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(54) TITULO: “METODOS DE SENSIBILIZACION DE CANCER A CITOTOXICIDAD
INDUCIDA POR TERAPIA”

RESUMEN:
Un método para tratar, evitar o inhibir un cancer, el mélodo se caracteriza porque comprenda 1a elapa de administrar 2 un sujeto una cantidad
lerapéuticamente efectiva de un reactivo para terapia de cancer v una cantidad sensifilizante efectiva de un compuesto de la Formula 1.

R4 R3
xaf X

X1 x4
R1 R2
1

E

en donde ¢ada ung de R, R? y R¥ independientemente se eligen dal grupo que consiste de; H, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo
sustitirido, atquinilo, alquinile sustituido, arilo, arilo sustituido, heleroartio, heteroasilo sustituido, heterociclico, heteroticlico sustituido, cicloalguilo,
cicloalquilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, tioalquity, tioa!quilo sustituido, hidroxi, haldgena, amino, amido, carboxilo, -C{O)H, adlo, oxiacilo,
carbamato, sulfonilo, sulfonamida y sulfurilo; R* es un cicloalquilo de 5 a 8 miembros, opcionaimente sustituido con 1 a 8 grupos R* 0 un
cicloalquenilo de § a 8 miembros opcionalmente sustituido con 1 a3 8 grupos R, cada RS independientemente se elige del grupo que consiste de;
alquito, alquilo sustiivide, alquenilo, alquenilo susiituido, alquiniin, alquinito sustituido, arilo, anlo sustituido, cicloalquilo y cicloalquilo sustituido;
cada uno de X', X?, X3 y X4 se clige del grupo que consiste de: O, NRS y S; y R¥ es H o C1-Cs alquilo.




ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el
solicitante sea persona juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante 0 a su causante.
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Copia de la publicacion PCT

Copia informe bisqueda internacional.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion,
reivindicaciones, dibujos)

Copia del informe del examen preliminar internacional efectuado por la
Autoridad Internacional (IPEA). (Incluye modificaciones)

Traduccion de los anexos del examen preliminar internacional.

Copia de las modificaciones efectuadas de acuerdo con el Articulo 28 PCT en
Fase Nacional.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser ¢l caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de
conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12 x 12 '

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos
obtenidos en el extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas
parcial o totalmente con 1a invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
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(57 Abstract: The present application demonstrates that Salinesparamide A can be used to sensitize cancer vells to cancer therapy.
& Turthermore, the prescnt application demanstratex that Salinosporamide A acts as a therapeutic agent to kifl or inhibit cuncer cells
after sensitization of the cells by an antibody or other chemosensitizing reagents. The cancer cells can be cither therupy-sensitive
or therapy resistanl. ‘U'he present application further demonstrates thal Salinusporamide A induces the cxpression of Raf kinase
inihibitor protein (RKLP) and PTTN, tumnor suppressor proteins, and inhibits the expressionof YY1, a trunscriptional regulator protein
overexpressed in cancer cells and also inhibits the growth factor pleiotrophin (PTN).
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-

:;'Frum the:
- INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

"'TO: P CT
Annctte S. Parent
Townsend and Townsend and Crew LLP

Two Embarcadero Center 8th Floor
San Francisco, CA 94111

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Box No. VII Centain defects in the intemational application

Box No. VIIf  Certain observations on the intcmational epplication

(PCT Rule 435is.1)
tiesmonears 5.4 NOV 207
Applicant's ar agent's file reference FOR FURTIIER ACTION
“2307K-1656-1 See paragreph 2 below
- lnternational application No. Intemational filing date (daymonthAear) Priority date (dawmonthiyenr)
"PCT/US2006/043277 6 November 2006 4 November 2005
Internationa] Patent Classification (IPC) or both national clessification and IPC
S INT. CL. AG6IK 317409 (2007.01)
USCL. 514/412
Applicant
THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA
I, This opinion contains indications relating to the following items:
.;_;1 Box No. | Basis of the opinion
e :D Box No. I Priority
:—_D Box No, I11 Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
1:' D Rox No. [V Lack of unity of invention
h: :- Box No. V R.cas_aned statement upder Rule 4Z{bis.l(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement
Box No, Vi Certain documents cited
L]
]

o3

2. FURTHER ACTION

- ifademand for international preliminary examination is made, this opiniun will be considered to be a written opinion of the International
.. - Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this docs not epply where the applicant chooscs an Authority other than this one to
-} 7 bethe IPEA and the chosen IPEA has notified tho Intermetionzl Bureau under Rule 66. 1 bir(b) that writicn opinions of this Intemativnal
! =7 Scarching Authority will not be so considered.
~. Ifthis opinion is, 2s provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submit 1o the IPEA a
_ written reply together, where appropriate, with amendments, befare the cxpiration of 3 months from the date of mailing of Form
-~ PCT/SA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.

~-For further options, sce Form PCT/ISA/220.

3. For further details, see notes to Form PCT/ASA/220,

T

e

VAl

P

Name and mailing address of the ISA/US Date of completion of this opinipn | Authorized Officer:
Mail Stop PCT, Attn: ISA/US Blaine R. Copenheaver ;
Commissioner for Patents 29 Mey 2007 . P 1
P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 PCT Helpdesk; 571-272-43 [/ /
FACSIMILE NO. $71-273-3201 .| pcrosp:snanama fLog ] Y&

i Form PCT/ISA/237 (Cover sheet) (April 2005) ' / /



WRITTEN OFINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

r PCT/US2006/043277

Box No. I Basis of this apinion

-

1. With regard to the language, this opinion has becn established on the basis of:
The intermational application in the language in which it was filed

[] A translation of the international application into, , which is the language of a
r.- translation furnished for the purposes of international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary lo the
claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of materiai

.. D a sequence listing
[:] table(s) related (o the sequence listing

b. format of material

: D on paper

. D in clectrenic form
c. time of filing/fumishing

D contained in the international application as fited.
D filed together with the intemnational application in electronic form.

l:l furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has been
filed or furnished, the required statements that the information in the subsequcut or additional copies is identical to that
in the epplication as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished,

4. Additional comments;

. Form PCT/[SA/237 (Bax No. [} {April 2005}
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WRITTEN OPINION OF THE Internetional application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 9

. PCT/US2006/043277
Box No. V Reasoned statcment under Raole 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventlve step or industrial
applicability; cftations and explanations supporting such statement
| 1. Statement
Novelty (N) Claims 1 to S0 YES
Claims 51 to 58 NO
[nventive step (1S) Claims YES
Claims 1 to 58 NO
Industrio] applicability (IA)  Claims 1 to 58 YES
Claims NO

TR

e

S

2. Citations and explanations:

Salinosporamide A is known to exhibit cytatoxic activity in various tumor and cancer cell lines, to exert
apoptosis and to inhibit NF-xB. The present inventors have clucidated some key biochemical pathways acted
upon by Salinesporamide A and related compounds of Formula I, In particular, compounds of Formula I induce
RKIP (a metastasis tumor suppressor protein that potentiates anti-apoptotic pathways in cancer cells) and induce
the expression of the AKT inhibitor PTEN (which results in downstrcam inhibition of the AKT anti-apoptotic
and survivai pathway). The present claims define the induction of apoptosis in cancer treatments by compounds
of Formula I via lhese two particular pathways. The claims further define methods of treating cancer with (a)
cancer therapy reagents in combination with a sensitizing amount of a compound of Formula I, or (b) a
compound of Formula I in combination with a sensitizing amount of an antibody or chemosensitizing reagent.

The present documents have been identified in the International Search Report (see also Box VI):
D1 WO 2005002572

D2 US 20050239866

D3 Macherla ct al.

D4 Chatterjee et al. '

D5 Chow et al.

Novelty (N)

D1 discloses similar compounds and their use for treating cancer. The anticancer activity of the compounds is
attributed to protcasome inhibition. The poiential chemosensitizing effect of the compounds based on previously
observed synergy between the proteasome inhibitor Velcade and CPT-11 are noted at pages 51 and 115.
Furthermore, studies of the effect of the compounds on the NF-xB/IxB signalling pathway and the induction of
caspase 3 (which results in apoptosis) are described in the examples. This inhibition is said to result in
accumulation of Cdk inhibitors p21 and p27 which sensitizes cclls to apoptosis. However D1 does not
specifically disclose any methods in which the compounds of formula I are co-administered with a sensitizing
amount of an anticancer reagent or antibody, or methods in which anticancer reagents are co-administered with a
sensitizing smount of a compound of formula I. Accordingly claims 1 to 50 are considered novel in view of D1.

Furthermore, D1 does not specifically disclose methods in which compounds of formula I induce the expression
of RKIP or PTEN, thereby aechieving apoptosis. However, an objection of lack of novelty may obtein if in
carrying out the process of the prior art document, the skilled person would inevitably arrive at the invention
claimed. D1 discloses methods of inducing apoptosis in cancer cells, and whilst the RKIP and PTEN pathways
are not implicated, these appear inherently associated with apoptosis. Claims 51 to 58 therefore Jeck novelty in
view of DI.

Continued on supplemental sheet.

. Form PCT/ISA/237 (Box No, V) (April 2005)
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i” WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

. PCT/US2006/043277

Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 434is.1 and 70.10)

Application No. Publication date Filing date Priority date (valid claim)
Patent No. (day/monthiveqr} (day/monthivear) (dav/monthivear)
D6 (EX) WO 2006060819 08/06/2006 05/12/2005 03/12/2004
D7 (E.X) WO 2006060676 08/06/2006 02/12/2005 03/12/2004

D6 discloses the chemosensitization of Salinosporamide A-treated cancer cells by DIIMEQ. D7 disclases
combinations of Salinosporamide A and various caspasc inhibitors (see Examuple 14), and a combination of
Salinosporamide A and Bortezomib (Example 17), While chemosensitization is not specifically disclosed, the naturc
of the interaction between the componcnts docs appear to involve such an effect. Claims 45, 46 and 48 therefore lack
rz)o_\/elty in view of each of D6 and D7.

2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

Kind of non-written disclosure Date of non-wrilten disclosure Date of written disclosure
(day/month/iyear) referring to non-written disclosure
(ay/monthfvear)

- -

Form PCT/ISAS237 (Box No. VI) (April 2005)
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- WRITTEN OPINION OF THE International Application No,

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
. . PCT/US2006/043277

Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficfent.

4 Continuation of: Box V.2

‘| D2 discloses salinosporamide derivatives and their use in the treatment of cancer. The citation broadly discloses the

“use of such compounds with other anti-neoplastic agents. However, there are no specific exampies of such methods,
nor does the citation disclose the sensitizing cffect described in the present application. The citation does not disclose
mduction of apoptosis by the salinosporamide derivatives. Accordingly Claims 1 to 58 are novel in view of D2.

D3 discloses Salinosporamide A and its inhibition of NF-xB activation. The citation notes that interference with the
activity of NF-kB by proteasome inhibition results in enhanced chemosensitivity and increased apoptosis in cancer
cells. However, the citation does not disclose methods in which the compounds of formula [ are co-administered with &
sensitizing amount of an anticancer reagent or antibody, or methods in which anticancer reagents are co-administered
with a sensitizing amount of 2 compound of formula I Claims 1 to 50 are therefore novel in view of D3. However,
while D3 docs not specifically disclose methods in which compounds of formula I induce the expression of RKIP or
PTEN and result in apoptoms, as noted for D1 above, these appear inherently associated with apoptosis. Claims 51 to
58 thereforc lack novelty in view of D3.

b

D4, discloses studies on RKIP sensitization of cancer cells to apoptosis and the relation of RKIP to other pathways such
as NF-xB. However, none of the methnds defined in the present ‘claims are disclosed in this citation, and Claims 1 to
58-arc therefore novel in view of D4,

DS discloses studies on Rituximab and its chemosensitizing effect in combinations with other chemothcerapeutic agents.
However, none of the methods defined in the present claims are disclosed in this citation, and Claims 1 to 58 are
therefore novel in view of DS.

Inventive Step (15)

D1 is the closest prior art in relation to the inventiveness of Claims 1 to 44, which define methods in which a
sensitizing amount of a compound of Formula [ is combined with a chemotherapeutic agent. The citation discloses that
compounds of Formula [ have potential chemosensitizing properties. In view of this disclosure, the skilled person
woild be led to use the compounds of Formula I in association with other chemotherapcutic agents with the
expectation of obtaining chemosensitization. Cleims | to -4 are therefore considered to lack inventive step in view of
Dt alone

Clmms 45 to 50 define methods of treating cancers using compounds of Formula I and a chemosensitizing agent. The
A5e of chemosensitizing agents is known in the art, as illustrated by D$ which describes such use of Rituxirnab with
other chemotherapeutic agents. The skilled person would as a matter of routine combine such teachings with those of
citations D1 to D3 (wherein compounds of formula I and their chemotherapeutic usc is disclosed) to obtain the present
invention. Accordingly Claims 45 to 50 lack inventive step in view of DS when combined with each of D1 to D3.

Claims 51 to 38 define methods of treating cancers in which compounds of Formula I are administered in an amount
sufficient to inducc apoptosis via RKIP or PTEN. As noted above under novelty, such compounds are known to induce
apoptosis from D1 and D3 and it is prima facie inherent that these biochemical pathways are involved in the prior art
treatments, Even if this is not an inherent feature of the prior art methods, the inter-relationship between NF-xB and
RKIP is known from DM, and the skilled person would as a matter of routine combine such teaching with that of D1 or
D3 to further elucidate the biochemical pathways associated with apoptosis in cells treated with such compounds.
Accordingly, inventive stcp cannot be acknowledged for Claims 51 to 58,

"'he claims as a whole are industrially applicable in view of the purported use of the compositions, kits and methods.

‘., LN

Form PCT/ISA/237 (Supplemental Box)(April 2005)
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METODOS DE SENSIBILIZACION DE CANCER A CITOTOXICIDAD

INDUCIDA POR TERAPIA

REFERENCIAS CRUZADAS A2 SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama prioridad de la
solicitud de patente de los E.U.A. Namero de Serie
60/733,965, presentada en noviembre 4, 2005, y la
solicitud de patente de los E.U.A. Niumero de Serie
©0/840,811, presentada en agosto 28, '2006, las
ensefianzas de las cuales se incorporan agqui por
referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los inhibidores de proteasomas se han
mostrado que inducen exterminio celular solo y/o en
combinacidn con drogas en células de tumor
resistentes a drogas. En 2003, 1la Administracidn
Federal de Drogas (FDR) aprobdé el primer el inhibidor
de proteasoma VELCADE ‘"bortezomib" para tratar
pacientes con mieloma multiple quienes tienen recaida
después de dos terapias y progresan en tratamientos
actuales. Estos inhibidores de proteasoma demuestran
ser clinicamente efectivos. Sin embargo, como muchas
otras drogas, 1la resistencia a bortezomib empieza a
surgir asi como se ha notado la toxicidad de tejido
inducido <«¢on bortezemib. El1 desarrcllo de nuevos
inhibidores de proteasoma puede superaxr la
resistencia de Dbortezomib y gque exhibe menos
toxicidad, es altamente conveniente. El compuesto
guimico salinosporamida A (NPI-0052, Nereus
Pharmaceuticals, San Diege) fue descubierto durante

la fermentacidén de la especie Salinospora, un nuevo
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actinomiceto de gran positivo marino. Se relacicna a
dos inhibidores 20S de proteasoma menos potentes,
estructuralmente relacionados a lactacistina,
omuralida, y P$-5109.

Varios hallazgos 1In vitro indican .que
Salinosporamida A  exhibe  toxicidad contra una
variedad de lineas celulares de tumor (Feling, et al,
Angew. Chem.-Int. Ed., 2003, 42(3): 355- 357} y puede
ejercer apoptosis e inhibicidén de NF-kB (Macherla, et
al, Journal of Medicinal Chemistry, 2005, 48:3684).
También se ha mostrado que Salinosporamida A es
efectivo en linea celular resistentes a bortezomib.
In vivo, Salinosporamida A ejerce efectos antitumor
ya sea administrada oralmente o en forma intravencsa
({Chuahan et al, Cancer Cell, Nov. 8, 407-419 (2005)).
Salinosporamida A se ha sintetizade quimicamente.
Estudios en citotoxicidad con los paneles de criba
NCI de 60 1lineas de <c¢élulas de tumor humanas
mostraron que Salinosporamida A afecta a muchas
células de cancer y tiene una inhibicidén de
crecimiento promedio menor a 10 nM. Otras Jlineas
celulares de tumor examinadas mostraron actividad
citotéxica significante. Vale la pena notar que
Salinosporamida A también fue citotdxica tanto a HL6EO
sensible a droga como HL6OMX2 resistente a droga con
dosis iguales.

La Salinosporamida A también tuvo el efecto
de inducir un intervalce de apoptosis directa en
diferentes lineas de células de tumor. El efecto de

Salinosporamida A en Jla induccidén de apoptosis
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sugiere que Salinosporamida A puede emplearse como
un agente para identificar rutas antiapoptdsicas que
pueden servir como blancos para terapias de cancer al
examinar cambios en la expresién de Aacidos nucleicos
y proteinas ante tratamiento de células de cancer con
este compuesto.

En la presente solicitud, hemos examinado
si Salinosporamida A puede sensibilizar linfoma no
Hodgkin sensible a terapia y resistente a terapia B a
la apoptosis inducida por terapia. También hemos
investigado si Salinosporamida A puede actuar como un
agente terapéutico he inducir apoptosis después de
sensibilizacién por ctro compuesto tal como
rituximab. Ademas, también hemos examinade el efecto
de Salinosporamida 2 en la induccién de proteina
inhibidora Raf cinasa (RKIP), una protelina supresora
de tumor de metéstasis que potencia las vias
antiapoptédésicas en c¢élulas de cancer, y en la
inhibicién de expresién de YY1, una proteina
reguladora de transcripcién sobre expresada en
células de céncer que regula las resistencias de
células de tumor tanto a quimicterapia como
inmunoterapia.

