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DESCRIPCION
Inhibidores de 5'-nucleotidasas y sus usos terapéuticos
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos que poseen un esqueleto de tipo 6-aminopurina como
inhibidores de 5'-nucleotidasas, y concretamente de 5'-nucleotidasa citosdlica Il (cN-ll). La invencion también se
refiere al uso de dichos compuestos, solos 0 en asociacion con analogos de nucledsidos y/o de nucleobases, en
quimioterapia antineoplasica.

Estado de la técnica

Los analogos de nucledsidos representan una clase de agentes terapéuticos ampliamente usada en el tratamiento
de las hemopatias malignas y de los tumores solidos. Su modo de accién se basa en una metabolizacién intracelular
en sus derivados fosforilados (nucleétidos) que interfieren con los sistemas enzimaticos implicados en la biosintesis
de los acidos nucleicos (polemerasas, ribonucleétido reductasa, timidilato sintetasa...).

Los analogos de nucleobases tales como los derivados de tipo 6-mercapto-purinas se han descrito actualmente para
el tratamiento de leucemias linfoblasticas agudas, leucemias mieloblasticas agudas y leucemias mieloides crénicas
en adulto y en nifio'. Los medicamentos antineoplasicos administrados por via oral en pediatria son poco
numerosos, pero se usan frecuentemente en diversos casos de patologias malignas tales como leucemias, linfoma
de Hodgkin, linfomas no Hodgkin, tumores cerebrales. Su modo de accion es similar a los analogos de nucledsidos.

El uso de analogos de nucledsidos choca, no obstante, con la aparicion de fendmenos de resistencia, que implican
concretamente una desregulacion enzimatica entre la expresion intracelular de cinasas y de 5'-nuclectidasas. De
este modo, la elevada expresion de la actividad de 5'-nucléotidasas en diagndstico es conocida por ser un factor
predictivo independiente desfavorable de supervivencia en pacientes aquejados de canceres. A modo de ejemplo, la
elevada expresion de la 5'-nucleotidasa citosdlica Il (cN-ll) se observa clinicamente en pacientes aquejados de
leucemia mieloide aguda que tienen una supervivencia global peor que los otros pacientes. Ademas, trabajos
recientes?® mostraron la existencia de mutaciones que estimulan la actividad de la cN-Il humana que conlleva una
resistencia aumentada a los tratamientos por 6-mercaptopurina y 6-tioguanina usadas en pediatria.

Sin embargo, actualmente no se ha aportado ninguna respuesta terapéutica a la modulacién de las concentraciones
nucleotidicas que resultan de la expresion o de la sobreexpresion de 5'-nucleotidasas.

El documento US 2010/0204182 describe inhibidores de ectonucleotidasas para el tratamiento de enfermedades
diversas y variadas tales como sequedad ocular, enfermedades respiratorias, fibrosis quistica, enfermedades
inflamatorias, enfermedades del sistema inmunitario, trastornos gastrointestinales, trastornos renales, canceres y
enfermedades del cerebro.

No obstante, la diana farmacolégica en este documento es membranaria (y no citosélica) y las aplicaciones previstas
son extremadamente amplias.

El documento “Biochem. J. (1989) 262, 203-8”" describe inhibidores de 5'-nucleotidasas citosdlicas presentes en
extractos de higado y de corazén de ratas; estos compuestos pertenecen a la familia de los 5'-desoxi-5"-alquiltio-
nucledsidos, en particular los derivados de adenosina y de inosina.

Los documentos WO 98/05335 y WO 00/44750 describen purinas 2, 6, 9 tri-sustituidas, concretamente utiles en el
tratamiento del cancer.

Objeto de la invencién

Uno de los objetivos de la presente invencion es poner a disposicion compuestos inhibidores de 5'-nucleotidasas,
que pueden usarse concretamente en el tratamiento del cancer.

Otro objetivo de la invencion es poner a disposicion compuestos inhibidores de 5'-nucleotidasas que, usados en
asociacion con analogos de nucleosidos citotdxicos y/o de nucleobases usadas habitualmente en quimioterapia
antineoplasica, potencian el efecto terapéutico de dichos analogos de nucledsidos citotdxicos y/o de nucleobases.

La presente invencion tiene, por lo tanto, por objeto un compuesto que posee un esqueleto de tipo 6-aminopurina
caracterizado por que presenta la formula:
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-R
Y\N,X\Ar 3

7N [3)
R, N
w0

en la que
R1 y Rz, iguales o diferentes, representan independientemente entre si hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo,
arilo, acilo (-CORg), amino (-NH2), alquilamino (-NHR9), dialquilamino (-NRgR's), acilamino (-NHCOR),
diacilamino (-N(CORg)(COR'9)), trifluorometilo (-CF3), halégeno, hidroxilo (-OH), alcoxi (-ORg), tio (-SH), tioalquilo
(-SRo),

con Ro y R'g, iguales o diferentes, que representa independientemente entre si alquilo, alquenilo, alquinilo,
arilo,

Z se sitla en una u otra de las posiciones N7 o Ng de la purina, y representa hidrégeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, -CORy, halégeno, -(CH2),-ORs, -(CH2)n1-O-(CH2)n2Rs, -(CH2)r-COORSs, -(CH2)a-P(=0)(ORs)(ORYy),
con:

n, n1y nz, iguales o diferentes, que representan independientemente entre si un numero entero que vade 1 a
10 y n' un nimero entero que va de 0 a 10,

Rs que representa hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, -CORg,

Rs y Rz, iguales o diferentes, que representan independientemente entre si hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, -CORg, un catién organico o metalico,

X representa un radical divalente seleccionado entre C=0, C=S, C=NRs o0 SO, con:
Rs que representa hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, -OH, -ORg,

Y tiene el mismo significado que Rs,

Ar representa un bifenilo que puede estar sustituido por un sustituyente Rs,

R3 representa hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, -NHz2, -NHRg, -NReR's, -OH, -OR9, ariloxi, benciloxi (-
OCH2CeHs); un heterociclo aromatico o no de 5 o 6 miembros que comprende uno o varios heteroatomos
seleccionados entre N, O o S, pudiendo estar dicho heterociclo de 5 o 6 miembros también sustituido por un
sustituyente R4 con:

R4 que representa hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, -CORg, -(CH2)a-ORs, -(CH2)n1-O-(CH2)n2Rs, -
(CH2)n-COORs, -(CH2)n-P(=0)(ORs)(ORy7),
con Rs, Re, R7, n, n1, n2 y n' tal como se han definido anteriormente,

estando Rz unido con Ar en posicién orto, meta o para,
estando X unido con Ar en posicién orto, meta o para,
con la excepcién del compuesto 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-carboxamida.

En la presente solicitud, el término alquilo designa un radical hidrocarbonado, lineal o ramificado, que tiene
ventajosamente de 1 a 12 atomos de carbono, y preferentemente de 1 a 6 atomos de carbono tal como metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, terc-butilo, pentilo, neopentilo o n-hexilo.

El término alquenilo designa un radical hidrocarbonado, lineal o ramificado, que consta de uno o varios dobles
enlaces carbono-carbono, que tiene ventajosamente de 2 a 12 atomos de carbono, y preferentemente de 2 a 6
atomos de carbono con uno o dos dobles enlaces.

El término alquinilo designa un radical hidrocarbonado, lineal o ramificado, que consta de uno o varios triples enlaces
carbono-carbono, que tiene ventajosamente de 2 a 12 atomos de carbono, y preferentemente de 2 a 6 atomos de
carbono con uno o dos triples enlaces.

