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Descripcion

COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE COMPLEJO DE FACTOR
DE TRANSCRIPCION INDUCIBLE POR HIPOXIA Y SU UTILIZACION PARA EL TRATAMIENTO DE
TUMORES

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencidn se refiere a compuestos de epiditiodiquetopiperazina, composiciones farmacéuticas basadas
en los mismos y a métodos para tratar, reducir o inhibir la transcripcion y traduccion de genes inducibles
por hipoxia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La alta tasa de morbilidad y mortalidad por cancer sigue siendo una preocupacién importante entre la
poblacion de las sociedades occidentales. Ademas de tener un impacto en los pacientes con cancer y en
los miembros mas proximos de sus familias, el cancer inflige una gran carga a la sociedad. El costo del
tratamiento del cancer y la atencién del paciente suele ser alto y contribuye al aumento del costo del seguro
médico y los resultados, a su vez, en un mayor porcentaje de personas sin seguro y, en consecuencia, en
una mayor carga econoémica cuando las personas no aseguradas enferman o sufren trastornos. El cancer
también causa un impacto negativo significativo en las empresas debido a las ausencias prolongadas del
trabajo de los pacientes con cancer.

Aunque los métodos de tratamiento del cancer han mejorado enormemente con el paso de los afos,
muchos desafios contindan vigentes, sobre todo las recaidas entre pacientes con cancer y las dificultades
para tratar pacientes en estadios avanzados de céncer asi como con enfermedades metastasicas o con
canceres sistémicos como leucemia o linfoma. Por ejemplo, los métodos de diagndstico mejorados
combinados con mejores técnicas quirlrgicas permiten a los oncélogos eliminar el tumor con mayor
confianza, mientras que al mismo tiempo minimizan la eliminacion del tejido normal. Como tal, el tiempo de
recuperacion para los pacientes puede reducirse y el impacto psicolégico se reduce. Sin embargo, la cirugia
es solo una de las pocas herramientas Utiles para tratar a pacientes con tumores localizados no
metastésicos o tumores que estan minimamente diseminados.

La quimioterapia es otro tratamiento de eleccién para ciertos tipos de cancer. Sin embargo, los métodos
quimioterapéuticos generalmente no son especificos para las células tumorales en comparaciéon con las
células normales. Como resultado, la quimioterapia generalmente se asocia con efectos secundarios graves
y puede ser particularmente devastadora para el sistema inmunitario del paciente y para los tejidos que se
dividen rapidamente, como los tejidos del higado, los rifiones, el intestino y el epitelio.

La progresién del cancer depende de la angiogénesis o del surgimiento de nuevos vasos sanguineos que
penetran en todos los tumores soélidos. La rapida proliferacién de tejido que define el cancer da como
resultado una serie de respuestas celulares adaptativas, entre las cuales se encuentran los procesos
diferenciados pero relacionados de la angiogénesis y el aumento de la glicélisis. La angiogénesis es
impulsada principalmente por varios factores mitogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y sus receptores juegan un papel clave. Si bien la neovascularizacion es esencial en el desarrollo
embrionario, es altamente indeseable en los canceres dado que estos vasos nacientes infunden tejido
tumoral y les proporcionan una mayor oxigenacioén y contenido de nutrientes para un crecimiento mas
rapido. La angiogénesis es particularmente perniciosa porque presenta una doble amenaza: no solo acelera
el crecimiento tumoral, sino que también proporciona una puerta de entrada a la metastasis a través de la
vasculatura recién formada. Dado que es el crecimiento metastasico el que ejerce el mayor impacto en la
supervivencia general del paciente, la angiogénesis representa un objetivo quimioterapéutico critico.
Ademas, los objetivos vasculares no deben generar resistencia a la terapia dado que no estan sujetos a las
mutaciones multiples que ocurren en las células malignas. Una de las principales ventajas de atacar el
suministro de sangre (vasculatura) es que, a diferencia de las células en los tejidos cancerosos, las células
que comprenden los vasos sanguineos son genéticamente estables y, por lo tanto, deberian tener una
resistencia reducida a la terapia.

A medida que las células tumorales contindan proliferando, se ven obligadas a alejarse del suministro de
sangre que transporta el oxigeno y los nutrientes necesarios para los procesos metabdlicos y, por lo tanto,
no pueden lograr una perfusion de oxigeno adecuada. La consiguiente hipoxia ' da como resultado un
cambio a un metabolismo anaerdbico que selecciona células con glicolisis regulada positivamente 2. La
funcioén glicolitica mejorada lleva a una mayor generacion de acido lactico que disminuye el pH intracelular
y puede facilitar la degradacién de la matriz extracelular y la membrana basal, promoviendo de este modo
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la angiogénesis 3. La glicdlisis confiere una ventaja significativa para superar restricciones de crecimiento
durante la tumorigénesis 4 y la mayoria de los tumores metastasicos primarios muestran una regulacion
positiva significativa de las enzimas glicoliticas como las hexocinasas 1y 2y los transportadores de glucosa
GLUT1 y GLUT3 8.

La hipoxia es una de las caracteristicas mas importantes de los tumores sélidos que desempefia un papel
vital en la proliferacion, la sefalizacion y el crecimiento celular. 7 Una neoplasia habitual generalmente esta
desprovista de vasos sanguineos en su etapa inicial. Las células que proliferan rapidamente contribuyen al
desarrollo de la hipoxia 8. A pesar del hecho de que la proliferacion celular disminuye en aquellas partes de
un tumor que estan lejos de los vasos sanguineos °, tienden a seleccionar fenotipos celulares mas
agresivos. Ademas, se ha informado que el tejido hipdéxico alejado de los vasos sanguineos da lugar a
células que han perdido la sensibilidad a la apoptosis mediada por p53 7.

La hipoxia también lleva a una regulacién positiva de los genes implicados en la resistencia a los farmacos,
como las glucoproteinas P 1% '"-ademas del hecho de que la falta de suministro adecuado de sangre a las
células hipdxicas dificulta gravemente la administracion de farmacos a estas células. ' 13 Lo méas importante
es que, desde un punto de vista transcripcional, la hipoxia da como resultado una regulacién positiva de los
genes implicados en la angiogénesis 'y la invasién tumoral '5, lo que da como resultado un fenotipo de
cancer mas agresivo. '8

En células y tejidos, la respuesta a la hipoxia esta mediada principalmente por la familia de factores de
transcripcion inducibles por la hipoxia, entre los cuales el factor 1 inducible por la hipoxia (HIF1) juega un
papel importante. Es un factor de transcripcion heterodimérico que media la regulacion de muchos genes
clave regulados positivamente en un estado hipoxico (Figura 1a). '7 Durante condiciones normdxicas, la
subunidad de HIF1 esta regulada por hidroxilacion en los residuos de prolina 402 y 564; '8 estas
modificaciones sirven como un sitio de acoplamiento para la proteina von Hippel-Lindau (pVHL) '® para unir
HIF1 y etiquetarlo con ubiquitina para la posterior degradacion proteasomal. 2° Sin embargo, en condiciones
hipoxicas, el HIF1a se acumula, ingresa en el nicleo y se dimeriza con su subunidad beta, el translocador
nuclear del receptor de hidrocarburo arilo (ARNT o HIF1B) 2'. Se une a la regién promotora de genes
inducibles por hipoxia que poseen elementos de respuesta a la hipoxia (HRE), 22 incluyendo VEGF, c-Met,
EPO y GLUT-1 2324, Debido a que los niveles bajos de oxigeno también impiden la hidroxilacién de otro
sitio regulador en Asn803, 25 - 30 |a proteina de unién CREB coactivadora (CBP)/p300 3'-3 se recluta
mediante la unién del dominio C-terminal de HIF1a y promueve niveles elevados de expresién de genes
inducibles por hipoxia (Figura 1b). 34-3 En muchas células tumorales en las que se encuentran mutaciones
oncogénicas en RAS, SRC y HER2/NEU/ERBB2, se han detectado altos niveles de HIF1a incluso en
condiciones bien oxigenadas. 37

Se ha demostrado que la construccion antisentido de HIF1a erradica in vivo un pequefio linfoma timico
trasplantado e incluso aumenta la eficacia de la inmunoterapia contra tumores més grandes. 38 Los
inhibidores de moléculas pequenas de microtubulos, como el 2-metoxiestradiol, la vincristina y el paclitaxel,
reducen los niveles de HIF1a in vitro y también reducen el crecimiento y la vascularizacion del tumor. 3 Sin
embargo, no se entiende claramente si los efectos que se muestran en la reduccién del crecimiento tumoral
se deben a la inhibicién de microtdbulos o a la reduccion de los niveles de HIF1a.

HIF1 interactta principalmente con el dominio CH1 de CBP/300 a través de una serie de residuos clave de
cisteina y esta interaccién es impulsada por fuerzas hidrofébicas. Se demostré que el producto natural
quetomina (Figura 2, ver mas abajo), un metabolito fungico de Chaetomium sp., demostr6é una inhibicion
potente y especifica del complejo HIF/p300. Debido a que p300/CBP es absolutamente necesario para la
transactivaciéon mediada por HIF1, el bloqueo de la asociaciéon de HIF1 y p300/CBP regula de manera
efectiva a la baja la transcripcion.

Block et al. (Block, KM et al. (2009), JACS, vol. 131, n® 50, paginas 18078-18088) describe un compuesto
de epiditioquetopiperazina para su utilizacién en la reduccién o inhibicion de la transcripcién o traduccién
de genes inducibles por hipoxia.

RESUMEN DE LA INVENCION

Una forma de realizacién de la presente invencion se dirige a compuestos de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas.

Otra forma de realizacién de la presente invencidn se dirige a una composicién farmacéutica que comprende
al menos un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas, disuelto o dispersado en un vehiculo.
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Otra forma de invencion de la presente invencion se dirige a los compuestos siguientes:
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Otra forma de realizacion de la presente invencién se dirige a un método ex vivo para interferir con la

trayectoria transcripcional inducida por hipoxia. En general, el método de acuerdo con esta forma de

realizacién comprende hacer contactar una célula con al menos un compuesto de acuerdo con las
5 reivindicaciones adjuntas.

Otra forma de realizacion de la presente invencién se dirige a un compuesto de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas para su utilizacion en un método para tratar el cancer de mama que comprende
administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad efectiva de al menos un compuesto de acuerdo con
las reivindicaciones adjuntas.

10 Otra forma de realizacion de la presente invencién se dirige a un compuesto de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas para el tratamiento de carcinoma que comprende administrar a un sujeto que lo
necesita una cantidad eficaz de al menos un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.
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Otros aspectos y ventajas de la presente invencién se haran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada, los dibujos adjuntos y las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
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Figura 1 (a) Estructura del complejo HIF1a C-TAD/p300 CHI, mapa de dominio del factor 1a
inducible por hipoxia (HIF1a) y secuencia del HIF1a C-TAD humano. (b) llustracién esquematica
de la via transcripcional HIF1a.

Figura 2 Quetocina CTC, aislada de Chaetomium globosum y quetomina CTM, de Chaetomium
cocliodes.

Figura 3 Estructuras de epiditiodiopeptiperazinas sintéticas LS69, LS72 y dicetopiperazina de
control NP481.

La Figura 4 muestra la sintesis de tioacetales biciclicos y ETP de anillo Unico en las siguientes
condiciones: a: p-Anisaldehido, BF3, ET20, DCM, RT, 16h, 92%; b: mCPBA, Me2S, HCIO4; c:
BOMCI, nBuLi, THF, -78°C, d: BCL3, CH2Clz; e: AcCl, piridina, CH2Clz; f nBuLi, THF, -78°C, BnCI.

La Figura 5 muestra la sintesis de ETP puenteados bajo las siguientes condiciones: a: 7, nBuli,
THF, -78°C; b: BCls, CH2Cl2; c: mCPBA; Me2S, HCIOs; d: nBuLi, THF, -78°C.

Figura 6 Datos SPR para la unién directa de LS69 con la proteina de fusién inmovilizada GST-
CH1-p300. Se obtuvo una constante de unién de 1.09 uM,

Figura 7 Sensorgramas SPR que muestran la unién de LS72 a GST-CH1-p300 inmovilizado. Se
obtuvo una constante de union de 3.62 pM.

Figura 8 Andlisis de la actividad del promotor inducible por hipoxia con ensayos de luciferasa en
la linea celular MDA-MB-231 transfectada de manera estable con el plasmido hRE-hCMV-Luc.
Las concentraciones de los compuestos LS69, LS72 y NP481 fueron de 200 nM y 600 nM,
respectivamente.

Figura 9 Niveles relativos de ARNm del gen VEGF en células MCF7 medidos por RT-PCR
cuantitativa en tiempo real. Las concentraciones de los compuestos LS69, LS72 y NP481 son
200 nM y 600 nM, respectivamente.

Figura 10 Ensayo de citotoxicidad de MTT para LS72 en células MCF7. Las células se
mantuvieron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS. Las células se trataron con
diferentes concentraciones de LS72 durante 24 horas y la cantidad de formazano purpura
formado se determin6 mediante espectrofotometria.

Figura 11 Datos de ensayo de citotoxicidad de MTT para quetomina en la linea celular A549. Las
células se trataron con diferentes concentraciones de compuesto durante 48 horas en medio F-
12K sin suero. El valor de EC50 obtenido para quetomina fue de 0.9 uM en la linea celular A549
después del tratamiento durante 48 horas. Para comparacién, el tratamiento de la linea celular
MCF7 durante 24 horas con quetomina dio EC50 de 0.2 upM, indicando una citotoxicidad
significativamente mayor del compuesto en esa linea celular.

Figura 12 Datos de ensayo de citotoxicidad de MTT para LS72 en la linea celular A549. Las
células se trataron con diferentes concentraciones de compuesto durante 48 horas en medio F-
12K sin suero.

Figura 13 Niveles de ARNm de tres genes inducibles por HIF1a: VEGF, c-Met y Glut1 en células
A549 después del tratamiento con LS72. Datos de experimentos de gRT-PCR que muestran los
niveles de ARNm de tres genes inducibles por HIF1a, VEGF, c-Met y Glut1 en A549 después del
tratamiento de las células en un medio con suero al 0.2% con LS72 (400 nM). La hipoxia se
indujo 300 uM por DFO. Las barras de error son + s.e.m para los experimentos realizados por
cuadruplicado. Las barras de error son + s.e.m. de experimentos realizados por triplicado. *** P
<0.001, ** P <0.01, prueba t.
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Figura 14 (A) datos de qRT-PCR para los genes LOST y (B) CXCR4 en células A549 tratadas
con LS72. La hipoxia fue inducida por una bolsa de hipoxia. Las células se mantuvieron en medio
F-12K con suero al 2%. Después de alcanzar el 65% de confluencia, las células se cultivaron en
medio libre de suero y se trataron con LS72 (400 nM). La hipoxia se indujo con DFO (300 uM)
durante 48 h. Las barras de error son + s.e.m. de experimentos realizados por triplicado. ** P
<0.01, prueba t.

Figura 15 Niveles de ARNm para VEGF en la linea celular A549, que ilustra la respuesta a la
dosis del tratamiento con LS72 a tres concentraciones diferentes. Los ensayos de qRT-PCR se
realizaron para determinar los niveles de ARNm para VEGF en la linea celular A549 tratada con
LS72 a concentraciones: 100 nM, 400 nM, 1600 nM. La hipoxia fue inducida por DFO (300 uM).
Las barras de error son £ sem para los experimentos realizados por triplicado. Las barras de
error son = s.e.m. de experimentos realizados por triplicado. ** P <0.01, * P <0.05, prueba t.

Figura 16 Niveles de ARNm para c-Met en la linea celular A549 que muestran la respuesta a la
dosis de LS72 a concentraciones de 100 nM, 400 nM, 1600 nM. Se utiliz6 qRT-PCR para
determinar los niveles de ARNm de c-Met se indujo Hipoxia con DFO (300 puM). Las barras de
error son = sem para los experimentos realizados por triplicado. Las barras de error son £ s.e.m.
de experimentos realizados por triplicado. *** P <0.001, ** P <0.01, # P <0.1, prueba t.

Figura 17 Datos de gRT-PCR para GlutimRNA en 85% de células A549 confluentes tratadas
con LS72 en tres concentraciones diferentes. Se realizaron ensayos de qRT-PCR para
determinar los niveles de ARNm para Glut1 en la linea celular A549 tratada con LS72 a
concentraciones: 100 nM, 400 nM, 1600 nM. La hipoxia se indujo con DFO (300 uM). Las barras
de error son + sem para los experimentos realizados por triplicado. Las barras de error son +
s.e.m. de experimentos realizados por triplicado. *** P <0.001, ** P <0.01, prueba t.