BREVE COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente solicitud demuestra que
Salinosporamida A&, en combinacidn con cantidades
terapéuticamente efectivas subtdxicas de agentes
terapéuticos de céancer, sensibiliza tanto células de
cadncer resistentes como sensibles a citotoxicidad

inducida por terapia. Las células de cé&ncer pueden ya

90
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ser sensibles a terapia o resistentes a terapia.
Ademéas, la presente solicitud demuestra que
Salinosporamida A actta comc un agente terapéutico
para inducir apoptosis en células dé cancer después
de sensibilizacidén de las células por un anticuerpo o
por diversos agentes quimio- e inmuno-
sensibilizantes. Las células de cancer ya pueden ser
sensibles a terapia o resistentes a terapia. En forma
adicional, la presente solicitud demuestra que
Salinosporamida A induce la expresidn de RKIP, de
esta manera inhibiendo la supervivencia de las rutas
de sefializacidén antiapoptdsicas y que resulta en
reduccidn del umbral de expresion de gen
antiapoptésico y cuando se utiliza solo, o en
combinacidén con otros agentes, resulta en apoptosis.
Ademas, la induccién de RKIP también ejerce actividad
anti-angiogénica asl como evita meté&stasis. Ademas,
el tratamiento con Salinosporamida A inhibe el
represor de transcripcién YY1, resultande en 1la
regulacién ascendente de receptor de rmuerte vy
sensibilizacidén de células de tumor a inmunoterapia
citotdoxica. También regula la expresidn de receptor
de muerte en cleonos resistentes a rituximab.
Salinosporamida A-induce la expresiédn del inhibidor
AKT PTEN que resulta en inhibicién corriente abajo de
la ruta AKT antiépoptosica y supervivencia y resulta
en inhibicién de productos de genes antiapoptdsicos.
Salinosporamida A también inhibe la sobre expresidn
de pleiotrofina (PTN), un factor de crecimiento, un

factor de resistencia en células de tumor, y niveles
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en circulacidén de PTN se ha demostrado que tienen una
importancia para pronéstico.

En una primera modalidad, la invenciodn
proporciona un método para tratar, evitar o inhibir
un céancer, al administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un reactivo de terapia
de cadncer y una cantidad sensibilizantemente efectiva

de un compuesto de la férmula I:

en donde cada uno de R', R?® y R® independientemente
pueden ser: H, alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alqguenilo sustituide, alquinilo, alquinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocarilo,
heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, cicloalquilo, <cicloalquilo sustituido,
alcoxi, alcoxl sustituido, tiocalquilo, tiocalquilo
sustituido, hidroxi, haldégeno, amino, amido,
carboxilo, -C (O} H, acilo, oxXlacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurile; R?* es un
cicloalgquilo de 5 a 8 miembros, opcionalmente
sustituido con 1 a 8 grupos R’ o un cicloalguenilo de
5 a 8 miembros opcicnalmente sustituido con 1 a 8

grupos R%; cada R’ independientemente uede ser:
p
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alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, algqueniloc
sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, cicloalquilo, o cicloalquilo
sustituido; cada uno de X!, X3, x* y X' puede
independientemente ser: O, NR® y $; y R® es H o C;-C¢
alquilo.

En algunos aspectos de la primera
modalidad, cada uno de R' y R® puede ser
independientemente: H, alquilo, alquilc sustituido,
alguenilo, alguenilo sustituido, alquinilo, alquinilo
sustituido, cicloalquilo, y cicloalgquilo sustituido;
R’ puede ser alcoxi, alcoxi sustituido, tiocalquilo,
tiocalguile sustituido, hidroxi, halégeno, amino,
amido, oxliacilo, carbamato, sulfonilo, sulfonamida, o
sulfurilo; R* es un cicloalquenilo de 5 a 8 miembros
opcionalmente sustituido con 1-8 grupos R>; cada uno
de X', X* v X! es 0; y X° es NH.

Todavia en otro aspecto de la primera
modalidad, cada uno de R* y R’ puede
independientemente ser: alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquiniloc, Y
alguinilo sustituido; R’ puede ser alcoxi, alcoxi
sustituido, ticalquilo, tiocalguilo sustituido,
hidroxi, y amino; R' es ciclohexenilo opcionalmente
sustituido con 1 a 8 grupos R>; cada uno de X', X° vy
%' es 0; y X% es NH.

En aspectos adicionales de la primera
modalidad, R!' es un alquilo o alquilo sustituido; R®
es alqguilo; R*® es hidroxi; R? es ciclohexenilo; y cada

uno de XY, XP y X% es 0; y X' es NH:; el alquilo
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sustituido de R! puede ser un alquilo halogenado, que
puede estar fluorado, clorado, bromado en diferentes
aspectos. En algunos aspectos, el compuesto alquilo

halogenado tiene la siguiente estructura:

OH

ZI
@)

Me

Cl ‘e

Todavia en otro aspecto de la primera
modalidad, el compuesto alguilo halogenado tiene 1la

siguiente estructura:

En aspectos adicionales de la primera
modalidad, la cantidad efectiva sensibilizante del
compuesto de la férmula I es suficiente para inducir
expresidén de RKIP o PTEN, de esta manera induciendo o
facilitando la apoptosis. La expresion de RKDP o
PTEN puede sexr al menos 1, 2, 10, o 100 veces
superior que en la ausencia del compuesto de la
férmula I.

En aspectos ain adicionales de la primera

24
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modalidad, la cantidad sensibilizante efectiva del
compuesto de la fdérmula I es suficiente para inhibir
la expresidén de YY1, y PTN, de esta manera induciendo
apoptosis. La expresién de YY1, PTEN, y PTN puede
ser al menos 1, 2, 10, o 100 veces mencr que en la
ausencia del compuesto de la férmula I.

Todavia en otro aspecto de la primera
modalidad, el reactivo de terapia de cancer puede ser
un reactivo guimioterapéutico, un reactivo
inmunoterapéutico, un reactivo radioterapeutico, un
reactivo terapéutico hormonal 0 un inhibidor
farmacolégico.

En otros aspectos de la primera modalidad,
el cancer puede ser un linfoma no-Hodgkin, linfona
linfoblastico agudo B, céancer de préstata, cancer de
ovarios, céncer vrenal, cancer pulmonar, cancer de
mama, cancer de colon, leucemia, mieloma mualtiple vy
hepatccarcinoma.

En otro aspecto de la primera modalidad, el
reactivo de terapia de cancer induce o facilita la
apoptosis y puede ser un reactivo quimioterapéutico,
un reactivo inmunoterapéutico, un reactivo
radioterapéutico, un reactivo terapéutico hormonal, o
un inhibidor farmaceoldgico. En este aspecto, el
reactivo de terapia de cancer puede ser inmunoterapia
de rituximab.

En diversos aspectos de la primera
modalidad, el <cancer es resistente a terapia,
incluyendo resistente a inmunoterapia, gquimioterapia,

radioterapia o terapia hormeonal. Sin embargo, en
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otros aspectos, el céncer puede ser sensible a
terapia.

En a&aspectos adicionales de la primera
medalidad, la cantidad terapéuticamente efectiva de
un reactivo de terapia de céancer y la cantidad
sensibilizante efectiva de un compuesto de la férmula
I se administra en forma concurrente o secuencial, en
donde el reactivo de terapia de cancer es
administracidn de bortezomib., En aspectos
relacionados, el reactive de terapia de cancer puede
ser un reactivo quimioterapéutico, un reactivo
inmunoterapéutico, un reactivo radioterapéutico, un
reactivo terapéutico hormonal o) un inhibidor
farmacolédgico.

En un aspecto alterno de la primera
modalidad, la cantidad terapéuticamente efectiva de
un reactivo de terapia de cancer y una cantidad
sensibilizante efectiva de un compuesto de la fbérmula
I, se administran secuencialmente.

En un aspecto de la primera modalidad, el
sujeto puede ser un humano.

Una segunda modalidad de esta invencidn
proporciona un método para tratar, evitar o inhibir
linfoma al administrar a un sujeto, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un reactivo de terapia
de céncer y una cantidad sensibilizante efectiva de

un compuesto de la €érmula I:
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en donde cada uno de RY, R’ y R} pueden ser
independientemente: H, alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, hetercarilo,
heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, <c¢icloalquilo, cicloalquilo sustituido,

alcoxi, alcoxi sustituido, ticalquilo, tiocalguilo

sustituido, hidroxi, halégenco, amino, amido,
carboxilo, -C{O)H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurilo; R es un
cicleoalquile de 5 a 8 miembros, opcicnalmente

sustituido con 1 a 8 grupos R® o un cicloalquenilo de
S a 8 miembros opcicnalmente sustituido con 1 a 8
grupos R>; cada R® independientemente puede ser:
alguilo, alguileo sustituido, algquenilo, alquenilo
sustituido, alquinile, alquinilo sustituvido, arilo,
arilo  sustituido, cicloalguilo, y cicloalguilo
sustituido; cada uno de X!, X!, X' y X' se elige
independientemente del grupo que consiste de O, NR® y
S Y R® es H o C;-Cs alquilo.

En un aspecto de la segunda modalidad, la
cantidad sensibilizante efectiva del compuesto de la
férmula I es suficiente para inducir expresidén de
RKIP ¢ PTEN, de esta manera induciendo o potenciande
apoptosis.

En otro aspecto de la segunda modalidad, la
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cantidad sensibilizante efectiva del compuesto de la
férmula I, es suficiente para inhibir la expresién de
YYl o PTIN de esta manera induciendo o potenciando
apoptosis.

En aspectos adicicnales de la segunda
modalidad, el linfoma es resistente a terapia, lo que
puede incluir un linfoma gque es resistente a terapia
con rituximab.

En una tercera modalidad, esta invencidn
proporciona un método para tratar, evitar o inhibir
linfoma al administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de rituximab y una cantidad
sensibilizante efectiva de un compuesto de la férmula

I:

en donde cada uno de R!, R y R’ puede ser
independientemente: H, alquilo, alguilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alguinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocarilo,
hetercarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, <c¢icloalquilo, <cicloalquilo sustituido,
alcoxi, alcoxi sustituido, tiecalquilio, tiocalquilo

sustituidoe, hidroxi, haldégceno, amino, amido,
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carboxilo, -C{O}H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o suvlfurilo; R? es un
cicloalquilo de 5 a 8 miémbros opcionalmente
sustituido con 1 a B grupos R® o un cicloalquenilo de
5 a 8 miembros opcicnalmente sustituido con 1 a 8
grupos R’; cada R® puede ser independientemente:
algquilo, alquilo sustituido, alguenilo, alguenilo
sustituido, alguinilo, alquinilo sustituideo, arilo,
arilo sustituido, cicloalquilo, y cicloalquilo
sustituido; cada uno de X!, X%, X* y X% puede ser
independientemente O, NR® y S; y R® es H o Ci~Cg
alquilo.

En un aspecto de la tercera modalidad, 1la
cantidad sensibilizante efectiva del compuesto de la
férmula I, es suficiente para inducir la expresidn de
RKIP o PTEN, de esta manera induciendo apoptosis.

En otro aspecto de la tercera modalidad, la
cantidad sensibilizante efectiva del compuesto de la
formula I, es suficiente para inhibir expresidén de
YYl o PTN, de esta manera induciendo apoptosis.

En wuna cuarta modalidad, la dinvenciodn
properciona una composicidén que contiene una cantidad
terapéuticamente efectiva de rituximab y una cantidad
sensibilizante efectiva de un compuesto de la fdrmula
I en un excipiente fisioldgicamente aceptable.

En una gquinta modalidad, 1la invencidn
propcrciona un eguipo gue comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de rituximab y una cantidad
sensibilizante efectiva de un compuesto de la férmula

1.

99
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En una sexta modalidad, esta invenciédn
proporcicna un método para tratar, evitar o inhibir
un cancer con terapia de inhibidor proteasoma al
administrar a un sujeto una cantidad sensibilizante
efectiva de un anticuerpo o reactivo
gquimiosensibilizante y una cantidad terapéuticamente

efectiva de un compuesto de la foérmula I:

R4 R3

xe| X
1
X :S/k_xli
R1 R2
I
?
en donde cada uno de R} R* y R' puede ser

independientemente: H, alquilo, alguilo sustituido,
alquenilo, alguenilo sustituido, alguinilo, alquinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocarilo,
hetercarilo sustituido, heterociclico, heterociclico

sustituido, cicloalguilo, cicloalquilo sustituido,

alcoxi, alcoxi sustituido, tioalquilo, tioalquilo
sustituido, hidroxi., haldgeno, amino, amido,
carboxilo, -C(O)H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurilo; R' es un

cicloalguilo de 5 a 8 miembros opcionalmente
sustituido con 1 a 8 grupos R® o un cicloalquenilo de
5 a 8 miembros opcionalmente sustituido con 1 a 8
grupos R®; cada R® puede ser independientemente:
alguilo, alquilo sustituido, alqguenilo, alquenilo

sustituido, alquinilo, alquiniloe sustituido, arilo,
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arilo sustituido, cicloalquiloe, y cicloalguilo
sustituido; cada uno de X!, X4 x* y X' puede
independientemente ser: O, NR®* v S; y R® es H o C:-Cg
alquilo.

En un aspecto de la sexta modalidad, la
cantidad sensibilizante efectiva del compuestco de la
Férmula 1 es suficiente para inducir expresién de
RKIP o PTEN, de esta manera induciendo apoptosis o
sensibilizando células .a apoptosis por diversas
concentraciones subtdxicas en agentes citotédxicos. En
otros aspectos de esta modalidad, el anticuerpo es
rituximab y el cancer es linfoma.

En otro aspecto de la sexta modalidad, la
cantidad sensibilizante efectiva del compuestc de la
Formula I, es suficiente para inhibir expresibébn de
YY1 o PTN, de estaz manera induciendo apoptosis. En
otros aspectos de esta modalidad, el anticuerpo es
rituximab y el cancer es linfoma.

En una séptima modalidad, esta invencidn
proporciona una composicidén  que comprende  una
cantidad sensibilizante efectiva de rituximab y una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de
la Férmula I en un excipiente fisioldgicamente
aceptable.

En una octava modalidad, esta invenciodn
proporciona un equipo que comprende una cantidad
sensibilizante efectiva de rituximab y una cantidad
terapéutica efectiva de un compuesto de la Férmula I.

EFn una novena modalidad, esta invencién

proporciona un método para tratar, evitar o inhibir
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en donde cada uno de R}, R! y R® puede ser
independientemente: H, alquilo, alguilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituideo, alguinilo, alguinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocarilo,
hetercarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, cicloalquilo, cicloalguilo sustituido,

alcoxi, alcoxi sustituido, tioalquilo, tiocalqguilo

sustituido, hidroxi, halégenco, amino, amido,
carboxilo, -C(O)H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurilo; R* es un

cicloalquilo de 5-8 miembros opcilonalmente sustituido
con 1-8 grupos R> o un cicloalquenilo de 5-8 miembros

opcionalmente sustituido con 1-8 grupos R°; cada R°

puede ser independientemente: alquilo, alguilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido,
alguinilo, alquinilo sustituido, arilo, arilo

sustituido, ciclcalguilo, o ciclealquilo sustituido;
cada uno de X, X2, x3 \% x? puede ser
independientemente O, NR® y S; R® es H o C;-Cg
alquilo, y en donde 1la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para inducir la expresidén de
RKIP o PTEN, de esta manera induciendo apoptosis.

En diversos aspectos de la novena

modalidad, la expresidn de RKIP o PTEN es al menos
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aproximadamente 1, 2, 10, o 100 veces superior que en
la ausencia del compuesto de la Férmula I.

En una décima modalidad, esta invencidn
proporciona un método para tratar, evitar o inhibir
un  cancer, el método comprende la etapa de
administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente

efectiva de un compuesto de la Férmula I:

en donde cada uno de R!, R® y R’ puede ser
independientemente: H, alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, algquinilo
sustituido, arilo, arile sustituido, heteroarilo,
hetervarilo sustituide, heterociclice, heterociclico
sustituido, <cicloalquile, cicloalquilo sustituido,

alcoxi, alcoxi sustituido, ticalquilo, ticalquilo

sustituido, hidroxi, halégeno, amino, amido,
carboxilo, -C(O}H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurilo; R* es un

cicloalquilo de 5-8 miembros opcionalmente sustituido
con 1-8 grupos R® o un cicloalguenilo de 5-8 miembros

opcionalmente sustituide con 1-8 grupos R®; cada R°

puede ser independientemente: alquilo, alquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido,
alquinilo, alguinilo sustituido, arilo, arilo

24
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sustituide, cicloalguilo, o cicloalquilo sustituido;
cada uno de X', x4 X} y %x*  puede ser
independientemente ©, NR® y 5S; R® es H o (-Cs
alquilo, y en donde la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para inhibir la expresidén de
YY1l o PTN, peor lo tanto, induciendo apoptosis o
reduciendo el umbral de resistencia a apoptosis por
drogas citctoxicas.

En diversos aspectos de la décima
modalidad, la expresién de YY1 o PTN es al menos
aproximadamente 1, 2, 10, o 100 veces menor gue en la
ausencia del compuesto de la Férmula I.

En una onceava modalidad, esta invencidn
proporciona un método para tratar, evitar o inhibir
linfoma al administrar a un sujeto, opcionalmente en
combinacién con agentes citotdéxicos, wuna cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la

Férmula I1:

en donde cada uno de R}, R’ y R’ puede ser
independientemente: H, alqguilo, alguilo sustituido,
alquenilo, algquenilo sustituido, algquinilo, alguinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, hetercarilo,

heteroarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
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sustituido, cicleoalquilo, c¢icloalquilo sustituido,
alcoxi, alcoxi sustituido, ticalquilo, ticalquilo
sustituido, hidroxi, halégeno, amino, amido,
carboxilo, -C(O}H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurilo; R' es an
cicloalquilo de 5-8 miembros opcionalmente sustituide
con 1-8 grupos R° o un cicloalquenilo de 5-8 miembros

opcionalmente sustituido con 1-8 grupos R®; cada R’

puede ser independientemente: algquilo, alquilo
sustituido, alguenilo, alguenilo sustituido,
alguinile, alquiniloe sustituide, arilo, arilo

sustituido, cicloalquilo, o ciclecalguilo sustituido;
cada uno de X}, @ x*), x} y X' puede ser
independientemente O, NR® y S R® es H o C;-Cg
alqguilo, y en donde 1la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para inducir la expresién de
RKIP o PTEN, de esta manera induciendo apoptosis.

En una doceava modalidad, esta invencidn
proporciona un métocde para tratar, evitar o inhibir
linfoma, al administrar a un sujeto una cantidad

terapéuticamente efectiva de un compuesto de la

R4 RS
x2 | X
<

R‘l R2

Fédrmula I:

en donde cada unao de R', R y R’ puede ser

36
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independientemente: H, alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alqguinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocarilo,
hetercarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituidoe,

alcoxi, alcoxi sustituido, ticalquilo, tiocalquilo

sustituido, hidroxi, haldgeno, amino, amido,
carboxilo, -C(0)H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurilo; R es un

cicloalquilo de 5-8 miembros opcionalmente sustituido
con 1-8 grupos R® o un cicloalquenilo de 5-8 miembros

opcionalmente sustituido con 1-8 grupos R°; cada R’

puede ser independientemente: alquilo, alguilo
sustituido, alguenilo, algquenilo sustituido,
alquinilo, alguinilo sustituido, arilo, arilo

sustituido, cicloalquilo, ¢ cicloalguilo sustituido;
cada uno de X!, x*), x> y X'  ©puede ser
independientemente 0, NR® y S; R® es H o C;-Cg
alquilo, y en donde 1la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para inhibir la expresidn de
YY1l o PTN, de esta manera induciendo apoptosis.

