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DESCRIPCION
Inhibidores de leucemia inv(16)
Antecedentes

Factor de union al centro. Los factores de unién al centro (CBF) son factores de transcripcion heterodiméricos que
consisten en una subunidad CBFa que se une al ADN (Runx1, Runx2 o Runx3) y una subunidad CBFf que no se une
al ADN. La interrupcién homocigota de Runx1 o Cbfb en los ratones produce letalidad embrionaria a mitad de la
gestacién y un bloqueo profundo de la hematopoyesis definitiva (Okuda, van Deursen et al. 1996; Sasaki, Yagi et al.
1996; Wang, Stacy et al. 1996; Wang, Stacy et al. 1996), y se confirma que estas dos proteinas son esenciales para
la hematopoyesis adecuada. Los embriones carecen de células progenitoras hematopoyéticas definitivas, eritrocitos
enucleados y células de linaje mieloide maduras debido a la incapacidad de las células madre hematopoyéticas de
emerger del endostio el dia E10.5. Los embriones deficientes en Runx1 carecen de actividad de células madre
hematopoyéticas (CMH) trasplantables, el linaje a partir del cual se desarrollan todos los linajes diferenciados con la
excepcion de los eritrocitos, y se confirma que el CBF es un regulador critico de la funcion de las células madre
hematopoyéticas (Cai, de Bruijn et al. 2000).

Los estudios con ratones de los efectos de dosificacion de Runx? y Cbfb en la hematopoyesis muestran efectos
significativos con cambios modestos, incluso, en el nivel de cualquiera de las proteinas. Cambios del doble en la
dosificacién de Runx1 afectan el momento de la aparicién de células madre hematopoyéticas en el embridn y el nimero
de células progenitoras comprometidas en el embridn y en el adulto (Cai, de Bruijn et al. 2000; North, de Bruijn et al.
2002; Lacaud, Kouskoff et al. 2004). Estos estudios sugieren que la dosis de Runx1 afecta al equilibrio entre las células
madre hematopoyéticas y las células progenitoras comprometidas en el embrion. De acuerdo con esto, la alteracién
de la dosificacién de RUNX en los humanos esta asociada a la enfermedad. El trastorno plaquetario familiar con
propensién a desarrollar sindrome de LMA (TPF/LMA) es una enfermedad hereditaria que muestra alteracion de la
hematopoyesis (trombocitopenia y deterioro de la funcién plaquetaria) y un alto riesgo de desarrollar leucemia mieloide
aguda (LAM) (Ho, Otterud et al. 1996; Song, Sullivan et al., 1999). Estos pacientes tienen mutaciones de pérdida de
funcion en RUNX1. Ademas, del 3 al 5% de las leucemias esporadicas muestran mutaciones de pérdida de funcion
en RUNX1 (Osato, Yanagida et al. 2001).

La alteracion de la dosificacion de Cbfb también muestra defectos significativos en los compartimentos
hematopoyéticos. Un estudio reciente mostré6 que una reduccién de 3 veces en la dosificacion de Cbfb dio como
resultado una reduccién del nimero de timocitos maduros (células T) y una reduccién de 6 veces no produjo timocitos
(Talebian, Li et al. 2007). Esta claro que las dosificaciones de ambos Runx1 o Cbfb son criticas para la hematopoyesis
normal y la regulacién de las CMH.

Caracterizacion estructural y funcional del CBF. La estructura del dominio de heterodimerizacion de CBFB se
determiné primero mediante espectroscopia de RMN por nuestro laboratorio (Huang, Peng et al. 1999) y otros (Goger,
Gupta et al. 1999). El dominio de heterodimerizacion de CBFf tiene un nuevo plegamiento a/ compuesto por una
lamina B central muy retorcida formada por seis hojas rodeada por cuatro hélices a y una hélice 310. El andlisis de
perturbacién por desplazamiento quimico en la RMN se us6 para mapear el sitio de unién para el dominio Runt de
Runx1 en el CBFa (Huang, Peng et al. 1999). A partir de estos datos, llevamos a cabo una amplia mutagénesis de Ala
en el CBF para identificar los puntos calientes energéticos para la union (Tang, Shi et al. 2000). Las estructuras
cristalinas posteriores de los complejos ternarios (véase mas abajo) confirmaron la importancia de esta regién para la
interaccion con Runx1.

Nosotros y otros también determinamos la estructura del ADN y del dominio de uniéon a CBF de Runx1, denominado
el dominio Runt, con el uso de la RMN (Berardi, Sun et al. 1999; Nagata, Gupta et al. 1999). Los estudios estructurales
del dominio Runt se llevaron a cabo con el uso de complejos entre el dominio Runt y ADN debido al mal
comportamiento de las proteinas aisladas en solucion (Berardi, Sun et al. 1999; Nagata, Gupta et al. 1999; Perez-
Alvarado, Munnerlyn et al. 2000). El dominio Runt es una proteina de tipo sandwich B sin ninguna hélice a, como se
predijo en un estudio anterior por dicroismo circular (DC) (Crute, Lewis et al. 1996). El plegamiento identificado para
el dominio Runt pertenece al plegamiento clasico de las inmunoglobulinas (lg), especificamente el plegamiento de Ig
de tipo s mejor ejemplificado por la estructura del elemento de repeticion de la fibronectina. Curiosamente, este pliegue
se ha identificado en los dominios de unién al ADN de varios otros factores de transcripcion criticos de mamiferos,
incluidos NF-kB, NFAT, p53, STAT-1 y el dominio T. Por lo tanto, el dominio Runt pertenece a una familia de dominios
de unién al ADN con relacion estructural con el plegamiento de Ig de tipo s. Para todas estas proteinas con relacion
estructural, la unién al ADN esta mediada por las regiones en lazo que conectan las diversas hojas 3. Como se hizo
para el CBFB, llevamos a cabo un estudio de mapeo por perturbacion del desplazamiento quimico para identificar el
sitio de unién del CBFa en el dominio Runt (Tang, Crute et al. 2000). En funcién de estos datos, llevamos a cabo una
extensa mutagénesis de Ala para identificar los puntos calientes energéticos para la union del CBFf en el dominio
Runt (Zhang, Li et al. 2003). También llevamos a cabo un extenso estudio de mutagénesis de Ala para identificar los
puntos calientes energéticos para la unién al ADN (Li, Yan et al. 2003).

Se ha determinado la estructura cristalina de los complejos ternarios que contienen el CBF, el dominio Runty el ADN
mediante cristalografia con rayos X (Bravo, Li et al. 2001; Tahirov, Inoue-Bungo et al. 2001). Estas estructuras han
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proporcionado una gran cantidad de informacion detallada sobre la interaccion entre el dominio Runt y el ADN, asi
como entre el dominio Runt y el CBFB. Como se ve en todas las otras proteinas de unién al ADN del plegamiento de
Ig mencionadas anteriormente, el dominio Runt establece contactos en los surcos mayor y menor del ADN por medio
de los lazos que se extienden desde un extremo del barril. Estas estructuras también muestran con claridad la
ubicacion y el posicionamiento de la subunidad CBFB. Como se predijo a partir de los experimentos bioquimicos, el
CBFB no establece ningun contacto directo con el ADN, sino que modula la afinidad de unién del dominio Runt
indirectamente, es decir, alostéricamente.

También se ha determinado la estructura cristalina del dominio Runt de Runx1 solo (Backstrom, Wolf-Watz et al. 2002;
Bartfeld, Shimon et al. 2002). Un estudio por RMN anterior Unicamente del dominio Runt aislado fue capaz de
caracterizar el barril B, pero la escasa solubilidad y el amplio cambio que ensancha la resonancia de los residuos en
los lazos de unién al ADN limitaron la caracterizacién estructural (Pérez-Alvarado, Munnerlyn et al. 2000). Con la
adicién de una estructura de alta resolucion del dominio Runt aislado, la informacion estructural detallada esta
disponible para este dominio Unicamente, en complejo con el CBFB o el ADN, y en un complejo ternario con el CBFf
y el ADN. Esto permite que se comparen las estructuras para identificar los cambios estructurales del dominio Runt
que se producen al unirse. Tanto el CBF como el ADN inducen cambios muy similares en la estructura del dominio
Runt (Backstrom, Wolf-Watz et al. 2002; Bartfeld, Shimon et al. 2002), lo que apoya el concepto de que la subunidad
CBFB realmente estabiliza la conformaciéon del dominio Runt para la unién al ADN. De hecho, hemos demostrado
mediante estudios de relajacion por RMN que el CBFp altera un equilibrio conformacional existente en el dominio Runt
que explica como se logra esta regulacion alostérica (Yan, Liu et al. 2004).

Leucemia de inv(16). Dos de los cuatro genes que codifican las subunidades del CBF son protooncogenes que suelen
estar activados en las leucemias humanas. La subunidad RUNX1 esta codificada por el gen de la leucemia mieloide
aguda 1 (AML1) o RUNX1 que esta interrumpido por una serie de translocaciones cromosémicas (Look 1997), todas
ellas asociadas a la leucemia mieloide y a la linfocitica. El gen que codifica el CBFf3 (CBFB) esté interrumpido por la
inversién pericéntrica del cromosoma 16 [inv(16)(p13922)], y con menos frecuencia por la t(16;16)(p13g22), asociada
al 100% de los subtipos AML-M4Eo (Liu, Tarle et al. 1993), lo que da como resultado una proteina de fusién que
contiene la mayor parte de la proteina CBFf3 (165 aminodacidos del extremo amino) fusionada a la regién de la cola
superenrollada de la cadena pesada de miosina del musculo liso (SMMHC, por su nombre en inglés) (véase la figura
1). La inv(16) esta asociada a ~12% de las leucemias mieloides agudas de novo en los humanos (Look 1997). La
proteina de fusién CBFB-SMMHC actiia como un represor dominante de la funcién de CBF (Liu, Tarle et al. 1993), de
la union de RUNX1 y de la desregulacion de la expresion de muchos genes necesarios para la hematopoyesis normal.

Los ratones heterocigotos para un alelo Cbfb-MYH11 genosuprimido mostraban un fenotipo muy similar al observado
para la genosupresion completa de Runx1 o CBFpB, a saber, la letalidad el dia embrionario 12 acompanada de
hemorragia y un bloqueo grave en la hematopoyesis definitiva (Castilla, Wijmenga et al. 1996). Los embriones
heterocigotos que expresan una copia de CBFB-SMMHC y una copia de CBFf mostraron un fenotipo muy similar al
observado para la genosupresion completa de Runx1 o CBF, es decir, la letalidad el dia 12 con hemorragias graves
y un blogqueo completo del desarrollo hematopoyético. Un analisis posterior mostré que la presencia de CBFR-SMMHC
bloguea especificamente la maduracién de los linajes linfoides y mieloides. Estos datos confirman con claridad que
CBFB-SMMHC es un inhibidor negativo dominante de la funcién de CBF.

Estudios previos han demostrado que CBFB-SMMHC es necesario, pero no suficiente, para provocar la leucemia en
los modelos de raton. En los estudios realizados por el Dr. Lucio Castilla, los ratones quiméricos generados a partir de
células madre embrionarias CbfbCb-MYH11+ demostraron estar altamente predispuestos al desarrollo de LMA tras el
tratamiento con mutagénesis quimica (ENU) o retrovirica (Castilla, Garrett et al. 1999) (Castilla, Perrat et al. 2004). La
morfologia observada de estos ratones se parece muchisimo a la observada en los pacientes con AML-M4Eo. En un
estudio més reciente en el laboratorio del Dr. Castilla se utilizé una genosupresién condicional Cbfbcot-MYH11+ gn |os
ratones para demostrar que la activacion de la expresion de CBF-SMMHC en la médula ésea induce la acumulacion
de células progenitoras mieloides que se transforman en leucemia completa al cabo de 3 a 5 meses (Kuo, Landrette
et al. 2006). Todos estos estudios demuestran con claridad que CBFB-SMMHC es esencial para la leucemiogénesis
inv(16) y apoyan firmemente que la inhibicion dirigida de esta proteina de fusion tendria valor terapéutico.

En los pacientes con leucemia inv(16), las células leucémicas presentan con frecuencia otras mutaciones que podrian
entrar en sinergia en la leucemiogénesis. Las mutaciones mas habituales son mutaciones activadoras en la tirosina
cinasa de los receptores c-Kity FLT3 (Reilly 2005). Esto concuerda bien con la (al menos) "hip6tesis del doble impacto”
(Dash y Gillland 2001; Gillland y Tallman 2002) que postula que la leucemia requiere una combinacion de una
mutacién que bloquea la diferenciacién y una segunda que mejora la proliferacién. Los impactos que bloguean la
diferenciacion a menudo ocurren en factores de transcripcion, como la creacién de la proteina de fusién CBF@-
SMMHC, mientras que los que mejoran la proliferacion a menudo implican mutaciones que crean un receptor con
actividad tirosina cinasa activado con independencia del ligando o de la via RAS asociada. Este punto de vista esta
apoyado por un estudio reciente en el que se mostro la cooperacion entre la inv(16) y la FLT3-ITD, la forma activada
de FLT3 (Kim, Klug Blood 2008). Curiosamente, el andlisis molecular de las muestras de LMA de humano en el
momento del diagndstico y la recidiva indican que estas mutaciones secundarias no siempre estan presentes en la
recidiva, lo que sugiere con firmeza que, aunque la inv(16) puede ocurrir en las CMH, la mutaciéon FLT3-ITD puede
surgir en las células progenitoras posteriores.
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Mecanismo de la leucemiogénesis mediada por CBFB-SMMHC. La expresién de CBFB-SMMHC en las células
cultivadas da como resultado una alteracion de la localizacién celular de Runx1. Normalmente, Runx1 muestra
localizacién nuclear, pero cuando se coexpresa con CBFB-SMMHC, tanto Runx1 como CBFB-SMMHC se encuentran
sobre todo en el citoplasma (Lu, Maruyama et al., 1995; Liu, Wijmenga et al. 1996; Adya, Stacy et al. al. 1998; Kanno,
Kanno et al. 1998). Estos resultados conforman la base de uno de los mecanismos propuestos de la actividad negativa
dominante de CBFB-SMMHC, a saber, que CBFB-SMMHC secuestra la Runx1 en el citoplasma, con lo que se evita
asi que llegue al nucleo (revisado en Shigesada, van de Sluis et al., 2004). La coinmunoprecipitacion ha demostrado
que la cola del extremo carboxilo de CBFR-SMMHC que incluye un dominio para la capacidad de ensamblaje (DCE)
se une a varias proteinas involucradas en la represion transcripcional, incluidas mSIN3 y las HDAC (Lutterbach, Hou
et al. 1999; Durst, Lutterbach et al., 2003). En funcién de estos resultados, se ha propuesto un segundo modelo para
la actividad negativa dominante de CBFB-SMMHC, en el que CBFB-SMMHC actla sobre el promotor como represor
transcripcional mediante el reclutamiento de correpresores especificos (revisado en Hiebert, Lutterbach et al., 2001).

Es importante destacar que ninguno de los ratones Runx7+- ni Cbfb*" exhiba los drasticos defectos hematopoyéticos
asociados al alelo genosustituido CBFB-MYH11 (Castilla, Wijmenga et al. 1996; Okuda, van Deursen et al. 1996;
Sasaki, Yagi et al. 1996; Wang, Stacy et al. 1996; Wang, Stacy et al. 1996). Ninguno de los dos modelos mencionados
mas arriba explicé como se pierde mas de la mitad de la actividad normal de Runx1-CBF. Nuestra hipotesis fue que
CBFB-SMMHC inactivd mas del 50% de la funcion de Runx1-CBF debido a la alteracion de su afinidad por Runx1.
Gracias al uso de la calorimetria de titulacion isotérmica, demostramos que CBFB-SMMHC se une con una fuerza
unas 10 veces mayor al dominio Runt de Runx1 que el CBFf de tipo silvestre (Lukasik, Zhang et al. 2002). Los estudios
por RMN de un complejo entre un dominio CBFB-SMMHC funcional y el dominio Runt muestran que el dominio Runt
en este complejo esta en contacto tanto con la porcion CBF de la proteina como con una regién especifica en el
dominio SMMHC. Estos resultados demuestran que la mayor afinidad de CBFB-SMMHC por Runx1 contribuye a la
interrupcion de la hematopoyesis normal.

Mas recientemente, también hemos demostrado que CBFB-SMMHC inhibe la union al ADN del dominio Runt, lo que
proporciona otra capa de inhibicion de la actividad de Runx. En concordancia con esto, los estudios previos han
demostrado que disminuye la union de RUNX al promotor de MPO (Cao, Britos-Bray et al. 1997) y al promotor de
INK4b (Markus, Garin et al. 2007) en presencia de CBFBR-SMMHC. Todos los estudios funcionales establecen con
claridad que la unién de CBFB-SMMHC al dominio Runt de RUNX1 es esencial para su funcién y, por lo tanto, hace
que sea una diana apropiada para la inhibicién.

Funcion de inv(16) en las propiedades de las células madre de la leucemia. Los pacientes con LMA inv(16) suelen
estar sometidos a tratamientos agresivos de quimioterapia con farmacos citotdxicos, como Ara-C y antramicina. Este
tratamiento lo toleran mejor los pacientes jovenes, que muestran una supervivencia global a los 5 afios del 45% al
65% (Ravandi, Burnett et al. 2007; Pulsoni, lacobelli et al. 2008). Sin embargo, la mayoria de los pacientes son
mayores y la supervivencia general a los 5 afios para los pacientes mayores de 60 afos es de aproximadamente el
20% (Farag, Archer et al. 2006). Estos datos indican claramente que son esenciales los tratamientos dirigidos que
pueden mejorar la respuesta terapéutica para los pacientes con LMA inv(16) .

La bibliografia mas reciente sugiere que la incapacidad para curar los canceres con los tratamientos actuales, que
incluyen la quimioterapia citotéxica, los inhibidores de cinasas o los anticuerpos monoclonales, puede atribuirse a que
una poblacién de las llamadas células madre del cancer o células iniciadoras del cancer son resistentes al tratamiento,
estan en reposo, tienen la capacidad de autorrenovarse a largo plazo, y puede recapitular completamente el fenotipo
tumoral en el momento de la recidiva. La LMA inv(16) es un buen ejemplo de este fracaso porque los pacientes con la
inv(16) muestran invariablemente, en el momento de la recidiva, la reorganizacion inv(16), aunque en la recidiva se
puedan detectar, o no, otras mutaciones (RAS, FLT3-ITD o KIT) que se detectaron en el diagnéstico (Nakano, Kiyoi
et al. 1999; Kottaridis, Gale et al. 2002; Shih, Liang et al. 2008).

Debido a la funcién critica de CBFB y RUNX1 en la regulacién de las células madre hematopoyéticas, la desregulacion
de esta via por CBFB-SMMHC (u otras proteinas de fusion de CBF, tales como AML1-ETO o TEL-AML1), conducira
a las propiedades de las células madre del cancer mencionadas mas arriba, tal como la capacidad de autorrenovacion
a largo plazo. Ademas, el analisis por micromatrices de las leucemias con CBF indica que esté alterado el nivel de las
proteinas involucradas en la reparacion del ADN (Alcalay, Orleth et al. 2001; Xu, Li et al. 2007), lo que conduce a un
aumento de la tasa de mutagénesis y a un probable aumento de la tasa de adquisicion de mutaciones secundarias,
tales como las encontradas en c-Kit y FLT3 que se ha demostrado que aceleran la leucemiogénesis. Como la recidiva
de la LMA inv(16) esta invariablemente acompanada de un aumento de las células inv(16)* positivas, se cree que la
recidiva es el resultado de un fracaso del tratamiento para erradicar las células madre de la leucemia. Ademas, la
observacion de que un paciente diagnosticado con la LMA inv(16) recidivd posteriormente con una leucemia de
lincofictos pro-B inv(16)*, sugiere que la reorganizacion inv(16) se habia producido en una célula progenitora
multipotente/célula madre con reduccion de la capacidad de proliferacién (Boeckx, van der Velden et al. 2004).