Figura 18 datos qRT-PCR para células A549 donde se indujo hipoxia en células confluentes al
85%. Se observé una inducciéon de mas de 650 veces de la transcripcion de CXCR4 con DFO a
una concentracion de 300 uM. LS72 a dos concentraciones diferentes de 400 nM y 1600 nM
regulé a la baja los niveles de ARNm de CXCR4 de una manera dependiente de la dosis. Las
barras de error son + sem para los experimentos realizados por triplicado. Las barras de error
son  s.e.m. de experimentos realizados por triplicado. ** P <0.01, # P <0.1, prueba t.

Figura 19 Niveles de proteina VEGF y c-Met regulados negativamente por LS72. a) Las células
MCF7 se trataron con quetomina (200 nM), LS72 (400 nM) y LS75 (400 nM), se indujo HIF1a
con 300 uM DFO. Las transferencias de Western se realizaron por triplicado y los gréaficos de
barras para los niveles de proteina muestran una regulacién a la baja significativa de la proteina
VEGF con LS72. b) Las células MDA-MB-231 se trataron con quetomina (200 nM), LS72 (400
nM) y LS75 (400 nM). HIF1a fue inducido con 150 uM de CoClz. Las transferencias de Western
se realizaron por triplicado y los graficos de barras para los niveles de proteina muestran que
tanto la quetomina como LS72 regulan a la baja significativamente los niveles de proteina c-Met.

Figura 20 Resultados del andlisis de datos de micromatrices. El diagrama de Venn verde muestra
genes que se regulan a la baja en el vehiculo (circulo verde izquierdo), es decir, genes que estan
se regulan a la baja en la hipoxia del vehiculo en comparaciéon con normoxia del vehiculo y el
circulo verde derecho muestra el nUmero de genes inhibidos (> 2.0 veces) en la hipoxia tratados
con LS72 (400 nM) en comparacién con los genes en normoxia tratados con LS72. El diagrama
rojo muestra los genes que estan regulados por incremento en las mismas condiciones que las
explicadas para el diagrama de Venn verde. El diagrama azul muestra el efecto general de
aumento o disminucion de genes (> 2.0 veces) en las condiciones mencionadas anteriormente.

Figura 21 Analisis de micromatrices de células MCF7 tratadas con LS72 en induccion de hipoxia
usando DFO (300 uM). El analisis de agrupamiento se realizd para ver las tendencias similares
en los genes entre diferentes condiciones. El analisis muestra que las células MCF7 bajo hipoxia
y tratadas con LS72 (400 nM) muestran tendencias similares a las observadas en vehiculos, lo
que sugiere que LS72 trabaja para anular el efecto de la hipoxia en los niveles transcripcionales
globales.

Figura 22 Imagenes de microscopia intravital del modelo de tumor subcutaneo murino de células
N202 fluorescentes transfectadas de forma estable con la construccion H2B-GFP. Los ratones
con tumores N202 H2B-GFP se inyectaron por via intravenosa el dia 0 con 1 mg/kg de
compuesto LS72 seguido de inyecciones diarias de 2 mg/kg después del dia 8 y se obtuvieron
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imagenes durante 2 semanas. Imagenes de fluorescencia IVM de tumores tomadas en dias
indicados después del tratamiento.

Figura 23 Cambio en la intensidad de fluorescencia obtenida a partir de imagenes tumorales de
IVM de ratones tratados con LS72 o sin este. Los graficos muestran la diferencia cuantitativa
entre los volumenes del tumor tal como se muestra en las imagenes de IVM en la Figura 22.
Ratdn vehiculo (-m-) y ratones tratados con LS72, # 1 (-A-) y # 2 (-¢-).

Figura 24 Datos de densidad de células y de duplicacion de poblacion para células Hel a tratadas
con quetomina CTMy ETP LS69 y LS72. Control: solo medio de cultivo celular, vehiculo: DMSO
al 0.1% en medio de cultivo celular,

DESCRIPCION DETALLADA
Definicion

A menos que se indique lo contrario en el presente documento, todos los términos utilizados en la presente
memoria descriptiva tienen los significados que los términos deberian tener para los expertos en la técnica
de la presente invencién. Se dirige a los practicantes particularmente a los libros de texto actuales para las
definiciones y los términos de la técnica. Debe entenderse, sin embargo, que esta invencidn no esta limitada
a la metodologia, protocolos y reactivos particulares descritos, ya que estos pueden variar.

El término "alquilo” se refiere a un alquilo de cadena lineal o ramificada de C1-C1o, por ejemplo, metilo, etilo,
n-propilo, i-propilo, n-butilo, i-butilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, i-pentilo, neo-pentilo, tert-pentilo, y
similares. Los sustituyentes para un "alquilo sustituido" son hidroxi, alcoxi (por ejemplo, metoxi y etoxi),
mercapto, alquiltio (por ejemplo, metiltio), cicloalquilo (por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y
ciclohexilo), halégeno (por ejemplo, fllor, cloro, bromo y yodo), carboxi, alcoxicarbonilo (por ejemplo,
metoxicarbonilo y etoxicarbonilo), nitro, ciano, haloalquilo (por ejemplo, trifluorometilo), alcohol, amino
sustituido o no sustituido (por ejemplo, metilamino, dimetilamino y carbamoilamino), guanidino, fenilo,
benciloxi , y similares. Estos sustituyentes son capaces de unirlos en una o mas de las posiciones posibles.

El término "arilo" se refiere a un hidrocarburo aromatico de anillo condensado o monociclico. Los ejemplos
del arilo son fenilo, naftilo y similares.

El término "heterociclo” se refiere a un grupo heterociclico aromatico que contiene uno o0 mas heteroatomos
seleccionados del grupo que consiste en atomos de nitrégeno, oxigeno y azufre en el anillo y pueden estar
condensados con un anillo carbociclico u otro anillo heterociclico en cualquier posicion posible.

El término "acilo" se refiere a un sustituyente alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, arilcarbonilo,
heterociclilcarbonilo o heteroarilcarbonilo, cualquiera de los cuales puede estar sustituido adicionalmente,
por ejemplo, con uno o mas sustituyentes. El término "halégeno", solo o en combinacion, significa fluor,
cloro, bromo o yodo y preferiblemente fltor, cloro o bromo.

En el presente documento también se describe un compuesto de acuerdo con la Férmula I, que incluye
sales, solvatos e hidratos de los mismos,
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Férmula |
enquen=1,2 3,4,
la distancia entre los centros de cada anillo de dicetopiperazina esta entre 4 — 32 Angstroms;
la distancia preferida entre los centros de cada anillo de dicetopiperazina esta entre 10 - 22 Angstroms;

R1y Rz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido
y arilo;

Rs se selecciona del grupo que consiste en H y acilo;

Y se selecciona del grupo que consiste en (CHz)k, (-CH2-CH2-O-)i, (-CH2-CH2-NH-)m, (-CH2-CH2-S-)n , (-
CH=CH-)o, heterociclo,

[ “
(N .

en que X se selecciona del grupo que consiste en (CHz)k, (-CH2-CH2-O-)i, (-CH2-CHz-NH-)m, (-CH2-CH2-S-)
n, ((CH=CH-)o y heterociclo, y en que k, |, m, n, o0 son cada uno independientemente 1,2 0 3;y

R4 se selecciona independientemente del grupo que consiste en H, alquilo y halégeno.

En el presente documento también se describe que, para R1 y Rz, el alquilo es preferiblemente metilo o
etilo, el alquilo sustituido es preferiblemente -CH20H, y el arilo es preferiblemente fenilo o bencilo; para Ra,
el acilo es preferiblemente COCHs.
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En el presente documento también se describe un compuesto de acuerdo con la Férmula Il que incluye
sales, solvatos e hidratos del mismo :

(e} o Formula IT

enquen=1,2,3;
5 R1, Rz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo, alquilo sustituido y arilo;
Rs se selecciona del grupo que consiste en H y acilo;

X se selecciona independientemente del grupo que consiste en (CHz)k, (-CH2-CH2-O-)1, (-CH2-CH2-NH-)m,
(-CH2-CH2-S-)n, (-CH=CH-)o y heterociclo, en que k, |, m, n, o son cada uno independientemente igual a 1,
203;y

10 R4 se selecciona independientemente entre H, alquilo y halégeno.

En el presente documento también se describe que, para R1 y Rz, el alquilo es preferiblemente metilo o
etilo, el alquilo sustituido es preferiblemente -CH20H, y el arilo es preferiblemente fenilo o bencilo; para Ra,
el acilo es preferiblemente COCHa.

En el presente documento también se describe un compuesto de acuerdo con la Férmula Ill, que incluye
15  sales, solvatos e hidratos de los mismos :

Q
R30y, Ry X o
//,," N / / \
N = \ \l ‘ / ~ R
/ a, ", “\““.. N
R; g Rq R.,/ v S,
N
o] R1/ "1, _—ORg
o

Formula

III

enquen=1,2,3;
Rty Rz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo, alquilo sustituido y arilo;
Rs = H o acilo;

20 X = (CH2)k, (-CH2-CH2-0O-)1, (-CH2-CH2-NH-)m, (-CH2-CH2-S-)n, (-CH=CH) o y heterociclo, en que k, I, m, n,
0 son cada uno independientemente iguala 1,20 3; y

R4 se selecciona independientemente entre H, alquilo y halégeno.
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En el presente documento también se describe que, para R1 y Rz, el alquilo es preferiblemente metilo o
etilo, el alquilo sustituido es preferiblemente -CH20H, y el arilo es preferiblemente fenilo o bencilo; para Ra,
el acilo es preferiblemente COCHa.

En las Férmulas I-Ill, los heterocilos preferentes son Indoles, bencenos sustituidos (es decir, fluorofenilos,
etc.). Asimismo, en las Formulas I-1ll, el R4 se indica como una unién variable al anillo aromatico e indica
que Rs puede estar mono-, di-, tri- o tetra-sustituido en el anillo aromatico y R4 puede seleccionarse
independientemente en cada lugar de sustitucion. Otra forma de realizacion de la presente invencion se
dirige a una composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas.

Otra forma de realizacién de la presente invencion se dirige a un método ex vivo para interferir con la ruta
de transcripcion inducida por hipoxia. En general, el método de acuerdo con esta forma de realizacién
comprende poner en contacto una célula con al menos un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones
adjuntas.

Otra forma de realizacién de la presente invencion se dirige a un compuesto de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas para su utilizacién en un método para tratar el cancer de mama que comprende
administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de al menos un compuesto de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas.

Otra forma de realizacién de la presente invencion se dirige a un compuesto de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas para su utilizacion en un método para tratar el carcinoma que comprende
administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de al menos un compuesto de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas.

Epiditiodicetopiperazinas Sintéticas como Inhibidores de la Transcripcion Inducible por Hipoxia

La presencia de dos regiones a-helicales en el contacto entre el dominio de activacién C-terminal HIF1a (C-
TAD) y la region rica en cisteina-histidina p300/CBP 1 (CH1) (Figura 1a) abre una posibilidad para el disefio
de antagonistas transcripcionales sintéticos que podrian modular de manera predecible esta interaccion.
Sin embargo, los péptidos compuestos de menos de 15 residuos de aminoacidos generalmente no forman
estructuras a-helicales en condiciones fisioldgicas una vez extirpados del entorno proteico. Notablemente,
el Unico intento de alteracion de la interaccién C-TAD/CH1 con a-hélice fue un planteamiento informado por
Kung et al. “° en este estudio, C-TAD se expresd como una proteina de fusién con Gal4 que estabilizo el
dominio. La proteina resultante suprimié la transcripcién de genes inducibles por hipoxia y tuvo un efecto
inhibidor sobre el crecimiento de células tumorales humanas modificadas en modelos de xenoinjerto de
ratones desnudos. Sin embargo, las dificultades con la administraciéon sistémica y las complicaciones
derivadas del uso de retrovirus en células y tejidos dificultan su adaptacion generalizada.

Debido a que la interaccién de HIF1a C-TAD con el coactivador transcripcional p300/CBP es un punto de
amplificacion significativa de la respuesta bioldgica, su alteracion con ligandos proteicos disefiados podria
ser un medio eficaz para suprimir la glicolisis aerdbica y la angiogénesis en canceres. 4'-*3 Aunque la
superficie de contacto del HIF1a C-TAD con p300/CBP es extensa (3393 A?), la inhibicion de esta
interaccion proteina-proteina por interacciones directas es dificil. En cambio, la induccion de un cambio
estructural a uno de los socios de union (p300/CBP) puede ser suficiente para interrumpir el complejo. 44
Ya se ha demostrado la estrategia opuesta, en la que la funcién de la proteina p53 ha sido restaurada por
una molécula pequena. 5.

La presente invencién proporciona un método ex vivo para interferir con la ruta transcripcional inducida por
la hipoxia. En general, el método implica poner en contacto una célula con cualquiera de los compuestos
de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

Los ejemplos de moléculas pequefias que representan las estructuras anteriores asi como los métodos
para disefiar ETP para aplicaciones terapéuticas se describen a continuacion.

EJEMPLOS

Disefio y Sintesis de Complejo del Factor de Transcripcién Inducible por Hipoxia que se Dirigen
Epiditiodicetopiperazinas Diméricas

Base Estructural en el Disefio de Epiditiodiquetopiperazinas Diméricas Sintéticas

11
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Se hace notar que solamente los compuestos de las reivindicaciones adjuntas definen el ambito de
proteccion. Otros compuestos se describen Gnicamente como ejemplos de referencia

Aunque la inhibicién de las interacciones nucleares proteina-proteina con moléculas pequefas en el pasado
ha demostrado ser dificil, “6 las bisquedas recientes de ligandos proteicos de alta afinidad han dado lugar
a varios logros notables. #4 4753 Se ha demostrado que dos moléculas pequefas, quetocina (CTC), 5y
quetomina (CTM), % (Figura 2), inhiben la interaccion entre HIF1D C-TAD y p300 / CBP y atenuan la
transcripcion inducible por hipoxia, aunque el mecanismo exacto de su accion sigue sin estar claro. 4 A
pesar de los alentadores informes iniciales, se necesita un disefio adicional de los inhibidores de la via
HIF1, porque ambos compuestos inducen necrosis coagulativa, anemia y leucocitosis en animales de
experimentacion.

La quetocina y la quetomina son dos metabolitos de epiditiodioperatorazina % (ETP) de los hongos
filamentosos de la especie Chaetomium que se han caracterizado previamente por tener actividad
antimicrobiana. 5758 La sintesis total de estos productos naturales ha sido todo un desafio y para la
quetomina no se ha informado hasta la fecha, presumiblemente debido a la falta de métodos para la
sulfenilacion enantioselectiva de los anillos de dicetopiperazina y la inestabilidad del puente disulfuro hacia
las bases y agentes reductores En condiciones fisiolégicas, la parte de disulfuro puenteado puede existir
en formas disulfuro o ditiol y se cree que es esencial para la actividad bioldgica de esta clase de productos
naturales. Esta hipotesis esta respaldada por nuestros resultados preliminares y por el trabajo reciente de
Bernardo y Waring, que han demostrado que solo la forma natural (oxidada) de epiditiodicetopiperazina se
reduce de forma activa concentrada en células vivas de una manera dependiente del glutation. 3° Los niveles
intracelulares del ETP pueden ser hasta 1500 veces mayores que la concentracion aplicada, y el ETP en
las células existe casi exclusivamente en la forma reducida. %° Los inventores formularon la hipétesis de
que dos anillos ETP redox activos adecuadamente situados en quetocina y quetomina pueden jugar un
papel importante en la unién bidentada de alta afinidad de estos compuestos a dominios proteicos
dependientes de cisteina-histidina, Zn?*. La rigidez de las estructuras de CTC y CTM hace que sea mas
facil predecir sus conformaciones bioldgicamente activas. A pesar de la marcada diferencia en la estructura
del armazén central, las dos moléculas asumen conformaciones de baja energia con orientaciones muy
similares de los anillos ETP.

Las epiditiodicetopiperazinas diméricas sintéticas se disefiaron conectando los dos anillos ETP a través de
un armazon central semirrigido. Dichas moléculas pequefias pueden ser capaces de alterar el pliegue global
y, como resultado, el reclutamiento de p300/CBP por HIF1a. Para confirmar esto, disefiamos ETPs LS69 y
LS72 donde el posicionamiento de los anillos ETP es similar a la quetomina y examinamos su efecto sobre
la transcripcién de genes inducibles por HIF (Figura 3). Una molécula estructuralmente similar a LS69 que
carece de los puentes disulfuro, NP481, también se disefié y utilizé como un compuesto de control (Figura
3).