En una treceava modalidad, esta invencidn
proporciona un método para tratar, evitar o inhibir
un cancer con una terapia de inhibidor proteascma al

administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente

efectiva de un compuesto de la Férmula I1:

3y
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en donde cada uno de R!, R® y R® puede ser
independientemente: H, alguilo, alquilc sustituido,
alquenilo, algquenilo sustituido, alguinilo, alquinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, hetercarilo,
hetercarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, c¢icleoalquilo, c¢icloalguilo sustituido,

alcoxl, alcoxi sustituido, ticalquilo, tiocalquiloc

sustituido, hidroxi, halégeno, amino, amido,
carboxilo, -C(O)H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfenamida, o sulfurilo; R* es un

cicloalguilo de 5-8 miembros opcionalmente sustituido
con 1-8 grupos R® o un cicloalquenilo de 5-8 miembros

opcionalmente sustituido con 1-8 grupos R®; cada R®

puede sex independientemente: alquilo, alquile
sustituido, alquenilo, alguenilo sustituide,
alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, arilo

sustituido, cicloalgquilo, o cicloalguilo sustituldo;
cada uno de X}, %7, %X y %' independientemente se
elige del grupo gue consiste de O, NR® v S; vy R® es H
0 C;-C¢ alguileo, en donde la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para inducir la expresidn de
RKIP o PTEN, de esta manera induciendo apoptosis.

En una catorceava modalidad, esta invencién

39
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proporciona un método para tratar, evitar o inhibir
un cancer con una terapia de inhibidor proteasoma al
administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente

efectiva de un compuesto de la Foéormula I:

R4 R3
3
Dand
X =-S/
4
F;ﬁ(
R1 R
I
?
en donde cada uno de RY, R® y R® puede ser

independientemente: H, alquilo, algquilec sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinileo, alquinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, hetercarilo,
hetercarilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, <c¢icloalqguilo, cicloalquilo sustituido,

alcoxi, alcoxi sustituido, tiocalguilo, tioalguilo

sustituido, hidroxi, halégeno, amino, amido,
carboxilo, -C{O)H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurilo; R' es un

cicloalquilo de 5-8 miembros opcionalmente sustituido
con 1-8 grupos R® o un cicloalquenilo de 5-8 miembros

opcionalmente sustituido con 1-8 grupos R°; cada R®

puede ser independientemente: alguilo, alquilo
sustituido, alqguenilo, alquenilo sustituido,
algquinilo, algquinilo sustituido, arilo, arilo

sustituido, cicloalguilo, o cicloalquilo sustituido;
cada uno de X!, %%, %' y X' independientemente se

elige del grupo gque consiste de 0, NR® v 5; y R® es H

39
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o C1-Cs alquilo, en donde la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para inducir la expresidn de
YYl o PTN, de esta manera induciendc apoptosis.

En una quinceava modalidad de esta
invencién, esta invencién proporciona un método para
tratar un céancer resistente a terapia al administrar
a un sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de

un compuestc de la Férmula I:

R4 R3

X2
X1

en donde cada uno de RY, R?® y R® puede ser
independientemente: H, alquilo, algquilo sustituido,
alguenilo, alguenilo sustituido, alqguinilo, alquinilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, hetercarilo,
heterocarilo sustituido, heterociclico, hetercciclico
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,

alcoxi, alcoxi sustituido, tiocalguilo, tiocalquilo

sustituido, hidroxi, haldgeno, amino, amido,
carboxilo, ~-C(O)H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfonamida, o sulfurilo; R?' es un

cicloalquilo de 5-8 miembros opciconalmente sustituido
con 1-8 grupos R®> o un cicloalquenilo de 5-8 miembros
opcionalmente sustituido con 1-8 grupos R°; cada R®
puede ser  independientemente: alquilo, alquilo

sustituido, alquenilo, alguenilo sustituido,
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alquinilo, algquinilo sustituido, arila, arilo
sustituido, cicloalquilo, o cicloalguilo sustituido;
cada uno de X', %X}, x* y X! 9puede ser
independientemente 0, NR® y S; R® es H o C;-Ce
alquilo, en donde la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para inducir la expresidn de
RKIP o PTEN, de esta manera induciendo apoptosis.

En una dieciseisava modalidad de esta

invencién, esta invencidn proporciona un método para

tratar un cancer resistente a terapia al administrar

a un sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de

un compuesto de la Férmula I:

en donde cada uno de R!, R?!® y R® puede ser
independientemente: H, algquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo
sustituide, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
hetervarilo sustituido, heterociclico, heterociclico

sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,

alcoxi, alcoxi sustituido, tiocalquilo, tiocalguilo
sustituido, hidroxi, halégeno, amino, amido,
carboxilo, -C(O)H, acilo, oxiacilo, carbamato,
sulfonilo, sulfcnamida, o sulfurilo; R* es un

cicloalquilo de 5-8 miembros opciocnalmente sustituido

4)
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con 1-8 grupos R® o un cicloalquenilo de 5-8 miembros

opcionalmente sustituido con 1-8 grupos R°; cada R®

puede ser independientemente: alquilo, alquilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido,
alquinilo, alquinilo sustituido, arilo, arilo

sustituido, c¢icloalquileo, o cicloalquilo sustituido:;
cada uno de X', %%, x* y X' ‘puede ser
independientemente 0, NR® y S; R® es H o C,-Ce
alquile, en deonde la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para inhibir la expresidén de
YY1l o PTN, de esta manera induciendo apoptosis,

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra que Salinosporamida A
sensibiliza significativamente 1la 1linea de células
Ramos B-NHL a apoptosis inducida por CDDP.

Células Ramos resistentes a droga vy
Salinosporamida A (10° ml), se trataron con diversas
concentraciones de Salinosporamida A por una hora vy
después trataron con CDDP (15 upg/ml} por adicionales
20 h. Los cultivos después se lavaron y las células
se cosecharon y examinaron para apoptosis, utilizando
el mnétodo de yoduro de propidio, que mide
fragmentacién de ADN por citometria de flujo. Se
registrd el por ciento de células apoptésicas. Muy
grandes concentraciones de Salinosporamida A (0.1 nM)
fueron efectivas. El1 tratamiento se realizdé en
duplicado.

La Figura 2A muestra gue Salinosporamida A
sensibiliza droga y linea de c¢élulas B-NHL Daudi

resistentes a Salinosporamida A a apoptosis inducida
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por CDDP. Células Daudi se trataron por Ramos como en
la Figura 1 anterior.

La Figura 2B muestra que Salinosporamida A
sensibiliza la linea celular Daudi RR1 resistente a
rituximab NHL-B a Apoptosis inducida por CDDP. El
clon Daudi-RR]l resistente a rituximab se tratd como
en la Figura 1 anterior.

La Figura 3A compara sensibilizacidn
inducida por Salinosporamida A y Dbortezomib de
células Daudi WT B-NHL a apoptosis inducida por CDDP.
Las células Daudi se trataron con diversas
concentraciones de bortezomib © Salinosporamida A por
1l h y después trataron con CDDP (10 ug/ml) por 20 h
adicionales y se trataron por apoptosis como se
describe en la Figura 1 anterior.

La Figura 3B compara sensibilizacidn
inducida por DHMEQ y Salinosporamida A de células
Daudi WT B-NHL a apoptosis inducida por CDDP. Células
Daudi se trataron con diversas concentraciones de
DHMEQ (uM) y/o Salinosporamida A (nM) por 1 h y
después trataron con CDDP (10 pg/ml) por 20 h
adicionales. Las células después se recolectaron y
probarcon para apoptosis como se describe en la Figura
1 anterior.

La Figura 4A  compara el efecte de
Salinosporamida A y bortezomib en apoptosis inducida
por CDDP en c¢élulas Daudi RR1. E1 clon Daudi RR1
resistente a rituximab se tratdé con diversas
concentraciones de bortezomib y/o Salinosporamida A

per 1 h y después tratd con CDDP 10 pg/ml por 20 h
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adicionales. Estas células después se examinaron para
apoptosis como se describe en la Figura 1 anterior.

La Figura 4B compara el efecto de
Salinosporamida A y DHMEQ en apoptosis inducida por
CDDP en células Daudi RR1. Las células Daudi RRI1
resistentes a rituximab se trataron con diversas
concentraciones de DHMEQ (pM) o© Salinosporamida A
(nM) por 1 h y después trataron con CDDP (10 ug/ml)
por 20 h adiciocnales. Las células después se
examinaron por apoptosis como se describe en la
Figura 1 anterior.

La Figura 5 muestra sensibilizacién mediada

por rituximab a apoptosis inducida por

Salinosporamida A. Células Ramos se trataron con’

rituximab (20 ug/ml) por 1 h y después trataron con
diversas concentraciones de Salinosporamida A por 20
h adicionales. Las células después se examinaxon por
apoptosis como se describe en la Figura 1.

La Figura 6 muestra que en comparacidén a
quimiosensibilizacién mediada por rituximab a CDDP,
rifuximab sensibiliza a apoptosis inducida por
Salinosporamida A a un nivel superior gue CDDP.

La Figura 7 muestra la estructura de
Salinosporamida A.

La Figura 8 muestra que rituximab
sensibiliza células B~NHL Ramos a apoptosis inducida
por Salinosporamida  A. Las células Ramos se
cultivaron sin tratar o tratadas con rituximab (20
ug/ml) por 18 h. Posteriormente, las células se

trataron con adriamicina (ADR) (5 pg/ml) o con
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diferentes concentraciones de Salinosporamida A (0.1,
1.0, 10 nM) durante la noche. Las lineas celulares
se examinaron para apoptosis por citometria de flujo
utilizando método de yoduro de propidio para medir
fragmentacidén de ADN.

La Figura 9 muestra gque el tratamiento de
células de tumor con Salinosporamida A resulta en la
induccidén de supresor de tumor, proteina de inhibidor
Raf-quinasa (RKIP). Células Ramos se trataron con
Salinosporamida A 10 nM por diversos periodos de
tiempo y 1lisados de células totales se examinaron
para expresidén de RKIP por andlisis de transferencia
western. La expresion de f-actina se empled como un
contfol.

La Figura 10 muestra que el tratamiento de
células de tumor con Salinosporamida A inhibe 1la
expresién YY1l en células B-NHL Ramos. Las células
Ramos se trataron con diversas concentraciones de
Salinosporamida A por 24 horas, y se examind el total
de lisados celulares para expresidén de YY1 por
analisis de transferencia western. La expresion de
p-actin se empled como un control.

La Figura 11 muestra un diagrama
esquemitico que representa el efecto de
Salinosporamida A en sensibilizacién de células de
tumor resistentes a drogas a diversas apoptosis
inducidas por drega inmune. Células de tumor
constitutivamente expresan NF-xB activada, que a su
vez regula la transcripciédn de diversos genes de

superviveicia y genes antigpoptédsicos asi como regula
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la expresidon del represor de transcripciédn YY1l. E1
tratamiento de 1las células con Salinosporamida A
resulta en inhibicidén de actividad NF-xB que lleva a
inhibicién de productos de genes de sobrevivencia y
productos de gen anti-apoptdsicos y resulta en
quimiosensibilizacidén. Ademas, la inhibicién de NF-
kB por Salinosporamida A también inhibe YY1, que
hemos mostrado regula en forma negativa Fas vy
transcripcién DRS5. La inhibicidén de YYl resulta en
regulacién ascendente de expresidn DRS y Fas vy
sensibiliza células a apoptosis inducida por TRAIL vy
FasL.

La Figura 12 muestra un diagrama
esquemdtico que representa células de tumor que
expresan en forma constitutiva NF-xB activado, que
regula varios productos de genes anti-apoptésicos
tales como Becl-2, Becl-xL, y McI-I. Estudios previos
han demostrado gque esos productos de genes anti-
apoptésicos son importantes para mantener resistencia
a células de tumor a diversas drogas
guimioterapéuticas. Hemos mostrade que el tratamiento
con rituximab inhibe actividad NF-xB y también
inhibe los productos de gen anti-apoptésicos
anteriores y sensibiliza las <c<¢élulas de tumor a
diversas drogas guimicterapéuticas. Salinosporamida A
también inhibe actividad NF-xB, y la combinacidn de
rituximab y Salinosporamida A resulta en complemento
0 sinergia y apoptosis. La apoptosis es el resultado
de sensibilizacion inducida por rituximab a la

apoptosis de Salinosporamida A.
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La Figura 13 demuestra que 1la
Salinosporamida A activa caspasa 9 en células Ramos y
en combinacidén con CDDP se activa mas caspasa 9. La
activacidén de caspasa 9 se estima por western asi al
igual que el nivel de pro-caspasa 9 se reduce después
del tratamiento.

La Figura 14 muestra que Salinosporamida A
inhibe el producto de gen anti-apoptésico Bcl-xL
después de tratamiento con muy bajas concentraciocnes
(< 2.5 nM). La expresidén Bcl-xL se estimd por
western.

La Figura 15 muestra que Salinosporamida A
induce la expresién de RKIP y PTEN y en combinacidn

con rituximab mas se expresa como se evalua por

western.

La Figura 16 muestra gque Salinosporamida A
inhibe la expresion pleiotrofina factor de
crecimiento (PTN = pleiotrophin) significativamente a

la concentracidén de 5 nM.

La Figura 17A muestra que el tratamiento de
Salinosporamida A de Ramos regulada a la alta
expresién de DRSS como se detecta por citometria de
flujo.

La Figura 17B muestra que Salinosporamida A
regula en forma ascendente la expresién de DRS5 en las
células Ramos resistentes a rituximab RRI1.

La Figura 18 muestra que Salinosporamida A
sensibiliza ceélulas Ramos resistentes a TRAIL para
apoptosis inducida por TRAIL.

La Figura 19 muestra que Salinosporamida A

A
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regula en forma ascendente la expresidn de DRS en las
ceélulas Ramos como se determina por Western.

La Figura 20 muestra que Salinosporamida A
inhibe la transcripcién YY1l como se determina por RT-
PCR.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
I. Definiciones

"Cancer" se refiere a canceres y carcinomas
humanos, sarcomas, adenocarcinomas, linfomas,
leucemias, etc., incluyendo céanceres sb6lidos %
linfoides, de rifién, mama, pulmdn, vejiga, colon,
ovarios, prostata, pancreas, estdmago, cerebro,
cabeza y cuello, piel, uterino, testicular, de
glioma, esbéfago, Y del higado, incluyendo
hepatocarcinoma, linfoma, incluyendo linfoma
linfoblastico agudo B, linfomas no Hodgkin (por
ejemplo, de Burkitt, linfomas de células pequefias, y
células grandes) y linfoma de Hodgkin, leucemia
(incluyendec AML, ALL, y CML), mieloma mialtiple,
linfoma de célula de manto, macro gobulinemia de
Waldenstrom y cénceres positivos de Philadelphia.

Canceres "resistentes a terapia™, células
de tumor, y tumores se refieren a canceres que se han
vuelto resistentes tanto a medido por apoptosis (por
ejemplo, a través de sefializacidén receptoras de
muerte, por ejemplo, receptores de ligando Fas,
receptores TRAIL, TNE-R1), diversas drogas
quimioterapéuticas empleadas convencionalmente,
drogas hormonales, y radiacién, y terapias de céncer

no mediadas per apoptosis (por ejemplo,
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antimetabolitos, anti-angiogénicos, etc.). Canceres
"sensibles & terapia" no son resistentes a terapia.
Una persona con destreza en la técnica apreciara que
algunos canceres son sensibles a terapia a agentes
particulares pero no a otros. Las terapias de céancer
incluyen quimioterapia, terapia hoermeonal,
radioterapia, inmunoterapia y terapia de genes.
"Citotoxicidad inducida o medida pox
terapia" se refiere a todos los mecanismos por los
cuales las terapias de céncer exterminan o inhiben
células de céancer, incluyendo pero no limitadas a
inhibicidn de proliferacién, inhibicidn de
angiogénesis, y muerte celular debido, por ejemplo,
activacidén de rutas de apoptosis (por ejemplo,
seflalizacién de células receptoras de muerte, por
ejemplo, receptor de ligando Fas, receptores TRAIL,
TNF-Rl). Terapias de céancer incluyen quimioterapia,
inmunoterapia, radioterapia, y terapia hormonal.
"Tratamiento terapéutico”" vy "terapias de
cancer™ vy ‘"reactivos de terapia de cancer" se
refieren a terapias de cancer mediadas por apoptosis
y no mediadas por apoptosis, que tratan, evitan o
inhiben canceres, incluyendo quimioterapia, terapia
hormonal (por ejemplo, androgenos, estrogenos,
antiestrégenos (tamoxifen), progestinas, hormonas de
tiroides Y compuestos adrenal corticales),
radioterapia e inmunoterapia (por ejemplo, ZEVALIN,
BEXXAR, RITUXAN (rituximab), HERCEPTIN}. Las terapias
de cancer pueden mejorarse por administracidédn con un

agente sensibilizante como se describe aqui, vya sea
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antes o con la terapia de cancer.

"Drogas quimioterapéuticas" incluyen
agentes reactivos Quimoterapéuticos convencionales
tales como agentes alquilantes, anti-metabolitos,
alcaloides de plantas, antibidéticos y compuestos
misceléneos, por ejenplo, cis-platina, CDDP,
metotrexalto, vincristina, adriamicina, bleomicina e
hidroxiurea. Drogas quimioterapéuticas también
incluye inhibidores de proteasoma tales como
salinosporamidas (por ejemplo, Salinosporamida A),
bortezomib, PS-519, omuralide, PR-171 y sus analogos,
y Gleevec. Las drogas pueden administrarse solas o en
combinacidn ("quimioterapia de combinacidn™).

Por "dosis o] cantidad sensibilizante
efectiva"” o "dosis o cantidad sensibilizante
suficiente"”, aqui se pretende una dosis que produzca
efectos sensibilizantes en células de céncer para los
cuales se administra. La dosis exacta dependerd del
propbdésito del tratamiento, y se evaluard por una
persona con destreza en la técnica wutilizando
técnicas conocidas {ver, por ejemplo, Lieberman,
Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-3, 1992); Lloyd,
The Art, Science and Technology of Pharmaceutical
Compounding (1999) ; Pickar, Dosage Calculations
(1999); and Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 20th Edition, 2003, Gennaro, Ed.,
Lippincott, Williams & Wilkins). Células de cancer
sensibilizadas responden mejor a terapia de céancer
(se inhiben o exterminan mds rapido o mas a menudo)

que las células no sensibilizadas, como sigue: A
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muestras de control {sin tratar con agentes
sensibilizantes) se les asigna un valor de respuesta
a terapia de cancer relativoe de 100%. La
sensibilizacién se logra cuande el valor de respuesta
de terapia de <cancer respecto al control es
aproximadamente 110% o 120%, de preferencia 200%, més
preferiblemente 500-1000% o mas, es decir, al menos
aproximadamente 10% mas células se exterminan o
inhiben, o las células se exterminan o inhiben al
menos aproximadamente 10% més rapido. Valor de
respuesta a terapia de cancer se refiere a la
cantidad de exterminic o inhibicidn de una célula de
cancer, o la velocidad de exterminio ¢ inhibicidn de
una célula de cancer cuando se trata con una terapia
de cancer. Algunos compuestos son uttiles tanto como
reactivos terapéuticos como reactivos de
sensibilizacidén. A menudo, una dosis menor (es decir,
menor gue la dosis terapéutica convencional) o dosis
sub-toxica de este reactivo puede utilizarse para
sensibilizar una célula. A menudo, cuando una célula
se sensibiliza, puede emplearse una dosis menor del
reactivo quimioterapéutico para lograr el mismo
efecto terapéutico que con una célula gue no se ha
sensibilizado.

