en las Figuras 1-2 y la Tabla 5 indican que el Compuesto 2 es un fuerte inductor
de HbF en células precursoras de eritroides (ErPC) de pacientes B-talasémicos. De forma interesante, la actividad
del compuesto es superior a la presentada por la concentracion 6ptima de mitramicina (MTH), uno de los inductores
de HbF mas eficientes en el sistema modelo de ErPC (Fibach et al., Blood 2003, 102, 1276-1281). Los niveles de
acumulacion de HbF logrados bajo estas condiciones experimentales son clinicamente relevantes, ya que suprimen
el exceso de cadenas de a-globina.

Tabla 5. Produccion de hemoglobina fetal en ErPC de pacientes con B-talasemia

Paciente N.° No tratados MTH 30 nM Compuesto 2 100 nM
1 53,4 59,2 78,6
2 32,2 60,1 85,5
3 442 62,4 81,5
Los resultados se presentan como el % de produccion de hemoglobina fetal; ND = no hecho

Los compuestos de la invenciéon se evaluaron en estudios farmacocinéticos in vitro e in vivo. Los resultados de la
eliminacion intrinseca en microsomas y la dosificacion in vivo para compuestos seleccionados de la invencion se
informan en la Tabla 6.

Tabla 6.
Comp Clint (uI/min/mg) Especie | Dosis po (mg/kg) | ABC (uM*h) | Cmax (uM)
Rata | Humano | Raton

Ratoén 20 22,4 1,87
2 33 13 27

Rata 10 40,0 2,79
41 ND ND ND Rata 10 10,14 0,47
42 21 3 15 Ratoén 5 5,93 0,67
44 17 11 11 ND ND ND ND

Ratoén 10 1,75 0,63
52 30 60 19

Rata 10 5,91 0,58
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Comp Clint (ul/min/mg) Especie | Dosis po (mg/kg) | ABC (uM*h) | Cmax (uM)
Rata | Humano | Ratén

92 15 <5 13 Ratoén 10 0,32 0,10

ND = no hecho

En general, los compuestos probados mostraron exposicion oral de alta a moderada cuando se administran a
especies preclinicas. Puede considerarse que los inhibidores de HDAC de la invencién son una nueva clase de
inductores de diferenciacion de eritroides. Se ha demostrado en el presente documento que los compuestos de la
presente invencion son capaces de inducir la produccion de hemoglobina fetal en células eritroides aisladas de
pacientes con [-talasemia. Las presentes evidencias experimentales hacen que estos compuestos sean
extremadamente interesantes cuando se comparan con inhibidores de HDAC conocidos y compuestos actualmente
usados en terapia. En este contexto, considerando las buenas propiedades farmacocinéticas de los compuestos
informados en el presente documento, podrian ser Utiimente empleados solos o0 en combinacién para el tratamiento

de hemoglobinopatias y, en particular, para el tratamiento de B-talasemia y anemia de células falciformes.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de féormula general (1):

A

/ i
R |
o R’
N o
Re™ \X%’O
(CRRH)—R*
I

en la que:
Xes Co S=0;

A representa CH,;
nes0,1,203;

R'es fenilo, heterociclo saturado o insaturado de 5 o 6 miembros, heterociclo insaturado o parcialmente saturado de
8-10 miembros que contiene heteroatomos independientemente seleccionados de O, N y S; estando cualquiera de
esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de ciano, halégeno, nitro,
hidroxi, alquilo C+.6, haloalquilo C+., alcoxi C1.6, haloalcoxi C1.6, alquil C1.s-carbonilo, arilo Ce.10, ariloxi Cs.10, aril Cs-10-
carbonilo, N(R%),, SO2N(R%,, N(R*)SO:R? heterociclo saturado o insaturado de 5 o 6 miembros opcionalmente
sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de halégeno, alquilo C+., haloalquilo C1.6, alcoxi C1.g;

R? representa alquilo C+., cicloalquilo Cs.1o;
R® representa hidrogeno o alquilo Ci.g;