Sintesis de Epiditiodicetopiperazinas Diméricas

En el plano sintético, los inventores formaron el puente disulfuro en productos intermedios sintéticos en la
Ultima etapa posible. Los inventores introdujeron el disulfuro protegido en una etapa temprana, con la
esperanza de que la estabilidad del grupo disulfuro protegido mejoraria y en consecuencia facilitaria la
sintesis. 8 El puente disulfuro podria regenerarse en una etapa posterior.

El plan sintético implicé tres transformaciones clave (Figuras 4 y 5): i) proteccién del puente de disulfuro
como tioacetal biciclico, ii) funcionalizacién de las posiciones C-3 y C-6 del anillo de tioacetal mediante
quimica de carbanién, y iii) regeneracion del puente de disulfuro. La bromacion de la 1,4-dimetil-2,5-
piperazindiona 1 comercialmente disponible seguida de la reaccion de 2 con tioacetato de potasio y la
subsiguiente eliminacion del grupo acetilo en 3 bajo condiciones acidas proporcion6 una mezcla de ditioles
cis y trans 4 en buenas condiciones globales de rendimiento (Figura 4). El tioacetal 5 se obtuvo mediante
una reaccién de ditioles con p-anisaldehido y eterato de trifluoruro de boro con alto rendimiento. Se sabe
que la formacion de tioacetal procede de los isémeros cis y trans de ditiol. 6 La desprotonacion
regioselectiva de 5 con una base fuerte en la posicion de cabeza de puente ¢! y la posterior reaccion con
cloruro de benciloximetilo (cloruro de BOM) proporcionaron tioacetal 7 monosustituido con buen
rendimiento. Del mismo modo, la reaccién de 5 con 2 equivalentes de una base fuerte, seguido de la adicion
de dos equivalentes de cloruro de BOM proporcioné el compuesto 9. La eliminacién regioselectiva de un
solo grupo bencilo en 9 podria llevarse a cabo con un equivalente de tricloruro de boro, dando como
resultado la formacién de alcohol 10. Ambos grupos bencilo podrian eliminarse tratando 9 con dos
equivalentes de tricloruro de boro, dando como resultado la formacién de un diol 12, que se acetila para dar
diacetato 13. La regeneracion del puente disulfuro en los tioacetales 7, 10 y 13 dio como resultado la
formacion de los compuestos ETP de anillo Gnico 8, 11 (LS75) y 14, respectivamente. Todos los productos
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se purificaron mediante HPLC de fase inversa preparativa y su identidad y pureza se confirmaron mediante
NMR y espectrometria de masas.

La preparacion de los dimeros de tioacetal unidos se describe en la Figura 5. La desprotonacién de la
posicion de cabeza de puente en tioacetal 7 con base fuerte, seguida de reacciéon con exceso de a, a'-
dibromo-xileno produjo el intermedio 15 que se convirtié en dimeros de tioacetal 16 y 21 por reaccién con
el segundo equivalente del carbanién generado a partir de 7. La eliminacién del grupo protector de bencilo
se realizd tratando 16 o 21 con tricloruro de boro. La conversion de los tioacetales protegidos en ETP
puenteadas se llevé a cabo de la siguiente manera: la oxidacién con acido i-cloroperbenzoico dio como
resultado la formacién de monosulféxidos que se convirtieron in situ al ETP mediante tratamiento con acido
perclérico al 70% en THF. Los productos 19 (LS69) y 24 (LS72) se purificaron mediante TLC preparativa o
mediante HPLC de fase inversa usando un gradiente de 5-95% de acetonitrilo y agua con acido
trifluoroacético al 0.05% (TFA). Para facilitar la caracterizacion, los alcoholes 19 y 24 fueron también
acetilados para producir derivados diacetilicos 20 y 26.

Para comparar los efectos biologicos de los ETP y demostrar la importancia del puente disulfuro, también
se sintetizé un puente de xilileno bis (1,4-piperazina-2,5-diona, DKP) NP481. Este compuesto es
estructuralmente similar al ETP LS69, pero le falta el puente disulfuro. Las actividades de los ETP sintéticos
se podrian comparar directamente con la actividad del compuesto DKP en cultivo celular.

RESULTADOS
LS69 y LS72 se unen al dominio CH1 de p300

Antes de emprender una caracterizacion biofisica y biolégica mas rigurosa de los ETP dimeros LS69 y
LS72, era importante caracterizar primero sus propiedades de unién termodinamica hacia el objetivo, el
dominio CH1 de p300. Los inventores llevaron a cabo experimentos SPR en presencia de DTT para imitar
el entorno reductor que se encontraria en el medio intracelular. A partir de los sensogramas de SPR esta
claro que tanto LS69 como LS72 se unen directamente al dominio CH1 etiquetado con GST del p300
humano (como residuos 323-423) con alta afinidad.

Para LS69, los inventores determinaron que la tasa de asociacion (ka) era 6.97 x 10° + 0.157 M s y la
tasa de disociacion kq obtenida para LS69 en la etapa de lavado después de la etapa de asociacion fue 1.33
x 102 £1.72 x 10" * s™'. Por lo tanto, la constante de unién medida por analisis de SPR para la unién de
LS69 al dominio CH1 de p300 fue "fuera de tasa"/"dentro de la tasa" lo que da un valor de Kp = 1.09 uM.

Para LS72, la tasa de asociacion ka obtenida mediante analisis SPR fue 4,25 x 108 + 85,8 mientras que en
la siguiente etapa de lavado la velocidad de disociacion kq obtenida fue de 1,54 +0.14 x 102s. Por lo tanto,
la constante de union obtenida para LS72 es Kp = 3.62 uM. En base a estos datos, tanto LS69 como LS72
se unen de forma reversible a p300-CH1-GST y muestran una tasa de aceleracion rapida y una tasa de
desaceleracién lenta con disociacién gradual de la proteina inmovilizada en la superficie del chip. EI DKP
NP481 de control no se unié a ninguna concentracion probada hasta 5.0 x 10°° M (no se muestran los
datos).

Las ETP disefnadas regulan a la baja la actividad del promotor inducible por la hipoxia

Los inventores examinaron en primer lugar el efecto de los ETP disefados en la activacion de los
promotores inducibles HIF1. Los inventores utilizaron la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 que
contiene construcciones de vector integradas cromosdémicamente con cinco copias de elemento sensible a
la hipoxia (HRE) derivado de la regién 5' no traducida (UTR) del gen VEGF humano. % Mostraron una
excelente activacion transcripcional a baja tension de oxigeno relevante para la hipoxia tumoral. 58 Estas
lineas celulares se utilizaron en los ensayos informadores de luciferasa. En el transcurso del experimento,
las células se incubaron con ETPs LS69, LS72, LS75 y el compuesto DKP NP481. Paralelamente, se
utilizaron celdas no tratadas con solo vehiculo (DMSO) como controles. Las condiciones de hipoxia se
indujeron incubando células con 300 uM de mesilato de desferrioxamina durante 18 h. Las células se
cosecharon, se lisaron y los niveles de luciferasa se determinaron mediante un luminémetro.

Los resultados de la medicién se ilustran en la Figura 8 con gréaficos de barras que ilustran la proporcién de
niveles de luciferasa inducida por no inducida. Sin compuestos, los niveles de expresién del gen indicador
aumentan aproximadamente 56 veces al colocar las células en condiciones de hipoxia. El tratamiento de
células con quetomina CTM y compuestos de ETP sintéticos LS69 y LS72 llevé a una reduccion significativa
en la actividad del promotor inducible por hipoxia (Figura 8). Los efectos observados fueron dependientes
de la dosis. En contraste, el tratamiento con ETP LS75 de anillo tnico dio como resultado solo una pequefna
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reduccion en la actividad del promotor. Asimismo, el tratamiento con el compuesto DKP NP481 dio como
resultado una reduccién minima de la actividad del promotor y no mostré dependencia de la dosis.

Inhibicion de la Transcripcion Inducible por Hipoxia in vitro

Los inventores utilizaron ensayos de RT-PCR cuantitativos en tiempo real para determinar los niveles
relativos de VEGF mRN A en células hipdxicas tratadas con compuestos de ETP y compuestos DKP de
control. En paralelo, las células tratadas con vehiculo se utilizaron como controles. Se utilizé el nivel de
ARNm del gen de B-glucuronidasa como control para determinar los niveles relativos de transcripcion.

En células MCF7 cultivadas bajo condiciones hipéxicas, los compuestos de ETP sintéticos LS69 y LS72
regularon a la baja el gen VEGF (Figura 9) a niveles que son comparables o en ciertos casos superan los
niveles observados con la quetominaina. Por lo tanto, LS69 a 600 nM de concentracién inhibe la expresién
de VEGF en ~65%, lo que se aproxima a los niveles de VEGFmMRNA en las células no inducidas
(norméxicas). Los efectos observados fueron dependientes de la dosis. El compuesto de control NP481 no
ha mostrado ningun efecto inhibitorio sobre los niveles de VEGF.

Los inventores también probaron el efecto de los compuestos sobre los niveles de expresién del gen VEGF
en una linea celular diferente. Las células HelLa fueron seleccionadas para este ensayo. El tratamiento con
200 nM de concentraciones de quetomina, LS69 o LS72 dio como resultado una reduccion del ~50% de los
niveles de VEGFmMARN.

El gen c-Met es otro objetivo genético corriente abajo del sistema de factor de transcripcién inducible por
hipoxia. Tiene cinco repeticiones de secuencia HRE en su regién promotora y Comoglio et al. han
demostrado que HRE 4y HRE 5 son principalmente responsables de la transcripcion inducible por hipoxia
del gen c-Met. La mutacién o supresion de HRE 4 y HRE 5 en la secuencia promotora del gen c-Met
disminuye significativamente la induccién inducible por hipoxia de su transcripcion. Tanto el ARNm como
los niveles de proteina de c-Met estan significativamente regulados positivamente bajo la hipoxia en muchas
lineas celulares de cancer y la mayoria de estas lineas celulares de cancer son habitualmente de naturaleza
metastasica.

Citotoxicidad de LS72 en la linea celular de cancer de mama MCF7 y en la linea celular de adenocarcinoma
epitelial de pulmén A549

Un problema potencial que surge con la utilizacion de ETP como inhibidores transcripcionales es su
citotoxicidad. Por lo tanto, una evaluacion cuidadosa de la citotoxicidad es crucial para cada molécula
pequeia que actia como un inhibidor transcripcional con el fin de descartar efectos globales no especificos
en la maquinaria transcripcional.

Los inventores realizaron experimentos de citotoxicidad para obtener los valores ECso de LS72 en la linea
celular de cancer de mama MCF7 y la linea celular de adenocarcinoma de pulmén A549. El objetivo fue
determinar la ventana de concentraciones viables y realizar los experimentos de inhibicion de la
transcripcion en concentraciones significativamente inferiores a los valores ECso en estas lineas celulares.

En su trabajo previo® los inventores informaron que el valor de CEso para la quetomina en células MCF7
es de 180 nM. Descubrimos que el LS72 recién disefiado era mucho menos citotéxico para las células
MCF7 en comparacion con la quetomina. En el ensayo de citotoxicidad de células MTT en células MCF7,
el valor de ECso obtenido fue 547 nM después de 24 horas de tratamiento con LS72 (Figura 10). En base a
este valor ECso de LS72 en células MCF7, los inventores decidieron medir su efecto sobre la transcripcion
inducible de HIF a una concentracion maxima de 400 nM en células MCF7. Esto es importante para
minimizar los efectos no especificos en los niveles de ARNm debido a la reduccion de la viabilidad celular.

La linea celular A549 es un adenocarcinoma epitelial de pulmén de tipo de célula no pequefa que se sabe
que muestra una regulacién al alza significativa de genes inducibles por HIF1a clave, tales como c-Met,
VEGF y Glut1 en condiciones hipdxicas. En los ensayos de viabilidad en esta linea celular, los ETP
mostraron menos citotoxicidad en comparacion con la linea celular MCF7. Después de 24 h de tratamiento
con quetomina y LS72 en el medio F-12 modificado por Kahn, se observé un ECso de > 10 uM. Por lo tanto,
el tratamiento de las células se extendié a 48 h para determinar mejor su citotoxicidad.

El ensayo de citotoxicidad MTT se llevé a cabo para quetomina y LS72 en la linea celular A549 durante 48
h. La ECso para LS72 obtenida a partir de este ensayo después de un tratamiento de 48 h fue de 2.8 uM
(Figuras 11-12). Este valor es aproximadamente cinco veces mayor que el valor de ECso obtenido en la
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linea celular MCF7 después de 24 horas de tratamiento. Estos datos sugieren que la linea celular A549 es
mucho mas robusta sobre el tratamiento en comparacién con la linea celular MCF7. Ademas, LS72 es
claramente mucho menos toxico para las células en comparacién con la quetomina. Dado que los motivos
ETP son comunes tanto en LS72 como en la quetomina, los inventores solamente pudieron especular que
una mayor toxicidad de la quetomina puede deberse a su motivo cyclotryptophan, que esta ausente en
LS72.

Modulacion de la transcripcion inducible de HIF1a con LS72 en la linea de adenocarcinoma de pulmdn
A549

El descubrimiento de un buen modelo in vitro que muestre de manera consistente una alta activacion
transcripcional de genes inducibles por hipoxia resulté ser todo un desafio. Después de evaluar varias lineas
celulares, los inventores centraron su atencién en las células A549, una linea celular de adenocarcinoma
de pulmén de células no pequefias. Se ha informado que la linea celular A549 produce una regulacion al
alza robusta de los genes inducibles por HIF clave en condiciones de hipoxia. Especificamente, Comoglio
et al. '® informaron que bajo hipoxia, el nivel de mRNA de c-Met esta significativamente regulado al alza en
la linea celular A549.

Después de las pruebas con varios niveles séricos en los medios y los métodos de induccién de la hipoxia,
las condiciones que funcionaron notable y consistentemente bien para la induccion de genes dependientes
de HIF1a fueron mantener las células A549 en suero al 2% seguido de tratar las células con compuesto o
control en los medios al 0.2% de suero durante 48 h (Figura 13). En estas condiciones, mientras que la
bolsa de hipoxia era la mejor opcién para la induccion del gen LOX, la mejor respuesta hipoxica que condujo
a la regulacion al alza de muchos otros genes inducibles por HIF1a fue el tratamiento con 300 uM de DFO.

La Figura 13 muestra el efecto del tratamiento con LS72 sobre los niveles de tres genes importantes, VEGF,
Glutl y cMet, que se sabe que estan regulados al alza en muchos tumores sélidos bajo condiciones
hipoxicas.

El tratamiento con LS72 dio como resultado una reduccion significativa en la respuesta hipdéxica de los
genes VEGF, Glut1 y c-Met. Los niveles de VEGF se redujeron en un 50%, mientras que los niveles de
ARNm de Glut1 se redujeron mas del 60%. c-Met también se regulé a la baja significativamente, alcanzando
esencialmente sus niveles norméxicos (Figura 13).

La LOX (lisil oxidasa) es otro gen que se regula positivamente bajo la hipoxia y la proteina participa en la
regulacién de la matriz extracelular durante el comportamiento invasivo y la metastasis del tejido canceroso
65 El gen LOX mostrd una mejor induccion con bolsa de hipoxia después de 48 h y mostré una regulacién
negativa significativa en la actividad transcripcional después del tratamiento con LS72. CXCR4 es un gen
que es esencial para la quetominaxis de células madre y células progenitoras durante la curaciéon de una
lesién que también esta implicada en la migracién de células madre de cancer %6, El eje SDF1-CXCR4
conduce a la quimiotaxis del progenitor y las células madre al tejido canceroso o a la herida, seguido de su
diferenciacion. En el sistema modelo de células A549, CXCR4 también se regula al alza mas de 100 veces
después de la induccién quimica de hipoxia con DFO o bolsa de hipoxia. Tras el tratamiento con LS72 a
una concentracion de 400 nM, se observd una excelente inhibiciéon de la actividad transcripcional para el
gen CXCR4 (Figura 14).

En general, la linea celular A549 en las condiciones mencionadas anteriormente se convirti6 en un muy
buen modelo para estudiar la expresion del gen inducible por HIF1a. Los cinco genes mencionados
anteriormente no solo mostraron una alta regulacion positiva de la transcripcion inducible por HIF1a de
muchos genes clave implicados en la tumorigénesis, sino que también bajo las condiciones dadas
mostraron muy pocos cambios en la actividad transcripcional bajo normoxia en presencia de LS72.