Por ‘"dosis o <cantidad terapéuticamente
efectiva" 0 "dosis o© <cantidad terapéuticamente
suficiente" aqul se entiende una <dosis que produce
efectos terapéuticos para los cuales se administra.
La dosis exacta dependerd del propdésito del

tratamiento, y s¢ evaluard por una persona con
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destreza en la técnica utilizando técnicas conocidas
(ver, por ejemplo, Lieberman, Pharmaceutical Dosage
Ferms (vols. 1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science and
Technology o¢f Pharmaceutical Compounding (1999);
Pickar, Dosage Calculations (1999); and Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 20th Edition,
2003, Gennaro, Ed., Lippincott, Williams & Wilkins).
En células sensibilizadas, la dosis terapéuticamente
efectiva, a menudo puede ser menor gue la dosis
terapéuticamente efectiva convencional para <células
no sensibilizadas.

La apoptosis se refiere a un proceso de
muerte de células programada, que es diferente de 1la
muerte celular general o necrosis que resulta de la
exposicidn de células a eventos téxicos no
especificos tales como venenos metabdélicos o isguemia
por ser un procesc molecular ordenade por el cual las
células indeseadas se someten a muerte. Células que
se someten a apoptosis muestran cambios morfoldgicos
caracteristicos tales como condensacidn de cromatina
y fragmentacidén y descomposicibén de 1la envolvente
nuclear en un proceso denominadoe picnosis. Conforme
avanza la apoptosis, la membrana de plasma se ve que
forma células que forman gulas, ampecllas © vejigas vy
las células apoptdsicas ya son fagocitosadas o de
otra forma se descocmponen en vesiculas mds peguefas
que después se meten a fagocitosis. Ensayos tipicos
empleados para detectar y medir apoptosis incluyen
examen microscoépice de cuerpos picndéticos asi como

ensayos enzimdticos tales c¢omo etiquetado TUNEL,
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ensayo de caspasa, ensayo de anexina y escalera de
ADN, entre otros. Células apoptédsicas pueden
cuantificarse por anédlisis FACS de células tefiidas
con yoduro de propidio para hipoploide ADN.

"Inducir apoptosis" se refiere a un agente
O proceso gque provoca que una célula se someta al
programa de muerte celular descrito anteriormente
para apoptosis.

"Salinosporamida" se refiere a compuestos
inhibidores de proteasoma producidos por Salinospora
sp., un actinomiceto gram positivo marino, por
ejemplo, Salinosporamida A (Salinosporamida A), B, C,
etc, y sus andalogos. Las Salinosporamidas pueden
elaborarse por aislamiento de 1los productos de
fermentacién de Salinospora (sepas de tipo silvestre
y mutantes) y microorganismos de ingenieria genética,
por biosintesis in vitro utilizando células enteras,
enzimas y enzimas recombinantes y por técnicas de
quimica sintética.

"Salinosporamida A" se refiere a compuestos
inhibidores de proteasoma producidos por Salinospora
sp., un actinomiceto gram positivo marino. Este
término también se refiere a anélogos de
Salinosporamida A. Salinosporamida A y sus analogos
tienen estructuras como se describe aqui, por
ejemplo, en la Foérmula 1 y Figura 7, asi como en
Usz20050049294, aqui incorporada por referencia.

"Anticuerpo" se refiere a un polipéptido
que comprende una regidén marco de un gen de

inmunoglobulina o} Sus fragmentos que liga
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especificamente y reconoce un antigeno. Los genes de
inmmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de
regidén kappa, lambda, alfa, gama, delta, épsilon y mu
asi como la miriada de genes de regidén variable de
inmunoglobulina. Cadenas ligeras se clasifican ya sea
como kappa o lambda. Cadenas pesadas se c¢lasifican
como gamma, mu, alfa, delta o épsileon, gue a su vez
define las clases de inmunoglobulina, Ig9G, IgM, Iga,
igh y IgE, respectivamente. Tipicamente, la regidn de
enlace de antigeno de un anticuerpo serd mas critica
en especificidad y afinidad de enlace.

Existen anticuerpos, por ejemplo, como
inmunoglobulinas intactas © como un namero de
fragmentos bien caracterizados que se producen por
digestidén con diversas peptidasas. De esta manera,
por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo por
debajo de los enlaces disulfuro en la regidn bisagra
para producir F(ab) 'z, un dimero de Fab que en si es
una cadena ligera unida por Vyz-Cyl por un enlace
disulfuro. El F(ab) '2 puede reducirse bajo
condiciones ligeras para romper el enlace disulfuro
en la regidn bisagra, de esta manera convirtiendo el
dimero F(ab)', en un mondémero Fab'. El monémero Fab’
esencialmente es Fab con parte de la regién bisagra
(ver Fundamental Immunology (Paul ed., 3d ed. 1993).
Mientras que varios fragmentos de anticuerpo se
definen en términos de la digestién de un anticuerpo
intacto, una persona con destreza apreciarid que estos
fragmentos pueden sintetizarse de novo ya sea

quimicamente o al utilizar metodologia de ADN
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recombinante. De esta manera, el términoc anticuerpo,
como se emplea aqui, también incluye fragmentos de
anticuerpo ya se producidos por la modificacidén de
anticuerpos enteros, o aquellos sintetizados de novo
utilizando metodologias de ADN recombinante (por
ejemplo, Fv de cadena sencilla) o aquellos
identificados utilizando las bibliotecas de
exhibicidén fago (ver, por ejemplo, McCafferty et al,
Nature 348:552-554 (1990)}.

Para preparacién de anticuerpos por
ejemplo, anticuerpos recombinantes, monoclonales, o
policlonales, rnuchas  técnicas conocidas en la
especialidad pueden emplearse (ver, por ejemplo,
Kohler & Milstein, Nature 256:495-497 (1975); Kozbor
et al., Immunology Today 4:72 (1983); Cole et al, pp.
77-96 in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc. (1985); Coligan, Current Protocols
in Immunolegy (1991); Harlow & Lane, Antibodies, A
Laboratory Manual (1988}; and Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice (2d ed. 1986)).
Los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras
de un anticuerpo de interés pueden clonarse de una
célula, por ejemplo, 1los genes que codifican un
anticuerpo monoclonal pueden clonarse de un hibridoma
y emplearse para producir un anticuerpo monoclonal
recombinante. Bibliotecas de genes que codifican
cadenas pesadas Y% ligeras de anticuerpos
monoclonales, también pueden elaborarse a partir de
células de hibridoma o plasma. Combinaciones al azar

de los productos de gen de cadena pesada y ligera,
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generan un gran conjunto de anticuerpos con diferente
aspacificidad antigénica (ver por ejemplo, Kuby,
Immunology (3™ ed, 1997)}. Técnicas para 1la
proeduccién  de  anticuerpos dé cadena sencilla o
anticuerpes recombinantes ({patente de los E.U.A.
namere 4,946,778, patente de Yos E.U.R. nfimero
4,816,567) puede adaptarse pars producir anticuérpos
a polipéptides de esta invencidn, fambién, ratones
trasgénicos u  otros organismes tales oomo otros
namiferos, pueden emplearse para expresar anticuerpos
humanizados ¢ humzncsz (ver, por ejemplo, patentes de
los E.U.A. nimeros 5,545,807; 5,545,806 5,5’69,825;
5,625,126; 5,633,425, 5,661,016, Marks et al,
Bio/Technology 10:779-783 (1992); Lonberg et al,
Nature 368:856-859 {199%4); Morrison, Waturs 368:812-

12 (1%%4); Fishwild et al, Naturé Biotechnology

14:845-51 (1996); Heuberger, Mature Biotechnalecgy

14:826 (19%6); and Lonberg & Huézar, Intern. ERewv.
Inmenal, 13:65-93 (1295 ). En forma alterna,
tecnologia de exhibkicidn f£ago puede emplearse péra
identificar anticuerpos Y fragmenthA- Fab
heteroméricos que ligan especificamente 2 antigencs
gelectos {ver, por ejemplo, Mcﬁaffgrty et al, Hatnure
248:552-554 {1350 ; Marks et al; Biotechnology
10:779=7813 (1oazyy, Tambian puedern hacerse
anFicuerpas biegpecificos, 25 deci;, capaces de
reconeger dos antigenos diferentes (ver, por ejempls,
WO 93/08829, Traunecker at al, EMBO J. 10:3655-3559
(1291); v Suresh et al, Methcds in Enzymology 121:210

{19B&}} . Los znticuerpos Lamlilén pueden ser
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hetercconijugados, por ejemplo, dos anticuerpos onidos
en forma covalents, o inmunatox;nas (ver, por ejemplo
la patente de loz E.U.A. nﬂmerol 4,076,380, W
élf00360; WO S92/2006373; y EP 0308%).

Metodos para humanizar o primatizar
anticuerpos no  humancos son  bilen conocidos en la
técnica. En general, un anticuexﬁn ﬁumanizade tiene
une o mas residucs amino acidos introducides en &l ds
una fuente gue no es humana. Estos residuos amina
dcidos no humanos a menudo se reiieren a oomo
residuos de impartacién, que tipicamente se toman de
nn deminic variable “de imﬁorta%ién. La humaﬁizacién
puede gser realizada esencizlmente siguiendo el metodo
de Winter vy celaboradeores {(ver, por ejemplo, Jones =€
al, WMNature 321:522-525 ([19BE&); Riechmann et al,
Wature 332:323-327 (19BE}; Verhosyen et al, Scieﬁce
239:1534-1536 (1988} and bPresta, Curr. Op. Strﬁcc,
Biol. 2:593-596 (1992)), al substituir secuencias
CDRs o CDR de roedor por las secuenclas
correspondientes de un anticuverpe humano. De acuerdo
can esto, estos anticuerpos humanizados EOn

anticuerpos quimérices (patente de lo3 E.U.A. nimezo

4,814,567), en donde substancialmente menos gue un

dominic variable humano intactc se ha substituildo por
la secuencia carrespond;ente de una espscie no
humana. En la practica, aﬂticaerﬁcs humanizados
tipicamente son-anticuerpoé huﬁancs en donde algunos
residucs CDR ¥y posiblemente algunos residucs FR se

substituyen por residuos de sitios analogos  an

ankticuerpos toedores.
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Un "anticuerpo quiméricc” es una molécula
de anticuerpo, en donde {a)] la regién constante, o
una porcicén de la misma, =& altefé, reempiazé‘ Q
intercambia, de mansra tal gque el s5itic de =snlace de
antigeno (regidn va;iable} s2 enlaza a una region
constante de una clase diferente ¢ alterada, funcidn
efectora y/fo especie, o una melécula totalmente
diferente que confiere nuevas propiedades al
anticuerps gquimérico, por ejemplo, una  enzima,
toxina, hormana, factor de crecimiento, droga, etc.:
o (b} la regiom wvariable, o una porcidn de la misma,
ser altera, reemplaza o intercambial'édn una regidn.
varizhle qgue tiene un 95pecificidad de antigeno
diferente o altserada. ' |

Como se emplea agui, el término "algquilo®

se refiere a un grupe hidrocarburo de cadena recta o

ramificada monovalente gue tiene de uno a
aprozimadamente 12 Atomos de carbono, incluyvendo
metila, etilo, n-propilo, iscpropilo, n-butilo,

isobutilo, ter-butilo, pentilo, hexilo y semejantes.
Como  se -emplea aqui, el término "alguilo
substituide” se refiere a grupcs alquilo gue adeﬁés
contlenen uno ¢ mis substituventes selecgoionados de
hidro=xl, alcoxi, mercapte, cicloalguile, clclcoalguilao
substituido, heterociclico, heterocliclico substituido,
érilé, arilo aubsbituido, hete}@arilo, hetercarilo
C
substituido, ariloxi, ariloxi substituido, haldgeno,
ciang, nitro, amino, amido, -C(QYH, aglle, oxiacilo,
carboxilog, sulfoniloc, sul fonamida, sulfurilo y

semejantes.
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Como se emplea aqui, &1 términe "alquilo
inferior" se refiere a grupes‘alquild;que tienen de 1
a aproximadamente & dtomos de carbono.

Como s& emnplea adgui, ei términe "alguenila®
ge refiere a grupoz hidrocarbile delcadena recta o
ramificada que tignen uno o© :més dobles anlaces
carbono-carbono ¥y que tisnen en &l interyala_'de
aproximadamante 2 hasta 12 étnmés de carbono, ¥
"alguenilo substituido"” se refiere a grupes algquenileo
gue ademas contienen une o mis substituyentes como se
establecid antericrmente. Grupos alguenilo ntiles en
la prezente inwvencion ihcluyén’ perg 0o estan
limitados a etenilo, n-propenilc, isopropanilo, n-—
butenilao, iscbutenileo, pentenila, hexenilo V
semejantes.

Come Se emplea agqui, =1 terming "alguinilo"
ge refiere a grupos hidreocarbilo de-cadeﬁa recta 5
ramificada que tienen al mencs un triple -enlace
carbono-carkene ¥ gque  tienen en el intervale Ide

aproximadamente 2 hasta 12 J3tomoes de carbone,’ v

"alguinilo substituidoY se refiere a grupos alquiniio.

que ademas contisnen uno o mas substituyentes como se
establecidéd anteriormsnte. Grupes algquinilo Gtiles en
la presente ilavencion incluysn PEIC No estan
limitades a etinilo, propinile, bkutinile, pentinile,
hexenilg y semejantes.

Como se emplea aqui, el termino "arilo" se
refiere a grupos asromaticos gue tienen en el
intervalo de € hazta 14 &tomos de carbone v 1 a 3

anilios y "arile sustituido” se refiere a grupos
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arilo que ademds contienen uno o mas sustituyentes

~eomo  se  establecid anteriormente.  Grupos arilo

atiles en la presente invencion incluyen pero no
gstan limitades a fenilo, bkenzilo, naftile, bifenilao,
fenantrenilo, ¥y antrenilo.

Como se emplea agui, . el termino
"heterncarile" se refiere a .anillos arOméticas' que
centienen uno o mas hetercatomos (por ejemplo, H, ﬁ,
3, © semejantes) como parte de la estructura de
anllle, gque tienen en el intervale de 3 hasta 14
atomos de <arbonoe vy 1 a 3 anillos. "Hetercarilo
sustituido" se refiere a grupos hetercarileo que
ademas centisnen unc © mas susbtituyentes c¢omo se
establecid anteriormente. Grupos heterocarileo utiles
&n la presente invencidn incluyen pero no  estin
limitades a piridilo, oxido de MN-piridile, indeolilo,
indazolilo, gquineoxalinilo, aquainelinilo,
isoquinelinilo, benzatienilo, benzofuranilo,
benzopiranile, benzotiopiranile, furanile, pirrelilo,
tiazolilo, benzmtiazolilo, oxazolilo, isoxazelilo,
triazolile, tetrazalile, pirazolilo, ' imidazolilo, v
tienilo.

Come ze emplea agui, el términe "alcoxi" se
reflere a la porcidén --0O-alguilo- en donde alguilo es
gomo se definid anteriormente v "alcoxl sustituido”
se refiere a grupos alcoxi que ademas contisnen uno o
mas sustituyentes como se establecit anteriorﬁente.

Carne se emplea agui, el termino
"Ligalgquilo™ =& refiere a la porcion --S5-alguile—, en

[

dande alquilo es como se definid anteriorments vy
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"ticalguilo sustituideo" Be refiere a Jrupos

‘tiocalquila gue ademas contisnen uno o . masg

sustituyentes como se establecld anteriormente.
Como se emplea agui el termino

"eiclealguile™ se  refiere a  grupos alquile  que

rontienen anille, gque contienen en el intervala dea

aprozimadamente 3 hasta B- atomos ,de. carbono v
"cicloalguilo  sustituide™ se refiere a  grupos
ciclealquile que ademas tienen uno a mas
sustituyentez como  se establecid anteriormente.
Grupos clcleocalguile dtiles en la presente invencidn
incluyen pero  no estan limitados ﬁ cilclopTropanc,
ciclobutanc, clclopentano, cicloHEKana,- cicleheptanc
¥y ciclosctano.

Como se emplea agui, el termina
"cicloalguenilo™ se refisre a un JIrupo cicloalguilo
de 3 a 8 miembros, gque tiene al menos un doble enléce
carbono-carbonc {algueno} an el anillo ¥
"cloloalguenile  susiituido™ se  refiere é Qrapos
cicloalguenile  gue ademas tienen unc o  mas
sustituyentes coms  se  aestablecid antericrmente.

Anillos cicloalguenilo utiles en la preseﬁte

invencién incluyen pero no estidn limitades a  1-

ciclopentenilo, 2-cilclopentenilo, 3-ciclepentenilo,
l-ciclahexenilo, ﬁ—ciclohexenilo, 3—ciclohexenile,
COMmo CLambién . cicloprapenilq; _ ciclobutenilb,
cicloheptenilo v giclooctenilo. Cicloalﬁadienilos

también son 0tiles en 1la presente invencidn e
incluyen pero no estan limitados a ciclopentadienilo,

ciclohexadienila, clcloheptadienilo g
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ciclooctadienilo. :

Como s emplaa aqui, el termino
"hetercciclica” se refiere a grupcs <iclicos Lés
decir gue contienen anillo} gue contienen unc < mas
hetercatomos (por ejemplo, W, O, 5, o sus semsjantsas)
como parte de la estructura de anilleo que tienen . en
el ihtervaio de 3 hasta 14 &tomos de carbong y‘i 5 3
anillds. "Heterociclico sustituide” se refiefe a
grupos heterociclicos gue ademaszs contienen uno o mas
sustituyentes cama  Se establecid®  anteriormente.
Grupos heterociclicos utilss en la presente imvencidn
incluyen pero ‘no' estan limitados & pirrolidinila,
pirrelinilo, imidazolinilo, pirazeclidinilo,
pirazolinileo, piperdinile, piperazinilo, indolihilﬂ,
guinuclidinila, morfolinils, tetrahidrofuranile,
tetrahidrotienilo vy diocxano.