Inhibidores de la interaccion proteina-proteina (IPP). Las interacciones proteina-proteina desempefian una funcion
critica en todos los aspectos de la sefalizacion en la célula. En términos de su importancia biol6gica, son dianas muy
atractivas. Sin embargo, hasta hace poco se consideraba que las interacciones proteina-proteina no se podian
modificar con farmacos, es decir, que serian dianas con una probabilidad muy baja de éxito. Este punto de vista se
basaba en la enorme area especifica y la falta de curvatura, o sea, bolsillos a los que se pueden unir moléculas
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pequerias, que se suelen encontrar en tales interfases proteicas. Ese punto de vista estd cambiando rapidamente a
medida que se describen cantidades crecientes de tales inhibidores (Cochran 2000; Toogood 2002; Veselovsky,
Ivanov et al. 2002; Gadek y Nicholas 2003; Fry 2006). De hecho, una revision reciente recogié 17 dianas para las que
se han desarrollado dichos inhibidores (Gadek y Nicholas 2003).

Las interacciones proteina-proteina desempefian una funcién particularmente importante en la regulacién de la
transcripcion, donde el ensamblaje de los complejos proteina-proteina apropiados es esencial para la regulaciéon
génica apropiada. Con ese fin, la inhibicion de las interacciones proteina-proteina en las que intervienen factores de
transcripcion es muy probable que acaben alterando la expresion génica y, gracias a ello, el perfil de expresion de las
células cancerosas (Arndt 2006). Una historia de éxito reciente a este respecto es el desarrollo de inhibidores de la
interaccion MDM2-p53. La unién de MDM2 a p53 conduce al refuerzo de la degradacion de p53 en el proteasoma. Se
observan niveles elevados de MDM2 en varios tipos de cancer. Roche desarrollé inicialmente un inhibidor muy potente
de esta interaccion (Vassilev, Vu et al. 2004) y otros han desarrollado otros inhibidores (Shangary, Qin et al. 2008). Se
ha demostrado que estos inhibidores anulan los efectos de la dosis reducida de p53 o de p53 mutante al inhibir esta
interaccion gracias a lo cual aumenta la cantidad de p53 en las células y mejora la apoptosis mediada por p53
(Vassilev, Vu et al. 2004; Tovar, Rosinski et al. 2006; Efeyan, Ortega-Molina et al., 2007). Estos resultados demuestran
que resulta factible actuar selectivamente sobre las interacciones proteina-proteina con moléculas pequefas y
proporciona la validacién de nuestra propuesta de desarrollar inhibidores de la interaccion entre CBFR-SMMHC y
RUNX.

Tratamiento dirigido contra la leucemia. El objetivo general de los tratamientos dirigidos contra la leucemia es utilizar
nuestro conocimiento de los programas celulares asociados a la patologia de la leucemia para disefiar tratamientos
con un indice terapéutico notablemente mejorado. La mayoria de estos estudios en el campo de la leucemia se han
centrado en actuar selectivamente sobre componentes activados de la via de sefalizacién del receptor de citocinas.
Un ejemplo clasico en la leucemia es la molécula pequefia imatinib, que actta selectivamente sobre el bolsillo del ATP
de la cinasa ABL, con lo que se bloquea la actividad de la tirosina cinasa de BCR-ABL en la leucemia mielégena
cronica (Druker 2004; Lydon y Druker 2004). El uso del imatinib ha mejorado drasticamente el tratamiento de la LMC.
Los inhibidores de segunda generacion, tal como el dasatinib, también son eficaces contra la LMC resistente al
imatinib. Sin embargo, la aplicaciéon de esta estrategia a otras leucemias ha sido hasta ahora menos fructifera. Se
estan realizando ensayos clinicos en la actualidad para evaluar el indice terapéutico de los inhibidores de otros
componentes de las vias del receptor de citocinas comprometidas en las leucemias, tal como los inhibidores del
receptor FLT3 activado (CEP-701, MLN 518 y PKC 412) y de la cinasa de JAK2, aunque no esta claro si estos
inhibidores mostraran una mejora significativa en el indice terapéutico.

Sigue echandose en falta la identificacion de moléculas que inhiben los oncogenes de fusion en la LMA, que de este
modo anulan el bloqueo en la diferenciacion e inducen la apoptosis. Estudios previos de tratamientos dirigidos revelan
dos aspectos que son criticos en el desarrollo de un farmaco eficaz: 1) la molécula debe inhibir la funcién oncogénica
e inducir la diferenciacién o la muerte celulares con una alteracion minima de las células progenitoras hematopoyéticas
normales y 2) el farmaco debe dirigirse eficazmente a las células madre quiescentes de la leucemia, no solo las células
en proliferacion derivadas de las CML.

Hace mucho que en la técnica se necesitan composiciones y métodos Utiles para prevenir y tratar la leucemia mieloide
aguda, particularmente la debida a la fusion inv(16). La presente invencion satisface estas necesidades.

Los siguientes documentos pueden ser utiles para comprender la invencion.

CLAUDE PIGUET ET AL: "Self-assembly and photophysical properties of lanthanide dinuclear triple-helical complexes
", Journal of the American Chemical Society, vol. 115, n.2. 18, 1 de septiembre de 1993 (1993-09-01), paginas 8197-
8206 analiza el autoensamblaje y las propiedades fotofisicas de los complejos triplehelicoidales dinucleares lantanidos.

CAO HONGYU ET AL: "Non-nucleoside inhibitors of NS5B polymerase binding to allosteric”, Current Medicinal
Chemistry, BENTHAM SCIENCE PUBLISHERS BV, BE, vol. 15, n.%. 15, 1 de enero de 2008 (01-01-2008), paginas
1462-1477 analiza las proteinas viricas no estructurales (NS5B) que se han convertido en una diana atractiva para las
investigaciones en las que se descubren farmacos antiviricos para el virus de la hepatitis C.

BEAULIEU P L ET AL: ,”"Non-nucleoside inhibitors of the hepatitis C virus NS5B polymerase: Discovery and preliminary
SAR of benzimidazole derivatives”, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, PERGAMON, ELSEVIER SCIENCE,
GB, vol. 14, n.%. 1, 1 de enero de 2004 (2004-01-01), paginas 119-124 analiza los derivados de la benzimidazol-5-
carboxamida de una coleccién para deteccién combinatoria que se descubrieron como inhibidores especificos de la
polimerasa NS5B del virus de la hepatitis C (VHC).

TSUKAMOTO G ET AL: “Synthesis and anti-inflammatory activity of some 2-(substituted-pyridinyl)benzimidazoles”,
Journal of Medicinal Chemistry, American Chemical Society, EE. UU., vol. 23, n.? 7, 1 de julio de 1980 (1980-07-01),
paginas 734-738 analiza la sintesis y la actividad antiinflamatoria de algunos 2-(sustitucion piridinilica)bencimidazoles.

El documento WO 03/066629 A2 se refiere a los compuestos de formula |



10

15

20

25

30

35

ES 2787 599 T3

[)—®
\

B
1

utiles como inhibidores de las proteina cinasas GSK-3 y Lck. También se analizan las composiciones
farmacéuticamente aceptables que comprenden los compuestos y métodos con los que utilizar esas composiciones
en el tratamiento y la prevencién de diversos trastornos, tales como diabetes, enfermedad de Alzheimer y rechazo de
trasplantes.

La solicitud de patente internacional WO 96/40145 A1 da a conocer métodos para tratar Cryptococcus neoformans 'y
Candida albicans en un sujeto que necesita dicho tratamiento. Los métodos comprenden administrar al sujeto un bis-
bencimidazol dicaténico en una cantidad eficaz para tratar las afecciones.

Compendio de la invencion

Cualquier posibilidad de erradicar la poblacion de células madre de la leucemia y, por lo tanto, lograr una mejor
supervivencia a largo plazo para los pacientes con leucemia debe centrarse en la inhibicion de la actividad del oncogén
especifico que impulsa las propiedades de las células madre de la leucemia. La presente invencién da a conocer
esquemas sintéticos y compuestos derivados durante el desarrollo de inhibidores dirigidos a CBF-SMMHC como una
estrategia terapéutica mas eficaz para la leucemia inv(16). Debido a que la interacciéon de CBFBR-SMMHC con el
dominio Runt de RUNX1 es esencial para su actividad, el objeto de la presente solicitud es desarrollar inhibidores de
esta interaccion proteina-proteina.

El alcance de la presente invencién esta definido por las reivindicaciones adjuntas. Cualquier otro asunto en la presente
descripcion que no aparezca en las reivindicaciones se presenta con fines comparativos o de referencia para la
comprensién de la descripcion y no forma parte de la invencion.

Los términos halo, alquilo, etc., como se pueden usar en esta descripcion, se elaboran de la siguiente manera:

* El término halo representa cloro, flior, bromo o yodo, y también grupos perhaloalquilo, que incluyen, entre
otros, -CFs, -CF2H y CH2CFs.

* Alquilo se refiere a grupos alquilo de cadena lineal o ramificada que vienen de metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, tert-butilo, etc.

* Cicloalquilo se refiere a un carbociclo saturado o parcialmente saturado, monociclico, policiclico y
espiropoliciclico que tiene de 3 a 6 atomos por carbociclo. Los ejemplos ilustrativos de grupos cicloalquilo
que siguen en los restos unidos adecuadamente incluyen:

>000 0000
O @O0 Co

*  Eltérmino heterocicloalquilo se refiere al anillo monociclico que esta saturado o parcialmente saturado y tiene
de 4 a 7 atomos seleccionados de atomos de carbono y hasta dos heteroatomos como nitrégeno, azufre y
oxigeno, carbociclo monociclico, policiclico y espiropoliciclico que tiene de 3 a 6 atomos por carbociclo. Los
ejemplos ilustrativos en forma de restos unidos adecuadamente incluyen:

B0 QOO0
' | O\\S//o H H
OOOOOOR0

* El término heteroarilo se refiere a heterociclo aromético monociclico, biciclico fusionado o policiclico que
consiste en atomos de anillo seleccionados de atomos de carbono y hasta cuatro heteroatomos como

N
H
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nitrégeno, azufre y oxigeno. Los ejemplos ilustrativos de anillos heterociclicos en forma de restos unidos
adecuadamente incluyen:

BOOQOCO0T
QOO CCHCH o
S XX Ny X
CL OG0

Los ejemplos enumerados de cicloalquilo, heterocicloalquilo, heteroarilo anteriores no estan limitados y también se
pueden considerar especies adicionales dentro del alcance de los términos definidos.

La presente invencién da a conocer compuestos diméricos que tienen la férmula:

Formula 2
R R R
Xsr—/'5 R
R1 N R5 —\_X ~C / N 1
Y 7 Y N
N n N N R
Ry \ N / 2
R
R, Ru 4 R

10 definida en la reivindicacion 3.
En una realizacién, un dimero de la invencion tiene la siguiente formula:

Formula 7

N

R ~
X5
S
R |/

3

R

como se define en la reivindicacién 1.

Las cadenas laterales Utiles incluyen, pero no se limitan a:
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En un aspecto, la leucemia es leucemia humana.

Los compuestos de la presente invencion son Utiles para el tratamiento de la leucemia. Un experto en la materia
apreciara que se pueden agregar otros agentes terapéuticos al tratamiento.

La presente descripcién también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto
de la invencion.

La inv(16), que se encuentra en el 12% de los casos de LMA, da como resultado la fusién del CBF a una porcién de
la SMMHC, y se produce la proteina de fusion CBFB-SMMHC. La unién de esta proteina de fusion a RUNX1 conduce
a la desregulacion del programa transcripcional necesario para la diferenciacién de las células mieloides y el desarrollo
de la leucemia. Debido a la importancia de la interaccion proteina-proteina entre CBFR-SMMHC y RUNX1 para la
leucemiogénesis, nos hemos centrado en esta interaccion para el desarrollo de inhibidores de tipo moléculas
pequenas.

Hemos desarrollado moléculas pequenas inhibidoras de la interaccién proteina-proteina entre CBF-SMMHC y el
dominio Runt de RUNX1 que se unen a la porcién CBFB de CBFB-SMMHC. Estos compuestos muestran la inhibicion
del crecimiento y el incremento de la apoptosis de las lineas celulares que albergan la translocacién inv(16) y poco
efecto sobre las lineas celulares que no llevan inv(16). Ademas, hemos desarrollado inhibidores de CBFB-SMMHC
que muestran selectividad por la proteina de fusion CBFB-SMMHC sobre el CBFf de tipo silvestre. Estos inhibidores
muestran un incremento de la potencia contra las lineas celulares con inv(16) y ningln efecto sobre las lineas celulares
que no llevan inv(16).

Actualmente, la quimioterapia citotéxica estandar se usa para el tratamiento de la leucemia inv(16). Si bien la toleran
razonablemente bien los pacientes mas jovenes, no la tolera bien la poblacién de pacientes predominantemente
mayores afectados por esta enfermedad. Mas importante ain, aproximadamente el 60% de los pacientes con inv(16)
recidivan y mueren en menos de 5 afnos, lo que indica que la tasa de recidiva es significativa. Esto es casi seguro que
se debe a que no se erradica la poblacion de células madre de la leucemia cuando se trata con la quimioterapia
estandar, lo que permite que la enfermedad vuelva a aparecer. Como se sabe que CBFB-SMMHC cambia el perfil de
expresion génica de las células a algo mas parecido a las células madre, esta claro que CBF-SMMHC es un impulsor
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del fenotipo de células madre de la leucemia. Por lo tanto, es muy probable que la inhibicién directa de la accién de
CBFB-SMMHC pueda alterar este perfil de expresion y, por lo tanto, sea una estrategia terapéutica mas eficaz, ya sea
en monoterpaia o en politerapia con la quimioterapia citotoxica.

Los compuestos monoméricos Utiles (no reivindicados en esta solicitud) descritos en la presente memoria (véase la
5 tabla 1) incluyen: NCI-320656, Al-4-57 (LD-1-11C), Al-4-52, LD-1-29 (Al-10-54), Al-4-42, Al-4-70 (LD-2-21), LD-1-127,
Al-10-61, LD-1-138, Al-10-35, Al-10-37, Al-10-47, LD-2-11, Al-4-46, LD-1-23, LD-1-37, LD-1-31, LD-1-33, Al-4-43, LD-
1-39, LD-2-79, Al-10-51, Al-4-49, LD-2-23, Al-4-47, Al-4-48, LD-2-63, Al-10-83, Al-10-82, Al-10-3, Al-10-88, Al-10-57,
Al-10-70, AI-10-97, Al-10-96, Al-4-61 (Al-10-52), Al-10-101, AI-10-11, Al-10-87, AI-10-53, Al-10-69, Al-10-63, Al-10-
65, Al-10-64, LD-2-101, Al-10-77, LD-2-91, Al-4-55, LD-2-89, LD-2-99, LD-1-75, Al-4-53, Al-4-55, LD-1-73, Al-4-44 y

10 Al-4-45,

Los compuestos monoméricos descritos (pero no reivindicados) en la presente memoria tienen las siguientes

estructuras:

H3CO N N=
T
H

LD-1-138,

-0

Al-10-37,

=0

GO,
O

LD-1-31,

LD-2-11,

Iz __=z

=z

=

NCI-320656,

\/O N N=
T
H

H3CO N N=
T
H AlI-4-57 (0)

LD-1-11C,

LD-1-29 (o)
Al-10-54,
(0] N N=—
\
GRS
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LD-2-21,

HO N N=
\
ﬁr@
AI-10-61,

H3CS N

{I :

N

H

AI-10-35,

F4CO N N=
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Al-10-47,

(ﬁ:\@

AT-4-46,

O

LD-1-37,

IIHD

LD-1-33,
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H300\©: N\ N=
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H

OCH; LD-2-101,
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Los mondmeros identificados anteriormente incluyen monédmeros conocidos, asi como nuevos mondémeros descritos
en la presente memoria. Los nuevos monémeros incluyen: Al-4-70 (LD-2-21), LD-1-138, Al-10-35, Al-10-37, Al-10-47,
LD-1-33, Al-4-43, LD-1-39, Al-10-51, Al-4-49, Al-4-48, Al-10-83, Al-10-82, Al-10-3, Al-10-70, Al-10-97, Al-10-96, Al-4-

10 61 (Al-10-52), AlI-10-101, Al-10-11, AI-10-87, Al-10-53, Al-10-69, Al-10-63, Al-10-65, Al-10-64, LD-2-101, LD-2-91, Al-
4-55, LD-2-99, LD-1-75, Al-4-53, Al-4-55, LD-1-73, Al-4-44 y Al-4-45.

Los compuestos diméricos utiles de la invencién incluyen, entre otros, los siguientes compuestos:

NN N
NH H
HCO N@‘OCHS - AL4-62 0 AL-4-83,

o AI-10-66,

| N
N*W/(Nj II/j\(N
N 3
< }NH
HaCO HN@-OCHS  Alam,

| N O\/\o’\,O\/\O'\,O\/\o N
Ny n? mN
HsCOONH " HN@'OCH
3- Al-4-T1,

NS S SN
300@ HN OCHs  _  Ar10-10,

,(TO“ONOQ
Cszog @'OCZHS - AI-10-42,
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HN@‘SCHS ; AI-10-99,

NI © L AN
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Ny N NN

C|—Q—NH HNQQ
Cl cl ] AI-10-55,

:NQ’NH " " HNON: } AL-10-21,

N—< ,>*NH HN~< >—Nij
C - AI-10-98, y
O’\zO\/\O
®» 2]
Ny "N NN
0 NH HN Q ] AI-10-40.

La presente descripcién da a conocer composiciones y métodos Utiles para fabricar compuestos, como se describe en
los ejemplos, incluida la figura 6. El experto en la materia apreciara que se pueden realizar modificaciones del esquema
para sintetizar un compuesto particular de interés.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1. Representacién esquematica del producto proteico de inv(16), CBFR-SMMHC.
Figura 2. Esquema de la sintesis utilizada para preparar Al-4-57 (NCI1320656) (R=R'=R"=H).

Figura 3. Modo de unién para Al-4-57 en la estructura de CBF. Las bolas azules y rojas indican cambios de
desplazamiento quimico de NH en el CBF tras la union. El tamano de la bola es proporcional a la magnitud del cambio
del desplazamiento quimico.

Figura 4. Estructuras de dos compuestos activos (Al-4-57 y LD-1-29) y uno inactivo (BI-7). 4A. Inhibicion del
crecimiento de las células ME-1 medidas por el ensayo MTT para Al-4-57 y LD-1-29. 4B. Inhibicién del crecimiento de
las células Kasumi-1, Jurkat y RS4;11 con Al-4-57 medido por el ensayo con MTT. 4C. Porcentaje de células que son
Anexina V/PI (-/-) (verde), Anexina V/PI (+/-) (gris) y Anexina V/PI (+/+) (negro) para LD-1-29 y BI-7.

Figura 5. Representacién esquematica de la mejora de la unién lograda por medio de una interaccion bivalente de
CBFB-SMMHC con el ligando frente a una interaccion monovalente de CBF al ligando.