El término arilo designa un sistema hidrocarbonado aromatico mono-, bi- o triciclico, que tiene de 6 a 18 atomos de
carbono. A modo de ejemplo, se pueden citar fenilo (CeHs), bencilo (CsHsCHz), fenetilo (CeHsCH2CH2) tolilo
(CeH4CHs), xililo (CeHs(CHs)2), bencilideno (CeHsCH=CH), benzoilo (CeéHsCO), bifenilo (o difenilo) (Ci2Hg), naftilo
(C1oH7).

Este término arilo debe diferenciarse, en la presente solicitud, de la abreviatura “Ar” representada en la féormula
general anterior o en la féormula (1) definida a continuacién, y que designa especificamente, por un lado un bifenilo o
por otro lado un bifenilo o un naftilo, que pueden estar, cada uno, sustituido por un sustituyente Rs, con R3 tal como



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 662 363 T3

se ha definido anteriormente.

Los alquilos, alquenilos, alquinilos, arilos tal como se definen en la solicitud pueden estar, ademas, sustituidos por
uno o varios sustituyentes seleccionados entre alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, -NHz2, -NHR9, -NRgR'g, -OH, -ORs,
ariloxi, benciloxi (-OCH2CsHs), un heterociclo, aromatico o no, de 5 o 6 miembros que comprende uno o varios
heteroatomos seleccionados entre N, O 0 S.

El término halégeno designa un atomo de fltor, de cloro, de yodo o de bromo.

A modo de ejemplo de catidon organico se podra citar un cation amonio, trialquilamonio o piridinio. A modo de
ejemplo de catiéon metalico, se podra citar un cation sodio (Na*), litio (Li*) o potasio (K*).

En el caso en que Rs y/o Rz designa un catién organico o metalico, el grupo -(CH2)a-P(=0)(ORe)(OR7) podra estar
representado por una de las 3 férmulas siguientes:

-(CH2)n-P(=0)(O- "Catiéon")(OR7), -(CH2)n-P(=0)(ORs)(O' "Catién") o -(CH2)a-P(=0)(O' "Catién")(O- "Cation"),
Implicando la designacién "Catidon" forzosamente una carga positiva.

El término ariloxi designa un radical arilo unido a un 4tomo de oxigeno.

Un heterociclo de 5 miembros, aromatico o no, que comprende uno o varios heteroatomos seleccionados entre N, O
o S designa por ejemplo pirrol, imidazol, furano, pirrolina, pirrolidina, tetrahidrofurano, tiofeno, tetrahidrotiofeno,
pirazol, oxazol, isoxazol, pirazolina, imidazolina, pirazolidina, imidazolidina, dioxolano, tiazol, tiazolidina,
isoxazolidina, triazol, oxadiazol, furazano, tiadiazol, tetrazol.

Un heterociclo de 6 miembros, aromatico o no, que comprende uno o varios heteroatomos seleccionados entre N, O
o S designa por ejemplo piridina, pirano, dihidropirano, piperidina, piridazina, pirimidina, pirazina, oxazina, dioxina,
piperazina, morfolina, dioxano, tiazina, tiomorfolina, oxatiano, ditiano, triazina, trioxano, tiadiazina, ditiazina, tritiano.

De acuerdo con una realizaciéon de la invencion, para los compuestos tal como se han definido anteriormente, el
sustituyente Rs representa un hidrogeno o un heterociclo, aromatico o no, de 5 o 6 miembros que comprende uno o
varios heteroatomos seleccionados entre N, O o S, pudiendo estar dicho heterociclo sustituido por un sustituyente R4
tal como se ha definido anteriormente.

A modo de ejemplo de heterociclo de 5 miembros, se podra citar un pirrol o un imidazol, pudiendo estar dicho pirrol o
imidazol sustituido por un sustituyente R4 seleccionado entre H o -(CH2):-P(=0)(ORes)(OR?7) tal como se ha definido
anteriormente.

De acuerdo con una realizacién mas de la invencion, para los compuestos tal como se han definido anteriormente:

R1 representa hidrégeno, (-NHz2), (-NHRg), (-NR9R's), (-NHCORY9), (-N(CORg)(COR'9)),

R2 representa hidrégeno, bencilo, fenilo,

Z representa hidréogeno, bencilo, fenilo, -(CH2)a-ORs, -(CH2)n1-O-(CH2)n2Rs, -(CH2)a-COORs, -(CH2)n-
P(=0)(ORe)(OR7) con:

n, n1, n2 y n', iguales o diferentes, que representan independientemente entre si un niumero entero iguala 1 o
Rs que representa hidrégeno, etilo, acetilo (-COCHj3), fenilo,

Res y Rz, iguales o diferentes, que representan independientemente entre si hidrogeno, metilo, etilo, un cation
sodio (Na*), un cation litio (Li*),

X representa C=0, SO,
Y representa hidrégeno.

La presente invencion tiene mas particularmente por objeto un compuesto tal como se ha definido anteriormente,
caracterizado por que se selecciona entre el grupo que comprende:

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-4-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-4-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-'-N-imidazol-2-carboxamida,
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- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-N-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-N-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3',-Cs-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-C4-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-C+-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-C+-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-C4-(N+-etoxifosfinilmetil)imidazol-3-carboxamida,
- 7-(fenilmetil)-7H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-(fenilmetil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 7-[(fenilmetoxi)metil]-7H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-[(fenilmetoxi)metil]-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-[2-(acetiloxi)etil]-9H-purin-6-il[ 1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-(2-hidroxietil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 2-[(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacetato de etilo,

- acido 2-[(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacético,

- [(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfonato de dietilo,

- acido [(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfonico, y sus mezclas.

La invencién también se refiere a un compuesto tal como se ha definido anteriormente para su uso como
medicamento, y preferentemente para su uso en el tratamiento del cancer.

La presente invencion también tiene por objeto un compuesto que posee un esqueleto de tipo 6-aminopurina
caracterizado por que presenta la formula (1):

-R
Y\N,X\Alr 3

7 N 6
N
R XOTO:
en la que

R1, R2, R3, X, Y y Z son tal como se han definido anteriormente,

Ar representa un bifenilo o un naftilo, pudiendo estar dicho bifenilo o naftilo sustituido por un sustituyente Rs, con
Rs3 que es tal como se ha definido anteriormente,

estando Rs unido con Ar en posicion orto, meta o para,

estando X unido con Ar en posicidn orto, meta o para,

estando dicho compuesto de formula (l) destinado a un uso en el tratamiento del cancer.

Debe entenderse que el compuesto 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-carboxamida encaja bien en la férmula general (1) tal
como se ha descrito anteriormente y, de acuerdo con la invencién, esta destinado a un uso en el tratamiento del
cancer.

A modo de ejemplos de compuestos de formula (1) que pueden usarse ventajosamente en el tratamiento del cancer,
se podran citar, ademas de los 27 compuestos citados especificamente anteriormente:

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-carboxamida,

- 9H-purin-6-il-naftaleno-1-carboxamida,

- 9H-purin-6-il-naftaleno-2-carboxamida,

- acido (naftaleno-1-carbonilamino-9H-purin-6-il)metilfosfénico,
- acido (naftaleno-2-carbonilamino-9H-purin-6-il)metilfosfénico,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-sulfonamida,

y sus mezclas.

A modo de ejemplos de canceres que pueden ser tratados con ayuda de los compuestos de formula (1), se podran
citar los seleccionados entre:

- tumores sdlidos, tales como tumores de células glandulares, cutaneas, mesenquimatosas, genitales y
neuroldgicas, o

- hemopatias agudas (tales como leucemias mieloblasticas agudas y leucemias linfoblasticas agudas), sindromes
mieloproliferativos crénicos y sindromes linfoproliferativos cronicos (tales como linfomas malignos de Hodgkin o
no Hodgkin), leucemia linfocitica crénica, tricoleucemia y mieloma multiple.
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La invencién también tiene por objeto un compuesto de férmula (I) para un uso tal como se ha definido
anteriormente, y mas particularmente para inhibir al menos una 5’-nucleotidasa seleccionada entre 5'-nucleotidasa
citosolica 1l (cN-Il), 5'-nucleotidasa citosdlica 1A (cN-IA), 5'-nucleotidasa citosdlica IB (cN-IB), 5'-nucleotidasa
citosdlica 1lIA  (cN-IllA), 5'-nucleotidasa citosdlica 1lIB (cN-IlIB), ecto-5'-nucleotidasa (eN, CD73), 5'(3')-
desoxinucleotidasa citosdlica (cdN) o 5'(3')-desoxinucleotidasa mitocondrial (mdN), y en particular 5'-nucleotidasa
citosdlica Il.