Los compuestos de la inﬁencién pueden
formularse en compesicicones farmacéuticas como formas
naturales o de sal. Sales no tHxicas
farmacéduticamente aceptables incluyen las sales de
adicidn base (formédas CoN grupos carboxilo libres 1
Qtros  anidnicosy gque pueden derivarse de bases
iﬁargéni:as tales como por ejemplo sodieo, potasio,
amonio, calecio ©  hidréxidos  férricos ¥y bhases

organicas tales como iscopropilamina, trimetilamina,

Z-etilamino-etanol, histidina, procaina, Vi

semejantes, Estas sales también pueden formarse Como
sales de adicién de Acide con grupocs catidnicos
likres v en general se formardn con  Acidos

lnotgaAnicos tales, par ejenplo scidos clorhidrico,

2



14

15

20

25

e

45

sulfurico o fesférico, o adcideos organicos tales como
Adcido acético, p-toluensul fénica, acide
metansulfonica, axalico, tartérico,‘ mandélico, ¥
semejantes. Sales de la invencidén incluyen sales de
amina formadas por la proteonacién de un grupo amino
con acidos inorganices tales come Acido clerhidrice,
dcido bromhidrico, dcido yodhidrica; dcide sulfdrico,
dcido fosférico y semejantes. Sales de la invenciodn
también incluyen sales de amina formadas por la
protonacidn de un grupce amino con Acides organicos

convenientes tales como Aacide  p-toluensulfénico,

dcido acético, vy semejantes. Excipientes adicionales

gue se contemplan para utilizar en la practica de la
presente invencion son  aquellos disponibles para
aquellos con destreza oreinaria en la especialidad,
por ejemplo cue se encuentran en la United States
Pharmaccpeia VYol. XXII and Mational Formultary WVal.
XVITI, U.5. Pharmacopeia Convention, Inc., Rockville,
Mcod., {1989), los contenidos relevantes de la cunal se
incorporan agul por referencia.

Los companentes de ,aéue;do' con esfa

invencidn pueden contener vno o mas atomes de carbono

asimétricos y de esta manera ocurrir come racematos ¥

mezclas racémicas, enantidmeros simples, mezolas
diasteroaméricas ¥ diastémeros individuales. El
término "esterecisdmero” se refierse a comnpuestos

quimicos que difieren entre si solo en la forma en la
gque grupos diferentes en la molfécula se orientan en
el espacico. Esterecisdémeros tienen el misme pesc

malecular, composicidn quimica vy consPibucidn  que
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otros pero con Atemos agrupados en forma diferente.

Esto e=, ciertas porciones guimicas idénticas astan

an diferentes orientacicnes en el espacic v por lo

tanto cuando son puras, tienen la capaéidad de girér
el planc de luz polarizada. Sin embargo, algunos
estersolsdmercs  puros pueden teher una rotacidn
dptica gue es tan ligera que €s indetectable con’ la
actual instrumentacion. Tadas estas formas
isoméricas de gstos compusstos se incluyen
expresamente en la presente invencidn.

Cada carbono esterecgénico puede ser de
configuracidn E - o 5. Aundgue - los ComMpUestos
eapecificms ejemplificades en esté sclicitud puedsn
ilustrarse en una configuracidn particular,
compuestos  gQue tienen ya sea la  esterecguimica
spuesta en cualquier centro guiral determinado o sus
mezglas, también- son previstos, Cuéndoyse encuentién
centros quirales en los derivadeos de esta invencidn,
habra de entenderse gue esta invencioen abarca todos

los estarecisdmeros posibles. Los férminos "compussto

épticamente pura™ o "iszémero Sptilcamente purc” se

refieren a un esterecisémero sencillo de un compuesto
quiral independientemente de 1la donfiguracién _del
compuesto.
II. Ccmpuestos

Compuestos uUtiles en la presente invencldn

inclayen aguellos de la férmula I:

A
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en donde cada uno de R}, R® y R' se eligen
independientemente del grupo que consiste de H,
alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alguenilo
sustituido, alquinilo, algquinilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, heterocarilo, hetercarilo
sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, alcoxi, alcoxi
sustituido, ticalquilo, ticalquilo sustituido,
hidroxi, haldégeno, amino, amido, carboxilo, -C(O)H,
acilo, oxiacilo, carbamato, sulfonilo, sulfonamida, vy
sulfurilo. R’ es un cicloalquilo de 5 a 8 miembros
opcionalmente sustituido con 1 a 8 grupos R®* o un
cicloalquenilc de 5 a 8 miembros opcionalmente
sustituido con 1 a 8 grupos R>. Cada R®> se elige
independientemente del grupo que consiste de alguilo,
alquilo sustituido, alquenilo, algquenilo sustituidc,
alguinilo, alquinilo sustituido, arilo, arilo
sustituido, ciclecalquilo, y cicloalguilo sustituido.
Cada uno de X', Xx?), X® y X' independientemente se
elige de un grupo que consiste de O, NR® y S. Y R® es
H o C;-Cs alquilo.

Compuestos adicionales utiles en la

presente invencidn incluyen 1o0s siguientes:
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Salingsporamidas descritas én g Org.
Chem., 70¢16), 6£180-6203, 2005 se inceorporan aqui'pbr
referencia. Adiciocnales salinscporamidas se describen
en US20050049294, aqui incorporada poxr referencia eh
su teotalidad.

Los compﬁestos de la presente invencidn
pueden prepararse por una wvarledad de métod55
incluyendo fermentacién, biosintesis recombinante v
mediante metodologias sinteticas.

A. Fermentacién

Los compuestos de la presente invencidn
pueden prepararse por  ejemplo ‘por fermentacidn
bacteriana, que genera los compuestos en cantidades

suficientes para desarrcllo de drogas. farmacéuticas vy

(N
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para pruebas clinicas. En algunas modzlidades, los

Compuestos de ia invencion se producen por

fermentacién de las cepas actinomiceteos CNB39Z 'y .

CHEdTSe an AlBfe+C o medic liguido CGEA. Elementocs en
trazas esenciales 20n necesarios para el crecimiento
vy desarreolle del cultivo también habran de incluirse
en el medic de cultivo. FEstos elemsntos en trazéé
comﬁnmente QCurran come impurezaé e&n otrés
constituyentes del mediec en cantidades suficientes
para cumplir con los requerimientos de crecimiento de
las ocrganismos.  Pusde ser conveniente el agregar
peqﬁeﬁas cantidades {es decir {.Z ml;;’L} de un agente
antiespumante tal coame pelipropilen glicol (M. W. de
aproximadamente 20007 a un medio de cultive a gran
escala =i se wuelve un problema e) espumado, Los
metabolltos oxganicos se aislan por absorgldn en una
LESINA amberlité ¥AD- 1&. Par ejempio,
salinosporamida & e aiszla por =lusion de la resina
XAD-1e¢ con metancol: diclorometanc 1:1, gue logra
aproximadamente 105 mg de extracto crude por litro de
cultivo. Salinosporamida A después se " alsla del
extracto crudo por cromatggraflia instantéAnea de fase
inversa seguido por HPLC de fase invérga ¥ HPLZ de=
fase nermal, gue produce 6.7 mg de salinosporamida A.
La Figura 5 v el efemple 1 de ;a patente US
2004/0259856  (incorporado  agui :po£ referencial
establecen un procedimiento de fermentacidn para la
preparacion de los compuastos de la presante
invanclian. Us52005004%2524, agui incorporada por

refterencia  en su totalidad, también proporciona
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matodos para aislar los compuestos del caldo ﬁe
fermentacidn.
B. Biosintesis recombinante

La kicsintesis recombinante vtiliza células
gque eXpresan genas clonadeos y rutas de origen natural
opoionalmente  para crear rutas biosintéticas para
prodﬁcir n@tabéliﬁés natural&s ¥ novedosos {vernpor
ejemplo, Altreuter et al, Curr. Opin. Biotehcnol.
10:130-136  (1388); Reynolds, FNAS 95:12744-12746
{19881 ; and Cane et al, Sgience 2822:63—68 {1998}'$.
Varias rutas biosintéticas son posibles  para 1z
prodaccidon de compuesztos de la presente inwvencién,
incluyende una ruta de sintesis péptido policetida-no
ribosomal wmixta. Las policetidas vy péptidos no

ribosomales se sintetizan a partir de mondmercs de

apninoacidos y acidos carboxilicos de cadena pequeila,

respectivamente por complajos de protaeinas.

miltifuncionales grandes denominados policetida
sintetaszas v sintetasas peéptido no ribosomales.
US20050049294, aquld incorporada por referencia an su
totalidad, tamhién proporciona informacidn &n
bicgintesis reconmbinante.
C. Procedimiento zintético

Los compuesios de  la presénte invencién
también pueden prepararse utilizandc procedimientos
de =sipntesis orginica standard conocidos  en 1;
especialidad. Un procedimiento sintético ejémplar
puede encontrarse en 03 2005/0228186 {incorporada

agqul por referencia) para la sintesis de:
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Unpa persona con destresza en la técnica
reconocera que existen rutas adicicnales para la
preparacidn  sintética de losz compuestos de la
presente invencion. US20050049294, agqul incorporada
por referencia en sa totalidad, también proporciona
informacién de la sintesis de los compuestos.

IIT. Métodoas

Como se describe aqui, salinosporamida A4 es

ttil para sensibilizar tanto células de cancer

sensibles comeo resistentes a terapia, con base en
apoptosis cuwando se administran en combinacién con
cantidades subtéxicas o© bajas dosis de reactivas
terapéuticos de céhcer. La salinosporamida A w la
cantidad subtéoxica o de baja dosis de un terapdutico
de caénecer, puede administrarse =sola a célulés
sensikbilizadas para terapias subsecuentes o

coadministrar en  combinacion son  guimioterapia,

radicoterapia, terapia hormonal o inmuncterapila. Eh

otra modalidad, la salinosporamida & se utiliza como
un agente quimicterapéutico despusas de
sensibilizacidén celular utilizando un anticuerpo., La

galincgporamida A QOMO un agente terapéutico puede

A
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administrarse scla o oo-administrarse en . combinacidn
con guimicterapia, radioterapia,. teraﬁia'}imrmonal. o
inmunoterapia. WMétodos de use de salincsporamida A
tanbien se describen en las solicitudeslde patente de
les E.U.A. Namero 2005023%8ce y 20050049254, aguil
incorporados por referencia en su totalidad.
Portadores farmacéuticamente aceptahles Sé.
determinan en parte por 1z campasicién particular
administrada, aszl come por el mnétode particular
enpleado para administrar la composicion. De acuerdb
con esto, hay una anmplia wvariedad de formulacicnes
con#enientes de composiciones farmacéuticas de 15
presente invencidon (ver, por ejemple, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 20™ ed., 2003, supra’.
Formalaciones adecuadas para administracion
nral pueden consistir de (a) sclucicnes liquidas
tales como  una caﬁtidad aefectiva: dél compﬁesto
suspendido en diluyentes, tales come agua, salino o
PEG 400; (b} capsulas, saguitos o tabletas, cada una
que contiens una cantidad predeterminada d;l
ingrediente active como liguidos, sdlidos, granulos o
gelatina; {c) suspensiones en un liguido apropiado: y
{d] emulsicnes cecnvenientes. Formas de tabletas
pueden incluir uno o mas de lactosa, =acarosza
manitol, sorbitel, fosfatos de caicio; almiddén de
maiz, almidén de papa, celulosa microcristalina,
gelatina, didzida de silicio caloidal, talce,
esterato de magnesio, Aclde estirico, v otros
excipientes colorantes, rellenos, aglutinantes,

diloyentes, agentes amartiguadores, agentes
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humectantes, conservadores, agentes saborizantes,
colorantes, agentes desintegrantes y portadores
farmacéuticamente compatibles. Formas de pastillas o
comprimidos pueden comprender el ingrediente activo
en un sabor, por ejemplc sacarosa, asi como pastillas
gue comprenden el ingrediente active en una base
inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa vy
emulsiones de acacia, geles y semejantes que
contienen ademas del ingrediente activo portadores
conocidos en la técnica.

El compuesto de eleccidn, solo © en
combinacidén con otros componentes convenientes, puede
elaborarse en formulaciones de aerosol (es decir
puede ser "nebulizado") para administrarse por
inhalacién. Formulaciones de aerosol pueden colocarse

en los propulsores aceptables a presién tales como

diclorodifluorometano, propano, nitrdégeno, Y
semejantes.

Formulaciones convenientes para
administracidn rectal incluyen por ejemplo

supositorios, que consisten del compuesto c¢on una
base de supositorio. Bases de supositorio
convenientes incluyen triglicéridos naturales o
sintéticos o hidrocarburos de ©parafina. Adenas,
también es posible utilizar cépsulas rectales de
gelatina que consisten de una combinacién del
compuesto de seleccién con una base incluyendo por
ejemplo triglicéridos liquidos, polietilen glicoles e
hidrocarburos de parafina.

Formulaciones adecuadas para administracidn

N
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parenteral tales como por ejemplo por rutas
intrarticular (en 1las articulaciones), intravenosa,
intramuscular, intratumoral, intradérmica,
intraperitonial y subcutédnea, incluyen soluciones
acuosas ¥y no acuosas, isotdnicas estériles de
inyecciodn que pueden contener antioxidantes,
amortigquadores, bacteriostaticos y solutos que hacen
a la formulacién isoténica con la sangre del
recipiente pretendido, y suspensiones estériles
acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
suspensién, solubilizantes, agentes espesantes,
estabilizantes y conservadores. En 1la practica de
esta invencién, las compcsiciones pueden
aaministrarse por ejemplo por infusidédn intravenosa,
en forma oral, tépica, intraperitoneal, intravesical
intratecal. Administracidén parenteral, administracidn
oral y administracidén intravenosa son los métodos
preferidos de administracidén. Las formulaciones de
compuestos pueden presentarse en recipientes sellados
de dosis wunitaria a multiples dosis, tales como
ampolletas y ampollas.

Soluciones y suspensiones de inyeccién
pueden prepararse a partir de polvos estériles,
granulos y tabletas del tipo previamente descrito.
Células de transduccién por &cidos nucleicos para
terapia ex vivo, también pueden administrarse en
forma intravenosa o parenteral como se describid
anteriormente.

La preparacion farmacéutica de preferencia
P

estd forma de dosis wunitaria. En esta forma, la
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preparacién se subdivide en dosis unitarias que
contienen cantidades unitarias del componente activo.
La forma de dosis unitaria puede ser una preparacidn
empacada, el empaque contiene cantidades discretas de
la preparacidn, tales como tabletas empacadas,
cdpsulas y polvos en ampollas o ampolletas. También,
la forma de dosis unitaria puede ser una cépsula,
tableta, oblea o el comprimido mismo ¢ puede ser el
nimero apropiado de <cualquiera de estos en forma
empacada. La composicidédn puede si se desea también
contener otros agentes terapéuticos compatibles.

Preparaciones farmacéuticas preferidas
suministran uno © los compuestos de 1la invencién,
opcionalmente en combinacién con uno o ma&s agentes
terapéuticos, en una formulacidén de liberacién
sostenida. Tipicamente, salinosporamida .\ se
administra terapéuticamente como un agente
sensibilizante que aumenta la susceptibilidad de

o
células de tumor a otras terapias de cancer
citotéxicas, incluyendo quimioterapia, terapia de
radiacién, inmunoterapia y terapia hormonal. En
algunas modalidades, la salinosporamida A actua como
un reactivo quimioterapéutico después de
sensibilizacidén celular utilizando un anticuerpo.

En uso terapéutico para el tratamiento de
céncer, los compuestos utilizados en el método
farmacéutico de la invencidén se administran a una
dosis inicial de aproximadamente 0.001 mg/kg a
aproximadamente 1000 mg/kg diariamente. Un intervalo

de dosis diaria de aproximadamente 0.01 mg/kg a
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aproximadamente 500 mg/kg, o aproximadamente 0.1
mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg, o aproximadamente
i mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg, o)
aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg,
puede emplearse. Las dosis sin embargo pueden variar
dependiendo de Jlos requerimientos del paciente, 1la
severidad de la condicidén que se trata y el compuesto
que se emplea. Por ejemplo, las dosis pueden ser
determinadas empiricamente considerando el tipo vy
etapa de <cancer diagnosticados en un paciente
particular. La dosis administrada a un paciente, en
el contexto de 1la presente invencién, deberd ser
suficiente para efectuvar una respuesta terapéutica
benéfica en el paciente con el tiempo. El tamano de
la dosis también se determinard por la existencia
naturales y extensién de cualesqguiera efectos
secundarios adversos que acompafan la administracidn
de un compuesto particular en un paciente particular.
La determinacidén de la dosis propia para una
situacidén particular estd dentro de la destreza del
practicante. En general, el tratamiento se inicia con
dosis mas pequedlas que son menos que la dosis dptima
del compuesto. Posteriormente, la dosis se aumenta en
pequeiios incrementos hasta que se alcance el efecto
éptimo bajo las circunstancias. Poxr conveniencia, la
dosis diaria puede dividirse y administrarse en
porciones durante el dia, si se desea.

Las preparaciones farmacéuticas tipicamente
se suministran a un mamifero, incluyendo humanocs vy

mamiferos no humanos. Mamiferos no humanos tratados
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utilizando los presentes métodos incluyen animales
domesticados (por ejemplc, caninos, felinos, murinos,
roedores y lagomorfos) y animales agricolas (bovinos,
equinos, ovinos, porcinos).