Figura 6. Arriba: via de sintesis de los dimeros de inhibidores de tipo bencimidazol. Abajo: estructura de determinados
inhibidores diméricos.

Figura 7. Inhibicién dependiente de la dosis del crecimiento de las células ME-1 por monémeros e inhibidores
diméricos medidos por el ensayo con MTT. SS = estaurosporina.

Figura 8. Efectos de Al-4-62 sobre el crecimiento de las células Kasumi-1, Jurkat y RS4; células 11.

En la figura 9 se representan graficamente los efectos de: 1) Al-4-83; 2) un monémero activo (LD-2-63); y 3) un
monomero inactivo (Al-4-88) sobre la expresion de CDKN1a. Los efectos sobre la expresion de CDKN1a se midieron
por RT-PCR. Control de DMSO; se usé Al-4-83 a 10,5y 2,5 uM; se us6 LD-2-63 a 80 y 40 uM; se usd Al-4-88a 80y
40 uM.

12
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En la figura 10, que comprende las figuras 10A y 10B, se representan graficamente los efectos de un inhibidor dimérico
sobre la represion de inv(16) gracias a uso de un ensayo indicador con luciferasa. Arriba (10A): Efecto de Al-4-83
sobre la represién por inv(16) medido mediante un ensayo indicador con luciferasa. Se comprobé una respuesta a
dosis de 0, 2,5, 5,0 y 10 uM en MEF5E-4D3, MEF5E-4D3-1H2, MEF5E-4D3-4G6 y MEF5E-4D3-4G9. Abajo (10B):
Efecto del siRNA de inv(16) sobre la represion por inv(16) medido con el mismo ensayo indicador con luciferasa-
siRNA: barra izquierda; +siRNA: barra derecha; se comprobaron 5E-4D3, 5E-4D3-1H2, 5E-4D3-4G6 y 5E-4D3-4G9.
La ordenada representa la actividad luciferasa relativa.

En la figura 11 se representa graficamente el efecto de Al-4-83 sobre la viabilidad de las células humanas. Las tres
barras de la izquierda son el tratamiento con DMSO, Al-4-83 a 5 uM e Al-4-83 a 10 uM, y el efecto sobre la viabilidad
de las CMN-MO de humano. Las tres barras de la derecha representan el tratamiento con DMSO, Al-4-83 a5 yM e
Al-4-83 a 10 uM, y los efectos sobre la viabilidad de las células de una muestra de paciente con inv(16).

En la figura 12 se representa graficamente el efecto de Al-4-83 a tres dosis diferentes (0,0, 1,0 y 2,0 uM) sobre la
apoptosis de células iniciadoras de la leucemia inv(16) de un modelo de ratén.

Descripcion detallada
Definiciones

Al describir y reivindicar la invencion, se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones establecidas
a continuacién. A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente
memoria tienen el mismo significado que el que suele conocer el experto en la materia a la que pertenece esta
invencion. Aunque cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente memoria puede
usarse en la practica o para poner a prueba la presente invencién, los métodos y materiales preferidos estan descritos
en la presente memoria. Tal y como se usa en la presente memoria, cada uno de los siguientes términos tiene el
significado que se le asocia en este apartado. Los valores especificos y preferidos enumerados a continuacion para
radicales, sustituyentes y margenes son solo ilustrativos; no excluyen otros valores definidos u otros valores dentro de
margenes definidos para los radicales y sustituyentes.

Los articulos "uno(a)" y "unos(as)" se usan en la presente memoria para referirse a uno o mas de uno (es decir, al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento 0 méas de un
elemento.

El término "aproximadamente", tal y como se usa en la presente memoria, significa aproximadamente, en la region de,
groso modo, o alrededor de. Cuando el término "aproximadamente" se usa junto con un margen numérico, modifica
ese margen al extender los limites por encima y por debajo de los valores numéricos establecidos. En general, el
término "aproximadamente" se usa en la presente memoria para modificar un valor numérico por encima y por debajo
del valor establecido con una variacién del 10%. En un aspecto, el término "aproximadamente" significa el mas o
menos 20% del valor numérico del numero con el que se esta utilizando. Por lo tanto, aproximadamente el 50%
significa que esta en el margen del 45% al 55%. Los margenes numéricos mencionados en la presente memoria
mediante puntos finales incluyen todos los nimeros y fracciones incluidos dentro de ese margen (por ejemplo, 1 a 5
incluye 1, 1,5, 2, 2,75, 3, 3,90, 4 y 5). También debe saberse que todos los nimeros y fracciones de los mismos se
supone que estan modificados por el término "aproximadamente".

Los términos "compuesto terapéuticamente activo adicional” o "agente terapéutico adicional”, tal y como se usan en
el contexto de la presente invencion, se refieren al uso o administracion de un compuesto para un uso terapéutico
adicional para una lesion, enfermedad o trastorno particular que se esté tratando. Tal compuesto, por ejemplo, podria
incluir uno que se usa para tratar una enfermedad o trastorno no relacionado, o una enfermedad o trastorno que puede
no responder al tratamiento primario para la lesion, enfermedad o trastorno que se esté tratando.

Tal y como se usa en la presente memoria, los términos "administracion de" y/o "administrar" un compuesto deben
entenderse que significan proporcionar un compuesto de la invencion o un profarmaco de un compuesto de la
invencion a un sujeto que necesita el tratamiento.

El término "adulto", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier sujeto no embrionario o no juvenil.
Por ejemplo, el término "célula madre de tejido adiposo adulto” se refiere a una célula madre adiposa, distinta de la
obtenida de un embrion o un sujeto juvenil.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "agonista" es una composicion de sustancias que, cuando se administra
a un mamifero tal como un humano, mejora o extiende una actividad biolégica de interés. Tal efecto puede ser directo
o indirecto.

Una enfermedad o trastorno se "alivia" si se reduce la gravedad de un sintoma de la enfermedad, afeccién o trastorno,
o la frecuencia con la que un sujeto experimenta dicho sintoma, o ambas.
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Tal y como se usa en la presente memoria, los aminoacidos estan representados por el nombre completo de los
mismos, por el cédigo de tres letras correspondiente, o por el codigo de una letra correspondiente, como se indica en
la siguiente tabla:

Nombre completo | Codigo de tres letras | Codigo de una letra

Acido aspartico  |Asp D
Acido glutdmico | Glu E
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Histidina His H
Tirosina Tyr Y
Cisteina Cys C
Asparagina Asn N
Glutamina Gin Q
Serina Ser S
Treonina Thr T
Glicina Gly G
Alanina Ala A
Valina Val \
Leucina Leu L

Isoleucina lle I

Metionina Met M
Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F
Triptoéfano Trp W

La expresion "aminoacido”, tal y como se usa en la presente memoria, pretende incluir tanto aminoacidos naturales
como sintéticos, y tanto los D como los L. "Aminoacido estandar" significa cualquiera de los veinte aminoacidos L
estandares que se suelen encontrar en los péptidos naturales. Por "resto de aminodcido no estandar" se entiende
cualquier aminoacido distinto de los aminoacidos estandares, independientemente de si se prepara por medios
sintéticos o se deriva de una fuente natural. Tal y como se usa en la presente memoria, "aminoacido sintético" también
abarca los aminoacidos modificados quimicamente, que incluyen, pero sin limitarse a ellos, sales, derivados de
aminoacidos (tales como amidas) y sustituciones. Los aminoacidos contenidos en los péptidos de la presente
invencion, y particularmente en los extremos carboxilo o amino, pueden modificarse por metilacién, amidacion,
acetilacion o sustitucion con otros grupos quimicos que pueden cambiar la semivida en circulacién del péptido sin
afectar negativamente a su actividad. Ademas, en los péptidos de la invencidén puede estar presente o ausente un
puente disulfuro.

El término "aminoacido" se usa indistintamente con "residuo de aminoacido", y puede referirse a un aminoacido libre
y a un resto de aminoacido de un péptido. Sera evidente por el contexto en el que se usa el término si se refiere a un
aminoacido libre o a un resto de un péptido.
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Los aminoacidos tienen la siguiente estructura general:

H
R—C—COOH
NH,

Los aminoéacidos se pueden clasificar en siete grupos en funcién de la cadena lateral R: (1) cadenas laterales alifaticas,
(2) cadenas laterales que contienen un grupo hidroxilico (OH), (3) cadenas laterales que contienen atomos de azufre,
(4) cadenas laterales que contienen un grupo acido o amida, (5) cadenas laterales que contienen un grupo basico, (6)
cadenas laterales que contienen un anillo aromatico y (7) prolina, un iminoacido en el que la cadena lateral esta
fusionada al grupo amino.

La nomenclatura utilizada para describir los compuestos peptidicos de la presente invencién sigue la practica
convencional en la que el grupo amino se presenta a la izquierda y el grupo carboxilo a la derecha de cada resto de
aminoacido. En las férmulas que representan realizaciones especificas seleccionadas de la presente invencion, los
grupos de los extremos amino y carboxilo, aunque no se muestran especificamente, se entendera que estan en la
forma que asumirian a valores de pH fisiol6gico, a menos que se especifique otra cosa.

El término aminodcido "basico" o "cargado positivamente", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a
aminoacidos en los que los grupos R tienen una carga positiva neta a pH 7,0 e incluyen, pero sin limitarse a ellos, los
aminoacidos estandares lisina, arginina e histidina.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "analogo" de un compuesto quimico es un compuesto que, a modo de
ejemplo, tiene una estructura que se parece a la de otro, pero no es necesariamente un isémero (por ejemplo, el 5-
fluorouracilo es un analogo de la timina).

Un "antagonista" es una composicién de sustancias que cuando se administra a un mamifero, tal como un ser humano,
inhibe o impide una actividad bioldgica atribuible al nivel o presencia de un compuesto enddgeno en el mamifero. Tal
efecto puede ser directo o indirecto.

El término "agentes antimicrobianos”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier compuesto o
composicién o mezcla de los mismos de origen natural, sintético o semisintético, que es seguro para uso humano o
animal como se pone en practica en los métodos de esta invencion, y es eficaz a la hora de destruir o inhibir
sustancialmente el crecimiento de los microbios. "Antimicrobiano", tal y como se usa en la presente memoria, incluye
agentes antibacterianos, antimicéticos y antiviricos.

"Antiproliferativo", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a la capacidad que tiene un compuesto para
impedir o inhibir la proliferacién celular. Como tal, el compuesto puede actuar directamente sobre una célula o puede
actuar indirectamente. Por ejemplo, en el contexto del cancer, se puede inhibir la proliferacién de una célula cancerosa
al privarla del suministro de sangre. El término "antiproliferativo" no se refiere a ningiin mecanismo particular por el
cual se inhibe o impide la proliferacion.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "agente antitumoral” se refiere a agentes conocidos en la técnica
que han demostrado tener utilidad para tratar la enfermedad neoplasica. Por ejemplo, los antitumorales incluyen, pero
sin limitarse a ellos, anticuerpos, toxinas, quimioterapicos, enzimas, citocinas, radionuclidos, agentes fotodinamicos e
inhibidores de la angiogénesis. Las toxinas incluyen la cadena A de la ricina, exotoxinas mutantes de Pseudomonas,
toxoide diftérico, estreptonigrina, boamicina, saporina, gelonina y proteina antivirica de hierba carmin. Los
quimioterapicos incluyen 5-fluorouracilo (5-FU), daunorubicina, cisplatino, bleomicina, melfalan, taxol, tamoxifeno,
mitomicina C y metotrexato, asi como cualquiera de los compuestos descritos en la patente de los EE. UU. n.®
6,372,719 como quimioterapicos. Los radioniclidos incluyen radiometales. Los agentes fotodinamicos incluyen
porfirinas y sus derivados.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "oligonucledtido antisentido" o &cido nucleico antisentido se
refiere a un polimero de acido nucleico, en donde al menos una porcion del mismo es complementaria a un acido
nucleico que esta presente en una célula normal o en una célula afectada. "Antisentido" se refiere particularmente a
la secuencia de acido nucleico de la cadena no codificante de una molécula de ADN bicatenaria que codifica una
proteina, 0 a una secuencia que es sustancialmente homdloga a la cadena no codificante. Tal y como se define en la
presente memoria, una secuencia antisentido es complementaria a la secuencia de una molécula de ADN bicatenaria
que codifica una proteina. No es necesario que la secuencia antisentido sea complementaria Unicamente a la porcion
codificante de la cadena codificante de la molécula de ADN. La secuencia antisentido puede ser complementaria a las
secuencias reguladoras especificadas en la cadena codificante de una molécula de ADN que codifica una proteina,
en donde dichas secuencias reguladoras controlan la expresién de las secuencias codificantes. Los oligonucleétidos
antisentido de la invencién incluyen, pero sin limitarse a ellos, oligonucleétidos de tipo fosforotioato y otras
modificaciones de oligonucleétidos.
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El término "muestra bioldgica", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a las muestras obtenidas de un
organismo vivo, que incluye piel, cabello, tejido, sangre, plasma, células, sudor y orina.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "fragmentos bioldgicamente activos" o "fragmento bioactivo" de
los polipéptidos abarca las porciones naturales o sintéticas de la proteina completa que son capaces de unirse
especificamente a su ligando natural o de realizar la funcion de la proteina.

Un "biomarcador" es un producto bioquimico especifico en el cuerpo que tiene una caracteristica molecular particular
que lo hace util para medir el progreso de la enfermedad o los efectos del tratamiento, o para medir un proceso de
interés.

"Cancer" o "neoplasia” se usan como sinénimos y se refieren a cualquiera de una serie de enfermedades que se
caracterizan por una proliferacién anémala y descontrolada de las células, la capacidad de las células afectadas para
propagarse localmente o por el torrente circulatorio y el sistema linfatico a otras partes del cuerpo (es decir, hacer
metastasis), asi como cualquiera de una serie de rasgos estructurales y/o moleculares caracteristicos. Una "célula
cancerosa" o "maligna" se entiende como una célula que tiene propiedades estructurales especificas, que carece de
diferenciacion y que es capaz de invadir y hacer metastasis. Ejemplos de canceres son cancer de mama, de pulmon,
de cerebro, de hueso, de higado, de rifidén, de colon y de préstata. (véase DeVita, V. et al. (eds.), 2001, Cancer
Principles and Practice of Oncology, 6.2 ed., Lippincott Williams & Wilkins, Filadelfia, Pa).

"Asociado al cancer" se refiere a la relacion de un acido nucleico y su expresion, o la falta de ella, o una proteina y su
nivel o actividad, o la falta de ella, con el inicio de la neoplasia en una célula del sujeto. Por ejemplo, el cancer puede
estar asociado a la expresion de un gen particular que no se expresa, 0 que se expresa en poca cantidad, en una
célula sana normal. Por el contrario, un gen asociado al cancer puede ser uno que no se expresa en una célula maligna
(o en una célula que sufre una transformacion), o se expresa en menor cantidad en la célula maligna que en una célula
sana normal.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "molécula portadora" se refiere a cualquier molécula que esta
quimicamente conjugada con el antigeno de interés que permite una respuesta inmunitaria que da como resultado
anticuerpos especificos contra el antigeno nativo.

Taly como se usa en la presente memoria, el término "quimicamente conjugado” o "que esta conjugado quimicamente”
se refiere a unir el antigeno a la molécula portadora. Esta unidén puede ocurrir a nivel genético gracias a la tecnologia
recombinante, en donde se puede producir una proteina hibrida que contiene las secuencias de aminoacidos, o
porciones de las mismas, tanto del antigeno como de la molécula portadora. Esta proteina hibrida es producida por
una secuencia de oligonucleétidos que codifica tanto el antigeno como la molécula portadora, o porciones de la misma.
Esta union también incluye enlaces covalentes creados entre el antigeno y la proteina portadora mediante el uso de
otras reacciones quimicas, tales como, pero sin limitarse a ellas, reacciones con glutaraldehido. Los enlaces
covalentes también se pueden crear gracias a una tercera molécula que hace de puente entre el antigeno y la molécula
portadora. Estos entrecruzadores son capaces de reaccionar con grupos, tales como, pero sin limitarse a ellos, aminas
primarias, sulfhidrilos, carbonilos, glucidos o éacidos carboxilicos, del antigeno y de la molécula portadora. La
conjugacién quimica también incluye un enlace no covalente entre el antigeno y la molécula portadora.

El término "secuencia competitiva" se refiere a un péptido o a una modificacién, fragmento, derivado u homélogo del
mismo que compite con otro péptido por su sitio de unién afin.

"Complementario" se refiere al concepto amplio de complementariedad de secuencia entre regiones de dos cadenas
de acido nucleico o entre dos regiones de la misma cadena de &cido nucleico. Se sabe que un resto de adenina de
una primera region de acido nucleico es capaz de formar puentes de hidrégeno especificos ("emparejamiento de
bases") con un resto de una segunda regién de acido nucleico que es antiparalela a la primera region si el resto es
timina o uracilo. Tal y como se usa en la presente memoria, los términos "complementario” o "complementariedad" se
usan en referencia a polinucleétidos (es decir, una secuencia de nucleétidos) relacionados por las reglas de
emparejamiento de bases. Por ejemplo, para la secuencia "A-G-T", su complementaria es la secuencia "T-C-A".

De manera similar, se sabe que un resto de citosina de una primera cadena de acido nucleico es capaz de emparejarse
segun la base con un resto de una segunda cadena de acido nucleico que es antiparalela a la primera cadena si el
resto es guanina. Una primera region de un acido nucleico es complementaria a una segunda regién del mismo o un
acido nucleico diferente si, cuando las dos regiones estan dispuestas de forma antiparalela, al menos un resto de
nucleétido de la primera region es capaz de emparejarse segun la base con un resto de la segunda region.
Preferiblemente, la primera regién comprende una primera porcion y la segunda regién comprende una segunda
porcién, por lo que, cuando la primera y la segunda porcién estan dispuestas de manera antiparalela, al menos
aproximadamente el 50%, y preferiblemente al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 90%,
o al menos aproximadamente el 95% de los restos de nucleétidos de la primera porcidon son capaces de emparejarse
segun la base con restos de nucleétidos en la segunda porcion. Mas preferiblemente, todos los restos de nucleétidos
de la primera porcién son capaces de emparejarse segln la base con restos de nucleétidos en la segunda porcion.
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El término "complejo”, tal y como se usa en la presente memoria en referencia a las proteinas, se refiere a la unién o
interaccion de dos o més proteinas. La formacién o interaccion de complejos puede incluir cosas tales como la unién,
los cambios en la estructura terciaria y la modificacién de una proteina por otra, tal como la fosforilacién.

Un "compuesto", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier tipo de sustancia o agente que se
suele considerar un farmaco, o un candidato para su uso como farmaco, asi como combinaciones y mezclas de los
anteriores.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "sustitucion conservadora del aminoacido” se define en la
presente memoria como un cambio de aminoacido dentro de uno de los siguientes cinco grupos:

I. Restos pequenios alifaticos, apolares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly;
Il. Restos polares con carga negativa y sus amidas: Asp, Asn, Glu, Gin;

Ill. Restos polares con carga positiva: His, Arg, Lys;

IV. Restos grandes, alifaticos, apolares: Met, Leu, lle, Val, Cys

V. Restos grandes aromaticos: Phe, Tyr, Trp

Una célula, tejido, muestra o sujeto de "control" es una célula, tejido, muestra o sujeto del mismo tipo que una célula,
tejido, muestra o sujeto problema. El control puede, por ejemplo, examinarse con precision o casi al mismo tiempo que
se examina la célula, tejido, muestra o sujeto problema. El control también puede, por ejemplo, examinarse en un
momento alejado del momento en el que se examina la célula, tejido, muestra o sujeto problema, y los resultados del
examen del control pueden grabarse para que los resultados grabados puedan compararse con los resultados
obtenidos mediante la evaluacion de una célula, tejido, muestra o sujeto problema. El control también puede obtenerse
de otra fuente o una fuente similar que no sea el grupo problema o un sujeto problema, en donde la muestra problema
se obtiene de un sujeto que se sospecha que tiene una enfermedad o trastorno para el cual se realiza la prueba.