R* es hidrégeno, haldégeno, hidroxi, ciano, sulfonilamino, alquilo C1., haloalquilo C1.s, hidroxialquilo C6, SO»-alquilo
C1.6, alcoxi C1.6, haloalcoxi C+.6, cicloalquilo Cs.10, halocicloalquilo Ca.10, alquenilo Cy.10, alquinilo Cz-10, nitro, N(R?)z,
arilo Ce.10, aril Ce.10-alquilo C1, aril Ce.10-alcoxi Ci; heterociclo saturado o parcialmente saturado de 4, 5 o0 6
miembros que contiene 1, 2 o 3 heteroatomos independientemente seleccionados de N, O y S, opcionalmente
unidos por un grupo alquilo C+.4; heterociclo insaturado de 5 miembros que contiene 1, 2, 3 0 4 heteroatomos
independientemente seleccionados de N, O y S, pero no mas de uno de los cuales es O o S; heterociclo insaturado
de 6 miembros que contiene 1, 2 o 3 atomos de nitrégeno; o un heterociclo saturado, parcialmente saturado o
insaturado de 7-13 miembros que contiene heteroatomos independientemente seleccionados de N, O o S; estando
cualquiera de esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de uno o
mas grupos independientemente elegidos de halégeno, hidroxi, amino, alquilo C4, haloalquilo Cy, alcoxi Ci.6 y
haloalcoxi C1.6;

R® y R® son independientemente hidrégeno, alquilo Cy, 0 CR°R® representa un carbonilo o CR°R® representa un
ciclopropilo;

cada R? esta seleccionado independientemente de hidrégeno, alquilo C.e, arilo Ce-10, alquil Cy.e-carbonilo y aril Ce.10-
carbonilo; y sales farmacéuticamente aceptables, tautomeros, esterecisémeros del mismo.

2. El compuesto segun la reivindicacion 1 que tiene la formula general (11):
A
/N4
N— o R
R?
HN o}
NP
?:
(CRR™; g

a1y
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enlaque A, R?2 son como se definen en la reivindicacién 1;
nes0o1:

R’ estad seleccionado de halégeno, alquilo C4g, alcoxi Cis, haloalquilo Ci % haloalcoxi Cis; R® y R® son
independientemente hidrogeno, alquilo C+., CR°R® representa un carbonilo o CR°R representa un ciclopropilo;

R* es cicloalquilo Cs.10, halocicloalquilo Cs.10, N(R®)2; heterociclo saturado o parcialmente saturado de 4, 5 0 6
miembros que contiene 1, 2 o 3 heteroatomos independientemente seleccionados de N, O y S, opcionalmente
unidos por un grupo alquilo Ci4; heterociclo insaturado de 5 miembros que contiene 1, 2, 3 heteroatomos
independientemente seleccionados de N, O y S, pero no mas de uno de los cuales es O o S; heterociclo saturado,
parcialmente saturado o insaturado de 7-13 miembros que contiene heteroatomos independientemente
seleccionados de N, O o S; estando cualquiera de esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos
independientemente elegidos de haldégeno, hidroxi, amino, alquilo C+., haloalquilo C1.s, alcoxi C1.6 y haloalcoxi C1.;

R? es alquilo Ci.;

y sales farmacéuticamente aceptables, tautomeros, esterecisémeros del mismo.

3. El compuesto segun la reivindicacion 1 que tiene la formula general (111):
A
N/ \|N

2

N o R
/
R® ©
HN o
\040

(CRREy—R*
(1)

enlaque A, R? son como se definen en la reivindicacion 1 ynes0o1;

R® es alquilo C1.; R® y R® son independientemente hidrégeno, alquilo C1., CR°R® representa un carbonilo o CR°R®

representa un ciclopropilo;