EJEMPLOS

Los sigulentes ejemplos se ofrecen para

ilustrar, pero no para limitar la invencidn
reivindicada.
EJEMPLC I: Sensibilizacidn inducida por

Salinosporamida A

1) Sensibilizacién inducida por
Salinosporamida A de lineas de células Daudi y Ramos
B-NHL resistentes a droga para apoptosis inducida por
CcDDbP

La linea de células Ramos B-NHL resistente
a CDDP se tratdé con diversas concentraciones de
Salinospeoramida A por una hora y después tratd con
concentracién no téxica predeterminada de CDDP (15
Hg/ml) por 20 horas adicionales. Las células
después se recolectaron y examinaron para apoptosis
utilizando la técnica de yoduro de propidio (PI) por
citometria de flujo que examina fragmentacidén de ADN.
La Figura 1 muestra que el tratamiento de combinacidn
con Salinosporamida A y CDDP resulta en potenciacidn
significante de la citotoxicidad. Ademds, el
tratamiento con Salinosporamida A solo mostrdé una
citotoxicidad modesta a la concentracidn de 1 y 10
nM. La potenciacién de citotoxicidad se obsexrvd
primordialmente a muy Dbajas concentraciones de

Salinosporamida A (0.1 nM) y se observd citotoxicidad

e
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sinergistica significante. Estudios similares se
realizaron con la linea celular Daudi B-NHL. Como
Ramos, se observd citotoxicidad significante y 1la
extensién de citotoxicidad fue wuna funcidén de la
concentracidén de Salinosporamida A empleada (Figura
27} . Estos hallazgos desmuestran que la
Salinosporamida A sensibiliza tanto células Ramos
como Daudi B-NHL a apoptosis inducida por CDDP.
2) Sensibilizacién mediada por Salinosporamida A de
clon Daudi resistente a rituximab (Daudi RR1l) para
apoptesis inducida por CDDP,

Rituximab {(anticuerpo monoclonal anti-CD20
quimérico) se ha empleado en el tratamiento de

Linfoma No-Hodgkin solo o© en combinacidn con

aquimioterapia. La respuesta clinica ha sido muy

estimulante; sin embargo, algunos pacientes

inicialmente no responden © desarrcllan resistencia

después de tratamiento. A fin de investigar el
mecanismo de resistencia a rituximab hemos
desarrollado en nuestro laboratorio clonos

resistentes a rituximab de lineas celulares B-NHL.
Hemos seleccionado ciertos clonos para adicional
andlisis del mecanismo de resistencia subyacente. En
el presente estudio hemos examinado el clon Daudi RR1
que es resistente a sefalizacidé4n inducida por
rituximab que a diferencia del tipo silvestre Daudi,
rituximab falla en sensibilizar Daudi RR1 a apoptosis
inducida por droga. Ademds, hemos encontrado que
Daudi RR1 también desarrolla el grado mas alto de

resistencia a droga en comparacioén con tipo

bYA
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silvestre. Investigamos si Salinosporamida A puede
sensibilizar Daudi RR1 a apoptosis inducida por CDDP.
La Figura 2B demuestra que sin duda Salinosporamida A
sensibiliza significativamente Daudi RR1 a apoptosis
inducida por CDDP y la extensidén de potenciacidébn de
citotoxicidad fue una funcidn de la concentracién de
la Salincsporamida A empleada. Estos hallazgos
demuestran gque Salinosporamida A puede emplearse
quimicamente para invertir la resistencia rituximab a
guimioterapia.
3) Comparacion entre Salinosporamida A y bortezomib
en su capacidad para sensibilizar lineas de células
B-NHL a apoptosis inducida CDDP

a) Estudio con células de tipo silvestre y
Daudi

Examinamos el efecto de Salinosporamida A y
bortezomib en su capacidad para sensibilizar células
de tipo silvestre Daudi con apoptosis inducida por
CDDP. Las células de tumor se trataron por una hora
con diversas concentraciones de Salinosporamida & o©
bortezomib (intervalo 1-15 nM} y después trataron con
CDDP (10 pg/ml}) por 20 h adicionales. Las células
después se examinaron para apoptosis como @ se
describid anteriormente. Los hallazgos mostrados en
la Figura 3A demuestran que ambos agentes producen
resultados comparables con respecto a
quimiosensibilizacién y con efectos dependientes de
concentracidn equivalente. Hubo apoptosis
significante por el tratamiento en combinacidén en

todas las concentraciones de inhibidores empleados.
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b} Bstudio con Daudi RR1

Realizamos experimentos similares como con
anterioridad con células Daudi RR1 resistentes a
rituximab y los hallazgos se resumen en la Figura 4A.
Como el tipo silvestre Daudi, la potenciaciédn
significante de apoptosis se observd por ambos
agentes. En el tratamiento de compbinacién con CDDP,
ambos inhibidores mostraron patrones similares de
potenciacidn de citotoxicidad.

Los hallazgos tanto con células Daudi como
Daudi RR1 demostraron gque Salinosporamida A vy
bortezomib mostraron hallazgos similares bkajo las
condiciones empleadas y el sistema medelo utilizado.
Analisis adicionales por cambic del tiempo de
tratamiento y con cotras lineas celulares determinaran
si ha habido diferencias <c¢on respecto a las
concentraciones y citotoxicidad cuando se wutiliza
Salinosporamida A o bortezomib en experimentos de
sensibilizacidn.
4) Comparacidén entre Salinosporamida A y el
inhibidor NF-x B, DHMEQ en su capacidad para
sensibilizar células de tumor resistentes a droga a
apoptosis inducida por CDDP.

a) Estudio con células de tipo silvestre
Daudi

DHMEQ es un inhibidor NF-xB que se ha
mostrado selectivo y que evita la translocacidén de
NF-xB del citoplasma al nucleo (Horiguchi, et al.,
Expert Rev. Anticancer Ther., 2003, 3(6): 793-8).

Hemos reportado que DHMEQ puede sensibilizar células

*%
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de tumor resistentes a drogas para apoptosis inducida
por drogas. Examinamos leos efectos: diferenciales de
Salincsporamida A4 y DHMEQ en su cépacidad pafa
zmensikbilizar Dandi a apoptesis inducidas por CDDE.

Células de  Eumer se  trataron con diferentes

concentraciones de DHMEQ (intervalo 1-6% uM) y

Salinosporamida & (intervalo 1-50- n) por L h -y
después trataren con CODP (10 gg/ml) por 20 h
adicionales v las células se examinaxon por apoptosis
como se desgribild anteriormente. Los hallazgos en la
Figura 3B demuestran que DHMEQ puede sensibilizar
c&lulas Daudi a apoptesis' indugida ﬁor CDDE y- ia
sensibilizacién fue wuma funcidén de la concentracidn
sneleada. En forma interesants, la sesxtensidn de
sengibilizacidén por CHMEQ fue similar a la obtenida
con Salinosporamida A, 5in embargo‘ hukg uﬁa
diferencia significante en la cantidad de inhibidor
emplesads. ilna ¢oncentracicn Superiorlde 4,000 weges

empleada con DHME( en comparacidn con Salinosporamida

L,

b} Estudio con céelulas Daudi RE1

Estudics similares se realizaron como Con
anterioridad en a) cen células Daudi RRIL. Los

hallazga= en la Figura 4B demuestran gque ambos
inhibidores sensibilizan cé&lulas a apoptosis inducida
por CDDP. Patrenes similares se obtuvieren por ambos
inhibidores; sin embargo, hubo :una concentracidn
4,000 veces superior enpleada falalyl DHMEQ =241
comparacidn con Salinosporamida A.

bete hallazgo demuastra gque falinosporamida
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A &3 un inhibidor superior y agente sensibilizante en
comparacién con DHMEQ, con base =n la chcentxéciﬁn
empleada. Sin embargo, mayoraes estudios se requierén
para demastrar la selectividad con otras lineas de
celulas de tumor.

2} Conclusiones:

ILos hallazgos antericres han demostrads 1o

siguiente:

1] Salinosporamida a a muy  bajas
concentraciones (0.1-10 nM) sensiblliza tanto células
de tumor BE-NHL resistentes a rituximab:y sensibles a
rituximab para‘apaptcsis inducida por drogas.

2} Comparando la efectividad da
Salinosporamida & v bortezomlbk en el sistema de
modelo empleado, revela que ambos agentes  a
concentraciones similares gensibilizan c&lulas B-NHL
para apoptosis inducida por draga-‘

3} Comparsndce  Salinosporamida A oy el
inhibidor DHMEQ de WNF-xE especifico, revald que
ambos agentes  sensikilizan células  de  tumor 'a
apaptasia inducida por dr@ga:llsin‘ ambargﬁ, la
sensibilizacidn por DHMEQ requiere un  aumento de
4,000 wveces en 1la concentracidn f&l comparacicén <on
Salincsporamida A.

EJZMELO LTl Salinogporamida A camo Ul agente

quimicterapéutico para células sensibilizadas con

rituximabk
Nuestro trabajo publicado con células B-NHL
revela que rituximab sensibiliza <elulas de tumar

resistentes a drogas a apoptosis inducida peor droga.

e
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Lz sensibilizacién fue el resultados de inhibicidn de
rutas de supervivencia taies COma ias’rutas RaffMeg;
Brk y HNF-xB. Estas rutas resultan en regulacibn
descendente del producto de gen anti-apoptésico,
selectlivamente Bely, [Jazirehi andg Bonavida, 2005). Ya
gque Salinosporamida B se muestra gque =5 citotdxica en
células de tumor sensibles, . consideramcs que puede
comportarse <como una dricoga guimicterapeutica vy de
eata manera examinamos 51 rituximab puede
sensibilizar c¢élulas de tumor a apeptosis indoecida
por . Salinosporamida AL Hewmos'  reportado que
tfatamiento Con rituximéb de lineas de ¢é€lulas B—NEL
sensibiliza las células zresistentes a drogas a
apoptosis inducida por drogas. Une de los mecanliszmos
por los cuales rituximab sensibiliza las cé&lulas de
tumor a apoptcesis inducida por drogas se ha mﬂstrédo
gue es5td mediado por inhibicien de la ruta NF-xB ¥y
corriente abajo de' la inhibicion selectiva dél

producte anti-apoptésico de expresién BCly. Las

inhibidores de esta ruta imitan @ rituximah an

gensibilizar las células a apoptosis inducida .pﬁr'

droga {Fazirehi, et al, 2005, Cancer Research,
€S (1):264-76). Teorizamos gque los inhibideores de

proteascma que inhiben la actividad de HF-xB y los

productos de gen anti-apoptdsicos corriente abajo

pueden sensibilizar cé&lulas de tumer para apoptoéié
inducida por droga. ELl nweve inhibidor de proteasoma
Salinosporamida A {Nereus  Fharmaceuticals), gue
inhibe la =actividad WNF-xB, se ha mostrade que

senzibiliza células B-HNHL a apaptesis inducida por
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droga {(CDDP, adriamicina}. Zalinospeoramida A también

se ha mostrade gue extermina directamente célulaz de

Tumor sensibles‘ ﬁar apaptesié. También,
Salinesporamida A dinduce apoptosis en células de
mieloma maltiples rezistentes a terapias
convencionales y bortezomib (Chaahan ef al., Cancer
Cell 2005 In Press).

Tecrizamos que Salinosporamida A puede
compartarse  como una  droga  guimieoterapdutica vy
rituximab por lo tanto puede szensibilizar las células
de tumor a apoptosis indacida por Salinesporamida A.
Células Ramos se trataron con rituximab (20 jiéfmll
(12h a 18h} v las células =e trataroﬁ Con diversés
concentraciones de Salinosporamida & (1-10 nM} poxr 20
h adicicnales ¥y las «élulas sSe examlnaron por

apoptosis  uwtilizande el métedo PI gue destecta

fragmentaclén de AN peor citemetria de flujo. El
tratamienteo combinade resulto en apoptosis
significante. La actividad =inergistica se detectd

con muy bajas concenlraciones de Salincsporamida A »>=

Ink. Por comparacidn, concentraciones - varios miles

de veces superiores de drogas quimicterapéuticas (por -

eiemplo CCDE, adriamicina) B2 amplearon para
quimic=zensibilizaclidén mediada por rituximakb e
c2lulas Ramos. Tamblén examinamos gue células Daudi
resistentes & Salinosporamida @ A después de
tratamiente con rituximab por 1 h y Salinospﬁramlﬁa pat
por 20 h adicicnales vy apoptosis se midid como con
antericridad. Los hallazgos an la Figura 5 muestran

gue la combinacidbn de rituximab (20 mpg/mly oy
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Salincsporamida A {10 nM} resultaron en significante
apcptosis v se logrd sinergia.

| Estos hallazgos demuestran que 1a
combpinacion de rituximab y Salinosporamida A pueden
ser una opcidtn terapéutica para el tratamiento de
resistencia z drogas v células de tumor resiﬁtenteé.
La Figura 6 muestra  gue éﬁ comparacion ‘.é
quimiosensibilizacién madiada por rituximab a CDDﬁ,
hemaos ERcontrado que rituximab sensibiliza la
apoptosis inducida por Salincsporamida B con un nivel
supericr gue CPDP. Los estudies revelan gue
rituximal puede sensihilizar células de tumor
resistantes a droga a apoptaosis inducida par

Salincspcramida A,

Ademas encontramas que rituximalk

sensibiliza celulas a apoptosis . inducida pér
Salinosporamida A a un nivel superior gue adriamiciﬁa
{RDR). Como se muastra en la Figura 8, mientras que
el s0lo tratamientc de células con Salinosporamida A
ne  mestrd  efectos citotoxicos detectables, pre-
tratamisnto de c&lulas de tumor con rituximab resulio
en sensibilizacién significante de las ;élulas de
tumor a apoptesis inducida por Salincsporamida B y se
logrd sinexrgia. "La sensibillzacidén de rituximab a
apoptosis inducida por Salinesporamida A fue mayor
que ‘la lograda con ADR. La Figura 8 también muestra
gque bajas concentracicnes de Salinosporamida A InM
induce significante apoptosis e=n células de tumor

pre—tratadas con rituximab, Supericres

concentracicnes de Salinesporamida 2 {10 nM) parecan

5
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ser mencs efectivas debideo a pérdida de células.
Estos resultados demuestran - quea rituximab

sensibiliza las células de tumor a la apoptosis

mediada por el inhibidor te proteasoma
Salinosporamida A. Ademds, los hallazgos =sugieren
que  rituximab {o agentes quimlosensibilizantes)

empleados en combinacidn con Salinosporamida A pusden
rasultar en actividad sinergistica y pueden invertir

la resistencia a droga y/o rituximab de B-NHL.

EJEMPLZ TIIT: Induccién  de Salinaéparamida A de

proteina inhibidora Raf-cinasa {(RKIP)

La adguisicién de resistencia a terapias

convencicnales tales como quimioterapia, radiacidn,
inmunecterapia permanece siendo un obstaculo principal
en el tratamientc exitozo de cancer. Entre los
mecanismos  de resistencia esta la adgquisicidn ﬁe
resistencia a estimuloé apcptés%c@s pof c&lulas de
tumor, For lgo tanto, las células de tumor
desarrallan macanismos para resistir la apoptasis ¥
exhibir hiperactivacidn ccnstitutiva de supervivencia
v rutas de sefalizacién anti-apeoptésicas. Los
supresores de tumor sxisten en células normales que
regulan en forma negativa la supervivencia de la
celula Y mejoran 1a respuesta a estimulaos

apoptbsicos. La dasregulacitén de astos controles

puede regular la supervivencia de‘ la cé&lula y la

proliferacidn lleva a transformacidn neoplistica. Da
gsta manera, la mayoria de las células de tumcr
tienen una expresidén  desregulada o funcidn  de

supresores de tumor funcicnales a través de delacidn

4
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o mutacidn © bhaja expresién. For lo Lanteo, agentes
qué pueden regular en forma a;cendente la expresion
de guprescres de tumcr funcibnales geran utiles para
contra-atacar las rutas anti-apbptésicas ¥y de
supervivencia en células de tumor. Estos agentes ze
esperara gue -inhiban proliferacidn de células de

tumor o supervivencia y/¢ sensibilizar células al

efecto citotoxrico de teraplas citotdxicas
convenciconales.
Como  ze  ilustrz en 1z Figqura a, el

tratamiento de ¢élulas de tumor con Salincsporamida A

resulta en la induccién del supresor de tumor,

proteina inhibjidora Raf-cinasa ({(REIP]. EKIF es5 un
miembro de ia familia proteina de gnlace
fosfatidiletanolamina (FEBP =
phosphotidylethanclamineubinding protein). Células

Ramos se trataron con Salincosporamida A 10 nM pox
diverscog periodos de tiempo, ¥ se examinaran lisados
de <£lulas totales para la expresion de RKIP por

andlisis de tramnsierencia western. La expresidén de

A-acting se empled coms control. Los datos en 1a L

Figura % muestran que hay un aumento en los niveles
de proteina REIF después de una exposicidén de 15
minuteos de células Rames a Salinosporamida A 10 ni.
Se ha mwostrado gue RKIP inhibe las rutas
de seralizacldn Raf/MEE/ERK 1/2 yvv_ supervivencia NE-
kB, y consecuentemente, la expresidtn de varios
productos de genss anti-apopbtésicos gue se regulan
por estas rutas. Adewds, la expresidn de RKIP se ha

mostrado que invierte la resistencia de células de

25
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canger resistentes a droga para apophosis induclida
par droga. Ademda, expresidn RKIP s ha encontrade
gue se deprime en tumcres primarios eﬁ comparacichn
con tejldos normales v se ha encontrado gue se pierde
después de malignidad y metastasis en tumores. De
esta manera, la habilidad de Salinésporamida A para
indugirz la expresion de RKIFP en ’Célﬁlas de gfumor,
ﬁroporciana un  chijetivo ferapéutico novedozce para
evitar o inwvertir la reaistencla terapéutica de
células de cancer y puede ser especialmente Gtil para

tratar metastasis.

EJEMPLO TIV: Salinaépo}amida A inhibe 1a‘expresién de
YY1
Como se i1lustra en la Figura 106G, el

tratamiento de células de tumor con Salinosporamida &

rasulta =n la inhibicidn de expresién de la probeina

regquladora de trasc:ipciéﬁ YY1, YY1l ey uﬁ receptor de
Lrazcripeidn que se sebre—expresé en células de
canger ¥ sSe ha moestradoe que Jjuega un papel pafa
mantener la resistencla de células .de tumor para
diversos agentes terapéutices. Las células ﬁémﬁs ée
trataron con diversas condentraciones de
Salinosporamida A por 24 horas, y los lisades totalss
celulares se examindaren por la expresién de YY1 por
analisis de transferengia western y por RT-FCE. La
exp;esién de ﬁ—actiﬁa ze emplea como .contrﬁl, Log
datos en  la Figura 10 muestren que hay una
disminucién en los niveles de protelna YY1l despugs de
una exposicidn de 24 horas de céiulas Ramos a

diversas concentraciones de Salinosporamida A.
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EJEMPLO V: Analogosz de Salinecspeoramida A

Analogos de Salinosporamida A, coma =e
muestra en la Formula I v o en US 20050049294 ze
prushan por actividad como agentes ssnsibilizantes y
como  agentes gquimioterapeutices, como se describe
anteriocrmente en los ejemplos I, IT1 y VI.

EJEMPLO  VI: Salinospoiamida A activa ccaspasa 9 - &

inhibe expresién de Bol-xL.

Lag Figuras 13 y 14 demuestran gque el

tralamiento de Salinasporamida A de células de
activacién de caspasa 9, v también inhibe la
exprasidn del gen anti-apoptésice BCLX1. La

activacidén de caspasa 9 indica gue Salinosporamida R
activa a los mitocondrics vy  apoptesis tipe II vy
facilita su activacién directa o indirecta de las
caspasas efectoras 3 y 7 para apouptosis. La
inhibicidén de BCLxl poz Salinosporémida A demuestra
gue inhibe un factor anti-apoptdsico clave gue regqla

la resistencia en muchos tumores. También sugiere gue

la inhibkicién mediada por Salinosporamida & de BQOLxl

puede ser responsable en  parte por  su. afecto
sensibilizarte en células de tumer resistentes.