Una célula, tejido, muestra o sujeto "problema" es uno que esta siendo evaluado o tratado.

El término "cancer", tal y como se usa en la presente memoria, se define como la proliferacién de células cuyo rasgo
Unico, la pérdida de los controles normales, da como resultado nuevas caracteristicas tales como crecimiento
desregulado, falta de diferenciacion, invasién local de tejidos y metastasis. Los ejemplos incluyen, pero sin limitarse a
ellos, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de piel, melanoma,
cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer de rifién, leucemia, carcinoma no microcitico y cancer de pulmén.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "derivado" de un compuesto se refiere a un compuesto quimico que
puede producirse a partir de otro compuesto de estructura similar en una o varias etapas, como en la sustitucion de H
por un grupo alquilo, acilo o amino.

El uso de la palabra "detectar" y sus variantes gramaticales se refiere a la medicion de la especie sin cuantificacion,
mientras que el uso de la palabra "determinar” o "medir" con sus variantes gramaticales se refiere a la medicion de la
especie con cuantificacion. Los términos "detectar” e "identificar" se usan indistintamente en la presente memoria.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "marcador detectable" o una "molécula indicadora" es un atomo o una
molécula que permite la detecciéon especifica de un compuesto que comprende el marcador en presencia de
compuestos similares sin un marcador. Los marcadores detectables o las moléculas indicadoras incluyen, por ejemplo,
is6topos radiactivos, determinantes antigénicos, enzimas, acidos nucleicos disponibles para hibridacion, cromoforos,
fluoréforos, moléculas quimioluminiscentes, moléculas detectables electroquimicamente y moléculas que alteran la
polarizacién fluorescente alterada o alteran la dispersion de luz.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "diagnostico" se refiere a la deteccion del cancer o un riesgo o
propensién a desarrollar cancer, de los tipos de cancer abarcados por la invencion. En cualquier método de diagndstico
existen falsos positivos y falsos negativos. Ningin método de diagnéstico proporciona una precision del 100%.

Una "enfermedad" es un estado de salud de un animal en el que el sujeto no puede mantener la homeostasis, y en el
que si la enfermedad no mejora, la salud del sujeto continla deteriorandose. En cambio, un "trastorno" en un sujeto
es un estado de salud en el que el animal puede mantener la homeostasis, pero en el que el estado de salud del sujeto
es menos favorable de lo que seria en ausencia del trastorno. Si no se trata, un trastorno no necesariamente provoca
una disminucién adicional en el estado de salud del sujeto.

Tal y como se usa en la presente memoria, una "cantidad eficaz" significa una cantidad suficiente para producir un
efecto seleccionado, tal como aliviar los sintomas de una enfermedad o trastorno, preferiblemente en el tratamiento
de una leucemia inv(16). En el contexto de la administracién de compuestos en forma de una politerapia, tal como
multiples compuestos, la cantidad de cada compuesto, cuando se administra en politerapia con uno o varios
compuestos mas, puede ser diferente de cuando ese compuesto se administra solo. Por lo tanto, una cantidad eficaz
de una combinacién de compuestos se refiere colectivamente a la combinacion como un todo, aunque las cantidades
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reales de cada compuesto pueden variar. El término "mas eficaz" significa que el efecto seleccionado se alivia en
mayor medida por un tratamiento en relacion con el segundo tratamiento con el que se esta comparando.

"Que codifica" se refiere a la propiedad inherente de secuencias especificas de nucleétidos en un polinucleétido, como
un gen, un ADNc o un ARNm, para servir como plantilla para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas en los
procesos bioldgicos que tienen una secuencia definida de nucleétidos (es decir, ARNr, ARNt y ARNm) o una secuencia
definida de aminoacidos y las propiedades bioldgicas resultantes de los mismos. Por lo tanto, un gen codifica una
proteina si la transcripcién y la traduccion del ARNm correspondiente a ese gen produce la proteina en una célula u
otro sistema bioldgico. Tanto la cadena codificante, cuya secuencia de nucleétidos es idéntica a la secuencia del
ARNm y que se suele proporcionar en listados de secuencias, como la cadena no codificante, utilizada como plantilla
para la transcripciéon de un gen o un ADNc, puede decirse que codifica la proteina u otro producto de ese gen o ADNc.

A menos que se especifique otra cosa, una "secuencia de nucleotidos que codifica una secuencia de amino&cidos"
incluye todas las secuencias de nucleétidos que son versiones degeneradas entre si y que codifican la misma
secuencia de aminoacidos. Las secuencias de nucleotidos que codifican proteinas y ARN pueden incluir intrones.

Un "potenciador" es un elemento regulador del ADN que puede aumentar la eficiencia de la transcripcion,
independientemente de la distancia u orientacion del potenciador en relacién con el sitio de inicio de la transcripcion.

El término "epitopo", tal y como se usa en la presente memoria, se define como pequefios grupos quimicos en la
molécula de antigeno que pueden desencadenar y reaccionar con un anticuerpo. Un antigeno puede tener uno o
varios epitopos. La mayoria de los antigenos tienen muchos epitopos; es decir, son multivalentes. En general, un
epitopo tiene un tamarfio de aproximadamente 5 aminoacidos o azucares. El experto en la materia sabe que, en
general, la estructura tridimensional global, y no la secuencia lineal especifica de la molécula, es el criterio principal
de especificidad antigénica.

Tal y como se usa en la presente memoria, una preparacion "esencialmente pura" de una proteina o péptido particular
es una preparacion en la que al menos aproximadamente el 95%, y preferiblemente al menos aproximadamente el
99%, en peso, de la proteina o péptido en la preparacién es la proteina o el péptido concretos.

Un "fragmento” o "segmento" es una porcién de una secuencia de aminoacidos que comprende al menos un
aminoacido, o una porcion de una secuencia de acido nucleico que comprende al menos un nucleétido. Los términos
"fragmento" y "segmento" se usan indistintamente en la presente memoria.

Tal y como se usa en la presente memoria, una molécula "funcional" es una molécula en una forma en la que exhibe
una propiedad o actividad por la cual se caracteriza. Una enzima funcional, por ejemplo, es la que exhibe la actividad
catalitica caracteristica por la cual se caracteriza la enzima.

"Homologo", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a la similitud de secuencia de subunidades entre
dos moléculas poliméricas, por ejemplo, entre dos moléculas de acido nucleico, por ejemplo, dos moléculas de ADN
o0 dos moléculas de ARN, o entre dos moléculas de polipéptidos. Cuando una posicion de subunidad en ambas
moléculas esta ocupada por la misma subunidad monomérica, por ejemplo, si una posiciéon en cada una de las dos
moléculas de ADN esta ocupada por adenina, entonces son homoélogas en esa posicion. La homologia entre dos
secuencias es una funcion directa del nimero de posiciones coincidentes u homologas, por ejemplo, si la mitad (por
ejemplo, cinco posiciones en un polimero de diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias del
compuesto son homologas, entonces las dos secuencias son homdlogas al 50 %, si el 90% de las posiciones, por
ejemplo, 9 de 10, son coincidentes u homologas, las dos secuencias comparten el 90% de homologia. A modo de
ejemplo, las secuencias de ADN 3'ATTGCCS5'y 3'TATGGC comparten el 50% de homologia.

Tal y como se usa en la presente memoria, "homologia" se usa como sinénimo de "identidad".

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos se puede lograr
gracias a un algoritmo matematico. Por ejemplo, un algoritmo matematico Util para comparar dos secuencias es el
algoritmo de Karlin y Altschul (1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-2268), modificado como en Karlin y Altschul
(1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877). Este algoritmo esta incorporado en los programas NBLAST vy
XBLAST de Altschul y col. (1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410), y estan accesibles, por ejemplo, en el sitio web del Centro
Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI). Las busquedas de nucleétidos con BLAST se pueden realizar con el
programa NBLAST (denominado "blastn" en el sitio web del NCBI), utilizando los siguientes parametros: penalizacion
por hueco = 5; penalizacion por extension de hueco = 2; penalizaciéon por discordancia = 3; recompensa por
concordancia = 1; valor esperado 10,0; y tamano de palabra = 11 para obtener secuencias de nucleétidos homdlogas
a un acido nucleico descrito en la presente memoria. Las busquedas de proteinas con BLAST se pueden realizar con
el programa XBLAST (denominado "blastn" en el sitio web del NCBI) o con el programa "blastp” del NCBI, utilizando
los siguientes parametros: valor esperado 10,0, matriz de puntuacién BLOSUMG62, para obtener secuencias de
aminoacidos homélogas a una molécula proteica descrita en la presente memoria. Para obtener alineaciones con
huecos para fines de comparacién, se puede utilizar Gapped BLAST como se describe en Altschul y col. (1997, Nucleic
Acids Res. 25: 3389-3402) Como alternativa, se pueden usar PSI-Blast o PHI-Blast para realizar una bldsqueda
iterativa que detecta las relaciones distantes entre moléculas (Id.) y las relaciones entre moléculas que comparten un
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patron comuan. Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST, PSI-Blast y PHI-Blast, se pueden usar los
parametros predeterminados de los correspondientes programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede determinar mediante técnicas similares a las descritas
anteriormente, permitiendo o no huecos. Al calcular el porcentaje de identidad, lo normal es que se cuentan las
coincidencias exactas.

El término "inhibir", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a la capacidad que tiene un compuesto de la
invencion para reducir o impedir una funcion descrita, tal como la proliferaciéon celular, el crecimiento tumoral o la
angiogénesis. Preferiblemente, la inhibicion es al menos del 10%, mas preferiblemente al menos del 25%, incluso mas
preferiblemente al menos del 50%, y lo mas preferiblemente, la funcién esta inhibida al menos al 75%.

Tal y como se usa en la presente memoria, "inyectar o aplicar" incluye la administracion de un compuesto de la
invencion por cualquier numero de vias y medios que incluyen, pero sin limitarse a ellos, por via topica, oral, yugal,
intravenosa, intramuscular, intrarterial, intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmica, subcutanea,
intraperitoneal, intranasal, enteral, tépica, sublingual, vaginal, oftalmica, pulmonar o rectal.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "material de instruccién” incluye una publicacién, una grabacién, un
diagrama o cualquier otro medio de expresidn que pueda usarse para comunicar la utilidad del péptido de la invencién
en el kit para efectuar el alivio de las diversas enfermedades o trastornos mencionados en la presente memoria.
Opcionalmente, o como alternativa, el material de instruccion puede describir uno o varios métodos para aliviar las
enfermedades o trastornos en una célula o un tejido de un mamifero. El material de instruccién del kit de la invencién
puede, por ejemplo, adjuntarse a un envase que contiene el compuesto identificado de la invencién o enviarse junto
con un envase que contiene el compuesto identificado. Como alternativa, el material de instrucciéon se puede enviar
por separado del envase con la intencién de que el material de instrucciéon y el compuesto sean utilizados de manera
cooperativa por el receptor.

Un "acido nucleico aislado" se refiere a un segmento o fragmento de acido nucleico que se ha separado de las
secuencias que lo flanquean en un estado natural, por ejemplo, un fragmento de ADN que se ha eliminado de las
secuencias que normalmente estan adyacentes al fragmento, por ejemplo, las secuencias adyacentes al fragmento
en un genoma en el que se encuentra de forma natural. El término también se aplica a los acidos nucleicos que se
han purificado sustancialmente de otros componentes que acompafan de manera natural al &cido nucleico, por
ejemplo, ARN o ADN o proteinas, que lo acompafian de manera natural en la célula. Por lo tanto, el término incluye,
por ejemplo, un ADN recombinante que esta incorporado en un vector, en un plasmido o virus que se replica de forma
autéonoma, o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota, o que existe como una molécula independiente (por
ejemplo, como un ADNc o un fragmento genémico o de ADNc producido por PCR o por digestién con enzimas de
restriccion) independiente de otras secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte de un gen hibrido
que codifica una secuencia de polipéptido adicional.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "ligando" es un compuesto que se une especificamente a un compuesto
diana. Un ligando (por ejemplo, un anticuerpo) "se une especificamente a" o0 "es especificamente inmunorreactivo con"
un compuesto cuando el ligando funciona en una reaccién de unién que es determinante de la presencia del compuesto
en una muestra de compuestos heterogéneos. Por lo tanto, en las condiciones de ensayo designadas (por ejemplo,
inmunoensayo), el ligando se une preferentemente a un compuesto particular y no se une de manera significativa a
otros compuestos presentes en la muestra. Por ejemplo, un anticuerpo se une especificamente en las condiciones de
inmunoensayo a un antigeno que lleva un epitopo contra el cual se generé el anticuerpo. Se puede usar una variedad
de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con un antigeno
particular. Por ejemplo, los inmunoensayos de tipo ELISA en fase sélida se usan por norma para seleccionar
anticuerpos monoclonales especificamente inmunorreactivos con un antigeno. Véase Harlow y Lane, 1988,
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York, para una descripcion de los formatos
y condiciones del inmunoensayo que pueden usarse para determinar la inmunorreactividad especifica.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "enlace" se refiere a una conexién entre dos grupos. La conexion
puede ser covalente o no covalente, que incluye, entre otros, enlaces idnicos, puentes de hidrégeno e interacciones
hidréfobas/hidrofilas.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "conector” se refiere a una molécula que une otras dos moléculas
de forma covalente o no covalente, por ejemplo, a través de enlaces idnicos o de puentes de hidrogeno o de
interacciones de van der Waals.

La "expresién anémala" de un gen significa la expresion de un gen en una célula de un paciente afectado por una
enfermedad o trastorno, en donde el nivel de expresion (incluida la ausencia de expresion), la porcion del gen
expresado o el momento de la expresién del gen con respecto al ciclo celular difiere de la expresidén del mismo gen en
una célula de un paciente que no esta afectado por la enfermedad o trastorno. Se entiende que la expresion anémala
puede provocar o contribuir a la enfermedad o trastorno, ser un sintoma de la enfermedad o trastorno, o ambos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "acido nucleico” abarca ARN, asi como ADN y ADNc
monocatenarios y bicatenarios. Ademas, los términos "acido nucleico”, "ADN", "ARN" y términos similares también
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incluyen analogos de acido nucleico, es decir, analogos que tienen un esqueleto de fosfodiéster diferente. Por ejemplo,
los denominados "acidos peptidonucleicos ", que son conocidos en la técnica y tienen enlaces peptidicos en lugar de
enlaces fosfodiéster en el esqueleto, se consideran dentro del alcance de la presente invencién. Por "acido nucleico”
se entiende cualquier acido nucleico, ya sea compuesto de desoxirribonucleésidos o ribonucleésidos, y ya sea
compuesto por enlaces fosfodiéster o enlaces modificados, tales como enlaces fosfotriéster, fosforamidato, siloxano,
carbonato, carboximetiléster, acetamidato, carbamato, tioéter, fosforamidato puenteado, metilenfosfonato puenteado,
fosforamidato puenteado, fosforamidato puenteado, metilenfosfonato puenteado, fosforotioato, metilfosfonato,
fosforoditioato, fosforotioato puenteado o sulfona, y combinaciones de tales enlaces. El término acido nucleico también
incluye especificamente acidos nucleicos compuestos de bases distintas de las cinco bases bioldgicas (adenina,
guanina, timina, citosina y uracilo). La notacién convencional se usa en la presente memoria para describir secuencias
de polinucleétidos: el extremo izquierdo de una secuencia polinucleotidica monocatenaria es el extremo 5'; la direccién
hacia la izquierda de una secuencia polinucleotidica bicatenaria se denomina sentido 5'. La direccién de adicién de los
nucledtidos de 5' a 3' en los ARN transcritos nacientes se denomina sentido de la transcripcion. La cadena de ADN
que tiene la misma secuencia que un ARNm se denomina "cadena codificante"; las secuencias en la cadena de ADN
que se ubican en 5' con respecto a un punto de referencia en el ADN se denominan "secuencias precedentes o por
delante"; las secuencias en la cadena de ADN que estan en 3' con respecto a un punto de referencia en el ADN se
denominan "secuencias posteriores o por detras".

El término "construccion de &cido nucleico", tal y como se usa en la presente memoria, abarca las secuencias de ADN
y ARN que codifican el gen concreto o el fragmento del gen deseado, ya sea obtenido por métodos genémicos o
sintéticos.

A menos que se especifique otra cosa, una "secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos"
incluye todas las secuencias de nucleétidos que son versiones degeneradas entre si y que codifican la misma
secuencia de aminoacidos. Las secuencias de nucleotidos que codifican proteinas y ARN pueden incluir intrones.

El término "oligonucledtido" se refiere tipicamente a polinucledtidos cortos, por lo general de menos de
aproximadamente 50 nucleétidos. Se ha de saber que cuando una secuencia de nucleétidos esta representada por
una secuencia de ADN (es decir, A, T, G, C), esto también incluye una secuencia de ARN (es decir, A, U, G, C) en la
que la "U" reemplaza la "T".

"Unido operativamente" se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes estan configurados para realizar su
funcién habitual. Por lo tanto, las secuencias de control o los promotores unidos operativamente a una secuencia
codificante son capaces de efectuar la expresiéon de la secuencia codificante. Al describir dos polinucleétidos como
"unidos operativamente" se entiende que un resto de acido nucleico monocatenario o bicatenario comprende los dos
polinucleétidos dispuestos dentro del resto de acido nucleico de tal manera que al menos uno de los dos
polinucleétidos es capaz de ejercer un efecto fisioldgico por el cual se caracteriza sobre el otro. A modo de ejemplo,
un promotor unido operativamente a la region codificante de un gen es capaz de promover la transcripcion de la region
codificante.

Tal y como se usa en la presente memoria, "administracion parenteral" de una composicion farmacéutica incluye
cualquier via de administracion caracterizada por la ruptura fisica de un tejido de un sujeto y la administracién de la
composicién farmacéutica a través de la abertura en el tejido. Por lo tanto, la administracién parenteral incluye, pero
no se limita a, la administracion de una composicién farmacéutica mediante la inyeccidén de la composicién, mediante
la aplicacion de la composicion a través de una incision quirirgica, mediante la aplicacion de la composicion a través
de una herida no quirdrgica que penetra en el tejido, y similares. En particular, se contempla que la administracion
parenteral incluya, pero sin limitacion, técnicas de inyeccion subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intraesternal
y de infusién dialitica renal.

"Mejora de la penetracion" y "potenciadores de la penetracién”, tal y como se usan en la presente memoria, se refieren
al proceso y a los materiales afiadidos que provocan un aumento de la permeabilidad de la piel a un agente
farmacoldgicamente activo que atraviesa la piel de manera deficiente, es decir, para aumentar la velocidad a la que el
farmaco atraviesa la piel y entra en el torrente circulatorio. "Potenciador de permeacién" se usa indistintamente con
"potenciador de la penetracion”.