R* es cicloalquilo Cs.10, halocicloalquilo Cs.10, N(R®)2; heterociclo saturado o parcialmente saturado de 4, 5 0 6
miembros que contiene 1, 2 o 3 heteroatomos independientemente seleccionados de N, O y S, opcionalmente
unidos por un grupo alquilo Ci4; heterociclo insaturado de 5 miembros que contiene 1, 2, 3 heteroatomos
independientemente seleccionados de N, O y S, pero no mas de uno de los cuales es O o S; heterociclo saturado,
parcialmente saturado o insaturado de 7-13 miembros que contiene heteroatomos independientemente
seleccionados de N, O o S; estando cualquiera de esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos
independientemente elegidos de haldégeno, hidroxi, amino, alquilo C+., haloalquilo C1.s, alcoxi C1.6 y haloalcoxi C1.;

R? es alquilo Ci.;

y sales farmacéuticamente aceptables, tautomeros, esterecisémeros del mismo.

4. El compuesto segun la reivindicacion 1 seleccionado de la siguiente lista:
-(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononilJacetamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;

- (8)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)piperidin-4-carboxamida;

- (8)-2-(5 -metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-((S)-N-(1-(5-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-5-il)oxazol-2-il)-7-oxononil - 1-metilpiperidin-4-carboxamida;
-(S)-N-(7-oxo0-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)tiazol-5-carboxamida;
-(S)-3-(dimetilamino)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida;
-1-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)pirrolidin-3-carboxamida;

-(S)-2-(dimetilamino)-2-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida;
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-(S)-N-(7-ox0-1-((5-feniloxazol-2-il)nonil)ciclopropano-1,1-dicarboxamida;
-(S)-2-(metilsulfonil)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;

-((S)-2-ciclohexil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;

(S)-2-cloro-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)isonicotinamida;

(R)-2-ox0-N-((S)-7-0x0-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)tiazolidina-4-carboxamida;
-2-(4-metilpiperazin-1-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;

«8)
«8)
-(S)-N-(7-ox0-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)quinoxalin-6-carboxamida;
-1-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)piperidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(2-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il}-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-(S)-6-cloro-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)imidazo[1,2-b]piridazin-2-carboxamida;
-(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)-1H-indol-6-carboxamida;
-1-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)azepano-2-carboxamida;
-(S)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)-4-sulfamoilbutanamiday;
-2-metil-N-((S)-7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)tetrahidrofurano-2-carboxamida;
-(S)-3,3-difluoro-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)ciclobutanocarboxamida;
-3-(1-metilpiperidin-3-il)-N-((S)-7-oxo-I-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida;
-(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)propanamida;
(S)-N",N'-dimetil-N(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)oxalamida;
(S)-2-(4-metilpiperazin-1-il)-2-oxo-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;

-(S)
-(S)
-(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il}-7-oxononil )propanamida;
-(S)-4-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazina-7-carboxamida;
-(S)-2-(imidazo[2,1-b]tiazol-3-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)azetidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(2-aminotiazol-4-il)-N-(7-oxo-1-(5-feniloxazol-2-il)nonil)acetamida;
-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpirrolidin-3-carboxamida;
(S)-2-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-metilpropanamida;
(S)-N1-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-N2,N2-dimetiloxalamida;

(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil }-2-(4-metilpiperazin-1-il)}-2-oxoacetamida;

)-
)-
)-
(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)propanamida;
(S)-9-((2-(dimetilamino)etil)amino)-9-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonan-3-ona;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)}-7-oxononil)tiazol-5-carboxamida;