Después de obtener una gran induccion transcripcional para los cinco genes VEGF, c-Met, Glut1, LOX'y
CXCR4 que son regulados al alza por el sistema transcripcional HIF1a y son regulados a la baja tras el
tratamiento con 400 nM de LS72, el siguiente paso logico fue estudiar la respuesta a la dosis del farmaco.
La modulacion de la transcripcion inducible HIF1a con LS72 se estudié en tres concentraciones diferentes
de 100 nM, 400 nMy 1600 nM.

La induccién de la hipoxia se realiz6 a una confluencia del 85% de células en medio F-12K sin suero con
300 uM de DFO.

Para cada concentracion de LS72, también se encontraron presentes muestras de control, en que las
células se trataron con LS72 pero sin induccién de hipoxia. Los controles mostraron que en las tres
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concentraciones diferentes de LS72 en normoxia los niveles de transcripcién de VEGF no se modificaron
significativamente, lo que subraya el hecho de que en estas condiciones LS72 no mostré aumento ni
disminucion en los niveles transcripcionales debido al estrés o alguna otra via. Bajo hipoxia LS72 mostro
una disminucién dependiente de la dosis en la transcripcion inducible HIF1a del gen VEGF (Figura 15).

El gen c-Met en estas condiciones de induccion hipéxica a células altamente confluentes mostré una
regulacién al alza mejorada de su transcripciéon. EI ARNm de c-Met estaba regulado positivamente mas de
5 veces mas en hipoxia. Se observé una disminucion dependiente de la dosis en la regulacion al alza
transcripcional para c-Met tras el tratamiento con LS72 (Figura 16).

Glut1 mostré una induccién de 10 veces mas en células altamente confluentes. Glut1 también muestra una
disminucién dependiente de la dosis de la regulacion positiva transcripcional hipoxica a 100 nM, 400 nM y
1600 nM de LS72 (Figura 17).

CXCR4 es un receptor acoplado a una proteina G que es regulado al alza en condiciones hipoxicas. Los
inventores eligieron las células A549 e indujeron la hipoxia con DFO y descubrieron que en el 85% de las
células confluentes, los niveles del gen CXCR4 se sobreexpresaban transcripcionalmente mas de 650
veces. Tras el tratamiento con LS72 a una concentracion de 400 nM y 1600 nM, se pudo observar una
disminucion dependiente de la dosis en los niveles de ARNm de CXCR4 (Figura 18). Estos hallazgos no
solo muestran que CXCR4 se induce transcripcionalmente en células A549 en condiciones hipoxicas, sino
que se puede regular negativamente con moléculas pequefas que se dirigen a la via HIF1a.

Regulacion a la baja de los niveles de proteina VEGF y c-Met con LS72

Después de obtener una regulacion a la baja significativa de la transcripcion de varios genes clave HIF-1
inducibles, incluyendo VEGF y c-Met, los inventores estudiaron los niveles de proteina de VEGF y c-Met
para ver si la regulacion a la baja observada en los niveles de ARNm también se traduce en la regulacién a
la baja de los niveles de proteina correspondientes. Se realizaron transferencias Western para medir los
niveles de proteina para VEGF y c-Met en lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231 respectivamente tratadas
con LS72. Los niveles de proteina VEGF mostraron una regulacion a la baja significativa con quetomina
(200 nM) y LS72 (400 nM) en células MCF7 bajo induccién de HIF1a con 300 um de DFO (Figura 19a). Los
niveles de proteinas c-Met también mostraron una regulaciéon a la baja significativa en los niveles de
proteina inducida por HIF1a tras el tratamiento con quetomina (200 nM) y LS72 (400 nM) en células MDA-
MB-231 (Figura 19b).

Perfiles de expresion génica y analisis de micromatrices

Dado que las proteinas objetivo p300 y CBP son coactivadores multidominios pleiotrépicos, sus regiones
CH1 contienen sitios de unidn para multiples factores de transcripcion. Una posible preocupacién del uso
de ETP para la regulaciéon de genes es la especificidad, ya que la inhibicién de la interaccion entre CBP/p300
y factores de transcripciéon distintos de HIF1a puede dar como resultado un gran ndamero de genes
afectados. Para descartar los efectos no especificos de ETPs en todo el genoma, los inventores llevaron a
cabo experimentos de perfil de expresion génica in vitro con LS72 utilizando Matrices Affymetrix de Gen
Humano ST 1.0 que contienen secuencias de oligonucledtidos que representan 28.869 transcripciones.57-8,

Con el fin de interrogar al genoma celular para efectos globales, se usaron células MCF7 tratadas con LS72
a 400 nM. El tratamiento de células con LS72 a una concentracién de 400 nM afectd a la expresion de solo
178 genes a niveles = 2,0 veces (Figura 20). En comparacion, el tratamiento con DFO solo cambi6 los
niveles de 329 genes= 2.0 veces. De estos, 88 genes se regularon a la baja 22,0 veces y 90 — se regularon
al alza = 2,0 veces, respectivamente. En células tratadas con LS72 en condiciones de hipoxia inducida por
DFO, los inventores identificaron 190 genes afectados por este compuesto. El andlisis de agrupamiento se
realizé para identificar similitudes en los perfiles de expresién entre diferentes tratamientos (Figura 19).

La Figura 21 muestra la agrupacién aglomerativa de genes bajo diferentes condiciones de hipoxia y el
tratamiento de LS72 (400 nM). El agrupamiento muestra que en muchos genes el efecto de LS72 bajo
hipoxia es anular el efecto de la hipoxia de modo que muchos niveles de transcripcidon de genes se
comportan de manera similar a la observada en vehiculo, es decir, normoxia sin tratamiento con LS72.

El perfil de expresion de las células tratadas con LS72 bajo hipoxia inducida por DFO es muy diferente del
perfil bajo DFO solo. Sin embargo, los perfiles de las células tratadas con LS72 bajo hipoxia inducida por
DFO vy las células en condiciones de normoxia muestran regiones de similitud. Esto sugiere que el
tratamiento con LS72 reduce el efecto del tratamiento con DFO en ciertos grupos de genes, tal como se
espera para el inhibidor transcripcional que afecta los genes inducibles por hipoxia. No es del todo
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sorprendente que haya cierta superposicion en los genes afectados por LS72 y DFO dada la complejidad
de las vias de senalizacion celular implicadas en la respuesta hipédxica. Los resultados también demuestran
claramente la especificidad de LS72 en su efecto sobre la induccién de la hipoxia en el contexto de todo el
genoma.

La Tabla 1 enumera los genes importantes que se regulan negativamente bajo hipoxia con el tratamiento
con LS72 400 nM en células MCF7. Los datos extraidos de las listas de genes que muestran un cambio de
> 2 veces.

Curiosamente, muchos genes que pertenecen a la familia de proteinas portadoras de soluto (SLC) se
regularon a la baja bajo hipoxia con LS72. Se enumeran en la Tabla 2. Esto muestra que bajo hipoxia las
proteinas portadoras de soluto se regulan al alza para facilitar una mayor captacién y secrecion de
moléculas en las células y LS72 ha revertido esta tendencia.

Estudio in vivo de la eficacia de LS72 en modelo de xenoinjertos de tumor de ratén usando microscopia
intravital

Se prepararon esferoides tumorales de N202 (carcinoma de mama) y se implantaron por via subcutanea
en ratones atimicos. Se dej6 que los tumores se vascularizaran durante 10-14 dias, después de lo cual los
ratones fueron inyectados el dia 0 con 1 mg/kg de () -LS72 a través de la vena de la cola. Desde el dia 8
hasta el dia 13, los ratones fueron inyectados diariamente con 2 mg/kg de () -LS72. Las imagenes de
microscopia intravital (IVM), obtenidas en dias especificos, se muestran en la Figura 22.

La Figura 23 muestra la cuantificacion del volumen tumoral obtenido de las imagenes IVM. Los datos
muestran claramente que en los ratones #1 y #2, inyectados con (+) -LS72, la vasculatura del tumor y el
crecimiento tumoral se suprimen significativamente. En el curso de estos experimentos, (£) -LS72 mostro
muy baja toxicidad para los ratones, tal como se confirma por la observacion del comportamiento de los
animales y el control de sus pesos corporales. Esta baja toxicidad del bis-ETP disefiado le otorga una
ventaja significativa in vivo con respecto a la quetomina natural del bis-ETP, que segun los informes es
toxica e incluso letal para los animales, ya que los ratones tratados con quetomina no sobreviven después
de cinco dias de inyeccion consecutiva.

En el estudio, los ratones tratados con (£) -LS72 sobrevivieron al tratamiento de 14 dias y no mostraron
ningun signo de toxicidad aguda. Este estudio valida la eficacia de () -LS72 como un inhibidor de la
expresion del gen inducible por HIF-1 en lineas celulares de cancer in vitro y el crecimiento del tumor en el
modelo de xenoinjerto de raton in vivo. () -LS72 es significativamente menos téxico que la quetomina
dentro del intervalo de concentraciones terapéuticas ensayado suficientes para mantener la inhibicién del
crecimiento tumoral in vivo.

Se llevaron a cabo experimentos adicionales en los que se permitié que los tumores en ratones se
vascularizaran durante 10-14 dias, después de lo cual se los ratones fueron inyectados en los dias 0, 8, 10
y 12 con 1 mg/kg de meso-LS72 a través de la vena de la cola. Las imagenes de microscopia intravital
(IVM) en dias se obtuvieron tal como se describi6 anteriormente. Los datos muestran que en los ratones
inyectados con meso-LS72, la vasculatura del tumor y el crecimiento tumoral también se suprimen
significativamente. En el curso de estos experimentos, meso-LS72 también mostr6 muy baja toxicidad para
los ratones, tal como se confirma por la observacion del comportamiento de los animales y el control de sus
pesos corporales. Esto establece la eficacia in vivo de (t) -LS72 y meso-LS72 a la hora de suprimir el
crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto de ratén.

DESCRIPCION

Tal como se describe en el presente documento, los compuestos de la invencién son capaces de alterar la
transcripcion inducible por hipoxia in vitro e in vivo con poco efecto perjudicial sobre el crecimiento celular
y la tasa de replicacién. En las lineas celulares de carcinoma de mama hipdxico MCF7 y MDA-MB-231, el
LS72 dimérico disefiado muestra una regulaciéon a la baja significativa de la transcripcién inducible por
HIF1a de los genes VEGF y c-Met y sus productos proteicos. En la linea celular de adenocarcinoma de
pulmén A549, cinco genes clave VEGF, c-Met, Glut1, LOX y CXCR4 se han regulado a la bajade forma
significativa con LS72 de una manera dependiente de la dosis. Los experimentos de perfil de expresion
génica proporcionaron importantes conocimientos sobre los efectos genémicos globales de LS72 bajo
condiciones de hipoxia. El nimero y tipo de genes afectados por LS72 es consistente con los resultados
previos, lo que sugiere que este compuesto es un inhibidor transcripcional altamente especifico con un perfil
farmacogendmico bien definido.
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Materiales y Métodos

Métodos Generales

Todos los reactivos y disolventes se obtuvieron a partir de fuentes comerciales y se utilizaron tal como se
recibieron a menos que se indique lo contrario. Todas las reacciones que implican reactivos sensibles a la
humedad se llevaron a cabo bajo una atmésfera de N2 seco con disolvente anhidro y material de vidrio
secado a la llama. Los liquidos higroscépicos se transfirieron a través de una jeringa y se introdujeron en
recipientes de reaccion a través de paredes de goma. Las soluciones del producto de reaccién se
concentraron utilizando un evaporador rotatorio a 30-150 mm Hg. La cromatografia de gravedad se realizd
en gel de silice (malla 230-400) usando disolventes de grado reactivo. La cromatografia de capa fina
analitica se realizd sobre placas recubiertas con fondo de vidrio (0.25 mm, gel de silice 60, F-254, EM
Science). Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (NMR) se recogieron en instrumentos Varian
Unity 300 MHz o Bruker 250 MHz, 500 MHz 0 600 MHz en los disolventes indicados. Las posiciones de los
picos se informan con desplazamientos quimicos (8) en ppm referidos a tetrametilsilano (0 ppm), o las
sefnales resultantes de la deuteracion incompleta del disolvente: CDCIs (7.26 ppm), o la linea central del
multiplete de CD30OD (3.31 ppm). Los espectros de 13 NMR C se referenciaron a sefiales de CDCl3 (77.0
ppm) o CD3OD (49.2 ppm). Las constantes de acoplamiento (J) se informan en hercios (Hz). Se utilizan las
siguientes abreviaturas: solo (s), doblete (d), triplete (t), cuarteto (q), doblete de dobletes (dd), doblete de
tripletes (dt), ancho (br).

Sintesis y Caracterizacién de Epiditiodiquetopiperazinas

Preparacion de 1,4-dimetil-2,5-piperazidiona-3,6-dibromuro (2)

O O

(U\N/ BFZ Br N/
P

- N \”) Diclorobenceno P N B
0 0
O 150 °C 2 h, 84% 5
1 2

Se afiadié bromo (1.03 mL, 3.2 g, 20 mmol, 2eq.) disuelto en o-diclorobenceno (10 mL) gota a gota durante
un periodo de 1 hora a una solucién de suspensién de anhidrido de sarcosina (1,42 g, 1 mmol, 1 eq.,
Avocado, Inc.) en o-diclorobenceno (30 mL). Un precipitado amarillo se formé inmediatamente. La mezcla
de reaccién se calenté hasta 150°C y se continud la agitaciéon hasta que cesé el desprendimiento de gas.
A continuacion, se enfrié la mezcla a TA y se anadieron gradualmente hexanos (200 mL). Se depositaron
cristales de color amarillo palido y la mezcla se dej6 reposar durante la noche a 4 ° C. Los cristales se
filtraron y secaron al vacio. El producto bruto se recristaliz6 en una mezcla de cloroformo-éter para dar 1,62
g de producto. Rendimiento 54%, m.p. 128°C, '"H-NMR (CDCls, TMS, ppm) &: 6.00 (s, 2H), 3.07 (s, 6H).
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Preparacion de 1,4-dimetil-2,5-piperazidnediona-3,6-ditioacetato (3)

o @)
Br\)J\N/ AcSK ACS%N/
:
/N\H/l\Br . Cloroformo, acetona /N\”/l\SAC
4 °C, 4h, 81%

O O
2 3

Se afadié tioacetato de potasio (6.2 g, 54 mmol, 2.7 eq.) en porciones durante un periodo de
aproximadamente 1 hora a una solucién de EtsN (3.1 mL, 22 mmol) y 2 en bruto (20 mmol), disueltos en
cloroformo (50 mL) ) y una mezcla de acetona (50 mL) a 4 ° C. La mezcla de reaccién se agit6 durante 3 h
adicionales a 4°C. La muestra registrada por NMR no mostré material inicial. La mezcla se evaporé a presién
reducida, el residuo se disolvio en diclorometano y la fase organica se lavé varias veces con agua, se seco
sobre MgSQOs4 y se redujo en volumen en un evaporador rotatorio. La mezcla de jarabe oscuro con algun
material cristalino se disolvié en EtOAc y se afiadié hexano hasta que la solucién se volvi6 turbia. Se formé
material cristalino, que se filtrd, se secd para dar 3.3 g (54%) de producto 3, m. p., 204°C, 'H-NMR (CDCls,
TMS, ppm) & :2.95 (s, 6 H), 2.49 (s, 6 H).

Preparacion de 1,4-dimetil-2, 5-piperazidnediona-3 ,6-ditiol (4)

O O

AcS - HS ~
N HCl, MeOH, E,0 _ N

RT ')h, 86% /N\/kou

A - P -
AC Ny &0 I Sr

l
O 0
3 4

Se suspendio el tioacetato (3, 1.33 g) en MeOH anhidro (40 mL) y se anadié HCl 1 M en éter anhidro (40
mL). La mezcla de reaccion se agitd y se calent6 a reflujo durante 2 h. La suspension se volvié amarillenta
y la solucion se disolvié lentamente. La desaparicién del material inicial se controlé por TLC y se determin6
que se habia completado después de 2 h. La soluciéon se concentr6 al vacio y el residuo se disolvio en
cloroformo y se evapor6. El procedimiento de evaporacion-disolucion de cloroformo se repiti6 nuevamente
paradar 4, 0.8 g (85%). El espectro de NMR se registrd en el compuesto bruto. M.p. 1082C. 'H-NMR (CDCls,
TMS, ppm) 5 = 5.00 (d, 2H, J = 10.3 Hz), 3.09 (s, 6H), 3.06 (d, 2H, J = 10.2 Hz).