El término "composicion farmacéutica” significara una composiciéon que comprende al menos un ingrediente activo,
por lo que la composicion se puede usar en investigacion para un resultado especifico y eficaz en un mamifero (por
ejemplo, sin limitacion, un humano). Los expertos en la materia conoceran y apreciaran las técnicas apropiadas para
determinar si un ingrediente activo tiene un resultado eficaz deseado basado en las necesidades del experto.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera de
los vehiculos farmacéuticos estandares, tales como una solucién salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones,
tales como una emulsién de aceite en agua o de agua en aceite, y varios tipos de humectantes. El término también
abarca cualquiera de los agentes aprobados por una agencia reguladora del gobierno federal de los EE. UU. o
enumerados en la Farmacopea de los EE. UU. para su uso en los animales, incluidos los humanos.
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Tal y como se usa en la presente memoria, el término éster o sal "fisiolégicamente aceptable" significa una forma de
éster o de sal del ingrediente activo que es compatible con cualquier otro ingrediente de la composicion farmacéutica,
que no es perjudicial para el sujeto al que se administrara la composicion.

"Pluralidad" significa al menos dos.

Por "presensibilizacion" se entiende la administracién previa de al menos un estimulador innato del sistema inmunitario
antes de la exposicion a un agente patégeno. Esto a veces se denomina induccion de la tolerancia.

El término "prevenir", tal y como se usa en la presente memoria, significa evitar que algo suceda o tomar medidas
anticipadas contra algo que es posible o probable que ocurra. En el contexto de la medicina, "prevencion" suele
referirse a la accion tomada para disminuir la posibilidad de contraer una enfermedad o afeccion.

Un tratamiento "preventivo” o "profilactico" es un tratamiento administrado a un sujeto que no muestra signos, o exhibe
solo signos tempranos, de una enfermedad o trastorno. Se administra un tratamiento profilactico o preventivo con el
fin de disminuir el riesgo de desarrollar la patologia asociada al desarrollo de la enfermedad o trastorno.

Un tratamiento "profilactico" es un tratamiento administrado a un sujeto que no exhibe signos de una enfermedad o
lesion o exhibe solo signos tempranos de la enfermedad o lesién con el propdsito de disminuir el riesgo de desarrollar
la patologia asociada a la enfermedad o lesion.

El término "via reguladora de la proteina”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere tanto a la via reguladora
de las etapas previas que regulan una proteina, como a los acontecimientos posteriores que regulan esa proteina.
Dicha regulacién incluye, pero no se limita a, transcripcion, traduccién, cantidad, actividad, modificacion
postraduccional y funcién de la proteina de interés, asi como los acontecimientos posteriores que regulan la proteina.
Los términos "via de la proteina" y "via reguladora de la proteina" se usan indistintamente en la presente memoria.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "secuencia promotora/reguladora” significa una secuencia de
acido nucleico que se necesita para la expresion de un producto génico operativamente unido a la secuencia
promotora/reguladora. En algunos casos, esta secuencia puede ser la secuencia del promotor minimo y en otros
casos, esta secuencia también puede incluir una secuencia potenciadora y otros elementos reguladores que se
necesitan para la expresion del producto génico. La secuencia promotora/reguladora puede ser, por ejemplo, una que
exprese el producto génico de una manera especifica de tejido.

Un promotor "constitutivo" es un promotor que impulsa la expresiéon de un gen al que esta operativamente unido, de
manera constante en una célula. A modo de ejemplo, los promotores que impulsan la expresion de genes de
mantenimiento celular se consideran promotores constitutivos.

Un promotor "inducible" es una secuencia de nucleotidos que, cuando esta operativamente unida a un polinucleétido
que codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula viva
sustancialmente solo cuando un inductor que corresponde al promotor esta presente en la célula.

Un promotor "especifico de tejido" es una secuencia de nucleétidos que, cuando esta operativamente unida a un
polinucleétido que codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula
viva sustancialmente solo si la célula es una célula del tipo de tejido que corresponde al promotor.

Tal y como se usa en la presente memoria, "grupo protector" con respecto a un grupo amino terminal se refiere a un
grupo amino terminal de un péptido, en donde el grupo amino terminal esta acoplado a cualquiera de los diversos
grupos protectores aminoterminales empleados tradicionalmente en la sintesis de péptidos. Tales grupos protectores
incluyen, por ejemplo, grupos protectores de acilo, tales como formilo, acetilo, benzoilo, trifluoroacetilo, succinilo y
metoxisuccinilo; grupos aromaticos protectores de uretano tales como benciloxicarbonilo; y grupos alifaticos
protectores de uretano, por ejemplo, tert-butoxicarbonilo 0 adamantiloxicarbonilo. Véase Gross y Mienhofer, eds., The
Peptides, vol. 3, pags. 3-88 (Academic Press, Nueva York, 1981) para los grupos protectores adecuados.

Tal y como se usa en la presente memoria, "grupo protector" con respecto a un grupo carboxilo terminal se refiere a
un grupo carboxilo terminal de un péptido, en donde el grupo carboxilo terminal esta acoplado a cualquiera de una
serie de grupos protectores carboxiterminales. Dichos grupos protectores incluyen, por ejemplo, tert-butilo, bencilo u
otros grupos aceptables unidos al grupo carboxilo terminal a través de un enlace éster o éter.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "purificado” y términos similares se refieren a un enriquecimiento
de una molécula o compuesto en relacién con otros componentes normalmente asociados a la molécula o compuesto
en un entorno nativo. El término "purificado" no indica necesariamente que se haya logrado la pureza completa de la
molécula particular durante el proceso. Un compuesto "altamente purificado" tal y como se usa en la presente memoria
se refiere a un compuesto que tiene una pureza mayor del 90%.

El término "regular" se refiere a estimular o inhibir una funcion o actividad de interés.
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"Polinucleétido recombinante" se refiere a un polinucleétido que tiene secuencias que no estan unidas entre si de
forma natural. Se puede incluir un polinucleétido recombinante amplificado o ensamblado en un vector idoneo, y el
vector se puede usar para transformar una célula hospedadora idénea.

Un polinucleétido recombinante también puede cumplir una funcién no codificante (por ejemplo, promotor, origen de
replicacion, sitio de unién al ribosoma, etc.).

Una célula hospedadora que comprende un polinucleétido recombinante se denomina "célula hospedadora
recombinante". Un gen que se expresa en una célula hospedadora recombinante en la que el gen comprende un
polinucleétido recombinante produce un "polipéptido recombinante”.

Un "polipéptido recombinante” es uno que se produce tras la expresién de un polinucleétido recombinante.

Por "ARN pequefios interferentes (siRNA)" se entiende, entre otras cosas, una molécula de dsRNA aislada compuesta
de una cadena sentido y una cadena antisentido. En un aspecto, tiene mas de 10 nucleétidos de longitud. El siRNA
también se refiere a un Unico transcrito que tiene tanto las secuencias sentido como las secuencias antisentido
complementarias del gen deseado, por ejemplo, una horquilla. El siRNA incluye ademas cualquier forma de dsRNA
(productos escindidos proteoliticamente de dsRNA mas grande, ARN parcialmente purificado, ARN esencialmente
puro, ARN sintético, ARN producido de forma recombinante), asi como ARN alterado que difiere del ARN que se
produce de forma natural por la adicion, eliminacién, sustitucién y/o alteracién de uno o mas nucledétidos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "soporte sélido" se refiere a un sustrato insoluble en el solvente
que es capaz de formar enlaces (preferiblemente enlaces covalentes) con diversos compuestos. El soporte puede ser
de naturaleza biolégica, tal como, sin limitacién, una célula o particula de bacteri6fago, o sintético, tal como, sin
limitacion, un derivado de acrilamida, agarosa, celulosa, nilén, silice o particulas magnéticas.

El término "estandar", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a algo usado para comparacion. Por
ejemplo, un estandar puede ser un agente o compuesto estandar conocido que se administra o afiade a una muestra
de control y se usa para comparar los resultados al medir dicho compuesto en una muestra problema. En un aspecto,
el compuesto estandar se afiade o se prepara en una cantidad o concentracion que es equivalente a un valor normal
para ese compuesto en un sujeto normal. Estandar también puede referirse a un "estandar interno”, tal como un agente
0 compuesto que se anade en cantidades conocidas a una muestra y es Util para determinar cosas tales como tasas
de purificacion o recuperacion cuando una muestra se procesa o se somete a procedimientos de purificacién o
extracciéon antes de medir un marcador de interés.

Un "sujeto" de diagnostico o tratamiento es un mamifero, incluido un humano.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "sujeto que lo necesita" es un paciente, animal, mamifero o humano,
que se beneficiara del método de esta invencién.

El término "sustancialmente puro" describe un compuesto, por ejemplo, una proteina o polipéptido, que se ha separado
de los componentes que lo acompanan de forma natural. Tipicamente, un compuesto es sustancialmente puro cuando
al menos el 10%, mas preferiblemente al menos el 20%, mas preferiblemente al menos el 50%, mas preferiblemente
al menos el 60%, mas preferiblemente al menos el 75%, mas preferiblemente al menos el 90% y lo mas
preferiblemente al menos el 99% del material total (en volumen, en peso himedo o seco, o en porcentaje molar o
fraccion molar) en una muestra es el compuesto de interés. La pureza se puede medir por cualquier método apropiado,
por ejemplo, en el caso de los polipéptidos por cromatografia en columna, electroforesis en gel o analisis por HPLC.
Un compuesto, por ejemplo, una proteina, también esta sustancialmente purificada cuando esta esencialmente libre
de los componentes que van asociados de forma natural o cuando esté separada de los contaminantes nativos que lo
acompanan en su estado natural.

El término "sintoma", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier fenédmeno mérbido o desviacion
de lo normal en la estructura, funcién o sensacién, que experimenta el paciente y que son indicativos de enfermedad.
En cambio, un "signo" es una prueba objetiva de enfermedad. Por ejemplo, una nariz ensangrentada es un signo. Es
evidente para el paciente, el médico, la enfermera y otros observadores.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "tratar" incluye la profilaxis del trastorno o afeccion especificos,
o el alivio de los sintomas asociados a un trastorno o afeccién especifico y/o prevenir o eliminar dichos sintomas. Un
tratamiento "profilactico” es un tratamiento administrado a un sujeto que no muestra signos de una enfermedad, o
exhibe solo signos tempranos de la enfermedad, con el propésito de disminuir el riesgo de desarrollar una patologia
asociada a la enfermedad.

Un tratamiento "terapéutico” es un tratamiento administrado a un sujeto que exhibe signos de enfermedad con el
propésito de disminuir o eliminar esos signos.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto es la cantidad de compuesto que es suficiente para
proporcionar un efecto beneficioso al sujeto al que se administra el compuesto.
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Taly como se usa en la presente memoria, el término "tratar" incluye la profilaxis de la enfermedad, trastorno o afeccion
especificos, o el alivio de los sintomas asociados a una enfermedad, trastorno o afeccién especifico y/o prevenir o
eliminar dichos sintomas.

Definiciones quimicas
Tal y como se usa en la presente memoria, el término "halégeno” o "halo” incluye bromo, cloro, flior y yodo.

El término "haloalquilo”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un radical alquilo que lleva al menos
un sustituyente halégeno, por ejemplo, clorometilo, fluoroetilo o trifluorometilo y similares.

El término "alquilo(C+-Cn)" en donde n es un entero, tal y como se usa en la presente memoria, representa un grupo
alquilo ramificado o lineal que tiene de uno a la cantidad especificada de atomos de carbono. Tipicamente, los grupos
alquilo(C1-Ce) incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo,
pentilo, hexilo y similares.

El término "alquenilo(C2-Cn)" en el que n es un entero, tal y como se usa en la presente memoria, representa un grupo
ramificado o lineal olefinicamente insaturado que tiene de 2 a la cantidad especificada de atomos de carbono y al
menos un doble enlace. Ejemplos de tales grupos incluyen, pero sin limitarse a ellos, 1-propenilo, 2-propenilo,
1,3-butadienilo, 1-butenilo, hexenilo, pentenilo y similares.

El término "alquinilo(C2-Cn)" en donde n es un numero entero, se refiere a un grupo ramificado o lineal insaturado que
tiene de 2 al numero especificado de atomos de carbono y al menos un triple enlace. Los ejemplos de tales grupos
incluyen, pero sin limitarse a ellos, 1-propinilo, 2- propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo y similares.

El término "cicloalquilo(Cs-Cn)" en donde n = 8, representa ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo
y ciclooctilo.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "opcionalmente sustituido" se refiere de cero a cuatro
sustituyentes, en donde los sustituyentes se seleccionan cada uno independientemente. Cada uno de los sustituyentes
seleccionados independientemente puede ser igual o diferente que otros sustituyentes.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "arilo" se refiere a un sistema de anillo carbociclico mono- o
biciclico opcionalmente sustituido que tiene uno o dos anillos aromaticos que incluyen, pero sin limitarse a ellos, fenilo,
bencilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, indenilo y similares. "Arilo opcionalmente sustituido" incluye compuestos de
tipo arilo que tienen de cero a cuatro sustituyentes, y "arilo sustituido” incluye compuestos de arilo que tienen uno o
mas sustituyentes. El término alquil(Cs-Cg)arilo se refiere a cualquier grupo arilo que esta unido al resto original a
través del grupo alquilo.

El término "grupo heterociclico" se refiere a un sistema de anillo carbociclico mono- o biciclico opcionalmente sustituido
que contiene de uno a tres heterodtomos, en el que los heterodtomos se seleccionan del grupo que consiste en
oxigeno, azufre y nitrégeno.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "heteroarilo” se refiere a un sistema de anillo carbociclico mono-
o biciclico opcionalmente sustituido que tiene uno o dos anillos aromaticos que contienen de uno a tres heteroatomos
e incluye, pero sin limitarse a ellos, furilo, tienilo, piridilo y similares.

El término "biciclico" representa un anillo de carbono biciclico puenteado o fusionado estable, saturado o insaturado
de 7 a 12 miembros. El anillo biciclico puede estar unido a cualquier atomo de carbono que proporcione una estructura
estable. El término incluye, pero sin limitarse a ellos, nattilo, diciclohexilo, diciclohexenilo y similares.

Los compuestos de la presente invencion contienen uno o mas centros asimétricos en la molécula. De acuerdo con la
presente invencion, debe entenderse que una estructura que no designa la estereoquimica abarca todos los diversos
isébmeros Opticos, asi como sus mezclas racémicas.

Los compuestos de la presente invencidén pueden existir en formas tautémeras y la invencion incluye tanto mezclas

N

N NH

como tautémeros individuales separados. Por ejemplo, la siguiente estructura: \=/ se entiende que
representa una mezcla de las estructuras:

N/\ NH HN/\N

—/
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El término "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a las sales que retienen la efectividad biologica y las
propiedades de los compuestos de la presente invencion y que no son indeseables ni desde el punto de vista biolégico
ni desde ninguin otro. En muchos casos, los compuestos de la presente invencién son capaces de formar sales de
acido y/o de base en virtud de la presencia de grupos amino y/o carboxilo o grupos similares a los mismos.

Las sales de adicién de base farmacéuticamente aceptables pueden prepararse a partir de bases inorganicas y
organicas. Las sales derivadas de bases inorganicas incluyen, solo a modo de ejemplo, sales de sodio, potasio, litio,
amonio, calcio y magnesio. Las sales derivadas de bases organicas incluyen, pero sin limitarse a ellas, sales de aminas
primarias, secundarias y terciarias, tales como alquilaminas, dialquilaminas, trialquilaminas, alquilaminas sustituidas,
di(alquilo sustituido)aminas, ftri(alquilo sustituido)aminas, alquenilaminas, dialquenilaminas, trialquenilaminas,
alquenilaminas sustituidas, di(alquenilo sustituido)aminas, tri(alquenilo sustituido)aminas, cicloalquilaminas,
di(cicloalquil)aminas, tri(cicloalquil)aminas, cicloalquilaminas  sustituidas, cicloalquilaminas disustituidas,
cicloalquilaminas trisustituidas, cicloalquenilaminas, di(cicloalquenil)aminas, tri(cicloalquenil)aminas,
cicloalquenilaminas sustituidas, cicloalquenilamina disustituida, cicloalquenilaminas trisustituidas, arilaminas,
diarilaminas, triarilaminas, heteroarilaminas, diheteroarilaminas, triheteroarilaminas, aminas heterociclicas, aminas
diheterociclicas, aminas triheterociclicas, di- y triaminas mixtas donde al menos dos de los sustituyentes en la amina
son diferentes y se seleccionan del grupo que consiste en alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, cicloalquenilo, cicloalquenilo sustituido, arilo, heteroarilo, heterociclico y similares.
También se incluyen las aminas donde los dos o tres sustituyentes, junto con el nitrgeno amino, forman un grupo
heterociclico o heteroarilo. Los ejemplos de aminas idoneas incluyen, a modo de ejemplo solamente, isopropilamina,
trimetilamina, dietilamina, tri(isopropil)amina, tri(n-propil)amina, etanolamina, 2-dimetilaminoetanol, trometamina,
lisina, arginina, histidina, cafeina, procaina, hidrabamina, colina, betaina, etilendiamina, glucosamina,
N-alquilglucaminas, teobromina, purinas, piperazina, piperidina, morfolina, N-etilpiperidina y similares. También debe
saberse que otros derivados de &cido carboxilico serian Utiles en la puesta en practica de esta invencién, por ejemplo,
amidas de acido carboxilico, que incluyen carboxamidas, alquilcarboxamidas inferiores, dialquilcarboxamidas y
similares.

Las sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables pueden prepararse a partir de acidos inorganicos y
organicos. Las sales derivadas de acidos inorganicos incluyen acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico,
acido nitrico, acido fosférico y similares. Las sales derivadas de acidos organicos incluyen acido acético, acido
propiodnico, acido glicélico, acido piravico, acido oxalico, acido malico, acido maldnico, acido succinico, acido maleico,
acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cindmico, acido mandélico, acido metanosulfénico,
acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfonico, &cido salicilico y similares.

Realizaciones

La presente descripcion da a conocer composiciones, su uso y los métodos Utiles para inhibir la proliferacién de células
de laleucemia inv(16) y para aumentar la apoptosis en las células de la leucemia inv(16). El método abarca la inhibicion
directa de las interacciones proteina-proteina.

Las composiciones incluyen compuestos conocidos y nuevos Utiles para poner en practica los métodos de la invencion,
asi como métodos para preparar los compuestos. Las técnicas para preparar analogos, derivados y modificaciones
de las estructuras genéricas de la invencion se conocen en la técnica o se describen en la presente memoria. Algunos
ejemplos de enfermedades que pueden tratarse con los compuestos de la invenciéon se debaten en la presente
memoria o0 se conocen en la técnica. La presente descripcion da a conocer ademas métodos para ensayar compuestos
de la invencion. Otros métodos para probar compuestos descubiertos con los métodos de la invencion se describen
en la presente memoria o se conocen en la técnica.

En los casos en que los compuestos son suficientemente basicos o acidos para formar sales &cidas o basicas, el uso
de los compuestos como sales puede ser apropiado. Ejemplos de sales aceptables son las sales de adicion de acido
organico formadas con &cidos que forman un anién fisiolégicamente aceptable, por ejemplo, tosilato, metanosulfonato,
acetato, citrato, malonato, tartarato, succinato, benzoato, ascorbato, a-cetoglutarato y a-glicerofosfato. También se
pueden formar sales inorganicas idéneas, que incluyen sales de hidrocloruro, sulfato, nitrato, bicarbonato y carbonato.