EJEMPLO VITI: Salincsporamida A induce PTEN & inhibe

PTN

Los hallazges en la Figura 15 demuestran
que Salinosporamida A induce expresion del inhibidor
fosfatasa PTEN, o la ruta de supervivencia de <éliila
BET. Esta induccidn inhibe  la  ruta  AKT  antd
apﬁptésica y contribuye a sensibilizacién inducida

par Salinosporamida A a apoptosis, Ademas, la mayoria

3
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de las células de ftumor resistentes expresan bajos
niveles de PTEN, vy FPTEN s un blanco para
intervencién terapéutica asi como un biomarcador.

Los hallazges en la Figura 16 demuestran
gue Salincsporamida A inhibe la expresidn del rfactor
da crecimiento ﬁlei@trofina {BTN).  PTH s& ha
répoftado que es elevada en células de tumor v la
circulacidén de = pacisntes de CATICeK ag de
significancia para prondstico. Ademas, la inhibicidn
de PTH contribuye al efecto  sensibilizante de
Salinosporamida 2. PTN también es un blanco para

intervencidén terapéutica.

EJEMPLD WII: Salincspeoramida A regula a la alta

receptor de muerte DRSS y sensibiliza e€lulas de tumor

a apoptogis inducida & TRATL

Las Figuras 17 A vy B, LB y 19 demuestran
qﬁe la BSalinecsporamida A regulé a Ja alta ia
axpresicn del recepter de nmuerte BRS  TRATL vy
sensibiliza células de tumor resistentes TRAIL a

apoptoslis mediada TRAIL. Estos hallazgos demuestran

- fambién  que  Salinosporamida A es  un  agente

terapéutico gue puede emplearse en combinacidn can
TRAIL © anti-DRE agonista/mAMES DRE en e} tratamiento
de celulas resistentes TRAIL/droga.

Raeferencias:

Feling, et al., Anééw. Chem. Int. Ed.,
2003, 42(3):1 355-357

Horiguchi, et al., Expert Rev. ZAnticancer
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Se entiende que.les ejemples ¥y modallidades
descritos agui, son para prcpééitos iluétrativos
solamente y que diversas medificaciones o cambioé:a
la luz de 1la misma serdan sugeridos a personas Coon
destreza en la técnica y habran de incluirse dentro
del espiritu y alcances de esta solicitud y objetivos
de las reivindicaaicnes ' anexas; Todas lag
publicaciones, patentes y solicitudes de patentes
aqui citadas agul se ilncorperan per referencia en su

totalidad para todos los propdsitos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para tratar, evitar o inhibir
un céncer, el método se caracteriza porgque comprende
la etapa de administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un reactivo para terapia
de cancer y una cantidad sensibilizante efectiva de
un caompuesto de la Fdrmula I:

F€4 [Q3
xe |
~—
)(1

Xt
F21 F%z

I

en donde cada uno de R’, R? y R® independientemente se

eligen del grupo que consiste de: H, alquilo, alquilo

sustituido, alguenilo, alquenilo sustituido,
alquinilo, algquinilo sustituido, arilo, arilo
sustituido, heterocarilo, heterocarilo sustituido,
heterociclico, heterociclico sustituido,

cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, alcoxi, alcoxi
sustituido, tiocalquilo, ticalquilo sustituido,
hidroxi, halégeno, amino, amido, carboxilo, =C(O)H,
acilo, oxiacilo, carbamato, sulfonilo, sulfonamida vy
sulfurilo; R’ es un cicloalquilo de 5 a 8 miembros,
opcionalmente sustituido con 1 a 8 grupos R* o un
cicloalquenilo de 5 a B miembros opcionalmente
sustituido con 1 a 8 grupos R’; cada R®
independientemente se elige del grupc que consiste

de: alguilo, alquilo sustituido, alguenilo, alquenilo
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sustituide, alquinile, alguinile sustituidao, arilo,
arilo sustituido, ciclealguilo | y - cicloalquilo
sustituido; cada uno de %', x% ¥° y X' se elige del
Jrupa gue consiste de: O, HR® v o5 ¥ R es H o C1-Ce
alquilo,

Z. El métode de conformidad con  la
reivindicacién 1, caracterizado porque cada une dej?l
v R? independientemente se elige del grupo due
consikste e H, alguilm, alquilo sustituide,
alguenilo, alguenilo sustituide, alguinilo, alquiniga
sustituide, cicleoalquilo, v cicloalguilce sustituido:
R® se elige del grupo que consisté‘de alocoxi, alco%;
sustituldao, ticalgquilo, ticalguilo sustituidb,
hidroxi, halégencg, amine, amido, oxiacilo, carbamato,
sulfonile, sulfonamida, o sulfarile; R®Y es  un
cicloalquenilo de 5 a B miembros Dpcionalmehﬁe
sustituido con 1-8 grupos R®; cada uno de %', X° y x4
es O7 ¥ %* es NHH.

3. El métoda  de  conformidad  con la
reivindicacién 1, caracterizade porque cada uno de R
Y B° independientemente se eclige del grupd  gue
consiste de: alquilo, =alguilc sustituilde, alquenii@,
alguenileo sustituido, algquinilo, ¥ alquinilo
sustituido; R se elige del grupo gue consiste de
alcoxi, aleoxi =sustituido, tiocalguiloe, ticalguilo
sustituide, hidroxi, vy amino; E#‘_e; ciclohexeﬁilo
opcicnalmente sustituide con 1 a 8 grupos RY; cada
une de X', X v %' es O; v X* es WH,

4, El mét oo de conformidad Tl 1la

1

reivindicacion 1, caracterizado porgue R es  un



16

15

20

25

0

alquilo o alguilo sustituido; R® es alguilo; R* es
hidroxi; B! es ciclchexenilo; v cada unc de X!, ¥ v
X* es 0; y X% es WH.

3. El métedo de confeormidad con  la
reivindicacidn 4, caracterizada porgue el alquiio
sustitnida de R es un alquilo hazlogenado.

| 6. El métada de conformidad coﬁ: .%a
relvindicacién 5, caracterizadco porgus el alquiid
halogenado es un alquilo flucradeo.

7. El método de confeormidad  con la
reilvindicaciaon &, :aractefizad@ porque el alguile
halogenado es un alguilo clorado, 7 |

g. El métode de conformidad cen  la
reivindicacién 5, caracterizade porgue el alquiio
halogenade es un alguilo bromado.

Q. EX nEetodo de conformidad Con la

reivindicacidén 7, g£aracterizado porque el compuesto

tiene la siguiente estructura:;

Cl

10, El métode de conformidad con o la
reivindicacidn 7, caracterizado porgue el compuesto

tiane la siguientea . estructura:

oL
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11. ®l métode de ;oﬁfmrmidad con ia
reivindicacién 1, caracterizade porque la cantidad
sensibilizante efectiva del compuesto de la Férmula I
ez suficiente para inhibir expresién.de un producto
de gen anti-apoptosico, de esta manera induciende
apoptasis |

1z, El 1métodos de conformidad con  la
reivindicacidn 11, caracterizadc porgue el preducto
de gen anti-apoptdsico 25 Bol-y,.

1z, El_ métado de conformidad con’ la

reivindicacidn 1, caracterizade pcrque la cantidad

sensibilizante efectiva del compuesto de la Férmuela I

25 suficiente para regular actividad de receptor ds-

miuerte TRAIL y actividad de ligando FAS, de . esta
manera induciendo apoptosis.

l4. El metodo de conformidad ocon  la
reivindicacion 1, caracterizadoe porgue la cantidad
sensibilizante efectiva del compuesto de la Férmula
I, es =zuficiente para dinducir expresidn de RRIP o
FTEN, de esta manera induciendo apoptosis.

15. E1 metodo de conformidad con  la
reivindicacién 14, caracterizado porque la expresidn
de RKIF o PTEM ez al menos aproximadamente 1 vesz

superiecr gque an la ausencia del compuesto de la

o
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Formula L.

16, Bl método de conformidad con- la
reivindicacidn 14, caracterizade porgue la expresidn
de RERIF © PTEMN ez al mencs aproximadamente 2 veges
superior gue en la ausencia del compuesto de la
Formula T.

17. EL métode de conformidad con  la

reivindicacidn 14, caracterizado porgue la expiesién

de REIP o PTEN e3 al menos aproximadamsnte 10 weces
superior gque en la ausencia del compuesto de la
Formala T.

18, Bl métade de Eonformidad con ia
reivindicacidén 14, caracterizado porgque la expresison
de REKLP o PTEN =3 al mencs aproximadamente 100 wveces
superior gque en la auvsencla del compuesto de la
Fermula I.

19. El1 método .de 7can£ormidad coen la
reivindicacidén 1}, caracterizado porque 1a cantidad
sensikilizante efectiva del compuesto de la Férmula I
25 suficiente para disminuir expresiéﬂ de YY1 o PTH,
de esta manera indv:cliendo apoptosis.

20. El metedo de copformidad con  la
reivindicacion 1, caracterizado porque el reactivo
para terapia de gancer ez un reactivo
guimioterapéutico, un reactivo inmupoterapéutico, un
reactivo radioterapéutico, © un reactivao teréﬁéutito
hormonal. |
2l1. El método de conformidad con 1a

reivindicacién 1, caracterizade porgque el céancer se

elige del grupe gQue conziste de:  linfama ne—

a4
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Hodgkin's, linfoma linfoblastico agudo B, céncer de
prostata, céncer de ovarios, Cancer renal, cancer
pulmonar, cancer de& mama, cancer de colon, leucemia,
miglema maltiple y hepatocarcinoma,

22. El1 meteodo de conformidad con  la
reivindicacidn 21, caracterizado porgue el cancer és
linfoma.

23. El1 métcocde de cﬁnformidad con  la
raeivindicacién 21, caracterizade porgque €l clncer es
linfoma ne-Hodgkin.

24, E1 método de conformidad con la
reivindicacién 1, caractérizada pokque el reactivo
para terapia de cancer indoce apoptosis,

25. Bl métade de conformidad  con 1a
relvindicacion 24, caracterizads porque 1 reactibﬁ
parca fEaerapia de cancer 88 . un reactiveo
quimioterapéuticﬁ, ﬁn reactive inmunoterapéutiﬁo, un
reactivo radioterapéutice, o un reactivo terapéutico
hormonal.,

260 El1 método de conformidad con la
reivindicacién 24, caracterizado porque €l reactivo
dg teraplse de céncer es inmunoterapia con rituximab.

27. El métode de conformidad con la
reivindicacidn 28, caracterizadoe porgue =21 cancer es

BE-MNHL.

28. El metodo de oconformidad con la
reivindicacidn 24, caracterizado porqﬁe la apoptoéis
€3 apoptosis inducida por TRAIL o apopteosis inducida

por ligando FAS,

29, El métcdo de conformidad con la

Q5
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reivindicacidén 1, caracterizadce porgue el Cancer es3
registente a terspia. |
an. El metodo de conformidad <on lé
reivingdicacidén 2%, caracterizado porgue la terapia se
glije del grupo gue ceonsiste de inmunoterapié,
quimioterapia, radioterapia y terapla hormonal.

31. ElL método dé Cﬁnfarmidad con la
reivindicacidén 1, ceracterizado porgue el cancer es
sensible a terapia.

32. El nmétode de conformidad con  1la
reivindicacién 1, caracterizade  porque la cantidad
pericdicamente efectiva de un reactivq de terapia de
cancer ¥ 1la cantidad =sensibilizante efectiva de un
compueste de la Fermuala I, se administran en frorma
concurrentea.

33. El métedo de conformidad con. la

reivindicacidn 32, caracterizado porgque el reactivo
para terapia de cancer comprende administracion de
bortezomib,

34, El métecds de conformidad con  la
reivindicacidn 32,  carxacterizado porgue el reactive
para terapia de cancer es un reactive
gquimioterapeutrice, un reactive inmunoterapéutico, un
reaftive radicterapsutico, ¢ un reactivoe terapéutico
hormonal.

| 3%. B! rmnétodo de tonformidad con  la
reivindicacidon 1, caracterizado -porque la cantidad
terapéuticamente efsctiva de un reactivo para terapla
de cangcer ¥ la cantidad sensibilizante efectiva de un

COMLLIRS Lo de la Formula I, se administran
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sacuaencialmente.

36, Bl méfodo de conformidad «con  la
reivindicacidn 1, caracterizade porgque el sujeto eé
un humana.

37. Un metodo para evitar o inhibic
linfoma, el métodeo =se caraclteriza porgue comprends
la etapa de administrar a un :sujete una  cantidad
terapeuticanente efectiva de un reactivo para terapia
de cancer y una cantidad sensibilizante efectiva de

un compuesto de la Férmula I

R4 R3

en donde I ’ cada unc de R,
RZ v R3

independientemente se eligen del grupd gue consiste

de: H, alguilo, alquilo sustituido, alguenilo,
algquenilo sustituide, algquinile, alquinile
saskirbuide, arilo, arilo sustituldo, thetergarila,

hetergarilo sustituido, hetercciclico, helberpciclico

sustituide, cicloalquils, cicloalguiles  sustituido,
alcoxi, alcoxl sustitulde, ticalguilo, ticalgunilo
sustituido, hidroxi, hal&tgenc, aming, ©  amido,
carboxilo, -C(0G)H, acilo, oxlacllo, carbamatéy
sulfonilao, sulfonamida ¥ sulfurilo; ®* es 1un

cicloalguile de 5 a & miembros, opcionalmentes

sustituide con 1 a 8 grupos R o un cicloalguenilo de

‘b a 8 miembros opcionalmente sustitvido con L o a B
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grupes R%; cada R° independientements se elige dél
grupo que consiste. de: alguilo, alguilo sustituide,
alquenilo, alguenile sustituido, alguinile, alquinilo
sustituido, arile, arile sustituide, cicloalguilo y
cicloalgquilec sustituido; cada uno de X!, %%, %% vy ¥
se elige independientemsnte del grupe gue consiste
de:qQ, ﬁRG y S vy éﬁ‘es H o C,-Cg alquile.’

38, El méteds de conformidad <on  la
reivindicacién 37, caracterizado porgue la cantidad
sensibilizante efectiva del compuesto de la Fé;mula I
&5 suficiente para inducir exprésidén de RKDF o PTEN,
de esta manera induciendo apoptosis.

3%9. El metodo de ceoniocrmidad con la
reivindicacidn 37, caracterlzade porgque el linfoma es
resistente a terapia.

0. El ﬁétodo ‘de  conformidad con la
rei#indicaciéﬁ 37, caracterizado porﬁue el linfcocma e=
resistente a terapia con rituximab,

4. Un iétodo para evitar o inhibir

linfoma, el método se caracteriza pergue comprends

la’ etapa de administrar a un safjetoc una cantidad

terapduticamente efectiva de rituximab ¥y una cantidad

sensikilizante efectiva de un compuesto de la Formula

I:
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en donde cada uno de RY, R Y R’ independientemente se

eligen del grupo que ceonsiste de: H, alguile, alguilo

sustituido, alguenilo, alguenilo sustituide,
algquinila, alguinilao sustituide, arila, arile
spztituido, hetercarilo, hetercarilo ﬁuﬁtituidg,
hetercciclico, heterociclica ; Sustituidé,

ciclealguilo, cicloalguilo suastituido, alcoxi, alcoixl
sustituido, ticalguileo, ticalguilo sustituildao,
hidroxi, halégeno, amine, amide, carboxile, —C (O} H,

acile, oxiacilo, carbamato, sulfonile, sulfcnamida.y
suifurilo; R* es un cicloalgquile de 5 a & ﬁdembro;,
cpcionalmente sustituide con 1 a2 8 grupes ‘B © :un
ciclealgquenilo de 5 a B miembros Gpcionalmenﬁe
sustituidoe ¢on 1 a 8 grupes R%; cada R°
independientemente ze elige del grapo que ;onsiste

de: algquilo, algquilo sustituido, alqgoenilo, alguenilo

sustituido, alguinile, algquinile sustituide, arild,

arilo znztituidoe, ciclealguile Y cicloalguilo

sustituido; cada uno de X!

woxh, %Xy x' se elige
independientemente del grupo que consiste de: O{ NE®
¥ 500w R® es H o C1-Cs alguilo.

42, El método de ceonformidad con  la
reivindicacién 41, caracterizado parqﬁe la cantidad
sensibilizante =fectiva del compueste de la Farmula I
¢s suficiente para inducir expresién de RKJDP o PTEW,
de e=ta manera induciendo apoptosiz.

43, Una composlcion que comprende 0na

cantidad CLerapéuticamente efectiva de rituximabk -y una

cantidad sensibilizante efectiva de un compussto de

G4
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la Fdérmula I en un eXcipiente figiclédgicanente
aceptable.

44, Un equipce gue comprends una cantidad
terapaunticamente efectiva de rituximab ¥ una cantidad
sensibilizante efectiva de un compuesto de la Formula
I.

45, Un ﬁétado para tratar, evitar o inhibir
un clncer con terapia de inhibidor proteasoma, el
mé&tods comprende la stapa de administrar a un sujeto
una cantidad sensibilizante efectiva de un reactivo
quimicsensibilizante o anticuerpo vy wna cantidad
terapéuticamnente éfectiva de ﬁn c?mpuestm de ia

Formula I:

en donde cada uno de BY, R® v R® independientemente se

a2ligen del grupo gue consiste de: H, alguile, alguilo

sustituido, algquenilo, alquenilo sustituido,
alguinila, alquinila sustituida, arilo, arilo
sustituido, hetefﬁarilo, heteroarile sustituido,
heterociclico, heterogiclico sustituido,

ticloalguile, cicleozlguile sustituldeo, alcoxi, alcoxi

sustituide, tivalguilo, tigalguilo sustituido,

hidroxi, haldégene, amino, amide, carboxilo, -ClO]H,
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acileo, oxiacilso, carbhamato, sulfeonilo, =zulfonamida v
sulfurila; B! as un cicloalquilo de 5 a © miembros,
apcionalmente sustituide con 1 a 8 grupos R* o un
ciclealguenilo de 5 a 8 miembros aopcicnalmente
sustituido olalisl 1 a B gqrupos R*; cada R®
independientemente se& elige del grupoc gque conzizte
de:r alquilo, alquilo sustituido,zalquenilo, alguenilo
sustituido, alguinilo, alquiniloi sustituide, arileo,
arilo suscituido, cicloalguilo Y cicloalguilo
2ustituide:; cada unc de }ﬂ, Ka w3 W %! se elige
independientemente del grupc que consiste de: ©, NR
v S; v R® es H o C:-Cg alguilo. |

6. El métods de conformidad con la
reivindicacidén 4%, caracterizado porque la cantidad
sensibilizante efectiva del compuesto de 1la Farmula i
es suficiente paxa inducir expresién de RKIF o FIEN,
de esta manera induciande apoptosis,

47, El métode de conformidad con  la
reivindicacion 4%, caracterizado porgue gl anticuerpo
es rituximab.

48, El método de confo;midad con  la
reivindicacian 4%, caracterizado porgue &l carnceyr s
linfoma.