De acuerdo con una realizacion de la invencién, al menos un compuesto de féormula (1) podra usarse en asociacion
con al menos un analogo de nucledsido y/o al menos un analogo de nucleobase para potenciar el efecto
antineoplasico de dicho analogo de nucledsido y/o de dicho analogo de nucleobase. De este modo, la invencion se
refiere a un compuesto de férmula (1) para un uso tal como se ha definido anteriormente, caracterizado por que dicho
compuesto de férmula (l) estd asociado con al menos un analogo de nucledsido y/o al menos un analogo de
nucleobase para potenciar el efecto antineopldsico de dicho andlogo de nucledsido y/o de dicho analogo de
nucleobase.

El analogo de nucleésido usado en asociacion con un compuesto de formula (I) podra seleccionarse, por ejemplo,
entre cladribina, fludarabina, clofarabina, citarabina, gemcitabina, nelarabina, floxuridina o pentostatina.

El analogo de nucleobase usado en asociacién con un compuesto de férmula (I) podra seleccionarse, por ejemplo,
entre fluorouracilo, 6-mercaptopurina o 6-tioguanosina.

La invencion también tiene por objeto una composicion que comprende:

- al menos un compuesto de féormula (I) tal como se ha definido anteriormente, en asociacién con:

- al menos un andlogo de nucledsido seleccionado entre cladribina, fludarabina, clofarabina, citarabina,
gemcitabina, nelarabina, floxuridina o pentostatina, y/o

- al menos un analogo de nucleobase seleccionado entre fluorouracilo, 6-mercaptopurina o 6-tioguanosina,

-y opcionalmente al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En lo sucesivo, la expresion “composicion de la invencion” designa la composiciéon tal como se ha definido
anteriormente.

Los compuestos de formula (I) que pueden usarse ventajosamente en una composicion de la invenciéon son, mas
particularmente, los compuestos citados especificamente anteriormente.

La invencion también tiene por objeto la composicidon tal como se ha definido anteriormente para su uso como
medicamento, y preferentemente en el tratamiento del cancer.

Normalmente, la composicién de la invencién, tal como se ha definido anteriormente, podra usarse para una
administracion simultanea, separada o secuencial en el tratamiento del cancer.

Los ejemplos de canceres que pueden tratarse mas particularmente con ayuda de una composicion de la invencion
son los descritos anteriormente, a saber:

- tumores sodlidos, tales como tumores de células glandulares, cutaneas, mesenquimatosas, genitales y
neuroldgicas, o

- hemopatias agudas (tales como leucemias mieloblasticas agudas y leucemias linfoblasticas agudas), sindromes
mieloproliferativos crénicos y sindromes linfoproliferativos cronicos (tales como linfomas malignos de Hodgkin o
no Hodgkin), leucemia linfocitica crénica, tricoleucemia y mieloma multiple.

La forma de las composiciones farmacéuticas, su via de administracion, su dosificacion y su posologia dependen
naturalmente de la gravedad de la patologia, de su estadio de evolucion, de la edad, del sexo, del peso del sujeto a
tratar, etc.

El experto en la materia procurara, por lo tanto, adaptar las dosificaciones en funcién del paciente a tratar.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién pueden formularse para una administracion topica,
oral, sistémica, percutanea, transdérmica, parenteral (a saber, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmica)
u otra. De acuerdo con la via de administracion, la composicion de acuerdo con la invencién puede presentarse en
todas las formas galénicas.

Para una administracion por via oral, la composicién de la invencion puede presentarse en forma de comprimidos,
de capsulas, de grajeas, de jarabes, de suspensiones, de soluciones, de polvos, de granulos, de emulsiones, de
microesferas o nanoesferas o vesiculas lipidicas o poliméricas que permiten una liberacion controlada.
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Para una administracion por via parenteral, la composicion de acuerdo con la invencidon puede presentarse

concretamente en forma de solucién acuosa o de dispersion de tipo locién o suero, y se envasara en forma de

ampollas, de frascos de perfusion etc.

Estas composiciones se preparan de acuerdo con los métodos habituales conocidos por el experto en la materia.

La invencién también se refiere a un compuesto de féormula (1) tal como se ha definido anteriormente, en asociacion

con al menos un compuesto seleccionado entre el grupo que comprende:

- un compuesto de formula (I),

- un andlogo de nucledsido seleccionado entre cladribina, fludarabina, clofarabina, citarabina, gemcitabina,
nelarabina, floxuridina o pentostatina,

- un analogo de nucleobase seleccionado entre fluorouracilo, 6-mercaptopurina o 6-tioguanosina,

y sus mezclas,
para una administracion simultanea, separada o secuencial en el tratamiento del cancer.

La invencién también describe el uso de un compuesto de féormula () para la fabricacién de un medicamento, en
particular un medicamento destinado al tratamiento del cancer.

La invenciéon también describe métodos de tratamiento de un sujeto que padece un cancer, concretamente un
cancer tal como se ha definido anteriormente, que comprende la etapa de administracién a dicho sujeto de una
cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de férmula (1) o de una composicién de la invencion.

Por "cantidad terapéuticamente eficaz" se entiende una cantidad suficiente para tratar y/o detener la progresion de
dicho cancer.

La invencion también describe un procedimiento de preparaciéon de un compuesto de formula (1), caracterizado por
que:

- un compuesto 6-aminopurina de férmula (I1):
NH,
6
87 N N
R XOTC
z27sN7 SNT TR,
(1D
en la que R1, R2 y Z son tal como se han definido anteriormente,
se hace reaccionar con:
- un compuesto de férmula (l11):
R10-Ar-R3 (1)
en la que Ar es un bifenilo o un naftilo, estado dicho bifenilo o naftilo sustituido en uno de sus ciclos por un

sustituyente Rs y en su otro ciclo por un sustituyente Rio,
a saber el compuesto de formula (lll) se representa mediante una de las férmulas a continuacion:

~ ]
SN \\R | Ny
3
AN
‘// R 10/ R3
Rig
Ar = bifenilo o Ar =naftilo

con:

R3 tal como se ha definido anteriormente,
R10 representa -COOR14, -COR11, -SO2R11, con R11 que representa hidrégeno, alquilo, arilo, o halégeno.

Mas particularmente, cuando Ar representa:
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- un bifenilo entonces R1o representa -COOR11 0 -SO2R11,
- un naftilo entonces Rio representa -COR11,

con R11 tal como se ha definido anteriormente.
La invencion se entendera mejor a la luz de los siguientes ejemplos puramente ilustrativos.
Descripcion de las figuras

La figura 1 ilustra el esquema de sintesis general de los compuestos de férmula (1), en la que R1, Rz, X, Y, Z, Ary Rs3
son tal como se han definido anteriormente. El compuesto de férmula (11l) es tal como se ha definido anteriormente.

Las figuras 2 y 3 ejemplifican la preparacion de un compuesto de férmula (1) en la que Ar representa un bifenilo.
Mas particularmente, las figuras 2a y 2b ejemplifican dos posibles vias de sintesis para preparar un compuesto de
férmula (1), en la que el bifenilo esta sustituido en uno de sus ciclos por un sustituyente Rs y en su otro ciclo por un
sustituyente COOR11. En la figura 3, el bifenilo esta sustituido en uno de sus ciclos por un sustituyente Rs y en su
otro ciclo por un sustituyente COOH.