Las sales aceptables se pueden obtener mediante el uso de procedimientos estandares bien conocidos en la técnica,
por ejemplo, al hacer reaccionar un compuesto suficientemente basico, tal como una amina, con un acido idéneo que
proporciona un anién fisiologicamente aceptable. También se pueden preparar sales de metales alcalinos (por
ejemplo, sodio, potasio o litio) o metales alcalinotérreos (por ejemplo, calcio) de &cidos carboxilicos.

En los casos en que los compuestos son suficientemente basicos o acidos para formar sales de bases o acidos no
toxicos estables, la administracion de los compuestos como sales puede ser apropiada. Ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables son las sales de adicion de acido organico formadas con acidos que forman un anién
fisiologicamente aceptable, por ejemplo, tosilato, metanosulfonato, acetato, citrato, malonato, tartrato, succinato,
benzoato, ascorbato, -cetoglutarato y -glicerofosfato. También se pueden formar sales inorganicas idéneas, que
incluyen sales de hidrocloruro, sulfato, nitrato, bicarbonato y carbonato.
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Las sales farmacéuticamente aceptables pueden obtenerse mediante el uso de los procedimientos estandares bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, al hacer reaccionar un compuesto suficientemente basico, tal como una amina,
con un acido idoneo que proporciona un anion fisioldgicamente aceptable. También se pueden preparar sales de
metales alcalinos (por ejemplo, sodio, potasio o litio) o metales alcalinotérreos (por ejemplo, calcio) de acidos
carboxilicos.

Los compuestos de las férmulas de la invencion pueden formularse como composiciones farmacéuticas y
administrarse a un hospedador mamifero, tal como un paciente humano en una variedad de formas adaptadas a la
via de administracién elegida, a saber, oral o parenteral, por las vias intravenosa, intramuscular, topica o subcuténea.

Por lo tanto, los presentes compuestos pueden administrarse sistémicamente, por ejemplo, por via oral, en
combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un diluyente inerte o un vehiculo comestible
asimilable. Pueden estar encerrados en capsulas de gelatina de cubierta dura o blanda, pueden comprimirse en
comprimidos o pueden incorporarse directamente con los alimentos de la dieta del paciente. Para la administracién
terapéutica oral, el compuesto activo puede combinarse con uno o0 mas excipientes y usarse en forma de comprimidos
ingeribles, comprimidos para chupar, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, comprimidos desleibles y
similares. Tales composiciones y preparaciones deben contener al menos el 0,1% del compuesto activo. El porcentaje
de las composiciones y preparaciones puede, por supuesto, variar y puede estar por comodidad entre
aproximadamente el 2% y aproximadamente el 60% del peso de una forma de dosis unitaria dada. La cantidad del
compuesto activo en tales composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se obtendra un nivel de dosificacion eficaz.

Los comprimidos, los trociscos, las pildoras, las cépsulas y similares también pueden contener lo siguiente:
aglutinantes tal como goma de tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato
dicélcico; un disgregante tal como almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico y similares; un lubricante tal
como estearato de magnesio; y se puede agregar un edulcorante tal como sacarosa, fructosa, lactosa o aspartamo, o
un aromatizante tal como menta, aceite de pirola o aroma de cereza. Cuando la forma de dosis unitaria es una capsula,
puede contener, ademdas de los materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido, tal como un aceite vegetal o un
polietilenglicol. Otros materiales diferentes pueden estar presentes como recubrimientos o si no para modificar la forma
fisica de la forma de dosis unitaria sélida. Por ejemplo, los comprimidos, pildoras o capsulas pueden estar recubiertos
con gelatina, cera, goma laca o azucar y similares. Un jarabe o elixir puede contener el compuesto activo, sacarosa o
fructosa como edulcorante, metil- y propilparabenos como conservantes, un colorante y saborizante tal como el sabor
a cereza o naranja. Por supuesto, cualquier material utilizado en la preparaciéon de cualquier forma de dosis unitaria
debe ser farmacéuticamente aceptable y sustancialmente no téxico en las cantidades empleadas. Ademas, el
compuesto activo puede incorporarse en preparaciones y dispositivos de liberacion sostenida.

El compuesto activo también puede administrarse por via intravenosa o intraperitoneal mediante infusion o inyeccion.
Las soluciones del compuesto activo 0 sus sales se pueden preparar en agua, opcionalmente mezcladas con un
tensioactivo no toxico. Las dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polietilenglicoles liquidos, triacetina
y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones
contienen un conservante para impedir el crecimiento de microorganismos.

Las formas de dosis farmacéuticas idéneas para inyeccién o infusion pueden incluir soluciones o dispersiones acuosas
estériles o polvos estériles que comprenden el ingrediente activo que estan adaptados para la preparacién
extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables o infusibles estériles, opcionalmente encapsuladas en
liposomas. En todos los casos, la forma de dosificacion final debe ser estéril, liquida y estable en las condiciones de
fabricacién y almacenamiento. El excipiente o vehiculo liquido puede ser un solvente 0 medio de dispersion liquido
que comprende, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicoles liquidos y
similares), aceites vegetales, ésteres de glicerilo no toxicos y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada
puede mantenerse, por ejemplo, mediante la formacion de liposomas, mediante el mantenimiento del tamario de las
particulas necesario en el caso de las dispersiones o mediante el uso de tensioactivos. La prevencioén de la accion de
los microorganismos puede ser llevada a cabo por diversos agentes antibacterianos y antimicoticos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azlcares, tamponantes o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones
inyectables se puede lograr mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasan la absorcién, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan mediante la incorporacién del compuesto activo en la cantidad
requerida en el disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de la esterilizacién por filtracién. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacién son las técnicas de el secado al vacio y
liofilizacion, que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado presente en las
soluciones filtradas previamente y estériles.

Para la administracion tépica, los presentes compuestos pueden aplicarse en forma pura, a saber, cuando son liquidos.
Sin embargo, suele ser deseable administrarlos en la piel como composiciones o formulaciones, en combinacion con
un vehiculo dermatolégicamente aceptable, que puede ser un sélido o un liquido.
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Los vehiculos solidos utiles incluyen sélidos finamente divididos, tales como talco, arcilla, celulosa microcristalina,
silice, alumina y similares. Los vehiculos liquidos utiles incluyen agua, alcoholes o glicoles, 0 mezclas de agua-
alcohol/glicol, en los que los presentes compuestos pueden disolverse o dispersarse en cantidades eficaces,
opcionalmente con la ayuda de tensioactivos no toxicos. Se pueden agregar adyuvantes tales como fragancias y
agentes antimicrobianos adicionales para optimizar las propiedades para un uso dado. Las composiciones liquidas
resultantes pueden aplicarse a partir de almohadillas absorbentes, usarse para impregnar vendajes y otros apositos,
o rociarse sobre el area afectada usando pulverizadores de tipo bomba o aerosol.

Los espesantes tales como polimeros sintéticos, acidos grasos, sales y ésteres de acidos grasos, alcoholes grasos,
celulosas modificadas o materiales minerales modificados también pueden emplearse con vehiculos liquidos para
formar pastas para untar, geles, ungientos, jabones y similares, para su aplicacién directa en la piel del usuario.

Los ejemplos de composiciones dermatolégicas Utiles que se pueden usar para administrar los compuestos en la piel
tienen las formulas de la invencion conocidas en la técnica; por ejemplo, véase Jacquet et al. (patente de los EE. UU.
n.? 4,608,392), Geria (patente de los EE. UU. n.? 4,992,478), Smith et al. (patente de los EE. UU. n.? 4,559,157) y
Wortzman (patente de los EE. UU. n.? 4,820,508).

Las dosis utiles de los compuestos de la férmula | se pueden determinar comparando su actividad in vitroy la actividad
in vivo en modelos animales. Los métodos para la extrapolacién de las dosis efectivas en los ratones, y otros animales,
a humanos son conocidos en la técnica; por ejemplo, véase la patente de los EE. UU. n.? 4,938,949.

Por lo general, la concentracién del(de los) compuesto(s) de una férmula de la invencion, en una composicion liquida,
tal como una locion, sera de aproximadamente el 0,1 al 25% en peso, preferiblemente de aproximadamente el 0,5 al
10% en peso. La concentracion en una composicion semisélida o sélida, tal como un gel o un polvo, sera de
aproximadamente el 0,1 al 5% en peso, preferiblemente de aproximadamente el 0,5 al 2,5% en peso.

La cantidad del compuesto, o una sal activa o derivado del mismo, requerido para ser usado en el tratamiento variara
no solo con la sal particular seleccionada, sino también con la via de administracion, la naturaleza de la afeccion a
tratar y la edad y estado del paciente, y sera en ultima instancia a discrecién del médico de cabecera u hospitalario.

Sin embargo, en general, una dosis idénea estara en el margen de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100
mg/kg, por ejemplo, de aproximadamente 10 a aproximadamente 75 mg/kg de masa corporal por dia, tal como de 3 a
aproximadamente 50 mg por kilogramo de masa corporal del receptor por dia, preferiblemente en el margen de 6 a 90
(mg/kg)/dia, lo mas preferiblemente en el margen de 15 a 60 (mg/kg)/dia.

El compuesto se administra ventajosamente en forma de dosis unitaria; por ejemplo, que contiene de 5 a 1000 mg,
ventajosamente de 10 a 750 mg, lo mas ventajosamente de 50 a 500 mg de ingrediente activo por forma de dosis
unitaria.

Idealmente, el ingrediente activo deberia administrarse para alcanzar las concentraciones plasmaticas méaximas del
compuesto activo de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 75 uM, preferiblemente de aproximadamente 1 a 50
pM, lo més preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 30 pM. Esto puede lograrse, por ejemplo,
mediante la inyeccion intravenosa de una solucién del 0,05 al 5% del ingrediente activo, opcionalmente en solucion
salina, o administrada por via oral como un bolo que contiene aproximadamente de 1 a 100 mg del ingrediente activo.
Los niveles sanguineos deseables se pueden mantener mediante infusion continua para proporcionar
aproximadamente de 0,01 a 5,0 (mg/kg)/h o0 mediante infusiones intermitentes que contienen aproximadamente de 0,4
a 15 mg/kg del ingrediente o ingredientes activos.

La dosis deseada puede presentarse ventajosamente en una dosis Unica 0 como dosis divididas administradas a
intervalos apropiados, por ejemplo, como dos, tres, cuatro o0 mas subdosis al dia. La subdosis en si misma puede
dividirse adicionalmente, por ejemplo, en una cantidad de administraciones independientes y con un espaciamiento
holgado; tales como inyecciones multiples o por aplicacién directa o tépica.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "material de instruccién” incluye una publicacién, una grabacién, un
diagrama o cualquier otro medio de expresién que pueda usarse para comunicar la utilidad de la composicién de la
invencion para su pretendido uso. El material de instruccion del kit de la invencion puede, por ejemplo, estar anexado
a un envase que contiene la composicién o enviarse junto con un envase que contiene la composicién. Como
alternativa, el material de instruccion puede enviarse por separado del contenedor con la intencion de que el material
de instruccion y la composicién sean utilizados cooperativamente por el destinatario.

La presente descripcién también incluye un kit que comprende al menos un compuesto identificado en la invencion y
un material de instruccién que describe la administracion del compuesto o una composicion que comprende el
compuesto para una célula o un sujeto. Esto debe interpretarse que incluye otras realizaciones de kits que son
conocidos por los expertos en la técnica, tales como un kit que comprende un solvente (preferiblemente estéril) idoneo
para disolver o suspender la composicion de la invencién antes de administrar el compuesto a una célula o un sujeto.
Preferiblemente, el sujeto es un humano.
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De acuerdo con la presente invencion, tal como se describe anteriormente o como se debate en los ejemplos a
continuacion, se pueden emplear técnicas convencionales quimicas, celulares, histoquimicas, bioquimicas, de biologia
molecular, de microbiologia e in vivo que son conocidas por los expertos en la técnica. Dichas técnicas se explican
completamente en la bibliografia.

Sin una descripcién adicional, se cree que un experto en la técnica puede, utilizando la descripcién anterior y los
siguientes ejemplos ilustrativos, fabricar y utilizar los compuestos de la presente invencion. Por lo tanto, los ejemplos
deben interpretarse que abarcan todas y cada una de las variaciones que se hacen evidentes como resultado de la
ensefanza dada a conocer en la presente memoria.

Ejemplos

Ensayo FRET. Hemos desarrollado ensayos eficaces para controlar la inhibicién de la union de CBFB-SMMHC al
dominio Runt (asi como para la unién de CBF al dominio Runt). Fusionamos el derivado de proteina fluorescente
verde Cerulean con el extremo amino del dominio Runt y el derivado de la proteina fluorescente verde Venus con el
extremo amino del CBFBR-SMMHC (asi como con CBFB (Gorczynski, Grembecka et al. 2007)). La relacion de la
intensidad de emisién a 525 nm y a 474 nm, medida después de la excitacién a 433 nm, se utiliz6 como lectura en
este ensayo. El margen dinamico para el ensayo FRET se determind por la adiciéon de un exceso de 30 veces de
CBFB-SMMHC sin etiquetar (o CBFf en el caso de la uniéon de CBFf al dominio Runt) al ensayo y el cambio asociado
en la relacion FRET se definié como una inhibicién del 100%. Hemos validado el ensayo del CBF-SMMHC-dominio
Runt al determinar la Kq para la uniéon mediante la diluciéon en serie que da como resultado un valor de Ka de 15 nM,
en total concordancia con el valor de K4 de 6 nM obtenido a partir de las mediciones calorimétricas de la unién del
dominio Runt intacto al CBFB-SMMHC intacto (Lukasik, Zhang et al. 2002).

Ensayo TR-FRET. Es esencial tener un analisis secundario para descartar falsos positivos que son resultado de la
interferencia con los analisis primarios que realizamos. Con ese fin, también hemos desarrollado un ensayo TR-FRET
(FRET resuelto en el tiempo) para estas interacciones. Debido a la deteccién resuelta en el tiempo, esta estrategia
tiene la clara ventaja de ser sustancialmente menos sensible a la autofluorescencia de moléculas pequenas vy, por lo
tanto, es bastante eficaz para identificar los falsos positivos derivados de tales efectos (Bazin, Preaudat et al. 2001;
Imbert, Unterreiner et al. 2007). Estamos usando el dominio Runt etiquetado con His, un anticuerpo marcado con Tb
contra la etiqueta de His (donante) y Venus-CBFB-SMMHC (aceptor) para el ensayo TR-FRET. La excitacion se realiza
a 337 nm (Tb) y la emision se lee a 490 nm (Tb) y 520 nm (Venus-CBFB-SMMC). La union de las dos proteinas da
como resultado un aumento en la relacién de emisién 520/490, mientras que la interrupcion de esta interaccién da
como resultado una disminucién en la relaciéon de emision 520/490. Debido a la larga vida til de la fluorescencia de
Tb, la adquisicién de la sefial de emisién puede retrasarse varios cientos de microsegundos después de la excitacion,
lo que da lugar a una disminucion sustancial de la fluorescencia derivada de moléculas pequenas. Esto eliminara gran
parte de la interferencia fluorescente de las moléculas pequenas, e identificara, asi pues, los falsos positivos derivados
de tales efectos de fluorescencia. El ensayo TR-FRET se validé al llevar a cabo el experimento de valoracién con la
proteina CBFB-SMMHC sin marcar que competia con Venus-CBFB-SMMHC por unirse al dominio Runt. Esto dio lugar
a un valor de Clsp de 200 nM, en consonancia con el valor obtenido por FRET (Clso = 47 nM; la diferencia se debe a
la concentracién de la proteina 3 veces mayor utilizada en TR-FRET para obtener un margen dinamico adecuado para
el ensayo TR-FRET).

Controles para la inhibicion promiscua por formacion de micelas o unién covalente. Tal y como se muestra en Shoichet
y colaboradores (Seidler, McGovern et al. 2003), una fuente importante de falsos positivos en cualquier cribado es la
formacion de micelas. Para probar esto, todos los compuestos activos se criban por FRET una segunda vez en
presencia del detergente Triton (Feng y Shoichet 2006). Una pérdida sustancial de actividad en presencia del
detergente es un distintivo de inhibicion por formacion de micelas y, por lo tanto, tales compuestos se identifican como
falsos positivos. Ademas, también incubamos el compuesto con las proteinas y lo comprobamos mediante
espectroscopia de masas para asegurarnos de que los impactos positivos no actiian por adicion covalente a ninguna
de las proteinas.

Espectroscopia de RMN para la validacion de los compuestos de partida. La validacion de la unién de un inhibidor de
tipo molécula pequefa a su proteina diana es una etapa esencial en el desarrollo de inhibidores potentes. Esto se
puede lograr con facilidad mediante espectroscopia de RMN o cristalografia de rayos X. En el caso de la cristalografia
de rayos X, esto se logra mediante la cocristalizacion de la proteina con el ligando y la determinacion de la estructura.
En el caso de la espectroscopia de RMN, también se puede determinar la estructura de un complejo compuesto-
proteina. Ademas, las perturbaciones por desplazamiento quimico del espectro de RMN de la proteina (tipicamente
2D *N-'H HSQC o '3C-"H HSQC) en presencia de compuestos puede confirmar la unién a la diana y la localizacion
del sitio de union en una proteina (Pellecchia, Sem et al. 2002; Salvatella y Giralt 2003). El tltimo método es un método
rapido y eficaz para confirmar la union a la proteina y para determinar el sitio de unién cuando las muestras marcadas
apropiadas estan disponibles y se conocen las asignaciones de resonancia. Tales datos también se pueden usar para
acoplar la molécula pequeria a la proteina. Debido a que la estructura del CBFf se ha resuelto por RMN (Huang, Peng
et al. 1999), las asignaciones de resonancia estan disponibles y hemos empleado esta estrategia como un cribado
adicional para garantizar la validez de los inhibidores que estamos desarrollando y para determinar el sitio de unién
(véase mas abajo).
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Desarrollo de inhibidores de aminotiazol. identificacion del sitio alostérico en el CBFf3. Con el uso de una combinacion
de deteccion virtual, ensayos FRET y RMN, identificamos previamente una clase de inhibidores de tipo 2-aminotiazol
de la unién del dominio Runt al CBF (Gorczynski, Grembecka et al. 2007). Estos se optimizaron para ser inhibidores
a poco micromolar de la interaccion entre el CBFf y el dominio Runt. Posteriormente, se demostrd que los compuestos
mas potentes inhiben el crecimiento de las lineas celulares de inv(16) e inducen cambios en la morfologia que
concordaban con una mayor diferenciacion. Mediante el uso de la RMN, demostramos que estos compuestos no se
unen a la interfase de heterodimerizacién del dominio Runt en el CBF, sino a un sitio alostérico al otro lado de la
proteina. Sin embargo, también se observaron cambios sutiles de desplazamiento quimico para los restos en la
interfase de unién, lo que concuerda con una sutil alteracién de la estructura o dinamica en la interfase que media la
inhibicion. Sorprendentemente, todos los esfuerzos de deteccidon posteriores para identificar nuevos derivados de
partida han dado como resultado la identificaciéon solo de compuestos que se unen a este sitio alostérico, no a la
interfase de heterodimerizacion, lo que sugiere que esta Ultima es una diana dificil para la union de moléculas
pequenas.

Si bien esta clase de compuestos proporcion6 claramente un estudio de la viabilidad, hemos identificado en la presente
memoria un compuesto de partida de tipo bencimidazol que ya es mas potente para inhibir la union de CBF-SMMHC
al dominio Runt que el 2-aminotiazol mejor optimizado in vitro y muestra efectos superiores contra las lineas celulares
de inv(16) (véase mas abajo). La clase de bencimidazoles también muestra propiedades de solubilidad mejoradas en
relacién con los aminotiazoles. Por estas razones, actualmente estamos buscando un mayor desarrollo de la clase de
bencimidazoles en lugar de los aminotiazoles.