Preparacion de 3-(4-metoxi-fenil)-6,8-dtimetil-2,4-ditia-6,8-diazabiciclo[3.2.2] nonano-7,9-diona (5)

O
Hs HCO~{
-~ p-anisaldehido S

N
N g \N’S ©
~ gH BF3'Et,O, CHyCly /‘/I\N
o) o~ ~
4 5
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El 4 bruto (1.11 g) y el p-anisaldehido (4.1 mL) se disolvieron en diclorometano (50 mL). A esta solucién
agitada, se anadié eterato de ftrifluoruro de boro (250 uL). Después de agitar a temperatura ambiente
durante 16 horas, la solucion se vertié en una solucién saturada de bicarbonato de sodio. La capa acuosa
se extrajo a fondo con diclorometano y la fase organica se seco sobre Na2SQO4. Después de evaporar el
disolvente, el residuo se ensay6 mediante TLC (diclorometano -EtOAc, 7:3 R 0,45) y se registro la NMR en
bruto. El NMR bruto muestra el compuesto objetivo y el exceso de p-anisaldehido. La mezcla bruta se
disolvio en diclorometano y el producto se precipitd con éter etilico para dar 590 mg de producto purificado.
Del liquido madre se cristalizd una segunda parte del producto, que proporcion6é 260 mg de producto. La
cantidad total es 850 mg de 5 (50%), m.p. 269°C. 'H NMR (CDCls, TMS, ppm) & - 7.38 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
6.87 (d, J- 8.9 Hz, 2H), 5.15 (s, 1H), 5.03 (s, 1H), 4.87 (s, 1H), 3,80 (s, 1H), 3,20 (s, 3H), 3,07 (s, 3H)

Preparacion de 1,4-dimetil-2,5-piperazidnediona-3,6-disulfuro (6)

H3CO%
oS S o
\N,J\(o mCPBA. DCM \N,J\(
o

o7 N HCIO,MeOH o7 ~

Se disolvi tioacetal (5) (18 mg, 0.056 mmol, 1 eq.) en diclorometano anhidro (15 mL) y la solucién se enfrié
a 0°C. A la solucién agitada se afnadi6 acido m-cloroperbenzoico (15 mg, 0.067 mmol, 1.2 eq, maximo 77%
puro). Después de 10 minutos de agitacion a 0°C, se anadié dimetilsulfuro (20 uL). La solucién se trat6 a
continuacién con 25 L de acido perclérico en metanol (1:5). La solucidon se dejd en reposo a temperatura
ambiente durante 8 horas y seguidamente se vertié en una solucion saturada de bicarbonato de sodio. La
capa acuosa se extrajo con diclorometano. La solucién de diclorometano se lavé con agua, se sec6 bajo
MgSOs y se concentré al vacio para obtener 18 mg de producto bruto. El precipitado blanco se lavé con
Et2O para obtener 8 mg (71%) de producto purificado (6). 'H-NMR (CDCls, TMS, ppm) &: 5.22 (s, 2H), 3,11
(s, 3H). ESI MS: Calculado para CeHsN202S2: 204.0, [M + H]*, Encontrado: 204.8.

Preparacién de 3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-2-[(fenilmetoxi) metil]-2,4-ditia-6,8-diazabiciclo[3.2.2]nonano-7,
9-diona, (7)

H;;CO% ' H3CO%
S S
\/"“/’Ti\(o nBuLi, THF, -78 °C _ N
J-~N_ BOMCI . /‘YN\
~0

7

Se disolvié Cristalino 5 (388 mg, 1.2 mmol, 1 eq.) y bencil clorometil éter (1.11 mL, 4.8 mmol, 4 eq., 749 mg,
1.25 g, 60% de reactivo solamente) en THF anhidro (40 mL). La solucion se enfrié a -78°C y a la mezcla
agitada se afnadié gota a gota 1,54 M de n-butilitio en hexano (1.16 mL (1.8 mmol, 1.5 eq.) durante un
periodo de 5 minutos. Después de agitar la mezcla durante 10 minutos a -78°C, la solucion roja turbia
resultante se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante 30 minutos. El TLC muestra un
producto principal y un poco (~ 20%) de material de partida. A continuacion, se afadi6 soluciéon saturada
de NaCl a la mezcla de reaccién y la soluciéon roja se extrajo con diclorometano. La solucion de
diclorometano se lavé con agua dos veces, se seco bajo MgSOs y se concentré al vacio. El jarabe se separ6
en columna (hexano-acetato de etilo, 7-3; Rf 0.43) para dar 364 mg de 5, como un polvo blanquecino (68%).
'H-NMR (CDCls, TMS, ppm) &: 7.36 (m, 5H), 7.31 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.11 (s, 1H),
5.04 (s, 1H), 4.74 (d, J = 11.2 Hz, 1 H) 4.54 (d, J=11.2 Hz, 1H), 4.22 (d, J= 10.5 Hz, 1H), 3.82 (d, J = 10.5

20



10

15

20

25

ES 2655990 T3

Hz, 1H), 3.79 (s, 3H, 3.23 (s, 3H), 3.10 (s, 3H). FAB-MS: calculado para C22H24N204S2: 444.1, [M + H]*
encontrado: 445.1.

Preparacién de 1,4-dimetil-2 -[(fenilmetoxi)metil]-2,5-piperazodnediona-3,6-disulfuro (8)

S

mCPBA, DCM \N,S O

HCIO,, MeOH o/% NS
n®

8

H3CO

D \>S
\N,s 0
o~ NS
0. D
7

Se disolvié 7 purificado (9.2 mg, 0.021 mmol, 1 eq.) en diclorometano anhidro (4 mL) y la solucién se enfrid
a 0°C. A la solucidon agitada se afadié acido m-cloroperbenzoico (5.5 mg, 0.025 mmol, 1.2 eq., 77% de
pureza). Después de 10 minutos de agitacién a 0°C, se afiadié sulfuro de dimetilo (4.6 uL). La solucién se
traté a continuacién con 9.2 pL de &cido perclérico, en metanol (i:5). La solucion se dejoé en reposo a
temperatura ambiente durante 2 horas y seguidamente a 0°C durante 18 horas. La mezcla de reaccion fue
seguida por HPLC. Después de 18 h no hubo mas cambios. La mezcla se evapor6 al vacio y se separd
mediante HPLC preparativa para dar 3.5 mg (49%) del compuesto 8 puro. 'H-NMR (CDCls, TMS, ppm) &:
7.38 (m, 5H), 5.26 (s, 1H), 4.72 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 4.22 (d, J = 1,8 Hz, 2H), 3.12 (s, 3H).

Preparacion de 3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-2, 4-dif(fenilmetoxi)metil] - 2, 4-ditia-6,8-diazabiciclo[3.2.2]
nonano-7, 9- diona (9)

o/_Q

Ovs o S
\N/S o) nBuLi, THF \N,S :
5 )/%N\ BOMCI o)/%

~0 °

HaCO H5CO

|
0]
N\

9
Se disolvi6 tioacetal 5 (227 mg, 0.7 mmol, 1 eq.) y 1 mL de bencil clorometil éter (546 mg, 3.5 mmol, 5 eq.,
60% de reactivo en la fuente comercial) en THF anhidro (35 mL) y la solucién se enfrié a -78°C. A la solucion
agitada se anadié gota a gota 1.54 M de n-butilitio en hexano (1 mL, 1.54 mmol, 2.2 eq.) durante un periodo
de 10 minutos. Después de agitar la mezcla durante 10 minutos a -78°C, la reaccion se dejé calentar a
temperatura ambiente. Tardé alrededor de 30 min. EI TLC muestra un producto principal y ningdn material
de partida. Se afadi6é una solucién saturada de NaCl a la mezcla de reaccién y la solucién roja se extrajo
con diclorometano. La solucion de diclorometano se lavé con agua dos veces, se secé bajo MgSOs y se
concentré a presion reducida. El residuo oleoso se separd por cromatografia en columna sobre gel de silice
para dar 185 mg de producto 9 disustituido (47%). '"H NMR (CDClz) TMS, ppm) &: 7,38 (m; 10H), 7,31 (d,
J =8.7 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.00 (s, 1H), 4.76 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.74 (d, J = 12.0 Hz, 1H),
4.71 (d,J = 11.0 Hz, 1H), 4.61 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 10.6 Hz, 1H),

4.30 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.83 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.29 (s, 3H), 3.20 (s, 3H). FAB-MS:
Calculado para CsoHz2N205S2: 564.1, [M+H]*, Encontrado: 565.1.
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Preparacion de 3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-2-[(fenilmetoxi)metil]-4metilhidroxi- 2,4—ditia—6,8-diazabiciclol
[3.2.2]nonano-7,9-diona (10)

Hsco%s i Hsco‘%SHo
\N/SJ:\(O BCls, DCM ~N

N g )/%

o)

]
0
~0 ~O
9 10
Una solucién de 280 mg de 9 (0.5 mmol, 1 eq.) en diclorometano (30 mL) se enfrié a 0°C. A esto, se afiadié
5 tricloruro de boro 1M (625 L, 0.625 mmol, 1.25 eq.) en diclorometano gota a gota, durante un periodo de
30 segundos. La solucion se dejo en agitacion a 0°C durante 10 minutos y a continuacion se vertioé en agua
helada. La fase acuosa se extrajo con diclorometano. La solucién de diclorometano se lavé con agua, se
sec6 en MgSOs y se concentré al vacio para obtener 350 mg de producto bruto. El sélido vitreo se purificd
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice en una mezcla de diclorometano-EtOAc (85-15), Rf
10 0.44, para proporcionar 175 mg de 10 (74%). '"H NMR (CDCls, TMS, ppm) &: 7.30 (m, 5H), 7.28 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 6.83 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 5.00 (s, 1H), 4.69 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.56, (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.46 (d,
J =10.7 Hz, 1H), 4.30 (dd, J = 12.6 y 5.4 Hz, 1H), 3.99 (dd, J = 12.6 y 9.9 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.73 (d, J
=10.6 Hz, 1H), 3.31 (s, 3H), 3.15 (s, 3H) ), 3,15 (m, 1H). FAB-MS: Calculado para C23H26N205S2: 474.1,
[M+H]*, Encontrado: 475.1.

15 Preparacion de 1,4-metil-2-metilhidroxi-5-[(fenilmetoxi)metil]-2,5-piperazidnediona-3,6-disulfuro (11)

H3CO% HO oH
s |

s |
ST0 - STS0
SN- J\f mCPBA, Me,S, DCM -
N
0” Y ' HCIO, MeOH o7 YN~
O@ O@
10 11

El 10 purificado (20 mg, 0.035 mmol, 1 eq.) se disolvié en diclorometano anhidro (10 mL) y la solucién se
enfrié a 0°C. A la solucién agitada se afadié acido m-cloroperbenzoico (10 mg, 0.043 mmol, 1.2 eq, maximo
77% de pureza). Después de 10 minutos de agitaciéon a 0°C, se anadié sulfuro de dimetilo (13 pL). La

20 solucion se traté luego con 16 pL de acido perclérico, en metanol (1:5). La solucién se dejé en reposo a
temperatura ambiente durante 8 h y a continuacién se vertié en una solucion saturada de bicarbonato de
sodio. La capa acuosa se extrajo con diclorometano. La solucion de diclorometano se lavo con agua, se
seco bajo MgSO4 y se concentr6 a vacio para dar 18 mg de producto bruto. El precipitado blanco se lavé
con Et20 para obtener 8 mg (71%) del producto puro final 11. '"H NMR (CDCls, TMS, ppm) & = 7.38 (m, 5H),

25 4.76 (d,J =11.9 Hz, 1H), 4.71 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 4.36 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.28 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 4.24
(d,d =12.6 Hz, 1H), 4.23 (d, J = 11.1 Hz, H), 3.18 (s, 3H), 3.16 (s, 3H).
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Preparacién de 3-(4-metoxifenil)—6,8dimetil-1,5-bis(hidroximetil)-2,4-ditia-6,8-diazabiciclo[3.2,2]nonano-7,
9-diona (12)

—O HO
© H3CO%S \

HCO{ D
sio BClz, DCM ~N-P°
\N, - 3 _ N-
g N
AL pieq
HO
O
12

9

Una solucion de 40 mg de 9 (0.071 mmol, 1 eq.) en diclorometano (10 mL) se enfrié a 0°C. A la solucién

5 agitada se anadié tricloruro de boro 1M (180 uL, 0.18 mmol, 2.5 eq) en diclorometano gota a gota durante

un periodo de 30 segundos. La solucion se dejo agitar a 0°C durante 10 min. y a continuacién se vertié en

agua con hielo. La fase acuosa se extrajo con diclorometano. La solucién de diclorometano se lavé con

agua, se sec6 bajo MgSO4 y se concentro al vacio para obtener 35 mg de producto en bruto. El sélido

cristalino se ensay6 en TLC y se purificé en columna en una mezcla de diclorometano-acetona (8:2), Rf

10 0.28, para dar 25 mg de 12 (93%). 'H NMR (CDCls, TMS, ppm) & = 7.31 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.7

Hz, 2H), 5.01 (s, 1H), 4.64 (dd, J = 9.3 y 4.8 Hz, 1H), 4.32, (dd, J = 12.3 y 4.5 Hz, 1H), 4.01 (d, J =123y

10.2 Hz, 1H), 3.82 (dd, J = 9.3y 4.2 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.21 (s, 3H), 2.86 (dd, J=9.9y 4.8

Hz, 1H), 2.56 (dd, J = 9.9y 5.1 Hz, 1H). FAB-MS: Calculado para C1sH20N20sS2: 384.0, [M+H]*, Encontrado:
385.1.

15 Preparacion de 3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-2,4-di[(acetiloxi)]metil-2,4-ditia-6,8-diazabiciclo[3.2.2]nonano-
7, 9 diona (13)

Hsco%SH? H3CO%QC?
\N,SJ;“(O Ac0, Py, DCM \N,S 0
HO AcO
12 13

El diol 12 (3 mg) se disolvio en diclorometano (500 L y piridina (100 pL) y se afadié AC20 (100 pL).

Después de 16 h, no se detecté material de partida y solo se detecté un nuevo producto mediante TLC. La
20 solucion se diluy6 con diclorometano (20 mL), se afadié hielo y la reaccidon se agité durante 2 h. La capa

organica se lavo con una solucion saturada de NaHCOs. Después de la evaporacién a presién reducida, el

residuo se purificd por HPLC para dar 3 mg de producto 13 (82%). '"H NMR (CDCls, TMS, ppm) &: 7,30 (d,

J =9.0 Hz, 2H), 6.86 (d, J =- 8.8 Hz, 2H), 5.03 (s, 1H), 4.64 (dd, J = 9.3 y 4.8 Hz, 1H), 4.32, (dd, = 12.3 y

4.5 Hz, 1H), 4.01 (d, J =12.3y 10.2 Hz, 1H), 3.82 (dd, J = 9.3 y 4.2 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.21
25  (s,3H),2.86 (dd,J =9.9 y 4.8 Hz, 1H), 2.56 (dd, J = 9.9 y 5.1 Hz, 1H).
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Preparacion de 1,4-dimetil-3,6-di(acetiloxi)metil-2,5-piperazidenediona-3, 6-disulfuro (14)
AcO
HscO%AC?
S R SS \\\ O
\N,S O MCPBA, Me;S,DCM X
O)/%N\ HCIO,, MeOH i O/g N
AcO AcO
13 14

El 13 purificado (30 mg, 0.055 mmol, 1 eq.) se disolvi6é en diclorometano anhidro (8 mL) y la solucion se
enfrié a 0°C. A la solucién agitada se afiadié acido ncloroperbenzdico (17 mg, 0.077 mmol, 1.4 eq, pureza
maxima del 77%). Después de 10 minutos de agitacién a 0°C, se afadié fdimetilsulfuro (10 DL). La solucién
se trat6 luego con 20 pL de acido perclérico, en metanol (1:5). La solucién se dejé en reposo a temperatura
ambiente durante 18 h y a continuacion se vertié en una solucién saturada de bicarbonato de sodio. La capa
acuosa se extrajo con diclorometano. La solucion de diclorometano se lavé con agua, se secé bajo MgSO4
y se concentrd al vacio. El residuo solido se purificé por HPLC para dar 14, rendimiento 7 mg (31%). H
NMR (CDCl3, TMS, ppm) &: 4.97 (d, J = 12.6 Hz, 2H), 4.76 (d, J = 12.6 Hz, 2H), 3.13 (s, 6H), 2.16 (s, 6H).
HRFAB-MS: Calculado para C12H1sN206S2: 348.045, [M+H]*, Encontrado: 349.053.