La figura 4 ilustra un procedimiento de preparacion de diferentes compuestos de formula (I) en la que Y = H, X =
(C=0) o SO2, Ar = bifenilo o naftilo opcionalmente sustituido por un sustituyente Rs, con R1, Rz, Z y R3 tal como se
han definido anteriormente.

Mas particularmente, las figuras 4a y 4b ejemplifican la preparaciéon de un compuesto (I) de la invencion en el que Y
=Hy X =(C=0)y Ar = bifenilo.

La figura 4c ejemplifica un procedimiento de preparacion de compuestos (I) en el que Y = H, X = SOz y Ar = bifenilo.
La figura 4d ejemplifica un procedimiento de preparacion de compuestos (1) en el que Y = H, X = (C=0) y Ar = naftilo.
La figura 5 ilustra la supervivencia de ratones B6D2F1 que han recibido células L1210 y tratados con:

- ciclodextrinas solas (m),

- fludarabina (100 mg/kg) (e),

- el compuesto (2) de la invencién solo (3,94 mg/kg) (A) o en asociacion con fludarabina (100 mg/kg) (4),

- el compuesto (2) de la invencion solo (7,89 mg/kg) (#) o en asociacion con fludarabina 100 mg/kg (0).

La figura 6 ilustra el porcentaje de marcado Anexina V para células de pacientes de LLC (figura 6A) y LMA (figura
6B) incubadas en presencia de DMSO, de fludarabina (10 uM), de citarabina (100 uM) o del compuesto (2) de la
invencion (100 puM).

Descripcion detallada de la invencién

Ejemplo 1: ilustracién de 33 compuestos que responden a la férmula (I) definida anteriormente

Las tablas 1 a 4 a continuacion ejemplifican 33 compuestos de férmula (l) sintetizados por los inventores, y
designados respectivamente con (1) a (33) en lo sucesivo.

En los compuestos (1) a (18) de la tabla 1:

Ri =Rz =Y =Z = H, X = (C=0) (carbonilo), Ar = bifenilo, pudiendo dicho bifenilo estar sustituido por un
sustituyente Rs, estando dicho sustituyente Rs seleccionado entre hidrégeno, pirrol o imidazol, estando dicho
imidazol sustituido o no por un sustituyente Ra.

La denominacion quimica de los compuestos (1) a (18) es respectivamente la siguiente:

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-2-carboxamida (1),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida (2),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-carboxamida (3),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-2-carboxamida (4),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-2-carboxamida (5),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-3-carboxamida (6),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-3-carboxamida (7),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-4-carboxamida (8),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-4-carboxamida (9),
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- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-imidazol-2-carboxamida
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-imidazol-2-carboxamida
- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-N-imidazol-3-carboxamida (12),
- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-N-imidazol-3-carboxamida (13),
5 - 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-C4+-imidazol-2-carboxamida (14),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-C4-imidazol-2-carboxamida (15),
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-C4-imidazol-3-carboxamida (16),
- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-C4-imidazol-3-carboxamida (17),
- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-C4-(N+-etoxifosfinilmetil)imidazol-3-carboxamida (18).

10),
),

—~ o~~~

10
La orientacién indicada en la tabla 1 (orto, meta o para) respectivamente para el grupo -NH-(C=0)- y para el grupo
Rs se refiere a la posicidon de cada uno de estos grupos con respecto al bifenilo.
Tabla 1
-NH-(C=0)- orientacion Rs/orientacion R4 Compuestos () numero
orto -H / (1)
meta -H / (2)
para -H / 3)
orto A meta / (4)
N —
orto S para / (5)
_N /
meta S meta / (6)
_N /
meta = para / (7)
T —
para S5 meta / (8)
para == para / 9)
orto /=N meta / (10)
N —
orto /=N para / (11)
N —
meta /=N  meta / (12)
_N _
meta /N para / (13)
orto 4(/\NR4 meta -H (14)
g
orto 4(/\NR4 para -H (15)
=
meta 4(/\NR4 meta -H (16)
=
meta 4</\NR4 para -H (17)
-
meta 4(/\NR4 meta | -CH2-P(=0)(ONa)(OEt) (18)
e
15

En los compuestos (19) a (28) de la tabla 2:
R1 =Rz =Y=H, X= (C=0) (carbonilo), Ar = bifenilo no sustituido.
20 La denominacion quimica de los compuestos (19) a (28) es, respectivamente, la siguiente:

- 7-(fenilmetil)-7 H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida (19),
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- 9-(fenilmetil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida (20),

- 7-[(fenilmetoxi)metil]-7H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida (21),

- 9-[(fenilmetoxi)metil]-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida (22),

- 9-[2-(acetiloxi)etil]-9H-purin-6-il[ 1,1'-bifenil]-3-carboxamida (23),

- 9-(2-hidroxietil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida (24),

- 2-[(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacetato de etilo (25),

- acido 2-[(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacético (26),

- [(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfonato de dietilo (27),
- acido [(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfonico (28).

La orientacion del grupo -NH-(C=0)- indicada (orto, meta o para) se refiere a la posicion de dicho grupo con respecto
al bifenilo.

Tabla 2

Z -NH-(C=0)- orientaciéon | Compuestos (I) nimero
-CHz2Ph (N7) meta (19)
-CHzPh (No) meta (20)
-CH2-O-CH2Ph (N7) meta (21)
-CH2-O-CH2Ph (Ng) meta (22)
-(CH2)2-O-AC (N9) meta (23)
-(CH2)2-OH (Ng) meta (24)
-CH2-COOEt (Ng) meta (25)
-CH2-COOH (No) meta (26)
-CH2-P(=0O)(OEt)2 (N9) meta (27)
-CH2-P(=0)(OH)2 (N9) meta (28)

N7 o Ng indican la posicién del sustituyente Z en el nitrégeno respectivamente en posiciéon 7 o 9 del compuesto
aminopurina (1).

En los compuestos (29) a (32) de la tabla 3:

R1=Rz2=Y =H, X= (C=0) (carbonilo), Ar = naftilo no sustituido.
La definicion de Z se indica en la tabla 3 para cada uno de los compuestos (29) a (32).
La denominacién quimica de los compuestos (29) a (32) es respectivamente la siguiente:
- 9H-purin-6-il-naftaleno-1-carboxamida (29),
- 9H-purin-6-il-naftaleno-2-carboxamida (30),
- acido (naftaleno-1-carbonilamino-9H-purin-6-il)metilfosfénico (31),

- acido (naftaleno-2-carbonilamino-9H-purin-6-il)metilfosfénico (32).

La orientaciéon del grupo -NH-(C=0)- indicada (1 o 2) en la tabla 3 se refiere a la posicién de dicho grupo con
respecto al naftilo.

Tabla 3
Z -NH-(C=0)-, orientaciéon | Compuestos (I) nimero
H 1 (29)
H 2 (30)
-CH2-P(=0)(OH)2 (Ng) 1 (31)
-CH2-P(=0)(OH)2 (Ng) 2 (32)
En el compuesto (33) de la tabla 4:
R1=R2=Y=H, X= (SOz) (sulfonilo), Ar = bifenilo no sustituido.
La denominacién quimica del compuesto (33) es la siguiente:
- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4-sulfonamida (33).
Tabla 4
Z | -NH-(SO2)-, orientacién | Compuesto (I) numero
H para (33)

La orientacion del grupo -NH-(SOz2)- indicada (para) en la tabla 4 se refiere a la posicién de dicho grupo con respecto
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al bifenilo.