Cribado de la coleccién de compuestos del NCI. Utilizamos el ensayo FRET descrito anteriormente para cribar el NClI
Diversity Set (1990 compuestos). Los resultados positivos de esta criba fueron verificados posteriormente por RMN
mediante deteccidn de las alteraciones por desplazamiento quimico en los espectros de '>N-'H HSQC, como se
describié anteriormente. Esto dio como resultado la identificacién de un compuesto de partida. Este compuesto, NCI
320656, mostré una Clso de 16 pM para la inhibiciéon de la union CBF-SMMHC/dominio Runt (véase la tabla 1 a
continuacion; Al-4-57 = NCI 320656). Esto es aproximadamente lo mismo, sin ninguna optimizacion, para la Clso de
aproximadamente 10 uM que observamos los inhibidores optimizados de tipo 2-aminotiazol para la inhibicion de la
interaccion de CBF-SMMHC/dominio Runt. Con la optimizacion, deberiamos ser capaces de crear inhibidores
sustancialmente mas potentes a partir de este compuesto de partida. Es importante destacar que los datos en el sitio
web de NCI Developmental Therapeutics indican que este compuesto lo toleran los ratones a concentraciones de
hasta 200 (mg/kg)/dia por inyeccién i.p. Ademas, los datos para la inhibicion de las 60 lineas celulares del NCI
muestran que para el 79% de las lineas celulares, la Glso es = 100 uM, lo que indica una falta de citotoxicidad general.

En la tabla 1 se resumen algunos de los bencimidazoles monoméricos utilizados en la presente memoria y da a
conocer la estructura y la actividad bioldgica de los compuestos probados. Téngase en cuenta que algunos de los
compuestos descritos en la presente memoria tienen mas de un nombre y cada nombre se da a conocer en la presente
memoria.

TABLA 1. Actividad de los inhibidores de tipo bencimidazol

Compuesto Estructura RMN con CBFB + ICs0FRET (uM) (CBFB- | A (%)
compuesto G 112/K 98 a SMMHC: RD, 20 nM
250 pM ambos)

NCI-320656 HaCO N N= CSP 16 85
Y )
\@ \_/ 0,039/0,026 ppm
Al-4-57 (0) LD-| HsCO N  N= cSP 26 46
1-11C \C[ \>—Q
N 0,039/0,026 ppm

Al-4-52 OCHj; 5,5 39

A\
v\ 7/
H
LD-1-29 (o) Al-| ~_-0O N N= CSP 0,026/sin cambio ppm 1,5 44
N
H

Iz
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Compuesto Estructura
Al-4-42
@N
\
N
H
Al-4-70 (o) LD-
2-21

\
‘Y,
H

Al-10-61 \@N»_{\l}
I\
H
LD-1-138 H;CO N N
A\
J SRS
HaCO N
Al-10-35 H3CS\©:N
Q)
N
H
Al-10-37 o
AR N N=
O 7\ 7

Al-10-47 SCO\Q:NHD
\
N
H

LD-2-11 \©:N“ N=
D\
>\
H

Al-4-46
=
N \ 7
H

LD-1-23
N
N \ 7
H

LD-1-37 I>N>_<\lj>
N \ 7/
H

RMN con CBFg +

compuesto G 112/K 98 a

250 uM

Sin CSP

Sin CSP

CSP 0,037/0,027 ppm

Sin CSP (algo de
precipitacion)

Sin CSP

(algo de precipitacién)

29

ICsoFRET (uM) (CBFB-

SMMHC: RD, 20 nM
ambos)

4,2

1,4

2,5

4,6

1,8

3,3

1,0

2,9

53

4,3

A (%)

38

40

53

33

41

47

53

43

29

35

56
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Compuesto

LD-1-31

LD-1-33

Al-4-43

LD-1-39

LD-2-79

Al-10-51

Al-4-49

LD-2-23

Al-4-47

Al-4-48

LD-2-63
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Estructura
F N N=
T
F N=
o
H

F
F N N=
OO
H

Z | IT=Z

F
H300j©:N N—
\
F ﬁH\)

H
HsCO N N=
\
N \ 7/
cl N
cl
N N=
\
b,
cl h
F30\©:N N=
\
N \ /
H
CFs

H
Cl
N N=
\
|
_N N\ N=
@N \ 7
H

RMN con CBFg +
compuesto G 112/K 98 a
250 uM

Sin CSP

(Fuerte precipitacion)

Sin CSP

CSP

0,037/0,023 ppm

30

ICs0FRET (uM) (CBFB-
SMMHC: RD, 20 nM
ambos)

2,5

2,5

1,4

1,3

2,3

1,3

0,7

1,1

Interferencia con el
ensayo.

0,76

Interferencia con el
ensayo.

A (%)

35

26

41

31

42

39

49

30

49



Compuesto

Al-10-83

Al-10-82

Al-10-3

Al-10-88

Al-10-57

Al-10-70

Al-10-97

Al-10-96

Al-4-61 (o)

10-52

Al-10-101

Al-10-11

Al-10-87
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Estructura

\@:N\ N=
e,
H

ON@”H\N}OCHS
N
H
HyCO —
\@WO\_/O_
H
F3CO\©:N
\ O_
N
H

RMN con CBFg +

compuesto G 112/K 98 a

250 uM

CSP grande
0,087/0,039 ppm
L 97 = 0,034 ppm

CSP

0,032/0,016 ppm

Sin CSP

Sin CSP

Sin CSP

CSP 0,012/0,006 ppm

Sin CSP

CSP
0,015/0,013 ppm

31

ICs0FRET (uM) (CBFB-
SMMHC: RD, 20 nM
ambos)

Interferencia con el
ensayo.

Interferencia con el
ensayo.

1,0

3.4

40

NS

Interferencia con el
ensayo.

2,0

2,5

Interferencia con el
ensayo.

2,3

2,3

A (%)

31

53

67

Aspo= 61

31

34

34

37
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Compuesto Estructura RMN con CBFB + ICs0FRET (uM) (CBFB- | A (%)
compuesto G 112/K 98 a SMMHC: RD, 20 nM
250 pM ambos)
Al-10-53 H;CO N N= CSP 3,0 61
ﬁ 7\ 7
N 0,028/0,02 ppm
H o
Al-10-69 H3CO\©:N = NS Ae7= 18
2
N>_Q
Hkc

Al-10-63 F300\©:N NS Dsoo= 61
\

Hh.c
Al-10-65 F3C0\©:N 22 53
\
r@
H
Al-10-64 FaCO\©: N\ NS Asgo= 50
Y,
HEc

LD-2-101 H,CO N= Sin CSP 1,0 47
N
[ORaw

H OCH,
Al-10-77 HOOC\@:N\ N= 2,0 21
H OCH,
LD-2-91 OCH; N/A
H300\©: N=
\
N \ 7/
H
Al-4-55 OCH, OCHs N/A
N N=
7\
H
LD-2-89 H,00 N NS As33=17
\
[ IN N\ /
H
LD-2-99 F N/A
Hsco\c[ N=
\
\ \ 7/
H
LD-1-75 OCH;3 N/A

H3CO\@ >_©

Iz__=z
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Compuesto Estructura RMN con CBFB + ICs0FRET (uM) (CBFB- | A (%)
compuesto G 112/K 98 a SMMHC: RD, 20 nM
250 uM ambos)
Al-4-53 OCH, N/A
Co5
N
N
Al-4-55 OCH3 OCHg N/A
N
¢\ L/
H
LD-1-73 HsCO N NS A110= 30
3 \C[N\ ocH, 110
A no
Al-4-44 OACH3 N/A
N O
—J
N
H
Al-4-45 F N/A
F N o}
)

De los monédmeros identificados anteriormente, los siguientes son nuevos y se describen en la presente memoria: Al-
4-70 (LD-2-21), LD-1-138, Al-10-35, Al-10-37, Al-10-47, LD-1-33, Al-4-43, LD-1-39, Al-10-51, Al-4-49, Al-4-48, Al-10-
83, Al-10-82, AI-10-3, Al-10-70, Al-10-97, Al-10-96, Al-4-61 (Al-10-52), Al-10-101, Al-10-11, Al-10-87, Al-10-53, Al-
10-69, Al-10-63, Al-10-65, Al-10-64, LD-2-101, LD-2-91, Al-4-55, LD-2-99, LD-1-75, Al-4-53, Al-4-55, LD-1-73, Al-4-
44 y Al-4-45.

Elaboracion de la clase de bencimidazoles. El mejor compuesto de la clase de bencimidazoles que emerge de los
esfuerzos de cribado descritos en la presente memoria es el NCI 320656, del NCI Diversity Set. Hemos sintetizado
este compuesto (nombre interno: Al-4-57) mediante la via de sintesis que se muestra en la figura 2, se confirmé su
actividad mediante FRET y se confirmé la unién al CBFf mediante espectroscopia de RMN. Téngase en cuenta que
la estructura que se muestra en la Fig. 2e 2 es un regioisdmero (5-metoxi frente a 4-metoxi) de la estructura que figura
en la pagina web del NCI Diversity Set, como lo demostramos mediante la sintesis de ambos isdbmeros y la
comparacioén de los datos de RMN con los del compuesto proporcionado por el NCI, que el isémero 5-metoxi es el
compuesto real en la coleccion. Mediante el uso de una via de sintesis similar, se han preparado y analizado analogos
para sondear las relaciones estructura-actividad (REA) y para valorar los sitios donde podemos introducir un conector
para la formacion de dimeros (véase mas abajo). Todos los compuestos se caracterizan completamente por '"H RMN,
3G RMN, espectroscopia de masas y analisis de combustion antes de las pruebas bioldgicas. En la tabla 1 se
enumeran los datos de Clso para varios compuestos activos de la invencion.

Modelado de la union del bencimidazol al CBF. Como se ve para los inhibidores de tipo aminotiazol, los cambios de
desplazamiento quimico en la RMN tras la adicion del compuesto al CBFf muestran claramente que el compuesto de
la coleccion del NCI se une en el sitio alostérico que identificamos previamente. En funcién de la localizacién del sitio
de unioén a partir de datos de la RMN, el programa GLIDE (Friesner, Banks et al. 2004; Halgren, Murphy et al. 2004;
Friesner, Murphy et al. 2006) se usé para acoplar el NCI320656 (Al-4-57) al CBFf. Esto dio como resultado dos
posibles orientaciones para el compuesto en el sitio de unién. Para distinguir estas dos orientaciones posibles, se ha
sintetizado un analogo con un grupo etilo en la posicion 5 del sistema de anillo de piridina. Uno de los modelos de
acoplamiento predice un choque estérico para este sustituyente, mientras que el otro no. La medicion FRET de la
actividad produce un valor de Clso de 2 uM, es decir, tiene una actividad similar al compuesto original, que es
congruente con solo uno de los dos modelos (véase la figura 3). La disponibilidad de este modelo de acoplamiento
permitira disefar sustituciones en el compuesto original y predecir su eficacia con el uso de GLIDE, lo que lo convierte
en una estrategia mas eficiente para optimizar esta clase de compuestos.

Efectos sobre las lineas celulares inv(16). Les hemos probado a varios de los compuestos que hemos sintetizado sus
efectos sobre las células ME-1, una linea celular de leucemia que alberga la inv(16) (Yanagisawa, Horiuchi et al. 1991).
Para estos estudios se han empleado dos compuestos activos (Al-4-57 FRET Clso = 1,3 uM y LD-1-29 FRET Clso =
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0,7 uM) y un compuesto inactivo (BI-7 FRET Clso =2 250 uM). Se han evaluado los efectos sobre el crecimiento mediante
el uso de un ensayo de viabilidad con MTT (Mosmann 1983) para los 2 compuestos activos (véase la figura 4.A), que
muestra una inhibicién efectiva del crecimiento para estos 2 compuestos. El Al-4-57 también se ha probado contra las
lineas celulares de leucemia Kasumi-1, Jurkat y RS4;11 (figura 4.B). No se observo ningun efecto sobre el crecimiento
para las lineas celulares Jurkat y RS4;11, lineas celulares, de leucemia independiente de CBF, mientras que hubo un
efecto modesto en las células Kasumi-1, una linea celular de leucemia CBF (alberga la fusion AML1-ETO). También
hemos examinado los efectos sobre la apoptosis mediante citometria de flujo para medir la positividad de la anexina
V/PI (yoduro de propidio). La figura 4.C muestra un grafico de barras de los efectos de 3 concentraciones diferentes
de LD-1-29 y una concentracién de BI-7 sobre los porcentajes de células que son anexina V/PI (-/-) (células no
apoptosicas), anexina V/PI (+/-) (células apoptdsicas tempranas) y anexina V/PI (+/+) (células apoptésicas tardias).
Existe un claro aumento dependiente de la dosis sobre el porcentaje de células apoptdsicas con LD-1-29, mientras
que BI-7 muestra poco o ningun efecto a la concentracion de 40 uM donde LD-1-29 muestra una apoptosis sustancial.
La selectividad por las lineas celulares especificas y la correlacién de la actividad en el ensayo FRET con efectos en
las células inv(16) respaldan la hip6tesis de que los compuestos estan alcanzando la diana deseada.

Justificacion del aumento de la especificidad mediante el uso de inhibidores diméricos. Numerosos estudios han
demostrado que las células cancerosas son con frecuencia "adictas” o altamente dependientes de determinados
oncogenes (Sharma y Settleman 2007; Weinstein y Joe 2008). Un claro ejemplo de esto se encuentra en la leucemia
mieloide crdénica (LMC), donde es esencial la proteina de fusion BCR-ABL que se encuentra en estas células. La
inhibicion de esta cinasa activada con el imatinib (Gleevec) ha demostrado ser extraordinariamente eficaz en el
tratamiento de estos pacientes (Druker 2004; Lydon y Druker 2004). Del mismo modo, nuestra hipotesis es que la
inhibicién del CBFB-SMMHC es probable que sea eficaz para la leucemia inv(16). En la LMC, el imatinib inhibe la
actividad de BCR-ABL, asi como el resto de la ABL de tipo silvestre presente en las células, aunque las células de la
leucemia se eliminan con eficacia debido a la adiccidon de estas células al BCR-ABL. Sobre la base de esta analogia,
es plausible que los inhibidores de tipo molécula pequefa que se actdan selectivamente sobre el CBFf, con lo que
afectan tanto al CBFR-SMMHC como al CBF de tipo silvestre, sean eficaces y valgan la pena.

Sin embargo, un estudio reciente en el que la dosis del CBFf se redujo en presencia del CBF-SMMHC en un modelo
de ratdn mostrd una potenciacién de la leucemiogénesis, lo que sugiere que la inhibicion del CBFB y el CBFR-SMMHC
podria no ser efectiva. Por lo tanto, también es importante desarrollar inhibidores que puedan inhibir selectivamente
el CBFB-SMMHC con efectos minimos sobre el CBFB. Para lograr esto, proponemos aprovechar la naturaleza
oligomérica del CBFB-SMMHC y aplicar los principios de polivalencia (Mammen, Choi et al. 1998; Kiessling, Gestwicki
et al. 2006) para lograr la selectividad deseada. De acuerdo con la bibliografia existente sobre la miosina, hemos
demostrado que las formas truncadas del CBFR-SMMHC que carecen del extremo carboxilo forman dimeros en
solucion (Lukasik, Zhang et al. 2002). Para la proteina de longitud completa, estos dimeros se oligomerizan entonces
para formar oligdbmeros de orden superior (Shigesada, van de Sluis et al. 2004). En cambio, el CBF3 es monomérico
en solucion. Esta diferencia en la oligomerizacion proporciona un medio para lograr la inhibicion selectiva del CBFB-
SMMHC frente al CBFp.

Tal y como se muestra en la figura 5, la constante de disociacién para un compuesto monovalente que se une al CBFf3
monomeérico es igual a Kes(mondmero). Si creamos un homodimero de este compuesto, se unira a la proteina del CBF
monomérico con una constante de disociacion igual a Ka(mondémero)/2. Sin embargo, este mismo homodimero
interaccionard con dos sitios en la proteina dimérica CBFB-SMMHC vy tendra una Ka(dimero) igual a
(Ka(monodmero))?/Cet donde Cet €5 la concentracion eficaz resultante de la unién de los dos sitios de uniéon en CBFp-
SMMHC entre si (Mulder, Auletta et al. 2004). Los analisis recientes de la dependencia de los valores de Cet en las
proteinas basandose en la longitud del péptido flexible que la interrumpe permiten estimar con exactitud los valores
de Cet (Goldenberg 2003). Hemos asignado las resonancias de RMN de una construccion CBFR-SMMHC y medimos
el NOE heteronuclear para determinar la longitud de la region flexible entre el CBF y la superhélice de miosina.
Nuestro conocimiento de la longitud del conector entre el CBF y la superhélice de miosina hace posible estimar la
Ce, lo que da lugar a un valor predicho de 6 a 40 x 10 M (existen dos modelos diferentes para los calculos de la Ces
y la mayoria de los valores experimentales se encuentran entre estos dos modelos). Por lo tanto, un monémero con
una Kq de 10 uM, cuando interacciona adecuadamente, producird un inhibidor con una Kq prevista de tan solo 2,5 a
17 nM, con desprecio de las pérdidas entropicas necesarias para la unién. Esto corresponde a una selectividad de
aproximadamente 1000 veces para CBFR-SMMHC. Sin desear comprometerse con ninguna teoria en particular, se
propone en la presente memoria que la creacion de homodimeros de inhibidores de CBFf proporcionara un medio
para lograr la selectividad por CBFB-SMMHC vy, con ello, proporcionara un mecanismo para inhibir selectivamente la
actividad de CBFB-SMMHC mientras se afecta minimamente al CBFp.

Sintesis de compuestos diméricos. Estamos explorando la conexion de los inhibidores de tipo bencimidazol a través
del anillo de piridina con fijacién en las posiciones 3, 4 y 5 del anillo de piridina. Tal y como se muestra en la figura 6,
hemos desarrollado una estrategia eficiente para generar compuestos enlazados por la posicion 5. Se han incorporado
una serie de conectores de tipo polietilenglicol de diferente longitud (7, 10, 16 atomos). Las pruebas con varias
longitudes de conectores han demostrado que el compuesto con 7 atomos unidos es el mas potente, por lo que los
estudios posteriores se han centrado en este compuesto (denominado Al-4-62 o Al-4-83 mas abajo).
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Efectos de los compuestos diméricos sobre las células ME-1 (una linea celular inv(16)). Al dimero con un conector de
7 atomos (Al-4-62) se le ha comprobado su efecto sobre el crecimiento de la linea celular ME-1 (véase la figura 7),
una linea celular de leucemia con inv(16). Para demostrar la eficacia del dimero en relacién con el inhibidor
monomérico original, hemos comprobado ambos en las células ME-1. Sorprendentemente, el compuesto dimérico es
sustancialmente (unas 15 veces) mas potente que el mondémero correspondiente, lo que indica una mejora sustancial
de la eficacia, como predijimos. Estos datos y los resultados del ensayo in vitro proporcionan la validacién para la
estrategia del desarrollo de inhibidores diméricos para mejorar la especificidad y la eficacia.