)-

-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)quinuclidin-4-carboxamida;
-(R)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-N-metilacetamida;
-(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-(2-ox0-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)nonil)azetidin-3-carboxamiday;
-(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-5-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
-(S)-1-metil-N-(1-(5-(4-(1-metil-1H-pirazol-5-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;
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-(S)-1-acetil-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamiday;
-(S)-1-bencil-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;
-(S)-4,4-difluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpirrolidin-2-carboxamiday;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1H-1,2,3-triazol-1-il)Jacetamida;
-(S)-4,4-difluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)pirrolidin-2-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-1-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(4-(1H-pirazol-1-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-acetilazetidin-3-carboxamida;
-(S)-2-(dimetilamino)-4,4,4-trifluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)butanamida;
-(R)-2-(dimetilamino)-4,4,4-trifluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)butanamida;
-(S)-N-(1-(5-(4-(6-metoxipiridin-3-il)fenil)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;
-(2S,4S)-4-fluoro-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpirrolidin-2-carboxamida;
-(S)-3-fluoro-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il}-7-oxononil}- 1-metilazetidin-3-carboxamiday;
-(S)-4-fluoro-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil - 1-metilpiperidin-4-carboxamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)}-2-morfolino-2-oxoacetamida;
-(S)-1-metil-N-(7-oxo-1-(5-(quinolin-8-il)oxazol-2-il)nonil)azetidin-3-carboxamida;
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-5-oxopirrolidin-3-carboxamiday;
(S)-2-(1H-imidazol-4-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(piridin-3-il)Jacetamida;
(S)-3-(1H-imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)propanamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(tiazol-2-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(4-metil-1,2,5-oxadiazol-3-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(3-metil-1H-pirazol-1-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(pirimidin-2-il)Jacetamida;
(S)-2-(3,5-dimetil-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il}-7-oxononilJacetamida;
(S)-2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)Jacetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(pirrolidin-1-ilmetil Jtiazol-5-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2,4-dimetiltiazol-5-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1,3-dimetilazetidin-3-carboxamida;
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)- 1-metilazetidin-2-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metil- 1H-pirazol-5-carboxamiday;
(S)-2-(2H-indazol-2-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(pirazolo[1,5-a]pirimidin-2-il)acetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-5-metil-1,3,4-oxadiazol-2-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)nicotinamiday;

Sy

1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;
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(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)propanamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-3-(piperidin-1-ilmetil Jisotiazol-5-carboxamida;
2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)-N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil )propanamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1,3-dimetil- 1H-pirazol-5-carboxamida;

5 (S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)}-7-oxononilJacetamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metil- 1H-pirazol-3-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1,2,3-tiadiazol-4-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil )isotiazol-5-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-4-metil-1,2, 3-tiadiazol-5-carboxamida;

10 N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1H-pirazol-1-il)propanamida;
(S)-2-((dimetilamino)metil)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-4-carboxamida;
N-((S)-1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpiperidin-3-carboxamida;
(S)-1-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)}-7-oxononil)ciclopentanocarboxamida;
(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil )propanamida;

15 (S)-2-(dimetilamino)-2-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)propanamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-2-(1-metilazetidin-3-il)acetamida;
(S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)piperidin-4-carboxamida;
(S)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-5-carboxamida;
(S)-1-(dimetilamino)-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)ciclopentanocarboxamida;

20 y sales farmacéuticamente aceptables, tautdbmeros, estereoisémeros de los mismos.

5. El compuesto segun la reivindicacion 4 que es (S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)oxazol-2-il)-7-oxononil)-1-
metilazetidin-3-carboxamida y sales farmacéuticamente aceptables, tautdbmeros, estereoisémeros del mismo.

6. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones previas para uso médico.
7. El compuesto segun la reivindicacion 6 para su uso en el tratamiento de hemoglobinopatias y cancer.
25 8. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 7 en el que las hemoglobinopatias son B-talasemia o

anemia de células falciformes.

9. Un compuesto de férmula general (1V):

A
R“4</ |N
o} RY

N
R \X%O

(CRR®)——R*
av)
en la que:
30 Xes Co S=0;

A representa N;
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nes0,1,203;

R'es fenilo, heterociclo saturado o insaturado de 5 o 6 miembros, heterociclo insaturado o parcialmente saturado de
8-10 miembros que contiene heteroatomos independientemente seleccionados de O, N y S; estando cualquiera de
esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de ciano, halégeno, nitro,
hidroxi, alquilo C+.6, haloalquilo C1., alcoxi C+.6, haloalcoxi C1.6, alquil C1.s-carbonilo, arilo Ce.10, ariloxi Cs.10, aril Cs-10-
carbonilo, N(R%),, SO2N(R%,, N(R*)SO:R? heterociclo saturado o insaturado de 5 o 6 miembros opcionalmente
sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de halégeno, alquilo C+., haloalquilo C1.6, alcoxi C1.g;