Ejemplo 2: sintesis de compuestos de férmula (1)

La figura 1 es un esquema de sintesis que resume y generaliza el conjunto de las etapas descritas a continuacion.

Sintesis de los compuestos de formula (1) en la que Y = H, X = (C=0) o SO 2, Ar = bifenilo o naftilo opcionalmente
sustituido por un sustituyente Rs.

1) Preparacion del compuestos bifenilo de formula (Ill) en el que R10= COOR11 (figura 2a y 2b).

En funcién de la definicion de los sustituyentes Rs o Rio, el experto en la materia adaptara las condiciones
experimentales descritas a continuacion.
Sintesis del compuesto (lll) en el que Ar = bifenilo (figura 2a)

En un matraz de fondo redondo de tres bocas se afiaden, en atmdsfera de argon, Pd(PPhas)s (tetrakis trifenilfosfina
paladio) (0,1 eq.), DMF (dimetilformamida) y bromuro de fenilo sustituido por un Rs (1 eq.) (figura 2a).

A continuacién se afiaden sucesivamente carbonato de potasio K2COs (3 eq.) y el derivado bencenoborénico
etoxicarbonilo correspondiente (1,7 eq.). La mezcla se agita en argén a 100 °C, hasta que la cromatografia en capa
fina (TLC) revela que el producto de partida se ha consumido. La mezcla se enfria a temperatura ambiente, se diluye
con agua y el producto se extrae con acetato de etilo (EtOAc). Las fases organicas combinadas se lavan con
salmuera, se secan sobre sulfato de sodio (Na2S0Q4) y se filtran. El disolvente se elimina al vacio y el residuo se
purifica por cromatografia en columna de gel de silice, se eluye, por ejemplo, con una mezcla de
diclorometano/metanol (DCM/MeOH: 100/0 a 95/5) para dar el compuesto éster metilico o éster etilico esperado (1)
en forma de un aceite (figura 2a).

Sintesis del compuesto (lIl) en el que Ar = bifenilo (figura 2b)

En un matraz de fondo redondo de tres bocas se afaden, en atmdsfera de argén, Pdz(dba)s
(tris(dibencilidenoacetona)dipaladio) (0,1 eq.), DMF (dimetilformamida) y bromuro de benzoato de metilo o de etilo (1
eq.) (figura 2b).

A continuacion se afiaden sucesivamente carbonato de potasio K2COs (3 eq.) y el derivado bencenoborénico
sustituido por un Rs (1,2 eq.). La mezcla se agita en argon a 100 °C, hasta que la cromatografia en capa fina (TLC)
revela que el producto de partida se ha consumido. La mezcla se enfria a temperatura ambiente, se diluye con agua,
se neutraliza por adicién de una solucién de acido clorhidrico (1 M) y el producto se extrae con acetato de etilo
(EtOACc). Las fases organicas combinadas se lavan con salmuera, se secan sobre sulfato de sodio (Na2S0Oa) y se
filtran. El disolvente se elimina al vacio y el residuo se purifica por cromatografia en columna de gel de silice, se
eluye, por ejemplo, con una mezcla de éter de petroleo/diclorometano (EP/DCM: 100/0 a 20/80) para dar el
compuesto éster metilico o éster etilico esperado (Ill) en forma de un aceite (figura 2b).

2) Preparacién del compuesto bifenilo (Il) en el que R10= COOH (figura 3).

A una solucién o suspension del compuesto éster metilico o etilico (Ill) tal como se obtuvo en la etapa anterior (punto
1) anteriormente) en una mezcla de 1,4-dioxano/etanol (2/1, v/v) se le afiade gota a gota una solucién de hidroxido
de sodio (NaOH 2 M) en agua. La mezcla se agita a 50 °C hasta que la TLC revela la finalizacién de la reaccion. A
continuacion, se afiade una solucion acuosa de acido clorhidrico (HCI 1 M) hasta que el pH sea igual a 3 y la mezcla
se extrae con EtOAc. Las fases organicas combinadas se lavan con salmuera, se secan sobre Na2SOs y se filtran. El
disolvente se elimina al vacio y el residuo se purifica por cromatografia en columna de gel de silice, se eluye, por
ejemplo, con DCM/MeOH (100/0 a 90/10) para dar el compuesto acido carboxilico esperado (lll) en forma de un
polvo blanco (figura 3).

3) Preparacion de un compuesto de formula (1) en la que Y= H, X = CO y Ar = bifenilo (figura 4a y 4b).

En funcion de la definicidon de los sustituyentes R+, Rz, Z y Rs, el experto en la materia seleccionara los productos de
partida y adaptara, si fuera necesario, las condiciones experimentales descritas a continuacion.

Sintesis del compuesto (1) tal como se ejemplifica en la figura 4a

A una solucién en agitacion del compuesto acido carboxilico (lll) (1 eq.) tal como se obtuvo en la etapa anterior
(punto 2) anteriormente) en DMF a temperatura ambiente, se le afade un reactivo de acoplamiento apropiado, como
por ejemplo una mezcla de diimidazol carbonilo/dimetilaminopiridina (CDI (2 eq.)/DMAP (0,2 eq.)). Después de 5
minutos, se afiade el derivado 2-aminopurina (2 eq.) de formula (II) y la mezcla se agita a 100 °C hasta el final de la
reaccion. A continuacion, el disolvente se elimina al vacio y el residuo se purifica por cromatografia en columna de
gel de silice, se eluye, por ejemplo, con una mezcla DCM/MeOH (100/0 a 90/10) para dar el compuesto de formula
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(I) de la invencion con Y=H y X = CO (figura 4a).

Sintesis del compuesto (I) tal como se ejemplifica en la figura 4b

A una soluciéon en agitacion de un derivado 2-aminopurina (1,25 eq.) de férmula (Il) en piridina a temperatura
ambiente, se le afade el compuesto cloruro de acido (lll) comercial deseado (1 eq.). La mezcla de reaccion se agita
a 100 °C hasta el final de la reaccion. A continuacion, el disolvente se elimina al vacio y el residuo se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice, se eluye, por ejemplo, con DCM/MeOH (100/0 a 90/10) para dar el
compuesto (I°) esperado (figura 4b).

4) Preparacion de un compuesto de férmula (1) en la que Y= H, X = SO2y Ar = bifenilo (figura 4c)

A una soluciéon en agitacion de un derivado 2-aminopurina (1,25 eq.) de férmula (Il) en piridina a temperatura
ambiente, se le afiade el compuesto cloruro de sulfurilo (lll) comercial deseado (1 eq.). La mezcla de reaccién se
agita a 100 °C hasta el final de la reaccion. A continuacion, el disolvente se elimina al vacio y el residuo se purifica
por cromatografia en columna de gel de silice, se eluye, por ejemplo, con DCM/MeOH (100/0 a 90/10) para dar el
compuesto (I°) esperado (figura 4c).

5) Preparacién de un compuesto de férmula (1) en la que Y= H, X = CO vy Ar = naftilo (figura 4d)

A una soluciéon en agitacion de un derivado 2-aminopurina (1,25 eq.) de férmula (Il) en piridina a temperatura
ambiente, se le afiade el compuesto comercial cloruro de acido (lll) (con Ar = naftilo, véase la figura 4d) deseado (1
eq.). La mezcla de reaccion se agita a 100 °C hasta el final de la reaccion. A continuacion, el disolvente se elimina al
vacio y el residuo se purifica por cromatografia en columna de gel de silice, se eluye, por ejemplo, con DCM/MeOH
(100/0 a 90/10) para dar el compuesto (I°) esperado (figura 4d).

Ejemplo 3: determinacion de las propiedades inhibidoras y de las actividades citotéxicas de los compuestos
() de la invencion

Las propiedades inhibidoras de los compuestos (I) de la invencién se determinaron frente a la enzima diana
recombinante purificada cN-II (determinacion de la inhibicion de la actividad 5'-nucleotidasica).