Efectos de los compuestos diméricos en otras lineas celulares de leucemia. Para comprobar la especificidad de estos
compuestos, hemos comprobado el efecto de Al-4-62 sobre varias lineas celulares de leucemia que no tienen inv(16):
Kasumi-1 (LMA con 1(8;21)), Jurkat (LLA con citogenética compleja) y RS4;11 (LLA con t(4;11) ). Tal y como se muestra
en la figura 8, el Al-4-62 tuvo poco o ningln efecto en estas lineas celulares a una concentracién de 10 pM, una
concentracién en la que el crecimiento de las células ME-1 esta inhibido al 100%. Estos datos proporcionan una prueba
solida que apoya la especificidad de Al-4-62. A continuaciéon se muestran dos ejemplos de férmulas de compuestos
diméricos, que se muestran aqui sin los posibles sustituyentes indicados en otra parte de la presente memoria.

ks
@H}@

Efectos del inhibidor dimérico sobre el nivel de expresion de p21 en las células ME-1. Los efectos del inhibidor dimérico
Al-4-83 sobre la expresion génica de CDKNIa se examinaron mediante el uso de RT-PCR. En la figura 9 se muestra
un aumento sustancial dependiente de la dosis en la expresion del gen de CDKNIa con el tratamiento con Al-4-83 que
se correlaciona bien con los efectos inhibidores del crecimiento del compuesto. Esto proporciona datos que muestran
un cambio en la expresion génica en una diana RUNX conocida que se ha demostrado que reduce su expresion
mediante CBFB-SMMHC, con lo que se proporcionan datos que respaldan que el efecto del compuesto sea directo.
Ademas, el efecto de Al-4-83 es mucho mas sustancial que el del compuesto monomérico, lo que respalda la mayor
eficacia de los compuestos diméricos frente a los monoméricos.

Efectos del inhibidor dimérico sobre la represion de inv(16) con el uso de un ensayo indicador con la luciferasa. Se ha
desarrollado un ensayo indicador con la luciferasa para comprobar los efectos de los inhibidores sobre la represion de
inv(16). La expresion de la luciferasa esté impulsada por mdltiples copias de un sitio de union de RUNX mediante el
uso de RUNX y CBFf enddgenos. CBF3-SMMHC se expresa en estas células, lo que da lugar a la represion de la
expresion de la luciferasa. Tal y como se muestra en el panel inferior de la figura 10, la eliminaciéon de CBF-SMMHC
por los siRNA da como resultado una mayor actividad luciferasa. Del mismo modo, el tratamiento de las células con
Al-4-83 da como resultado un aumento dependiente de la dosis de la actividad luciferasa, lo que recapitula el efecto
del siRNA. Estos datos demuestran la liberacion de la represién por el inhibidor dimérico en un promotor regulado por
RUNX, lo que demuestra el efecto deseado sobre la transcripcién en un sitio funcional.

Efectos del inhibidor dimérico sobre las células mononucleares de la médula sea humana y una muestra de paciente
con inv(16). Hemos comprobado (la toxicidad de) el Al-4-83 en las células mononucleares de la médula 6sea humana
y en una muestra de paciente inv(16) con el uso de un ensayo con MTT después de un tratamiento con el compuesto
de 48 horas. En la figura 11 se muestra que el Al-4-83 no tiene ningln efecto sobre la viabilidad de las células
mononucleares de la médula ésea (CMN-MOQO) hasta 10 uM, mientras que hubo un efecto sustancial en la muestra del
paciente inv(16) a la dosis de 10 uM. Estos datos indican una falta de toxicidad para las células mononucleares de la
médula normal, mientras que hubo un efecto significativo en esta muestra de pacientes inv(16), lo que respalda su
posible uso como indice terapéutico Util para esta clase de compuestos.

Efectos del inhibidor dimérico sobre las células iniciadoras de la leucemia de raton. El laboratorio del Dr. Lucio Castilla
ha identificado una poblacién especifica de células denominadas células iniciadoras de la leucemia con el uso de
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modelos de leucemia inv(16) en los ratones (Kuo, Y.mH., et al., Cbf beta-SMMHC induces distinct abnormal myeloid
progenitors able to develop acute myeloid leukemia. Cancer Cell, 2006. 9 (1): p. 57-68) Esta poblacién de células
retiene la inv(16), pero no posee las mutaciones secundarias asociadas a la enfermedad. Tras la adquisicién de tales
mutaciones secundarias, estas células pueden progresar a una leucemia manifiesta. Estas células también suelen ser
mas resistentes a la quimioterapia citotdxica tradicional y, por lo tanto, representan un grupo de células a partir de las
que puede producirse una recidiva. Hemos comprobado el Al-4-83 contra este grupo de células y se demostré que el
compuesto es muy eficaz a la hora de inducir la apoptosis en esta poblaciéon. En la figura 12 se muestra que un
tratamiento de 3 dias con Al-4-83 a 2 uM daba como resultado una muerte celular del 80%, mientras que el compuesto
no tuvo ningun efecto sobre las células mononucleares de la médula 6sea normales, es decir, el inhibidor es

extremadamente eficaz para erradicar esta poblacién de células que son un impulso clave para la recidiva.

En la tabla 2 se da a conocer un resumen de la estructura y de la actividad de algunos de los nuevos compuestos

diméricos preparados y comprobados en la presente memoria.

TABLA 2. Actividad de los dimeros de bencimidazol

Compuesto

Al-4-62 (0)
Al-4-83 (0)
Al-10-66
Al-4-82

Al-4-71

Al-10-19

Al-10-42

Al-10-99

Al-10-49

Al-10-81

Al-10-55

Al-10-21
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Conclusion

En la actualidad no hay agentes de accién selectiva que actien sobre la proteina de fusion CBFR-SMMHC. La
quimioterapia estandar se usa para tratar esta enfermedad, por lo que esta seria el primer tratamiento dirigido para la
leucemia inv(16).

Hemos demostrado la capacidad de desarrollar inhibidores con mayor selectividad por la proteina de fusion CBFp-
SMMHC que por la proteina CBFB normal. Hasta donde sabemos, no se ha demostrado antes un nivel tan alto de
selectividad.

Los compuestos que hemos desarrollado se dirigen contra una interaccion proteina-proteina que es importante para
la regulacion transcripcional, lo que la convierte en una de una clase pequena pero creciente de tales inhibidores.

El experto en la técnica apreciara que la superioridad de las composiciones y métodos de la invencién con respecto a
las composiciones y métodos de la técnica anterior no esta relacionada con la exactitud fisiolégica de la teoria que
explica los resultados superiores.

Los encabezamientos se incluyen en la presente memoria para referencia y para ayudar a localizar ciertos apartados.
No se pretende que estos encabezamientos limiten el alcance de los conceptos descritos a continuacion, y estos
conceptos pueden tener aplicabilidad en otros apartados a lo largo de toda la especificacion.

Otros métodos que se usaron, pero que no se describen en la presente memoria, se conocen bien y estan dentro de
la competencia de un experto en la materia de las técnicas clinicas, quimica, celular, histoquimica, bioquimica, de
biologia molecular, de microbiologia y de ADN recombinante.

La descripcion de las realizaciones descritas se da a conocer para permitir que cualquier persona experta en la técnica
ponga en marcha o use la presente invencion. La presente invenciéon no pretende limitarse a las realizaciones
mostradas en la presente memoria, sino que debe concederse el alcance mas amplio que respete las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de acuerdo con la formula:

Formula 7

gV
1 \l />R4

Rs Rs

en donde Ri, Rz, Rs, R4, Rs y Re se selecciona cada uno independientemente de hidrégeno, -OH, -COOH, -OCNHz, -

/ — J\
— N
N\, Q S0TCH, Yo7, s 0, Yo,

5 OCHs, halégeno, -OCzHs, -SCH3, -OCF3, -CF3 N, O, S,

=z
/ll\ i/ N |
Ny
y X se selecciona del grupo que consiste en

/O\, /O\/\O/, /O\/\/O\, /O\/\,O/\/O\,

AN O OO O
/0\/\0/\/0\/\0/,\/0\/\0/ /0\/\0/\/0\}\0/\/0\/\0/\/0\
/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/’\/0\/\0/ ’
/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/’\/O\

vy
/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o/

10

0 una sal, enantiémero, polimorfo o tautémero farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

15 Al-4-62 o Al-4-83, o Al-10-66,

X
Nﬁ/(Nj m\(N

N <l
00N HN-{_)-0CH,

=N
HaCO T HN*@—OCH3

Al-4-82,

Al-4-71,
| xy OO | S O\/\O’\,O
AT Aon AT Tl
H300~_)-NH HN~{_)-0CH, CZH5O©’NH HN~L )-0C,Hs
Al-10-19, Al-10-42,
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ﬁo\/\of\,ij\( {(\jo‘/\ o™~Oy l/j\(

H3CS ‘@‘SCHa F5CO HN OCF3
Al-10-99, Al- 10 49,
NH
F CI o|
Al-10-81, Al-10-55,
Ny N* I/Nj\fN C N (j
g BRASY "
Al-10-21, 98, y
T
Ns NN
oL HN-{)-0
Al-10-40.
3. Un compuesto de acuerdo con la férmula:
Formula 2
R R R
Ry N Rs— XM ’]/\/X\/z\/ ° N Ry
\>_<\ A Y />——</
R N \N—// : &\_N N Ro
2 R3 |\:{4 R4 Rs

en donde,

Rs esta sustituido independientemente en my p con piridina -N, H, -OH, -O-alquilo(C1-4), -OR?, trifluoroalcoxi(C1-4),
-S-alquilo(C1-4), -S-R?, -SO2-alquilo(C1-4), -SO2-R?, -SO-alquilo(C1-4), -SO-R2, -SO2-NH-RP, -NRCRY, halo,
-alquilo(Cs-4), -alquilo(Cs-12), -alquenilo(Cz-6), -alquinilo(Cz2-6), un carbociclo monociclico, policiclico o espirocarbociclico
saturado o parcialmente saturado que tiene de 3 a 6 atomos por carbociclo, fenilo, bencilo o anillo heteroarilo
monociclico, en el que el fenilo, bencilo o anillo heteroarilo monociclico esta opcionalmente sustituido con RP,

un carbociclo monociclico, policiclico o espirocarbociclico saturado o parcialmente saturado que tiene de 3 a 6 atomos
por carbociclo, que opcionalmente contiene O, S, N o hidréogeno, -OC(O)-RP, -P(O)(ORP)1.2, -P(S)(ORP)1-2,
-P(O)(NRCRY)1-2, -P(S)(NRCRY)1-2, -O(CH2-CH2-0)14CHs, -CN, -COOH, -NO2, -C(O)-alquilo(C1-4), 0 -C(O)-R®;

cada X esta sustituido independientemente en my p con piridina -N, o independientemente -O, -NH o -S, en donde n
es un namero entero de 1 a 10;

Y es oxigeno, -NH, o -NRf, en donde R’ es metilo o etilo;

R, R1, Rz y Rs son independientemente -OH, -O-alquilo(C1-4), -OR?, trifluroalcoxi(C1.4), -S-alquilo(C1-4), -S-R?,
-S02-alquilo(C14), -SO2-Ra, -SO-alquilo(C1.4), -SO-Ra, -SO2-NH-RP, -NRCR9, halo, -alquilo(C1-4), -alquilo(Cs-12),
-alquenilo(Cz-6), -alquinilo(Cz2-6), un carbociclo monociclico, policiclico o espirocarbociclico saturado o parcialmente
saturado que tiene de 3 a 6 atomos por carbociclo, fenilo, bencilo o anillo heteroarilo monociclico, en el que el fenilo,
bencilo o anillo heteroarilo monociclico esta opcionalmente sustituido con RP, un carbociclo monociclico, policiclico o
espirocarbociclico saturado o parcialmente saturado que tiene de 3 a 6 atomos por carbociclo, que opcionalmente
contiene O, S, N o hidrégeno, -OC(O)-R®, -P(O)(OR®)1-2, -P(S)(ORP)1-2, -P(O)(NRCR9)1.2, -P(S)(NRCR9)1.2, -O(CH2-CHa-
0)1-4CHs, -CN, -COOH, -NOz, -C(O)-alquilo(C1-4), 0 -C(O)-R®;
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R? es un carbociclo monociclico, policiclico o espirocarbociclico saturado o parcialmente saturado que tiene de 3 a 6
atomos por carbociclo, -alquenilo(Cz-s), -alquinilo(Cz-6), fenilo, bencilo o anillo heteroarilo monociclico, en el que el
fenilo, bencilo o anillo heteroarilo monociclico esta opcionalmente sustituido con R®;

RP es independientemente H, halo, -OH, -COOH, -alquilo(C1-4), -alquilo(Cs-12), -alquenilo(Czs), -alquinilo(Cz-), trifluoro-
alcoxi(C1-4), -O-alquilo(C1-4), -O(CH2-CH2-0O)14CHs, -O-fenilo, -O-bencilo, -N-alquilo(C1-4), -N-fenilo y -N-bencilo,
-N-anillo heterociclo monociclico, opcionalmente sustituido con R®;

RC y R? son cada uno independientemente H, -alquilo(C1-4), -C(O)-alquilo(C1-4), -C(O)-Re, -alquil(C1-4)-Re, -SO2-R2,
-SOz2-alquilo(Ci-4), fenilo, bencilo o anillo heteroarilo monociclico, en el que el fenilo, bencilo o anillo heteroarilo
monociclico est4 opcionalmente sustituido con RP, y RCy R4 tomados junto con el nitrégeno al que estan unidos forman

opcionalmente un anillo monociclico de 4 a 7 atomos de carbono sustituido que esta saturado o parcialmente saturado
y que tiene hasta dos heteroatomos, que contiene opcionalmente uno o mas de O, So N;

Re® es anillo monociclico de 4 a 7 atomos de carbono que esta saturado o parcialmente saturado y que tiene hasta dos
heteroatomos, que opcionalmente contiene uno o mas O, So N;y

R4 es H, -alquilo(C1-4), -alquilo(Cs-12), ciclopropilo, fenilo, bencilo o anillo heteroarilo monociclico, en el que el fenilo,
bencilo o anillo heteroarilo monociclico esta opcionalmente sustituido con R, o -C(O)-RP

0 una sal, enantiémero, polimorfo o tautémero farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

HaCO ‘@-OCHg

Al-4-62 o Al-4-83, o Al-10-66,

A
N»/(N\’j m\(N
N >
500~ )NH HN-C )-0cH,

Al-4-82,

Al-4-71,
QO CHs C,H50

H3COO—
Al-10-19, Al-10-42,

Ny N? NN
3CS'©’ ‘@‘SCHg F,c0-¢_H-NH HN~( Y-ocF,

O
NS U

Al-10-99, Al-10-49,
i A O\/\O’\/Om
ﬁo‘/\o’\'om NYQ NN
Ny NN C|—QNH HNQ@
F NH HN F cl Cl
AI-10-81, Al-10-55,
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N g NeN
B N N z
N NH CN NH HN N(j

Al-10-21, Al-10-98, y
0 NH HN Q
Al-10-40.

5. Un compuesto para usar en la prevencion o el tratamiento de la leucemia inv(16), en donde el compuesto tiene la
formula:

Formula 7

\ HN e
R2<\_|/ \|—’>>R5

en donde Ri, Rz, Rs, R4, Rs y Re se selecciona cada uno independientemente de hidrégeno, -OH, -COOH, -OCNHz, -

/! J\
N NN
Q! O CH3 1 \O/! \/O\! \O 3

OCHes, halégeno, -OCz2Hs, -SCHs, -OCFs, -CFs N, O, S,

o
n a
o . N AU S NVIN

O~ ~O N0
y X se selecciona del grupo que consiste en /O\, g Y ,/O\/\/O\, 0 \,
/O\/\O/\/O\/\O/ /O\/\O/\/O\/\O/\/O\
/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/ /O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\
PO O/\/O\/\ O/\/O\/\ O/\/O\/\ O/
/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\
Yy

O SO O SO SO 7 5 ,

@) 0 0 0) O o una sal, enantiobmero, polimorfo o

tautémero farmacéuticamente aceptable del mismo.

4

6. Un compuesto para usar en la prevencion o el tratamiento de la leucemia inv(16), en el que cuando el compuesto
es de acuerdo con la formula 7 definida en la reivindicacion 5, dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste

en:
Or~~A~O
{(\f 9 m,\,
choONH HN~)-0CH,

Al-4-62 o Al-4-83, o Al-10-66,
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e 188
N
N z
HﬁOONH N~ )-0CH,
Al-4-82,

N
N z
sCO'QNH HN@'OCHS

Al-4-71,
ﬁo““om
HaCO ‘@'OCHs AI10-19,

C2H:0 OOC2H5 HiCS @'SCHg

Al-10-42, Al-10-99,

F3CO‘©’ HN OCF3 F HN F

Al-10-49, Al-10-81,
C|—QNH HN

cl cl N NH
Al-10-55, Al-10-21,

Nﬁ QN
E: N Nl
N N 0 NH HN 0

Al-10-98, y Al-10-40.

7. Un compuesto para usar en la prevencion o el tratamiento de la leucemia inv(16), en donde el compuesto es de
acuerdo con una férmula definida en cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en donde la leucemia inv(16) es la
leucemia mieloide aguda.

8. Un compuesto para usar en la prevencion o el tratamiento de la leucemia inv(16), en donde el compuesto es de
acuerdo con una férmula definida en cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en donde dicho compuesto inhibe la
actividad de CBFB-SMMHC.

9. Un compuesto para usar en la prevencion o el tratamiento de la leucemia inv(16), en donde el compuesto es de
acuerdo con una férmula definida en cualquiera de las reivindicaciones 5 o0 6, en donde dicho compuesto impide que
CBFB-SMMHC interaccione con Runt.

10. Un compuesto para usar en la prevencion o el tratamiento de la leucemia inv(16), en donde el compuesto es de
acuerdo con una férmula definida en cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en donde dicho compuesto se une a la
porcién CBFB de CBFB-SMMHC.

11. Un compuesto para usar en la prevencion o el tratamiento de la leucemia inv(16), en donde el compuesto es de
acuerdo con una férmula definida en cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en donde dicho compuesto aumenta la
apoptosis.
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Figura 3
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~ s
Br” N7 Br~ N n N~ “Br

O O
| SN ,{\/\01’\/ \Ej + R NO» (3)
= n -
OHC™ 'N N CHO NH,
R1
| = O\{/\o%\/o | X
n
Ny N/ N/ _N
R NH n=011s&3 HN R
R; R
OH O\/\O/\/O \/\O/\/O
B N L.~ L “ L~
r Br” N N~ “Br OHC N N~ ~cHo
O\/\O/\/
R No, (3 B N
NHz T N N" %
R H,CO NH HN OCHs

1. di(p-toluenosulfonato) de etilenglicol,
2. n-BuLi, DMF, - 78 °C a TA, THF
3. Nitroanilina, Na2S204, EtOH, 70 °C

donde R, R1yn=
1.R=-0OCH3,Ry=H,n=0
2.R=-0OCHs, Ry =H, n=1
3.R=-0OCHj3, Ri=H,n=3
4.R=-OCH,CH3,Ry=H,n=0

5.R=-SCH3;,Ry=H,n=0

K2COs, DMF, 80 °C

6.R=-OCF3,R;=H,n=0
7.R=-F,Ry=H,n=0
8.R=Ry=-Cl, n=0

9.R=-N(CH3), Ri=H,n=0
10. R:.-NO Ri=H,n=0

Figura 6
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Respuesta a la dosis de Al-4-83 (48 h tx)
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MEF5E-4D3: Tratamiento con siRNA anti-CM
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Figura 10
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Duracién del tratamiento (dias)

Figura 12
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