49, Una composicién gue comprende una

. cantidad sensibilizante efectiva de rituximak ¥ una

cantidad terapéuticzmente efectiva de un compuessio de-

la Férmula I =n un excipienté Ffisioldgicamente
aceptabla.
50. Un eguipo gque comprende una cantidad

sensibhilizante efectiva de rituximabk ¥ una cantidad

e ——

(ol
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terapéuticamente efectiva de un compuesto de la
Formula T.

51, Un método para tratarx, evitar o innhibir
un cancer, el metodo conprende la etapa de
administrar a un sujeto wna cantidad terapéuticamente
afectiwva de un compuesto de la Formula I:

Un métode, evitar o inhibir linfoma, el método se
caracteriza peorgue comprende la etapa de administrar
a un sujeto una cantidad terapsuticamente efectiva de
rituximab ¥ una cantidad sensibilizante efectiva de

un compuesto de la Farmula I1:

|Q4 [13
)(3
x%j/_(
)(1 | R

F31 IQ?

en donde cada uno de RY, R?* v R® independientemente se

eligen del grupo gue consiste de: H, algquilo, alguilo

sustituide, algquenilo, alguenilec -+ sustituido,
alguinilo, alquinilo sustituide, arilo, arilc
sustituide, heteroarlilo, heteronarilc zustituidao,
heterociclico, heterociclico sustituide,

cicloalgquile, cicloalquilce sustituide, alcoxi, alcox;
sustituide, ticalguile, ticalguilo sustituido,
hidroxi, halégene, awino, amidoe, carboxilo, -C{0)H,
acilo, oxiacile, carkamato, sulfoniloc, sulfonamida vy
sulfurile; R* es un cicloalquilc de 5 a 8 miembros,

ovprionalments suetituide con 1 a 2 grupose R® o un
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cicleoalguenilao de 5 a B miembkros opciconalmente

ELU

austituido [tely) 1 a B gLUpos R’; cada =
independientemente se elige del grupo gque consiste
de: alguile, algquilce sustituido, alguenile, alquenilo

sustituido, alqﬁinilo, alguinilo sustituide, arilo,

arilo sustituido, ciclealguilo ¥ cicloalquiio-

sustituido; cada uno de X', ¥, X' v ¥ se elige
independientemente del grupe que consiste de: G, NRF
v 87 v R® es H o C,-Cs alguilo, v en donde la cantidad
terapeuticamente efectiva es suficlente para inducir
la expresién de BEKIF o PTEN, de =sta manera
induciendc apoptoesis. | |

52. Bl métode de cenformidad con la
reivindicacién 51, caracterlzade porgues la expresidn
de REIP o PTEN es &l mencs aproximadamente 1 weces
supericr que €n la ausencia del compueste de la
formuala I.

53. EL metecdo de conformidad con  la
reivindicacidn 51, caracterizado porgue la expresidn
de EEIP o PTENWN ez zal menos aproximadamente 2 veces
suﬁeriﬂr gque en lz ausencia del compuesto de la
Formala T.

54. El método de cmnfmﬁmidad con la
relvindicacidn 51, caracterizado porgue la expresidn
de RELEF o PTEN ez al menaszs aproximadamente 10 wveces
supericr gue en la ausencia del compuesto de la
Formula I.

55. El imétede de confermidad con la
reivindicacidn 51, ca;acterizado porquella expreslon

d= RKIP o PTEN es al menos apraximadsaments 100 veces
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supericr gue en la ausencia del compuestc de la
Formula I. |

6. Un inétedo para tratar, evitar o inhibir
linfoma, &l método comprende la etapa de administrar
a un sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de

un compuesto de ls Férmula I

e Y E’ independientemente sze

en donde cada wne de RY, R
‘eligen del grupo gue consiéte de: H, alquilo, alqpilo
sustituido, _ alguenilo, alquenilio sustituido,
alquinilo, alquinilao sustituido, arilo, arilo
sustituido, hetercarilo, heteroarilo sustituideo,
heterseiclico, heterociclico sustituido,
cicloalguilo, cicloalguile sustituide, alcoxi, alcoxi
sustituido,  tioalquile,  tioalquile’  sustituido,
hidroxi, haldgeno, amino, amido, carboxilo, -C(0)VH,
acilo, oxiacilo, carbamatc, sulfonilo, sulfonamida vy
sulfurilo; R' es un cicloalguilo de 5 a 8 miembros,
opcionalmente sustituldo con 1 a & ygrupos R o un
cicicalquenilo de 5 a 8 miembros cpcionalmente
sustituide con 1 a 3 grupos RY; cada R°
independientemente =se elige del grupc gque consiste

de: alguile, slguilo suestituideo, algquenilo, alguenilo

\OR
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sastituide, alguinilo, alguinilo sustitvide, arilo,
arilec sustituide, ciclealguilo i cicloalguile
sustituide; cada une de X', ¥, X' y X' se elige

independientemente del grupo gue cansiste de: ©, NR®

v S; v R® es H o C1-Cg alguilo, vy en donde la cantidad

terapéuticamente efectiva s3 suficiente para inducir
la expresion de  REIP o PTEN,  de esta wmanera
induciendo apoptosis.

57. Un método para tratar, evitar o inhibir
un cancer, con terapla de inhibidor de protoeszoma, el
método se caracteriza porgque comprends la etapa de
administrar a2 un sujetc una cantidad térapéuticamente

efectiva d de un compuesto de la Férmula I:

en donde cada uno de R*, R? v R’ independientemente se

eligen del grupc gue consiste de; H, alguileo, alguilo

sustituido, alquenila, algquenilo sustitoide,
alguinilo, alquinilo sustituido, ariloc, arileo
sustituide, hetercarilc, hetercarile sustituido,
heterociclics, heterociclico sustituido,

ciclealquilo, cicloalguilo sustituido, alcoxi, alcoxi

sustituide, tigalguile, ticalaquilo sustituido,
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hidroxi, halégene, amino, amide, carboxlle, -C{01H,
acilo, oxiacilo, carbamata,'Sulfoﬁilé,vsulfanamida Q
snlfurile; R' es un cicloalquilo de 5 a 8 miembros,
vpcichalmente sustitulide <con 1 a B grupcs R © un
clcloalgquenileo de 5 a & miembres opcioﬁalmente
sustituido 200 1 a 8 JEUDGS R®; cada 35
independientewenté ge elige del grupo gue consiste
des alguilo, algquile sustituido, alguenilc, alquenilo
sustitulde, algquinile, alguinilce sustituidoe, arilo,
arila sustituido, cicloalgquile .y  ciclealquilo
sustituide; cada uwae de XY, X5, X v ¥' sze elige
independientemente del grupo que cﬁﬁsisfe de: ¢, NR
v 3; v R® es H o ¢-Cs alguile, v en donde la cantidad
terapeuticamente efectiva es suficiente para induciz
la expresicon de  REKIF o PTEM, de  esta manera
induciends apoptosis.

58. UUn métedo parxa .tratar un  cancer
registents a terapia, el método se caracteriza porgue
cemprende la etapa de administrar a un sujete una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto da

la Formula I1:

5 R
A
Lo

%S

X! —

x,

A

\f}!;‘



10

20

en donde cada uno de R, R Y RB independientemente Se
eligen del grupc gue consiste de: H, alquilo, alguilo
sustituido, alguenilao, alguenilo sustituidao,
algquinilo, alguinilo sustituido, arilo, arila
sustituido, hetercarilo, hetercarilo susktituida,
heterocicliqo, heterogiclico _ sustituido,

ciclealgquile, cicloalguile sustituide, alecoxi, alcoxi

sustituido, tiocalquila, tipalguilo sustituido,

hidrexi, nalégeno, aming, amidoe, carboxileo, -£{0)H,
acilo, oxiazcileo, carbamato, sulfonilo, sulfonamida ¥

sulfurile: R' es un cicloalguilo de 5 & B8 miembros,

I
=

opcionalmente sustituido cen 1 a & grupos R o un

cicloalquenile de 5 a B miembros opclonalments
sustituido Con 1 a = Jrupos R”; cada R*
independientemente se elige del grupc gue consiste
de: alquilo, aigullo sustituwide, alguenilo, alguenila
sustiﬁuido, algquinilo, alguinils sustituido, arilo,
ariloc sustitueido, cicloalguila ¥ ciclealquilo
sustituido; cada uno de %', ¥°, ¥° y X' se elige
independientemente del grupo gue consiste de: 0, HWR"
¥ S: vy R  es H o C1-Cs alguilo, y en donde la cantidad

terapduticamente efectiva es suficiente para inducir

la expresién de REIP o PTEN, de esta manera

induciendo apoptosis.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente solicitud demuestra que
Salinosporamida A puede utilizarse para sensibilizar
células de cincer a terapia de céancer. Ademas, la
presente solicitud demuestra gque Salinosporamida A
actvia como un agente terapéutico para exterminar o
inhibir células de cancer después de sensibilizacidn
de las células por un anticuerpo u otros reactivos
quimiosensibilizantes. Las células de c¢ancer pueden
ya ser sensibles a terapia o resistentes a terapia.
La presente solicitud ademéas demuestra que
Salinosporamida A induce 1la expresidén de proteina
inhibidora de Raf cilnasa (RKIP = Raf kinase
inhibitor protein) y PTEN, proteinas supresoras de
tumor, e inhibe la expresion de YY1, una proteina
reguladora de transcripcidén sobre expresada en
células de cancer y también inhikbe la pleiotrofina
factor de crecimiento (PTN = growth factor

pleiotrophin).

Q72% FOR1003-Final



Fig. 1
NPi-G052 sensibiliza linea de células B-NHL
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Fig. 2a
NPi-0052 sensibiliza linea de células B-NHL
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Fig. 2b
NPI-00582 sensibiliza linea de células Daudi RR1

resistentes a B-NHI. Rituximab, a apéptosis inducida por CDDP
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Fig. 3a
Combinacion entre sensibilizacién inducida por NP1-0052 vy

Velcade a células B-NHL Daudi WT a apoptesis inducida per CODP
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Fig. 3b
mbinacion entre sensibilizacion inducida por NPI1-0082 y

DHMEQ a oflufas B-NHL Daudi WT a apaptesis inducida por CDDP
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Fig. 4a
1-0052 y Vi

E en apoptosis
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Fig. 4b
Combinacién entre NPH0052 v DHMEQ en

apoptasis Inducida por CBDP en células Daudi RR1
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o Fig. 8
Sensibilizacion mediada por NPI-0052 Rituximab
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Fig. 18
sibilizadas con NP| a apoptosis in
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

®

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
) TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION — PCT _é: MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO iINDUSTRIAL __

(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 3 DE JUNIO DE 2008
51) Clasificacién Intemacional :

{71)Solicitante(s) 1) THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA

2) NEREUS PHARMACEUTICALS

(72) Inventor(es)

Benjamin BONAVIDA y Michael PALLADINO

{74) Agente: HUMBERTO RUBIO CAMACHQ

(30) Prioridad {(31) No.Prioidad 32) Fecha (33) Pais
ESTADOUKRIBENSE $0/733,965 04/1152005 ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
ESTADOUMIDENSE 60/840.811 26/08/2006 ESTADQS UNIDOS DE AMERICA
{85) Fecha inicio fase nacional: (87) Publicacion internacional
‘fﬁ) Datos relatives a la pressntacidn de la solicitud PCT Fecha: 1810512007
Fecha de presentacion de la solicitud: 06/11/2006 N° publicacion. WO 2007/056335

! No.desolictud: PCTIUS2006/043277

;':.{54') Titwl: METODOS DE SENSIBILIZACION DE CANCER A CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR TERAPIA

A



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO TEMATICO

PATENTE DE INVENCION PCT X MODELODE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL _

(21} N° de solicitud: (22} Fecha de solicitud: 3 DE JUNIO DE 2008
(51) Clasificacion Internacional :

{71)Solicitante(s) 1) THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA
2) NEREUS PHARMACEUTICALS A
'!2

Fivtrw 4 Q3w i) s ot N0

) Inventor(es) Benjamin BONAVIDA y Michael PALLADINO

(74) Agente: HUMBERTO RUBIO CAMACHO

(30) Prioridad (31 No. Prioridad 32) Fecha (33) Pals
ESTADOUNIDENSE 60/733,965 04/11/2005 ESTADOS UNIDOS DE
ESTADOUNIDENSE ANERICA
60/840,811 28/08/2006 ESTADOS UNIDOS OE
AMERICA

(85) Fecha inicic fase nacional: (87) Publicacion intemacional:
{86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 18/05/2007

Fecha de presentacion de la soicitud: 06/11/2006 No. de publicacion: WO 2007/056335

No. de solicitud: PCT/US2006/043277

(54) Titwlo:  METODOS DE SENSIBILIZACION DE CANCER A CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR TERAPIA

Resumen;
Un método para tratar, evitar o inhibdr un cancer, el método se caracteriza porque comprende |a etapa de administras 8 un sujeto una cantidad terapauticamente efectiva de un reactivo para
terapia de cancer y una cantidad sensibilzante efectiva de un compuesto de la Fémula I:

R _p
ltf.xa
:: X X‘
Rl R
1

en donde cada uno de RY, R? vy R? indepandienicriente se eligen del gripe que consiste de; H, alquils, akquilo sustiteido, atquenilo, alquenio sustituide, alquintio, alquinflo sustituido, arlc,
arilo sustiiuido, heteroarilo, heteroasiio sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, chkicalquilo, cidoalquile sustiluido. alooxi, alooxi sustituido, toalquite, ticakuilo sustituido, hidrmai,
halbgeno. amino, amklo, carbosilo, -C(OJH, acilo, oxiacilo, carbamaty, sulfonilo, sulfonamida v sulfurilo; R* es un cickalquiTo de 5 a 8 miembros, opdonalmente susfituldo con 1 a 8 grupes
% o un cicloalquenilo da 5 a 8 membres opsionalments sustiluido con 1 a 8 grupos R cada RS independientemente se elige del grups que cansisie de: alquild, alguilo sustituido, alquenilo,
alquenilo sustituido, alquinilo, alguiniio sustiarido, erilo, arllo sustituido, cicloa'quilo y cicloalqulle susiitico; cada uno de X', X2, Xy X4 se elige del grupo quo cangiste de: O, NRA y 5, y Ré es
H o C+-Cs alquilo,
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SUPERINT ENDENCIA UE INDUSTRIA Y COMERC

SR [T

08-055953. -00000-00 ' \ -
00 Industiiay - Come;rcm

Fecha: 2008-06-03 15:30:13 Dep. 2020 NUECREACIONI

' - /2. 11 PATENTE)Y)
e . Act, 419 PRESENTACION Folios: 135

REQUfSITOS MINIMOS PARA ADMIS!ON A TRAMITE

PGT
| PATENT‘E EﬁE‘?'i'NV-EN'C!.ON | [‘a;/ | -+ MODELO DE UTILIDAD
¢ Indlcacionds que sa ‘sollcita I conoeslén de una patente: ‘
® Dafos o identifleacton del soﬂwtanfe odela peroom que preaema Ia uuHcltua
S Descdpoion de l& fnvencion . : ,
. ¢ Dibujos de seres fog- pertinentes - ‘
- $ Comprobanie de pago do las fasas estabiscldas

o - COMPLETA [

- DISENO INDUS R!Au-" (1 e

-~ind§cao on de, ow 88. solloi'&a el FvC'leTu da.Dissfic fnausmaf
Datos de jdenti rlca i6n del solichiants o-de-la persona gue presentaa, ao;icftm‘
Reamsertaolén ‘gréflea’y fetogréfica d& Disefic Industrial o mueqn"a ael
materlal que incorpora el disefie. S .

Compsoban*a de pago de las *asaq e&abtectdaa

v«ere.-»'e—"

Cor LETA [ ]
. | ‘[‘ .. .
ESQUE{V’A Jt:"“Rﬁ/J\DO [ 1.

¢ lndlcaclén-de que se solicita ef registro de un ?:sc'xuen:{'* de Trazado
¢ Dafosids ldentificaclon del'sellslignte o dela persona quse pres

.-¢  Reprosentacion gréifica del csquama trazado
¢ Oomprom e do paoo do las, fasaq establscidas

| COMPLETA (1o

&\M\G ) M\d/}

T‘-Irma Reaponsab

resenta la sollciivd—

Eve: 378 mscmc:omu SUFE Ré NT& NDENCIA
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INCCMPLETA [ ]

INCOMPLETA |

B e ey —y

INCOMPLETA [ .

Fecha ’}J 05 Og Lo o Carrera%u!o 27-00 P!saﬁ 7y i'} :

Conmuiador!, 3 820840
Fax: G50 240
. E-mail Info@siEaov.en -
YW, 5[0, gov. oo
Bogeld, D.C., Cclombla
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REPUBLICA DE COLONMBIA ' ‘-{37?
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogokd,
N0

Toctor{al
RIUTEIO CAMMCHO HUMBER'T'D

REFERENCIA Radicacidn Ho. 8 55953
Solicitud internacional PCOT/US2006/ 043277
Fecha iniclc fase nacicnal 04/06/2008
Tramite 1L
Evenco X
Egtuacion 430
Dficic Ho. . - 8339

Como  reerliado  del exawen de forma, realizade con Fndamento =n el articulo 18 de
la Decisidn 485 df la Comisidn de la Commmidad Endina,. articulo 27 del Tratade de
Dooparaclén en  Materia de pPatgntes (PCT),. regla 51 bis del Reglamento v Cdroulan
nace de la Superintendencia de Industria y Cemercio, se le comunica due:

1. La sgligitud ne contiene la copia del docunento en que consta la cesisn deld
derecha a la pabente del inventor al selicitante © a pu cauwsanse (Arkt. 26-I}
Daciaida 486,

?. La s=solicitud no conrtiens el peoder debidamenke otorgade, con el lleno de los
requisitos exigidos por Llos  articulos 63 vy subsigunientes del Cadigo de
Frovedimienta Civil. Adwciganalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia + repreésentacidn lsnal de la sociedad solicitante, cuando é€=zta fuere
persona quridica.

Bn  cumplimigntos de lo Aispueste por €1 articulo 33 da la Deaoisidn 486, =e le
requiere  para gque dentro  del términe de dos meses siguientes & la Fzcha de
notificacidn del presente oficio, complete los reguisitas anteriormente enunciadas.
Eni caso de no dar cumnplimiento al presente  regquerimisnts, la  soliigitud se
considerard abandonada v perderd su prelacidn.

Nocifigueseé el presente ofigic conforme a lo dispusedto en el numeral 5.2, literal
2], del capitula guinto del titulc primerg de la Circular Unica Ne.10 de 2000

LLIZA CTARMENTL CESPRELRS DR WENGEL
Jefe de la divisidn de Nuevas! Credacionnes

EL anterior ‘gquermﬁnts Eue notificede por fijacién 2n lista de
fecka é ?M
) o _._2ﬂaﬂ .
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