Las actividades citotoxicas de los compuestos de la invencién se evaluaron en diferentes lineas celulares tumorales
(determinacion de la Clso).

Una seleccion de estos datos biolégicos se presenta a continuacion y se refiere a los compuestos de la invencion (1)
para los cuales una actividad inhibidora se ha medido in vitro pero también en cultivo celular: efecto citotoxico y/o
efecto de sinergia con una de las moléculas antineoplasicas seleccionadas entre cladribina, fludarabina, clofarabina,
citarabina, gemcitabina, nelarabina, floxuridina o pentostatina (a saber, analogos de nucleésidos).

Las abreviaturas usadas significan:

cN-Il: 5'-nucleotidasa citosoélica I,

RL: Linea celular de linfoma folicular humano usada para los ensayos de citotoxicidad (otras lineas tales como
CCRF-CEM y MDA-MB-231 también se ensayaron para ciertos compuestos (I) de la invencién),

Sinergia de MTT: ensayo de evaluacion de la sinergia de inhibicion de la supervivencia celular entre los
compuestos (I) de la invencion inhibidores de cN-Il y el agente antineoplasico conocido (a saber, un analogo de
nucledsidos citotoxico seleccionado entre cladribina, fludarabina, clofarabina, citarabina, gemcitabina, nelarabina,
floxuridina o pentostatina).

El ensayo de MTT descrito a continuacion permite evaluar si el efecto es de naturaleza:
1) “aditiva”; efectos independientes de los compuestos (I) de la invencién (inhibidores de la cN-Il) y de los
antineoplasicos conocidos,
2) “antagonista”: efectos opuestos a los compuestos () de la invencién y a los antineoplasicos conocidos;
3) “sinérgica”: efecto potenciador de los antineoplasicos conocidos por el compuesto (1) de la invencion, inhibidor
de cN-II.

Es este tercer punto (efecto sinérgico) que se investiga en lo sucesivo.

Procedimiento experimental del ensayo de inhibiciéon de |la cN-II:

La actividad de la cN-ll se mide in vitro siguiendo la aparicion del fosfato inorganico producido durante la reaccion
enzimatica. La enzima recombinante y purificada cN-Il se usa en presencia de su sustrato preferencial, la inosina 5'-
monofosfato (IMP). Durante la reaccion de hidrdlisis, se producen inosina y fosfato inorganico a partir de IMP. Este
fosfato se dosifica a continuacion mediante un método colorimétrico usando verde malaquita (kit comercializado por
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la compafiia Gentaur): la lectura de absorbancia a 630 nm permite cuantificar el fosfato inorganico.

El mismo experimento se efectia en presencia de los compuestos (1) de la invencion, inhibidores de 5'-nucleotidasas
(intervalo de concentraciones de 0 a 2 mM). Este ensayo de cribado “amplio” permite determinar el porcentaje de
inhibicion de cN-Il por los compuestos (l) en el intervalo de concentraciones estudiadas.

Condiciones experimentales:

Los reactivos usados son: tampon imidazol 50 mM, pH = 6,5, NaCl 500 mM y MgCl2 10 mM. La concentracién de
enzima (cN-Il) es de 0,1 uM y la de IMP de 100 uM.

Se realiza una incubacién a 37 °C durante de 2 a 5 minutos y a continuacion se detiene mediante la adicion del
reactivo Verde malaquita que contiene un acido fuerte. Un intervalo de concentracion de fosfato se realiza en
paralelo para la cuantificacién del fosfato producido durante la reaccién.

Para los compuestos de la invencion que demostraron una inhibicién fuerte con este primer ensayo, un segundo
ensayo de inhibicién se realiza mediante la medida de la cinética enzimatica. Este ensayo mas largo permite
caracterizar el modo de inhibicion y determinar la constante de inhibicién (Ki).

Procedimiento experimental del ensayo “sinergia de MTT”:

Para los ensayos de sinergia entre los compuestos (l) inhibidores de cN-Il y los analogos de nucledsidos citotdxicos,
las células se siembran en placas de 96 pocillos que contienen concentraciones variadas del inhibidor (I) solo, del
analogo de nucledsido solo o de una mezcla de los dos compuestos a una relacidon constante (cercana a la relacion
de las Clso para cada compuesto solo). Después de 72 h de incubacion, las células vivas se cuantifican con ayuda
del reactivo MTT.

La concentracion inhibidora 50 (Clso) y el indice de combinacién (ICes) se calculan con el software CompuSyn
software 1.0 (ComboSyn, Inc., EE. UU.).

La Clso corresponde a la concentracion de un compuesto que permite una supervivencia del 50 % de las células.

El ICos se calcula de acuerdo con el método de Chou y Talalay? con una férmula que tiene en cuenta las
concentraciones de los dos compuestos y la fraccion asignada a estas concentraciones (es decir, las células
muertas). Valores de ICgs inferiores a 0,9 indican una sinergia entre los dos compuestos, valores comprendidos entre
0,9 y 1,1 indican una aditividad, y valores superiores a 1.1 indican un antagonismo de acuerdo con los habitos de la
bibliografia* y el manual del software (Users guide Compusyn). Este método es el método de referencia en la
evaluacion de las interacciones entre moléculas 3 56:7,

La tabla 5 a continuacién agrupa el conjunto de los datos experimentales obtenidos sobre la actividad inhibidora de
una veintena de compuestos de féormula (l) de la invencion.

Tabla 5
Comp.(l) Inhibicién de cN- Ki Fuerza de inhibicion Linea cancerosa RL
ensayados Il in vitro (200 (mM) (Fuerte/Media/débil) Clso sinergia de MTT
(N°) pM) (nM)
(D) 174/-5 % n.d.* d/70 % deinh.a 1 mM 165 Aditivo con cladribina
(5) 87 +/-3 % n.d. F 51 Aditivo con cladribina
(4) 69 +/-9 n.a. F 25 Aditivo con cladribina
(11) 0% n.d. d/42 % de inh. a 0.8 mM 51 Antagonista con cladribina
y clofarabina Aditivo con
fludarabina
(15) 0% n.d. d/58 % de inh. 2 0.8 mM 107 n.d.
(10) 13 % n.d. d/25 % de inh. 2 0.8 mM 168+/- n.d.
56
(14) 7-40 % n.d. d/no reproducible 215 +/- n.d.
13
(6) 56+/-13 % 1.53 F 11+/-4 | Antagonista con cladribina,
clofarabina, fludarabina
(8] 28 % n.d. M nd n.d.
(2) 60+/-5 % 0.8 F/competitiva 25 Sinergia con cladribina y
clofarabina
(13) 10 % n.d. d 203 n.d.
(12) 39+/-11 % n.d. d 34 Sinergia con cladribina y
clofarabina Antagonista con
fludarabina

13



10

15

20

25

30

35

ES 2 662 363 T3

Comp.(l) Inhibicién de cN- Ki Fuerza de inhibicion Linea cancerosa RL
ensayados Il in vitro (200 (mM (Fuerte/Media/débil) Clso sinergia de MTT
(N°) pM) (nM)
(16) 474112 % n.d. d 53 Sinergia con clofarabina
Antagonista con fludarabina
17) 21 +/-10 % n.d. d 5 Sinergia con clofarabina
Antagonista con fludarabina
(19) 68 +/-15 % n.d. F 60 Sinergia con cladribina y
fludarabina
(20) 58 +/-19 % n.d. F 51 Antagonista con cladribina
y clofarabina Sinergia con
fludarabina
(22) 43+/-7 % n.d. M 188 +/- n.d.
33
(21) 50 +/-2 % n.d. M 36 +/- Sinergia con cladribina y
5 clofarabina Aditivo con
fludarabina
(3) 60 +/-5 % 0.8 F/competitiva 128 n.d.
(9) 0% n.d. Sin efecto/Insoluble 98 Sinergia con cladribina
Antagonista con fludarabina
(29) 40+/-10 % n.d. M 130 n.d.
(30) 35+/-10 % n.d. M 58 n.d.
(31) 10 % n.d. d 250 n.d.
(32) 10 % n.d. d 145 n.d.
(33) 70+/-5 % n.d. F 195 n.d.
*n.d.: no determinado; n.a.: no aplicable ya que el compuesto es insoluble en el tampdn de reaccion.