Preparacion de 3-(4-metiloxi-fenil)-'6,8-dimetil-1-[(fenilmetoxi)metil]-5[(4-bromometilfenil)metil]-2,4-ditia-6,
8-diaza-biciclo[3.2.2]nonano-7,9-diona (15)

Br
Meo& i
MeO—@—v Br S |
st o /_Q—/ \N’S P
AN
N/J\lf Br -~ O/&N\
~
O N\ LHMDS,THF, -78 °C o
0

' O

7 15

El tioacetal protegido (444 mg, 1 mmol, 1 eq.) y dibromo-p-xileno (1.58 g, 6 mmol, 6 eq.) se disolvié en THF
anhidro (80 mL) y se enfrié a -78°C. A continuacion, se afadié gota a gota una solucién 1 M de LHMDS en
THF (1.3 mL, 1.3 mmol, 1.3 eq) durante un periodo de 3 minutos con agitacién. La agitacion se continu6 a
-78°C durante 5 minutos adicionales después de la adicion. El bafio de enfriamiento se retir6é a continuacion,
y la mezcla se dejé calentar y reposar a temperatura ambiente durante 3 h. Se afadi6 una solucién saturada
de NaCl a la mezcla de reaccioén y la solucion roja se extrajo con CH2CI2 (3 x 50 mL). Los extractos organicos
combinados se secaron sobre MgSOa4 anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo
sélido se separd por cromatografia en columna sobre gel de silice usando CH2Cl2 para dar 388 mg del
producto (77% de rendimiento). '"H NMR (CDCls, TMS, ppm) &: 7.33 (m, 9H), 7.13 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.85
(d, d = 8.8 Hz, 2H), 5.08 (s, 1H), 4.78 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.56 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.46 (s, 2H), 4.37 (d, J
= 16.8 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 3.85 (d, J = 10.5 Hz, 1H)} 3.80 (s, 3H), 3.35 (s, 3H), 3.15(d, J =
16.8 Hz, 1H), 2.97 (s, 3H). '3C NMR (CDCls, ppm) 5: 165.72, 165.46, 160.55, 137.39, 136.30, 135.50,
130.46, 129.38, 128.75, 128.45, 127.93, 127.78, 126.52, 114.39, 74.02, 73.39, 71.07, 68.68, 55.37, 51.24,
40.21, 33.07, 29.80, 28.08. FABMS: Calculado para CsoH31BrN204S2: 626.1, [M+H]*, Encontrado: 627.0.
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Preparacion de  3-(4-metoxi-fenil)-6,8-dimetil-1-[(fenilmetoxi)metil]-5[(4-{3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-1-
[(fenilmetoxi)metil]-2,4-ditia-6,8-diazabiciclo[3,2.2]nonano-7,9-diona-5yl}metilfenil) metil]-2,4-ditia-6, 8-
diazabiciclo[3,2,2,Jnonano-7,9-diona (16) y bis {3-(4-metoxi-fenil)-6,8-dimetil-1-[(fenilmetoxi)metil]-2,4-ditia-
6,8-diazabiciclo[3.2.2]Jnonano—7,9-diona-5[(4-metilfenil)metil]} (21)

nBuLi, THF 07s S S ll3co% ;
_

78°C woc”s

ol e e,
AL

Una solucién de 196 mg de 7 (0.44 ml de mmol, 1 eq.) asi como 413 mg de 15 (0.66 mmol, 1.5 eq.) en THF
anhidro (60 mL) se enfri6 a -78°C. A la solucion agitada se afiadié gota a gota 2.5 M de n-butilitio en hexano
(264 uL, 0.66 mmol, 1.5 eq.) durante un periodo de 30 segundos. Después de agitar la mezcla durante 5
minutos a -78°C, la reaccion se verificé mediante TLC y parecia que habia una nueva mancha pero muchos
materiales de partida. De forma gradual, se afadieron, 150 pL adicionales de n-butilitio, pero después de
cada porcion (~30 ul), la mezcla de reaccion se probé mediante TLC. Finalmente, la TLC no mostré material
de partida de 7. La mezcla se dejé calentar a temperatura ambiente mientras se agitaba. Tardé alrededor
de 30 min. La TLC muestra un producto principal y un poco (~ menos del 5%, dibromuro) de material de
partida. La solucion organica se diluy6é con 150 mL de diclorometano y la solucién de NaCl saturada se lavo
varias veces. La solucidon organica se secé bajo MgSO4 y se concentré al vacio. El residuo sélido se separé
en columna, en una mezcla de hexano-EtOAc, 6:4. Hubo dos nuevos dimeros 21 (54 mg, 16%, Rf 0.42,
HRFAB-MS: calculado para CeoHe2N4OsS4 1094.345 [M+H]*, Encontrado 1095,356) y 16 (107 mg, 36%, Rf
0,35, FAB-MS: calculado para Cs2HsaN4OgS4: 990,282, [M+H]*, Encontrado: 991,291). El siguiente paso se
llevé a cabo a partir de este material en bruto.

5,5'-(1,4-fenilenbis(metileno))bis(1-(benciloximetil)-3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-2,4-ditia-6,8-diazabiciclo

[3.2.2]nonano-7,9-diona) (16)
P \
N o) 0
O W S N - <

)N;j;\? 1. LHMDS, THF, 78 °C SL@-O 294

\ (@) \
+
Ss*‘ o) \

e rines RO
(0.5 eq) . N, /S8

7 d ae
o” YN

o

(*)-16 b

meso-16

Una solucion de 7 (0.33 g, 0.75 mmol) en THF seco (15 mL) se enfrié a -78°C. A continuacién, se afiadié
gota a gota una solucién 1 M de LHMDS en THF (1.0 mL, 1.0 mmol) durante un periodo de 2 minutos con
agitacion. El a, o'-diyodo—p-xileno (88 mg, 0.25 mmol), disuelto en 2 mL de THF se afadid a continuacion
gota a gota a la mezcla de reaccion y la solucién se dej6 calentar a temperatura ambiente durante 3 h. Se
anadié agua a la reaccion y la mezcla se extrajo con diclorometano (3 x 50 mL). Los extractos organicos
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combinados se secaron sobre MgSO4 anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. Una mezcla
de diastereoisémeros meso 16 y (+) -16 (0.20 g, 80%) se separd por cromatografia en columna sobre gel
de silice usando CHzClz2: Hexano: EtOAc = 5: 4: 1 como eluyente. Para () -16 'H NMR (CDCls, ppm) &
7.33 (m, 14H), 7.07 (s, 4H), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 5.06 (s, 2H), 4.78 (d, J = 12.20 Hz, 2H), 4.56 (d, J =
12.20 Hz, 2H), 4.36 (d, J = 16.39 Hz, 2H), 4.28 (d, J = 10.67 Hz, 2H), 3.82 (d, J = 10.67 Hz, 2H), 3.80 (s, 6
H), 3.34 (s, 6H), 3.08 (d, J = 16.39 Hz, 2H), 2.94 (s, 6H). 13 C NMR (CDCls, ppm) &: 165.76, 165.50, 160.45,
137.27,133.72,130.43, 128.78, 128.44, 127.92, 127.84, 126.52, 114.31, 73.97, 73.39, 71.00, 68.51, 55.35,
51.03, 40.23, 29.80, 28.08. HRMS (FAB) m/z- calculado para Cs2Hs5N408S4* [M+H]*: 991.290, Encontrado:
991.291.

(%) -5,5"(1,4-Fenilenobis(metileno))bis-1-(hidroximetil)-3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-2,4-ditia-6,8-
diazabiciclo[3.2.2]nonano—7,9diona), (+)-17

N 0 OH
NS\/(/ \NS‘/(/ °
BOk, CHCly, 0°C_ @LO' \

(0 N\

HO
K@ )17

(#)-16

A una solucién de () -16 (0.13 g) 0.13 mmol) en diclorometano (10 mL) enfriado a 0°C, se afiadi6 tricloruro
de boro (soluciéon 1M en CH2Clz, 320 yL, 0.32 mmol) gota a gota con agitacion. La solucién se agité a 0°C
durante 10 minutos adicionales y luego se vertié en agua helada (10 mL) y se extrajo con diclorometano
(25 mL). La capa organica se lavé dos veces con agua, se seco con MgSO4 anhidro y se concentré a
presién reducida para obtener el producto bruto como un soélido blanco. El producto bruto se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl2/EtOAc = 7: 3) para proporcionar (+)-17 (93 mg, 91%). 'H
NMR (CDCls, ppm) &: 7.32 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 7.03 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 5.08 (s, 2H), 4.37 (d, J = 16.24 Hz,
1H), 4.33 (dd, J = 12.60 Hz y 5.54 Hz, 2H), 4.05 (dd, J = 12.6 Hz y 9.93 Hz, 2H), 3.81 (s, 6H), 3.42 (s, 6H),
3.06 (d, J = 16.24 Hz, 2H), 2.95 (dd, J = 9.93 Hz y 5.54 Hz, 2H), 2.91 (s, 6H). '*C NMR (CDCls, ppm) 5:
166.67, 165.83, 160.45, 133 .70, 130.42, 128.80, 126.45, 114.39, 73.20, 71.12, 62.98, 55.39, 50.98, 40.42,
29.79, 27.98. HRMS (ESI) m/z: calculado para CasH43N4OsSa+[M+H]*: 811.196, Encontrado: 811.195.
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(1)-4,4-(1,4-Fenilenbis(metileno))bis(1-(hidroximetil -5,7-dimetil-2,3-ditia-5, 7-diazabiciclo[2.2.2]octano-6,8-
diona),(+)-18, LS69

OH 0 O OH
N A - \\l

N NSS!
O"\wis S N

\ 1.mCPBA, 0°C (0]

L
f ot

\OO—V 2. Me,S, HCIO,
s 0

\N’S - O \N§ w
O/)/§N\ \\‘k%N\
HO éH o)

(#)-17 (2)-18 (LS69)

Se afadio6 acido m-cloroperbenzoico (22 mg, 77% de contenido maximo, 0.10 mmol) a una solucién enfriada
5 con hielo de (+)-17 (33 mg, 0.040 mmol) en diclorometano anhidro (10 mL) con agitacién. Después de 10
horas de agitacion a 0°C, se anadié sulfuro de dimetilo (10 L), seguido de tratamiento con 20 pL de una
solucion de acido perclorico al 70% en metanol (1:5). La solucién se dej6 en reposo a temperatura ambiente
durante 9 h. La mezcla de reaccién se vertié en un bicarbonato de sodio saturado. La solucion se extrajo
con diclorometano (3 x 30 mL). Los extractos organicos combinados se combinaron, se secaron sobre
10 MgSOa4 anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo vitreo se purificod por
cromatografia en columna (gel de silice, CH2Cl2/EtOAc=6:4) para proporcionar () -18 (LS69) (11 mg, 33%).
" H NMR (DMSO-D6, ppm) & = 7.24 (s, 4H), 5.90 (t, J = 5.50 Hz, 2H), 4.33 (dd, J = 12.83 Hz y 5.50 Hz, 2H),
4.23 (dd, J = 12.83 Hz y 5.50 Hz, 2H), 3.89 (d, J = 16.04 Hz, 2H), 3.73 (d, J = 16.04 Hz, 2H), 3.13 (s, 6H),
2.82 (s, 6H). '3C NMR (CDCls, ppm) 6:165.35, 164.92, 133.45, 128.89, 76.33, 75.91, 59.12, 35.50, 28.31,

15  27.89. HEMS (FAB) m/z- calculado para Cz22H2sN4O6S sNa*[M+Na*]: 593.063, Encontrado: 593.063.

5,5"- ((Etano-1,2-diylbis(4-1-fenileno))bis(metileno))bis(1-((benciloxi)metil)-3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-2,4-
ditia-6,8-diazabiciclo[3.2.2]nonano-7,9-diona) (21).

OBn
\N _O

—N
0TS N

S ; n-Buli,
)N;g THF -78 °C

© C O % C O
SS*‘ (o)
0 AN
N/JY N
> N
0” (0] N\
BnO BnO

15

meso-21 (+)-21

Una solucién de 15 (2.14 g, 3.40 mmol, 1.0 eq.) se enfri6 a -78°C y se afiadié gota a gota y en condiciones
20 de agitacién durante un periodo de 2 minutos 1.6 M de n-buitilitio en hexano (2.77 mL, 4.43 mmol, 1.3 eq.).
Después de la adicion, la agitacion se continué a -78°C durante 5 minutos adicionales. El bafo de
enfriamiento se retird a continuacion y la mezcla se dej6é calentar gradualmente a temperatura ambiente
durante el periodo de 3 h. La mezcla de reaccién se vertié en agua helada y se extrajo con diclorometano
(3 x 50 mL). Los extractos organicos combinados se secaron sobre MgSOas anhidro, se filtraron y se
25 concentraron a presion reducida para producir el producto como una mezcla de meso-21 y (+)-21. Los
productos se purificaron a partir de los reactivos mediante cromatografia en columna sobre gel de silice
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utilizando CH2Cl2: Hexano: EtOAc = 5: 4: 1 como eluyente y se utilizaron como una mezcla en la siguiente
etapa. Rendimiento total: 638 mg (34%). Una muestra del producto obtenido se sometié a una segunda
cromatografia de columna sobre gel de silice utilizando el mismo sistema de eluyente, donde una porcion
de (£)-21 racémico se separé de la mezcla de (+)-21 y meso-21 y se usé para analisis. Datos de analisis
para (+)-21 : '"H NMR (CDCls ppm) &: 7.34 (m, 14H), 7.08 (g, 8H), 6.85 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 5.07 (s, 2H), 4.78
(d,d =12.2 Hz, 2H), 4.56 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 4.36 (d, J = 16.8 Hz, 2H), 4.31 (d, J = 10.7 Hz, 2H), 3.84 (d,
J =10. 7 Hz, 2H), 3.80 (s, 6H), 3.34 (s, 6H), 3.10 (d, J = 16.8 Hz, 2H), 2.97 (d, 6H), 2.86 (s, 4H). '® C NMR
(CDCls ppm) 6: 165.76, 165.63, 160.51, 140.26, 137.44, 132.66, 130.46, 128.69, 128.42, 127.89, 127.76,
126.67, 114.36, 74.00, 73.56, 71.08, 68.71, 55.36, 51.23, 40.24, 37.27, 29.78, 28.07. HRFABMS: Calculado
para CeoHs2N4OsS4 1094.345, [M+H]*, Encontrado 1095.356.

5,5'-((Etano-1,2-diilbis(4, 1-fenileno))bis (metileno))bis (1 (hidroximetil)-3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-2,4-ditia-
6,8-diazabiciclo[3.2.2]nonano-7,9-diona) (22)

meso-21 (®)-21 meso-22 ()22

A una solucién enfriada con hielo de 21 (125 mg, 0.126 mmol, 1 eq.) en diclorometano, se afiadi6 gota a
gota una solucién 1 M de tricloruro de boro en diclorometano (320 uL, 0.32 mmol, 2.5 eq) mientras se
agitaba. La mezcla se dejé reposar a 0°C durante 15 minutos y a continuacién se vertié en agua helada. La
capa acuosa se extrajo con diclorometano (3 x 50 mL). Los extractos organicos combinados se secaron
sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se evaporaron a presion reducida. La mezcla de reaccion
en bruto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida para dar 78 mg de una mezcla de producto
de meso- 22 y (£)-22 como un sélido blanco (75% de rendimiento combinado). La mezcla de meso-22 y (+)-
22 se purificd adicionalmente en una columna de gel de silice utilizando un gradiente de EtOAC en
diclorometano del 10% al 50% para separar meso-22 y (+)-22. Datos analiticos para (+)-22: '"H NMR (CDCls
ppm) &: 7.32 (d, 4H), 6.93 (d, 4H) 6.89 (d, 4H), 6.86 (d, 4H), 5.08 (s, 2H), 4.47 (dd, J = 6 Hz, 13 Hz, 2H),
4.37 (d, 2H), 4.26 (m, 2H), 3.98 (dd, J = 10 Hz, 13 Hz, 2H), 3.80 (s). , 6H), 3.41 (s, 6H), 2.98 (d, 2H), 2.84
(s, 6H), 2.69 (d, 2H). '3 C NMR (DMSO-ds; ppm) 5: 165.42, 165.19, 160.06, 140.00, 132.93, 130.52, 128.53,
128.42, 126.82, 114.38, 73.47, 71.51, 60.79, 55.29, 49.91, 40.14, 36.36, 29.60, 27.96. FABMS: Calculado
para CasHsoN4OgS4: 914.3 [M+Na]* Encontrado: 936.9. Datos analiticos para meso-7 'H NMR (CDCls, ppm)
8:7.33 (d, 4H), 7.02 (d, 4H) 6.99 (d, 4H), 6.86 (d, 4H), 5.09 (s, 2H), 4.35 (dd, J = 10 Hz, 13 Hz, 2H), 4.37 (d,
2H), 3.11 (m, 2H), 4.04 (dd, J = 10 Hz, 13 Hz, 2H), 3.81 (s, 6H) ), 3.41 (s, 6H), 2.91 (s, 6H), 2.85 (s, 4H). 13
C NMR (DMSO-ds, ppm) d: 165.47, 165.24, 160.10, 140.04, 132.96, 130.56, 128.55, 128.48, 126.85,
114.42, 73.50, 71.55, 60.83, 55.34, 49.96, 40.14, 36.42, 29.63, 28.00. FABMS: Calculado para
CasHs0N4OsS4: 914,3 [M+Na]*, Encontrado: 936,9.
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(1)-4,4-((etano-1,2-(diylbis(4, 1-fenileno) )bis(metileno))bis (1 (hidroximetil)-5, 7-dimetil-2,3-ditia-5, 7-
diazabiciclo[2.2.2]octano-6,8-diona)((%)-LS72,(%)-23)