R? representa alquilo C+., cicloalquilo Cs.1o;
R® representa hidrogeno o alquilo Ci.g;

R* es hidrégeno, haldégeno, hidroxi, ciano, sulfonilamino, alquilo C1., haloalquilo C1.s, hidroxialquilo C6, SO»-alquilo
C1.6, alcoxi C1.6, haloalcoxi C+.6, cicloalquilo Cs.10, halocicloalquilo Ca.10, alquenilo Cy.10, alquinilo Cy-10, nitro, N(R?)z,
arilo Ce.10, aril Ce.10-alquilo C1, aril Ce.10-alcoxi Ci; heterociclo saturado o parcialmente saturado de 4, 5 0 6
miembros que contiene 1, 2 o 3 heteroatomos independientemente seleccionados de N, O y S, opcionalmente
unidos por un grupo alquilo C+4; heterociclo insaturado de 5 miembros que contiene 1, 2, 3 0 4 heteroatomos
independientemente seleccionados de N, O y S, pero no mas de uno de los cuales es O o S; heterociclo insaturado
de 6 miembros que contiene 1, 2 o 3 atomos de nitrégeno; o un heterociclo saturado, parcialmente saturado o
insaturado de 7-13 miembros que contiene heteroatomos independientemente seleccionados de N, O o S; estando
cualquiera de esos anillos opcionalmente sustituido con uno o mas grupos independientemente elegidos de uno o
mas grupos independientemente elegidos de halégeno, hidroxi, amino, alquilo C4, haloalquilo Cy, alcoxi Ci.6 y
haloalcoxi C1.6;

R® y R® son independientemente hidrégeno, alquilo Cy6, 0 CR°R® representa un carbonilo o CR°R® representa un
ciclopropilo;

cada R? esta seleccionado independientemente de hidrégeno, alquilo C.e, arilo Ce-10, alquil Cy.e-carbonilo y aril Ce.10-
carbonilo; y sales farmacéuticamente aceptables, tautémeros, estereoisbmeros del mismo, para su uso en el
tratamiento de hemoglobinopatias.

10.  El compuesto de férmula general (V) seleccionado de la siguiente lista:
(S)-N1-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil )-N2,N2-dimetiloxalamida;
(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-2-(4-metilpiperazin-1-il}-2-oxoacetamida;

(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilpiperidin-4-carboxamida;

-(S)-
-(S)-
-(S)-
-(S)-2-(5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)-N-(1-(55-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)acetamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)tiazol-5-carboxamida;
-(S)-3-(2-etil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil )propanamida;
-(S)-3-(dimetilamino)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)propanamida;
-(S)-N-(1-(5-(2-metoxiquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)-1-metilazetidin-3-carboxamida;

-(S)-1-metil-N-(1-(5-(1-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-7-oxononil)azetidin-3-carboxamida;

y sales farmacéuticamente aceptables, tautdmeros, estereoisémeros de los mismos, para su uso en el tratamiento
de hemoglobinopatias.

11. El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, en el que las
hemoglobinopatias son B-talasemia o anemia de células falciformes.

12. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de uno o mas compuestos segun una
cualquiera de la reivindicacion 1 a 6, sola o en combinacién con otros compuestos activos, y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

13. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de uno o mas compuestos segun una
cualquiera de la reivindicacion 9 o 10, sola o en combinacidon con otros compuestos activos, y al menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de hemoglobinopatias.

14. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 12 o 13, en la que el principio activo adicional es 2,2-
dimetilbutirato, hidroxiurea, decitabina, eritropoyetina, tricostatina, acido valproico, o una combinacion de los mismos.
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