Conclusién

Los compuestos (2), (9), (12), (16), (17), (19), (20) y (21) muestran un efecto sinérgico con al menos uno de los tres
agentes antineoplasicos de la técnica anterior.

Los compuestos (2), (4), (6), (12), (17) y (21) muestran también una actividad citotdxica intrinseca en el modelo
celular usado con Clso del orden de varios micromoles a varias decenas de micromoles.

Ejemplo 4: evaluacion de la actividad antitumoral in vivo y citotoxica ex vivo de un compuesto de la

invencion

Las propiedades antitumorales del compuesto (2) de la invencion, a saber 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,
se determinaron en un modelo sinérgico de tumor intraperitoneal en raton.

Procedimiento experimental de la evaluacion in vivo:

Para obtener soluciones del compuesto (2) a concentraciones compatibles con las evaluaciones in vivo, el
compuesto (2) se disuelve a 10 mM con ayuda de 2,6-diO-metil-beta-ciclodextrinas. Se inyectan células de leucemia
murina L1210 (1 millén) en la cavidad intraperitoneal de raton B6D2F1 (tres ratones por grupo) de cuatro semanas
de edad a dia 1, y los ratones se tratan los dias 2, 4, 7, 9 y 11 con fludarabina (100 mg/kg), el compuesto (2) (7,89
mg/kg o 3,94 mg/kg), una asociacion de fludarabina y del compuesto (2) o una solucién de ciclodextrinas solas. La
supervivencia de los ratones se usa como punto final del experimento (véase la figura 5).

Conclusién:

Un aumento de la dosis del compuesto (2) de 3,94 a 7,89 mg/kg permite prolongar la supervivencia de los ratones,
indicando un efecto de la dosis en este intervalo.

La asociacion entre el compuesto (2), en particular a 7,89 mg/kg, y la fludarabina a 100 mg/kg permite prolongar la
supervivencia de los ratones con respecto a la fludarabina sola, indicando un efecto potenciador de esta asociacion.

Procedimiento experimental de la evaluacién ex vivo:

Se recuperd sangre periférica de pacientes aquejados de leucemia linfoblstica crénica (LLC) o de leucemia
mieloide aguda (LMA) en tubos heparinizados. Después de la lisis de los glébulos rojos, la sangre se incuba durante
24 horas en presencia de DMSO, de fludarabina 10 uM, de citarabina 100 uM o del compuesto de la invencion (2)
100 uM antes de la determinacién de la induccion de la apoptosis y de la muerte celular con los marcadores Anexina
V y yoduro de propidio por citometria de flujo. Las células que han experimentado un efecto de las incubaciones
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estan marcadas con Anexina V sola o con yoduro de propidio (véase la figura 6).

Conclusién:

Todas las muestras de LLC son mas sensibles a una incubacion de 100 uM del compuesto (2) de la invencion que a
una incubacion de 10 uM de fludarabina (65,3 % frente a 45,8 %), lo que indica una buena citotoxicidad del

compuesto (2) para estas células.

Para las muestras de LMA, dos de cinco son mas sensibles a 100 uM del compuesto (2) que a 100 uM de citarabina,
con una media en las cinco muestras en favor de la citarabina (44,5 % frente a 38,6 %).

CONCLUSION GENERAL

La originalidad de la invencion se basa en la naturaleza de la diana farmacoldgica (citosélica y no membranaria).
Actualmente no se describe ninguin inhibidor de la 5'-nucleotidasa intracelular (citosélica) en el tratamiento de
patologias humanas.

La asociacion inédita de los compuestos de la invencion, inhibidores de 5'-nucleotidasas, y en particular de cN-Il, a
analogos de nucledsidos citotoxicos conocidos actualmente, permite aumentar la eficacia de esta clase
medicamentosa mediante varios mecanismos: (1) mediante la inhibiciéon intrinseca de cN-Il que induce un
mecanismo de apoptosis; (2) aumentando la concentracion intracelular de las formas fosforiladas (nucleotidicas) del
analogo nucleosidico, formas responsables de su actividad antiproliferativa; (3) permitiendo responder a ciertos
mecanismos de resistencia celular asociados a la sobreexpresion de la cN-II.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que posee un esqueleto de tipo 6-aminopurina, caracterizado por que presenta la férmula:
N
9

N
R—S(IL
2 IS

2
N” R,

-R
Y- ,X\Ar 3
N

en la que

R1 y Rz, iguales o diferentes, representan independientemente entre si hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo,
arilo, acilo (-CORg), amino (-NH2), alquilamino (-NHR9), dialquilamino (-NRgR's), acilamino (-NHCORy),
diacilamino (-N(CORg)(COR'9)), trifluorometilo (-CF3), halégeno, hidroxilo (-OH), alcoxi (-OR9), tio (-SH), tioalquilo
(-SR9),

con Re y R'9, iguales o diferentes, que representan independientemente entre si alquilo, alquenilo, alquinilo,
arilo,

Z se sitla en una u otra de las posiciones N7 o Ng de la purina, y representa hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, -CORg, halégeno, -(CH2)n-ORs, -(CH2)n1-O-(CH2)n2Rs, -(CH2)n,-COORs, -(CH2)a-P(=0)(ORe)(ORy),
con:

n, n1y nz, iguales o diferentes, que representan independientemente entre si un numero entero que vade 1 a
10 y n' un nimero entero que va de 0 a 10,

Rs que representa hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, -CORg,

Rs y Rz, iguales o diferentes, que representan independientemente entre si hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, -CORg, un catién organico o metalico,

X representa un radical divalente seleccionado entre C=0, C=S, C=NRs o0 SO, con:
Rs que representa hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, -OH, -ORg,

Y tiene el mismo significado que Rs,

Ar representa un bifenilo que puede estar sustituido por un sustituyente Rs,

R3 representa hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, -NHz2, -NHRg, -NReR's, -OH, -OR9, ariloxi, benciloxi (-
OCH:2CsHs); un heterociclo aromatico o no de 5 o 6 miembros que comprende uno o varios heteroatomos
seleccionados entre N, O o S, pudiendo estar dicho heterociclo de 5 o 6 miembros también sustituido por un
sustituyente R4 con:

R4 que representa hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, -CORg, -(CH2)a-ORs, -(CH2)n1-O-(CH2)n2Rs, -
(CH2)r-COORs, -(CH2).-P(=0)(ORsRy7),

estando Rz unido con Ar en posicién orto, meta o para,
estando X unido con Ar en posicion orto, meta o para,
con la excepcién del compuesto 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-carboxamida.

2. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el sustituyente Rs representa un hidrégeno
o un heterociclo, aromatico o no, de 5 o 6 miembros que comprende uno o varios heteroatomos seleccionados entre
N, O 0 S, pudiendo estar dicho heterociclo sustituido por un sustituyente R4 tal como se define en la reivindicacion 1.

3. Compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que el heterociclo de 5 miembros
representa un pirrol o un imidazol, pudiendo estar dicho pirrol o imidazol sustituido por un sustituyente Ra
seleccionado entre hidrogeno o -(CH2)a-P(=0)(ORs)(OR7) tal como se define en la reivindicacién 1.

4. Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que:
R1 representa hidrégeno, (-NHz2), (-NHRg), (-NR9R's), (-NHCORY9), (-N(CORg)(COR'9)),
R2 representa hidrégeno, bencilo, fenilo,
Z representa hidrégeno, bencilo, fenilo, -(CH2)a-ORs, -(CH2)n1-O-(CH2)n2Rs, -(CH2)a-COORs, -(CH2)n-
P(=0)(ORe)(OR7) con:

n, n1, n2 y n', iguales o diferentes, que representan independientemente entre si un niumero entero iguala 1 o
2,
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Rs que representa hidrégeno, etilo, acetilo (-COCH3), fenilo,

Rs y R7, iguales o diferentes, que representan independientemente entre si hidrégeno, metilo, etilo, un catién

sodio (Na*), un cation litio (Li*),

X representa C=0, SOz,
Y representa hidrogeno.

5. Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que se selecciona

entre el grupo que comprende:

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-4-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-4-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-N-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-N-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3 '-N-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-C+-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-C4-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-C4-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-C4-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'- C4-(N-etoxifosfinilmetilimidazol-3-carboxamida,
- 7-(fenilmetil)-7 H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-(fenilmetil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 7-[(fenilmetoxi)metil]-7H-purin-6-il[1, 1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-[(fenilmetoxi)metil]-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-[2-(acetiloxi)etil]-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-(2-hidroxietil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 2-[(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacetato de etilo,

- acido 2-[(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacético,

- [(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-illmetilfosfonato de dietilo,
- acido [(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfénico, y sus mezclas.

6. Compuesto que posee un esqueleto de tipo 6-aminopurina, caracterizado por que presenta la férmula (1):

Y\N’X\AFIRS
N 6N
R~ C>)<
Z7 N7 SNTOR, (1)

en la que

R1, R2, R3, X, Y y Z son tal como se definen en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,

Ar representa un bifenilo o un naftilo, pudiendo estar dicho bifenilo o naftilo sustituido por un sustituyente Rs,

estando Rs unido con Ar en posicion orto, meta o para,
estando X unido con Ar en posicidn orto, meta o para,
estando dicho compuesto destinado a un uso en el tratamiento del cancer.

7. Compuesto de formula (1) para un uso de acuerdo con la reivindicaciéon 6, caracterizado por que se selecciona

entre el grupo que comprende:

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-2-carboxamida,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-carboxamida,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-2-carboxamida,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-2-carboxamida,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-3-carboxamida,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-3-carboxamida,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-4-carboxamida,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-4-carboxamida,

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 662 363 T3

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-N-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-C4-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-C4-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-C4-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-C4-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-C4-(N1-etoxifosfinilmetil)imidazol-3-carboxamida,
- 7-(fenilmetil)-7 H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-(fenilmetil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 7-[(fenilmetoxi)metil]-7H-purin-6-il[1, 1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-[(fenilmetoxi)metil]-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-[2-(acetiloxi)etil]-9H-purin-6-il[ 1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-(2-hidroxietil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 2-[(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacetato de etilo,

- acido 2-[(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacético,

- [(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfonato de dietilo,
- acido [(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfénico,
- 9H-purin-6-il-naftaleno-1-carboxamida,

- 9H-purin-6-il-naftaleno-2-carboxamida,

- &cido (naftaleno-1-carbonilamino-9H-purin-6-il)metilfosfénico,

- acido (naftaleno-2-carbonilamino-9H-purin-6-il)metilfosfénico,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-sulfonamida,

y sus mezclas.

8. Compuesto de féormula (I) para un uso de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, para inhibir al menos una 5'-
nucleotidasa seleccionada entre 5'-nucleotidasa citosdlica 1l (cN-ll), 5'-nucleotidasa citosélica IA (cN-IA), 5'-
nucleotidasa citosdlica IB (cN-IB), 5'-nucleotidasa citosdlica 1l1IA (cN-IlIA), 5'-nucleotidasa citosdlica IlIB (cN-IlIB),
ecto-5'-nucleotidasa (eN, CD73), 5'(3')-desoxinucleotidasa citosdlica (cdN) o 5'(3')-desoxinucleotidasa mitocondrial
(mdN).

9. Compuesto de férmula (l) para un uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, caracterizado
por que esta asociado con al menos un andlogo de nucledsido y/o al menos un andlogo de nucleobase para
potenciar el efecto antineoplasico de dicho analogo de nucledsido y/o de nucleobase.

10. Compuesto de férmula (1) para un uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que:

11.

- el analogo de nucledsido se selecciona entre cladribina, fludarabina, clofarabina, citarabina, gemcitabina,
nelarabina, floxuridina o pentostatina,

- el andlogo de nucleobase se selecciona entre fluorouracilo, 6-mercaptopurina o 6-tioguanosina.

Composicion que comprende:

- al menos un compuesto de formula (1):

-R
Y\N’X\Ar 3

7 6

8 N N

RO e
z79oNTNTR
(Y

en la que

R1, Rz, Rs, X, Y y Z son tal como se definen en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,

Ar representa un bifenilo o un naftilo, pudiendo estar dicho bifenilo o naftilo sustituido por un sustituyente Rs,

estando R3 unido con Ar en posicién orto, meta o para,

estando X unido con Ar en posicién orto, meta o para,
en asociacion con:

- al menos un analogo de nucledsido seleccionado entre cladribina, fludarabina, clofarabina, citarabina,

gemcitabina, nelarabina, floxuridina o pentostatina, y/o
- al menos un analogo de nucleobase seleccionado entre fluorouracilo, 6-mercaptopurina o 6-tioguanosina,
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- y opcionalmente al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

12. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que el compuesto de férmula (I) se selecciona entre el
grupo que comprende:

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-pirrol-4-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-pirrol-4-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3'-N-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-N-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-N-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-C4-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-4'-C4-imidazol-2-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1"-bifenil]-3'-C4-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-C4-imidazol-3-carboxamida,

- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4'-C4-(N+-etoxifosfinilmetil)imidazol-3-carboxamida,
- 7-(fenilmetil)-7H-purin-6-il[1, 1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-(fenilmetil)-9QH-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 7-[(fenilmetoxi)metil]-7 H-purin-6-il[ 1, 1'-bifenil]-3-carboxamida,
- 9-[(fenilmetoxi)metil]-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,
- 9-[2-(acetiloxi)etil]-9H-purin-6-il[ 1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 9-(2-hidroxietil)-9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-3-carboxamida,

- 2-[(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacetato de etilo,
- acido 2-[(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-ilJacético,

- [(1,1"-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfonato de dietilo,
- acido [(1,1'-bifenil)-3-carbonilamino-9H-purin-6-iljmetilfosfénico,
- 9H-purin-6-il-naftaleno-1-carboxamida,

- 9H-purin-6-il-naftaleno-2-carboxamida,

- acido (naftaleno-1-carbonilamino-9H-purin-6-il)metilfosfénico,
- &cido (naftaleno-2-carbonilamino-9H-purin-6-il)metilfosfénico,
- 9H-purin-6-il[1,1'-bifenil]-4-sulfonamida,

y sus mezclas.
13. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12 para su uso como medicamento.
14. Composicién para un uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el tratamiento del cancer.

15. Composicion para un uso de acuerdo con la reivindicacion 13 o 14, para una administracién simultanea,
separada o secuencial en el tratamiento del cancer.

16. Compuesto de férmula (I) para un uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7 o composicién para un uso de
acuerdo con la reivindicacién 14 o 15, en la que el cancer se selecciona entre:

- tumores solidos, o

- hemopatias agudas, sindromes mieloproliferativos crénicos y sindromes linfoproliferativos crénicos, leucemia
linfocitica crénica, tricoleucemia y mieloma multiple.
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Figura 5
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