OH o OH
—N
é\gs N N\

N AN
N
© "Lk
L< >—o S”
< \ ()

1. mCPBA, 0°C
— -
2. Me,S, TFA
Ve B
(0]
SS-“ 0
\N/J‘\%
07 NG
HO
(+)-22 (+)-LS72

Un matraz de fondo redondo de 50 mL se cargé con ditioacetal (+)-22(20 mg,0.022 mmol) que se disolvid
en 35 mL de CHzCl.. El matraz se enfrié a 0°C y se afiadio un exceso de acido m-cloroperbenzoico (15 mg,
77% de contenido, 0,07 mmol). Después de 30 minutos de agitacién a 0°C, se retir6 el bafo de hielo y se
afadio sulfuro de dimetilo (6.4 pL, 0.09 mmol), seguido de la adicion de acido trifluoroacético (126 pL). La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 h. Se anadi6é a la mezcla de reaccién un
bicarbonato de sodio acuoso saturado (15 mL) y la capa organica se separd. La capa acuosa se extrajo
adicionalmente con diclorometano (20 mL). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Mg2SOa
anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo vitreo se disolvié en DMSO al 50% en
acetonitrilo y se purifico por HPLC de fase inversa para obtener (1)-LS72 ((+)-23) con un rendimiento del
61%. Alternativamente, para purificar la mayor cantidad de (x) -LS72, se realizé una cristalizacion posterior
al tratamiento de la mezcla de reaccion. Brevemente, al residuo (25 mg) se le afiadié acetonitrilo (2 mL) y
la mezcla se sonicé brevemente a temperatura ambiente para disolver el residuo. La mezcla se enfrié a 4°C
y se mantuvo a esa temperatura durante 2 h, después de lo cual se almacen6 durante la noche a -20°C. El
sobrenadante se elimind por filtracion y los cristales blancos se lavaron con acetonitrilo enfriado a -20°C. El
sobrenadante se recristalizé de nuevo empleando el procedimiento anterior. La pureza del producto final se
verificé por HPLC analitica usando gradiente de acetonitrilo (40% - 95% durante 20 min) en una fase acuosa
que contenia 0,05% v/v de &cido trifluoroacético. '"H NMR (CDCls, ppm) &: 7.19 (d, 4H), 7. 07 (d, 4H), 4.39
(d, 2H), 4.30 (d, 2H), 4.04 (d, 2H), 3.59 (d, 2H), 3.21 (s, 6H), 2.96 (s, 6H), 2.86 (m, 4H). '3C NMR (CDCls,
ppm) &: 166.85, 165.57, 140.65, 131.58, 129.07, 128.81, 75.80, 75.18, 61.21, 37.22, 36.51, 28.59, 27.53.
HR-ESIMS: Calculado para CsoHzsN4OeS4* H*: 675.14, [M+H]*, encontrado: 675.1401.
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Meso-4,4"-((etano-1,2-diilbis(4, 1-fenileno) )bis(metileno))bis(1-(hidroximetil))-5, 7-dimetil-2,3-dltia-5, 7-
diazabiciclo[2.2.2]octano-6,8-diona) (meso-LS72, meso-23)

1. mCPBA, 0°C
>
2. Me,S, TFA
Ve &
© S
SIS 0
\N/
07 AN
HO
meso-22 meso-LS72

Se prepar6é Meso-LS72 (meso-23) a partir de ditioacetal meso-22 siguiendo el procedimiento analogo al de
(£)-7. Rendimiento 60%, 'H NMR (CDCls, ppm) &: 7.21 (d, 4H), 7.09 (d, 4H), 4.39 (d, 2H), 4.31 (d, 2H), 4.04
(d, 2H), 3.59 (d, 2H), 3.21 (s, 6H), 2.97 (s, 6H), 2.87 (m, 4H). '3C NMR (CCCls, ppm) &: 166.92, 165.58,
140.73,131.59, 129.16, 128.77, 75.81, 75.15, 61.26, 37.15, 36.53, 28.61, 27.52. HR-ESIMS: Calculado para
C30H34N4O6S4* H*: 675.14, [M+H]*, Encontrado: 675.1411.

Separacion Quiral de (+)-22:

(1S)-(-) cloruro canfanico

DIEA, DMAP, CH,Cl,

-OMe D O OMe

(S, S, S, S)- Enantiomero de 7 (R, R, R, R)- Enantiomero de 7

K J
N

Mezcla racémica (+)-22

El compuesto 24 es una mezcla de
dos diastereomeros

Un matraz de fondo redondo se cargd con (+)-22 (20 mg, 0.22 mmol) y 5 mL de diclorometano. A esta
mezcla, se afiadieron (1S-(-)-cloruro de canfano (71 mg, 0.3 mmol, 1.4 eq.), 4-dimetilaminopiridina (0.8 mg,
0.007 mmol, 0.03 eq.) y N, N-diisopropiletilamina (150 pL, 0.86 mmol, 3.9 eq.) secuencialmente con
agitacion. La agitacion se mantuvo durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se lavd
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con HCI 0.1 M (5 mL) y se secé sobre MgSO4 anhidro. El disolvente se elimin6 a presion reducida para
obtener 24 en bruto (23 mg, rendimiento total del 83%). Los dos diastereémeros de 24 se separaron por
cromatografia en columna usando un sistema de disolvente inicial de 10% de CH2Cl2 en hexanos y
aumentando gradualmente las cantidades de CH2Clz y EtOAc al sistema disolvente final de hexanos: EtOAc
CH:Cl2 = 4: 3: 3. Las dos fracciones obtenidas se denominaron dst1-24 (13 mg recuperados) y dst2-24 (10
mg recuperados), respectivamente. Datos del andlisis de dst1-24: '"H NMR (CDCls, ppm) &: 7.33 (d, 2H),
7.09 (d, 2H), 7.00 (d, 2H), 6.87 (d, 2H), 5.31 (d, 1H), 5.11 (s, 1H), 4.42 (d, 1H), 4.36 (d, 1H), 3.81 (s, 3H),
3.40 (s, 3H), 3.08 (d, 1H), 2.88 (s, 3H), 2.83 (br, 2), 2.40 (m, 1H), 2.02 (m, 1H), 1.89 (m, 1H), 1.68 (m, 1H),
1.09 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.81 (s, 3H). 'C NMR (CDCls, ppm) d: 177.78, 166.42, 165.86, 164.81, 160.94,
140.68, 132.58, 130.79, 129.03, 128.42, 126.10, 114.69, 91.01, 73.54, 70.13, 63.05, 55.62, 55.10, 54.62,
51.83, 40.28, 37.53, 30.90, 29.87, 28.92, 28.47, 16.77, 16.67, 10.05. Datos del anélisis de dst2-24: '"H NMR
(CDCls, ppm) 8:7.33 (d, 2H), 7.09 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 6.87 (d, 2H), 5.28 (d, 1H), 5.10 (s, 1H), 4.43 (d, 1H),
4.35 (d, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.36 (s, 3H), 3.12 (d, 1H), 2.93 (s, 3H ), 2.84 (br, 2), 2.33 (m, 1H), 2.05 (m, 1H),
1.90 (m, 1H), 1.71 (m, 1H), 1.10 (s, 3H), 0.94 (s, 3H) , 0.91 (s, 3H). '3C NMR (CDCls, ppm) 8: 178.12, 166.186,
165.89, 164.74, 160.96, 140.57, 132.73, 130.78, 128.90, 128.42, 126.21, 114.70, 90.87, 73.46, 70.03, 63.16,
55.61, 54.95, 54.47, 51.76, 40.19, 37.44, 30.97, 29.92, 29.19, 28.39, 16.74, 16.64, 9.96.

MeOH, NaHCO;

A 10 mg de cada diasteredmero de 24, se afiadié 1 mL de solucién saturada de bicarbonato de sodio en
metanol. La reaccion se agit6é durante 24 h a temperatura ambiente. La reaccion se purificé inicialmente por
columna corta de gel de silice seguido de purificacion en HPLC de fase inversa. Cada una de las reacciones
de los dos diasteredmeros produjo dos enantiémeros ent1-22 o ent2-22 (6 mg de cada enantibmero
recuperados, 74%). Los espectros de CD confirmaron la relacién enantiomérica de los dos productos.
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1) mCPBA, CH,Cl, ‘
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2) Me,S, TFA, CH,Cl,
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™~
OMe n s(
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ent1-22 (ent2-22) ent1-LS72 (ent2-LS72)

Cada ent1-LS72 y ent2-LS72 se obtuvieron con un rendimiento del 61% a partir de los ditioacetales ent1-
22 y ent2-22 siguiendo el procedimiento analogo al de (£)-22. Como se esperaba, los datos de NMR para
ent1-LS72 y ent2-L.S72 y la mezcla racémica fueron idénticos. Ent1-ETP2 'H NMR (CDCls, ppm) &: 7.19 (d,
4H), 7.07 (d, 4H), 4.39 (d, 2H), 4.30 (d, 2H), 4.04 (d, 2H), 3.59 (d, 2H), 3.21 (s, 6H), 2.96 (s, 6H), 2.86 (m,
4H). Ent1- LS72 Calculado para CsoH3aNsOeS4* H*: 675.1416 [M+H]*, Encontrado: 675.1416. ent2-LS72
Calculado para C3oH3aN4OeS4* H*: 675,14, [M+H]*, Encontrado: 675,1316. Los espectros de CD para ent1-
LS72 y ent2-LS72 confirmaron la relacién enantiomérica.

Preparacién de 3-(4-metoxifenil)-6,8-dimetil-1-(fenilmetil)2,4-ditia-6,8-diazabiciclo[3.2.2]nonano-7,9-diona
(26)

H CO%
H3CO%S 3 S

\ﬁ O nBuLi, THF, -78 °C

5

26

Se disolvio tioacetal 5 (194 mg, 0.6 mmol, 1 eq.) en THF anhidro (25 mL) y la soluciéon se enfrié a -78°C. A
la solucion agitada se afadié 1.54 M de n-butilitio en hexano (545 uL, 0,84 mmol, 1,4 eq.) gota a gota
durante un periodo de 1 minuto. Después de 30 segundos, se anadié bromuro de bencilo (356 uL, 513 mg,
3 mmol, 5 eq) a la mezcla agitada durante un periodo de 30 segundos. Después de agitar la mezcla durante
8 minutos a -78°C, la solucién roja turbia resultante se dejé calentar a temperatura ambiente y se agit6.
Tardo alrededor de 30 min. El TLC muestra un producto principal y un poco (~ 5%) de material de partida.
Se afadio6 una solucién saturada de NaCl a la mezcla de reaccién y la solucion se extrajo con diclorometano.
La solucién organica se lavo con agua dos veces, se secé sobre MgSO4 y se concentrd al vacio. El residuo
oleoso se traté con hexano. Una parte del material se volvié sélido y se elimin6 la solucién de hexano. El
solido amarillo se lavd de nuevo con hexano y se sec6 al vacio. El material bruto sélido se disolvié en
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diclorometano (2 mL), se afiadié metanol (4 mL) y hexano (aproximadamente 20 mL). El precipitado blanco
se separ06 por filtracion para dar 100 mg de 26 (40,8%) del producto puro. '"H NMR (CDCls, TMS, ppm) &:
7,36 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.24 (m, 5H), 6.88 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.19 (s, 1H) 5.10 (s, 1H), 4.15 (d, J = 16.6
Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.25 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 3.15 (s, 3H), 3.11 (s, 1H).

Preparacion de 3-(4-metoxifenil)-6,8 dimetil-1-[(fenilmetoxi)metil]5-(fenilmetil)-2,4-ditia-6,8-diazabiciclo
[3.2.2]nonano-7,9-diona (27)

HiCO{ D\ 1sc0-Org § ©

s]_o
nBuLi, THF, -78 °C _ \N,SJ-\‘(O
. BOMCI )/2\1\
0
26 27

Cristalino 26 (144 mg, 0.35 mmol, 1 eq) y fenil clorometil éter (500 pL, 455 mg, 1.75 mmol, 5 eq., 60% de
reactivo solamente) se disolvieron en THF anhidro (40 mL). La solucion se enfrié a -78°C y a la mezcla
agitada se afadio gota a gota 1.54 M de n-buitilitio en hexano (1.16 mL, 1.8 mmol, 1.5 eq) durante un periodo
de 5 min. Después de agitar la mezcla durante 10 minutos a -78°C, la solucidn roja turbia resultante se dej6o
calentar a temperatura ambiente y se agit6. Se anadié una solucién saturada de NaCl a la mezcla de
reaccion y la solucion roja se extrajo con diclorometano. La fase organica se lavé con agua dos veces, se
seco bajo MgSOa4 y se concentré al vacio. El jarabe se separd en columna (hexano-acetato de etilo, 8-2, Rf
0.4) para dar 114 mg de 27 como un sélido de tipo vidrio (62%). 'TH NMR (CDCls, TMS, ppm) &: 7.35 (m,
5H), 7.28 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.02 (s, 1H), 4.72 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.58 (d, J =
12.0 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.20 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.74 (d, J = 10.5 Hz, 1H),
3.25 (d, J = 16.9 Hz, 1H), 3.19 (s, 3H), 3.15 (s, 3H). FAB-MS: Calculado para C29H30N 204S2: 534.1, [M+H]*,
Encontrado: 535.0.

Preparacion de 3-(4-metoxifenil)-6, 8-dimetil-1-hidroximetil-5-(fenilmetil)-2, 4-ditia-6,8-
diazabiciclo[3.2.2]nonano-7,9-diona (28)

27 28

La solucién de 28 (60 mg, 0.11 mmol, 1 eq.) En diclorometano anhidro (15 mL) se enfrié a 0°C. A esta
mezcla de reaccion agitada se anadié tricloruro de boro 1M en diclorometano (200 pL, 0.2 mmol, 1.8 eq.)
Gota a gota durante un periodo de 30 segundos. La soluciéon se dejé agitar a 0°C durante 10 min. y a
continuacion se vertié en agua con hielo. La fase acuosa se extrajo con diclorometano. La fase organica se
lavo con agua, se seco bajo MgSO4 y se concentr6 al vacio para obtener 38 mg de producto en bruto. El
sélido vitreo se purificé en columna con una mezcla de diclorometano-EtOAc (65-35, Rf 0.35), para dar 28
mg de 28 puro (57% de rendimiento). "H NMR (CDCls, TMS, ppm) &: 7.35-7.14 (m, 7H), 6.86 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 5.04 (s, 1H), 4.66 (dd, J = 5.1y 125 Hz , 1H), 4.24 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 3.87 (dd, J = 9.5y 12.8 Hz,
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1H), 3.80 (s, 3H), 3.25 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 3.24 (s, 3H), 3.14 (s, 3H) 2.73 (dd, J = 5.7 y 9.7 Hz, 1H). FAB-
MS: Calculado para C22H24N204S2: 444.1, [M+H]*, Encontrado: 444.,9.

Preparacion de 1,4-dimetil-3-hidroximetil-6-fenilmetil-2,5-piperazindiona-3,6-disulfuro (29)

H@®‘®~§ C,)H
S

- SI<0 mCPBA, Me,S, DCM
N HCIO,, MeOH -

28 29

La solucion de 28 (25 mg, 0.056 mmol, 1 eq.) En diclorometano anhidro (15 mL) se enfrié a 0°C. A esto, se
afnadi6é una solucién agitada en acido cloroperbenzoico (15 mg, 0.0672 mmol, 1.2 eq, maximo 77% puro).
Después de 10 minutos de agitacién a 0°C, se afadio sulfuro de dimetilo (20 pL). La solucién se trat6 a
continuacién con 25 uL de acido perclérico en metanol (1:5). La solucidon se dejd en reposo a temperatura
ambiente durante 9 horas y seguidamente se vertié en una solucion saturada de bicarbonato de sodio. La
capa acuosa se extrajo con diclorometano. La fase organica se lavd con agua, se sec6 bajo MgSOasy se
concentré al vacio para obtener 10 mg de producto bruto. El sélido vitreo se purificé en columna con una
mezcla de diclorometano-EtOAc (97,5-2,5, Rf 0.3) para dar 4 mg de 29 (22% de rendimiento). 'H NMR
(CCCls, TMS, ppm) & = 7.30 (m, 5H), 4.34 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.08 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 3.65 (d, J = 13.0
Hz, 1H), 3.50 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.22 (s, 3H), 3.00 (s, 3H).

Evaluacion de la Actividad in vitro de ETP Sintéticos

Se utilizaron tres tipos de ensayos biologicos para evaluar la eficacia de los compuestos en cultivos
celulares: 1) ensayos basados en luciferasa para medir la actividad del promotor inducible de HIF1; 2)
medicién de los niveles de ARN mensajero de los genes enddgenos mediante la reaccion en cadena inversa
cuantitativa de la polimerasa con transcriptasa; y 3) andlisis de los niveles de VEGF y de la proteina c-Met
mediante andlisis de transferencia Western.

Los inventores utilizaron estos ensayos para evaluar los niveles relativos de expresion génica en tres lineas
celulares humanas: HelLa (adenocarcinoma epitelial cervical humano), MCF7 (carcinoma de mama humano
benigno) y MDA-MB-231 (carcinoma de mama maligno) se trataron con el titulo compuestos ETP, DKP
NP481 control y CTM quetomina. En paralelo, las células no tratadas se utilizaron como controles. Los
experimentos de luciferasa y ELISA se llevaron a cabo por triplicado, y los experimentos de RT-PCR se
repitieron seis veces.

Ensayos de luciferasa. Se mantuvieron células MDA-MB-231-hRE-Luc en medio de Eagle modificado con
Dulbecco de alta glucosa (DMEM) complementado con suero bovino fetal al 10% y Geneticina 0.4 g/L
(sulfato de G418, RPI Corporation). Las células se plaquearon en placas de 24 pocillos (BD Falcon) a una
densidad de 6 x 10* células/pocillo utilizando 1 mL de una suspension de 6,5 x 10* células/mL. Una vez
producida la unién, las células se trataron con 1 mL de medio fresco que contenia compuestos ETP
sintéticos o quetina en concentraciones que varian de 10 nM a 1 uM. Las células se incubaron durante 6 h
a 37°C en una atmoésfera humidificada con 5% de CO:. La hipoxia se indujo afadiendo mesilato de
desferrioxamina (DFO, Sigma) a una concentracion final de 300 uM, y las células se incubaron durante 18
horas adicionales. El lisado celular completo se aisl6 lavando las células dos veces con PBS enfriado en
hielo y a continuacién afiadiendo 150 uL de Reactivo de lisis de cultivo celular (CCLR, Promega). El lisado
se recogio, se centrifugd a 13,000 rpm a 4°C, se alicuot6 y se almacené a -80°C. Los ensayos de Luciferasa
se llevaron a cabo permitiendo que el lisado de células completas y el Reactivo de Ensayo de Luciferasa
(Promega) lleguen a temperatura ambiente durante 1 hora antes de su uso. Los ensayos de luciferasa se
realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Promega) usando un luminémetro Turner TD-
20e. Las mediciones de intensidad de luz relativa se normalizaron realizando un ensayo de Bradford para
determinar el contenido de proteina del lisado utilizado en el ensayo de luciferasa. Brevemente, se
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afadieron 50 uL de mezcla de reactivo de ensayo de luciferasa de lisado celular a 200 pL de reactivo
Bradford y 750 pL de agua Millipore en una cubeta de 1.5 mL. Se crearon estandares de proteina en el
rango de 1 pyg/ml a 10 yL/ml usando una cantidad apropiada de una solucién de BSA de 1 mg/mL. La
absorbancia se midié a 595 nM usando un espectrofotémetro DU-800. Los experimentos se llevaron a cabo
por triplicado. Los resultados se presentan en la Figura 6 con los graficos de barras que representan los
valores medios y las barras de error, error estandar del valor medio.

Cultivo celular y aislamiento de ARNm

Las células HelLa se mantuvieron en medio de Eagle modificado con Dulbecco de alta glucosa (DMEM,
Sigma) complementado con suero bovino fetal al 8% (Irvine Scientific) de acuerdo con el procedimiento
publicado. ©° Las células se plaquearon en placas de 6 pocillos (BD Falcon) a una densidad de 1,5 x 10°
células/pocillo usando 2 mL de una suspension de 6 x 10* células/mL. Una vez producida la unién, las
células se trataron con 1 mL de medio fresco que contenia compuestos ETP sintéticos o quetomina en
concentraciones que varian de 10 nM a 1 uM. Después de un periodo de incubacién de 6 h a 37°C en una
atmasfera humidificada con 5% de COz2, se indujo hipoxia afiadiendo mesilato de desferrioxamina (DFO,
Sigma) a una concentracion final de 300 pM e incubando las células durante otras 18 horas. Las células se
lavaron dos veces con PBS helado y se lisaron inmediatamente. El ARN total se aislé con el kit RNeasy
(Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se cuantificé mediante absorbancia de UV. El
ARN aislado se traté adicionalmente con DNasa | (kit Ambion, DNAiree) para eliminar cualquier ADN
gendmico restante. La transcripcion inversa se realizé con Powerscript || Reverse Transcriptase (Clontech)
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Las células MCF7 se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con 10% de suero bovino
fetal (Irvine Scientific). Las células se plaguearon en placas de 6 pocillos a una densidad de 2.4 x 10°
células/pocillo usando 2 mL de una suspension de 1.2 x 10° células/mL. Una vez producida la union, las
células se trataron con 1 mL de medio fresco que contenia compuestos ETP sintéticos o quetomina en
concentraciones que varian de 10 nM a 1 uM. Después de un periodo de incubacién de 6 h a 37°C en una
atmdsfera humidificada con CO2 al 5%, se indujo hipoxia afiadiendo mesilato de desferrioxamina (DFO,
Sigma) a una concentracion final de 300 pM e incubando las células durante otras 18 horas. Las células se
lavaron dos veces con PBS helado y se lisaron inmediatamente. El ARN total se aislé con el kit RNeasy
(Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se cuantificé mediante absorbancia UV. El ARN
aislado se trat6 adicionalmente con DNasa | (Ambion, kit sin ADN) para eliminar cualquier ADN gendémico
restante. La transcripcién inversa se realizé con Powerscript || Reverse Transcriptase (Clontech) de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante.

Andlisis de la expresién génica con micromatrices affymetrix. Se utilizd6 PCR de transcripcién inversa
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) para determinar el efecto de los compuestos ETP sobre los genes
VEGF y GLUT1 en células HelLa tanto en condiciones normoéxicas como hipoxicas. Para el andlisis de
VEGF, el cebador directo 5-AGG CCA GCA CAT AGG AGA GA-3'y el cebador inverso 5'-TTT CCC TTT
CCT CGA ACT GA-3' se utilizaron para amplificar un fragmento de 104-bp de la regiéon 3'- traducida del
gen. Para el andlisis GLUT1 (SLC2A1) se utilizaron las siguientes secuencias para obtener un producto de
179 bp: secuencia directa 5-TAG AAA CAT GGT TTT GAA ATG C-3’ secuencia inversa 5'-GGT AAC AGG
GAT CAA ACA GAT T-3 Los niveles de ARN se estandarizaron mediante la cuantificacion de la -
glucuronidasa como gen de mantenimiento. Para este gen se utilizaron el cebador directo 5'-CTC ATT TGG
AAT TTT GCC GAT T-3'y el cebador inverso 5'-CCG AGT GAA GAT CCC CTT TTT A-3'. El experimento
se realizd con la mezcla maestra SYBR Green RT-PCR de Applied Biosystems. El ciclo de temperatura y
la deteccion de la emisién verde de SYBR se realizaron con un instrumento de PCR en tiempo real ABI
7300. Los datos se analizaron con el Sistema de Deteccién de Secuencias de Applied Biosystems, versién
1.2. El analisis estadistico se realizé con los datos de seis experimentos independientes.

Andlisis Western blot de los niveles de proteina VEGF y c-Met. Las células MCF7 y MDA-MB-231 se
sembraron en placas de cultivo celular de 60 mm de diametro (BD Falcon) hasta una densidad de 1,0 x 10°
células/ml. Después de la unién, se trataron con medios que contienen quetomina (200 nM), LS72 y LS75
(400 nM). Todas las muestras contenian una concentracién final de 0.1-0.2% v/v de DMSO. Después de un
periodo de incubacién de 6 horas, se indujo hipoxia con 300 uM de DFO en MCF7 y con 150 uM de CoCl2
en células MDA-MB-231. Las muestras se incubaron durante 18 horas adicionales. Las proteinas celulares
totales se extrajeron de las células usando tampdn de lisis celular de acuerdo con el protocolo del fabricante
(Cell Signaling). Las concentraciones de proteina se midieron con el kit de ensayo BCA Protein
(Pierce/Thermo Scientific). Se sometieron cantidades iguales de muestras de proteinas a SDS-PAGE y se
electrotransfirieron a membrana de PVDF (Bio-Rad). Estos se probaron primero con un anticuerpo
monoclonal de ratdn anti-VEGF (sc-57496, Santa Cruz Biotechnology) o anti c-Met de conejo policlonal (sc-
10, Santa Cruz Biotechnology), raspado con Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce/Thermo
Scientific) y se volvié a explorar con un anticuerpo policlonal de conejo anti-actina (4867, Cell Signaling).
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Después de lavar con solucion salina tamponada con tris - solucién Tween 20 (TBST), las membranas se
incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) (Santa Cruz
Biotechnology). Las sefales se detectaron mediante el uso del kit quimioluminiscente SuperSignal
(Pierce/Thermo Scientific).

Uso animal Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con las pautas federales después de
la revision y aprobacion por parte del Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal de PRISM. (IACUC).
Se compraron ratones atimicos desnudos comprados a Harlan a la edad de 8-9 semanas.

Lineas celulares de tumores fluorescentes. N202 (regalo de Joseph Lustgarten, Mayo Clinic, Scottsdale,
AZ) se mantuvieron en Glucosa DMEM High complementado con L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 U/ml), piruvato de sodio (1 mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 10% de FBS inactivado
por calor (Omega Scientific, Tarzana, CA) a 37°C en 5% de CO2 en el aire. La histona H2B-GFP se subclon6
en los sitios Sall/Hpal en el vector LXRN (Clontech, Palo Alto, CA) utilizando Sail y los sitios Notl romos del
vector BOSH2BGFPN1 79, N202 se transdujeron con el virus viable para incorporar de forma estable el gen
H2B-GFP.

Las células transducidas fueron clasificadas por FAC dos veces para asegurar que el 100% de las células
expresaban de manera estable la proteina H2B-GFP.

Modelos de tumor de xenoinjerto de ratén. El modelo clasico de tumor IVM 7' se utilizé con modificaciones
menores. Los ratones, generalmente ratones desnudos atimicos (25-30 g de peso corporal), se
anestesiaron (7.3 mg de hidrocloruro de ketamina y 2.3 mg de xilazina por 100 g de peso corporal, inyeccion
intraperitoneal) y se colocaron en una almohadilla térmica. Se coloc6 un marco de titanio en el pliegue
cutaneo dorsal de los ratones para intercalar la doble capa de piel extendida. A continuacion, se extirp6é una
capa circular de piel de espesor completo de 15 mm de diametro. La fascia superficial en la parte superior
de la piel restante se retira cuidadosamente para exponer el tejido muscular subyacente y el tejido
subcutaneo que luego se cubre con otro marco de titanio con un cubreobjetos de vidrio para formar la
camara de la ventana. Después de un periodo de recuperacion de 1-2 dias, se implantaron esferoides
tumorales. Los esferoides tumorales se formaron plagueando 50,000 células de N202 en 96 placas de fondo
plano tratadas con cultivo no de tejido revestidas con agar (20 ul de células en 100 uyl de medio) y
centrifugando 4 veces a 2000 rpm durante 15 min, rotando el plato después de cada centrifugado. Las
células se incubaron durante 3-7 dias adicionales (dependiendo del tipo de célula) a 37°C en CO2 al 5% en
aire para formar esferoides tensos. Los esferoides tumorales se implantaron directamente en la piel dorsal
solo en la camara de la ventana. Se dej6 que los tumores se vascularizaran durante 10-14 dias antes de la
inyeccién de 1 mg/kg de compuesto LS72 en el Dia 0, seguido de la administracion diaria a 2 mg/kg en los
Dias 8-13.

Crecimiento tumoral Analisis del crecimiento tumoral con IVM. Los tumores fueron fotografiados por
microscopia de fluorescencia intravital, tal como se describe. 72 El crecimiento tumoral se analizé fuera de
linea a partir de las imagenes registradas, digitales, en escala de grises de 0 a 256 imagenes utilizando
Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Bethesda, MD). El crecimiento tumoral se determiné cuantificando la
sefnal de fluorescencia acumulativa para el tumor a lo largo del tiempo. La sefal de fluorescencia tumoral
acumulativa se midié mediante la suma de la sefal de todos los pixeles por encima de 75. Todas las curvas
de crecimiento se normalizan al tumor el dia 0 después del tratamiento.
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Tabla 1
Simbolo ID Gen Entrez LS72
TGFB3 7043 -15
TFRC 7037 -15
LOXL2 4017 -1.4
CAVA 857 -1.3
MET 4233 2.2
SLC35D1 23169 -3.1

Lista de genes HIF1a inducibles importantes que se regulan negativamente bajo induccion hipdxica con
DFO (300 pM) mediante tratamiento con LS72 (400 nM).
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Tabla 2
Simbolo ID Gen Entrez LS72
SLC35D1 23169 -3.1
SLC5A8 160728 -1.4
SLC25A15 10166 -15
SLC9A3R1 9368 -1.6
SLC39A11 201266 -1.9
SLC9A2 6549 -1.8
SLC5A6 8884 24
SLC25A2 8604 -1.8
SLC26A2 1836 14
SLC38A9 153129 -1.5
SLC35A1 10559 2.2
SLC7A2 6542 -25
SLC27A4 10999 -14

Lista de genes de la familia de portadores de soluto (SLC) que estan regulados negativamente en células
MCF7 bajo induccién hipéxica con DFO (300 uM) tras el tratamiento con LS72 (400 nM).
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Reivindicaciones

1. Un compuesto seleccionado entre los siguientes:

AcO HO
~N O SN
N ;
P
S
S 3 >
) S|s O
\N’S S0 SN
o” Y\~ o Y
OAc OH
HO HO
N Nﬁ/
o’ Js o° /s
S S
S S
SIS0 SI£.0
N ~N-
0 N~ 0? Y\~ |
OH OH
(#)-LS72 meso-LS72
5 2. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto de acuerdo con la

reivindicacién 1 disuelto o disperso en un soporte.

3. Un método ex vivo para interferir con una via transcripcional inducida por hipoxia en una célula,
que comprende hacer contactar la célula con al menos un compuesto de acuerdo con la

10 reivindicacion 1.

4. Al menos un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 para su utilizacién en un método para
el tratamiento de
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(i) cancer de mama, en que el método comprende la administracion a un sujeto en necesidad
del mismo de una cantidad efectiva de dicho al menos un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 1; o
(i) un sujeto que sufre de carcinoma en necesidad de dicho tratamiento, en que el método
5 comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de dicho al menos un compuesto de
acuerdo con la reivindicacion 1.

5. Un compuesto seleccionado de los siguientes:

10

45



b) |

ES 2655990 T3

HIF-1a

Cfran]

oA _ oB

C-TAD

786 SMDESGLPQLTSYDCEVNAPIQGSRNLLOGEELLRALDQUN 826

Expresion

constitutiva

- Prolina
hidroxilasa

2

V}?f./

ubiquitina

. Interaccién de
p300/CBP
CH1 con

Enzimas
glicoliticas

VEGF

46



ES 2655990 T3

Quetomina

Figura 2
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Sintesis de tioacetales y ETP de anillo tnico

a:p-Anisaldehido, BF3-E;O, DCM, RT, 16h, 92% b: mCPBA, ME;S, HCIO4, ¢: BOMCI,
nBuLi, THF, -78 "C, d: BClp, CH,Cl, e: AcCl,piridina:, CH,Cl,, f. nBuLl, THF, -78 °C, BnCl.

Figura 4
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Sintesis de ETP puenteadas

a: 7, nBuLi, THF, -78°C, b: BCls, CH,Cl,, ¢: mCPBA, Me,S, HCIOq, d: nBuLi, THF, -78°C
Figura 5
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Niveles relativos de c-Met mARN
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Niveles relativos de Glut1 mARN
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