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DESCRIPCION

Métodos y composiciones farmacéuticas para el tratamiento de beta-talasemias

Campo de la invencion.

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones farmacéuticas para el tratamiento de beta-talasemias.
Fundamentos de la invencion.

La Hg de mamifero adulto es una proteina multimérica que incluye dos cadenas de globina a y dos de 3 que forman
juntas la molécula de hemoglobina (Hb) tetramérica (a/B).. Las beta-talasemias son un grupo de trastornos sanguineos
hereditarios causados por un defecto cuantitativo en la sintesis de las cadenas B de la hemoglobina. En individuos con
este trastorno, la sintesis de cadenas de -globina esta reducida o ausente. Se han descrito tres formas principales
de la enfermedad: B-talasemia mayor (B-TM o B°-TM) en la que no se produce ninguna cadena B, y B-talasemia
intermedia y B-talasemia menor, en las que se produce la cadena B pero en cantidades inferiores a lo normal. Estas
condiciones causan fenotipos variables que van desde anemia severa hasta individuos clinicamente asintomaticos.
Los individuos con B-TM aparecen normalmente en los dos primeros afios de vida con anemia severa, crecimiento
deficiente y anomalias esqueléticas durante la infancia. Los nifios afectados necesitaran transfusiones de sangre toda
su vida. La B-talasemia intermedia es menos grave que la B-talasemia mayor y puede requerir transfusiones de sangre
episadicas. Los pacientes dependientes de transfusiones desarrollaran una sobrecarga de hierro y requeriran una
terapia de quelacion para eliminar el exceso de hierro.

A pesar del amplio conocimiento de los defectos moleculares que causan la 3-talasemia mayor (TM), se sabe menos
sobre los mecanismos responsables de una eritropoyesis ineficaz. Esta ultima se caracteriza por el aceleramiento de
la diferenciacion eritroide, apoptosis y detencion de la maduracion en la etapa policromatofilica. Explica, al menos en
parte, la profunda anemia observada en esta enfermedad. Aunque se ha propuesto que tanto la precipitacion de
cadenas de globina no coincidentes como la acumulacién de hierro no unido podrian conducir a estrés oxidativo y
subsiguiente hemodlisis, sigue sin aclararse el mecanismo por el cual se induce la apoptosis y la detencion de la
maduracion.

Los presentes inventores han esclarecido las consecuencias de una acumulacion citoplasmica de cadena a y la
cascada de reacciones fallidas que resultan de ella que en Ultima instancia causan sintomas de 3-TM tales como la
anemia. El descubrimiento se basa en la aclaracion adicional de las funciones de la proteina chaperona HSP70 y la
proteina de maduracion de eritrocitos GATA-1 (https://ash.confex.com/ash/2012/webprogram/Paper48181.html). Los
presentes inventores han descubierto que la HSP70 tiene funciones importantes tanto en el citoplasma como en el
nucleo de los eritroblastos. Una funcién primaria de la HSP70 en el ndcleo es unirse a la proteina GATA-1 y prevenir
su escision y degradacion proteolitica (por la proteasa caspasa-3). La HSP70 evita asi la inactivacion de GATA-1y
preserva su funcién como factor clave en la maduracién de eritrocitos. Una funcién secundaria de la HSP70 es unirse
a una globina en el citoplasma y asegurar que las cadenas de proteinas estén adecuadamente plegadas y puedan
formar Hb (a/B). tetraméricas. Normalmente, hay suficiente HSP70 disponible en la célula para llevar a cabo estas dos
funciones. Sin embargo, en las células B-TM, la HSP70 esta monopolizada por el exceso de cadenas a libres que se
acumulan en el citoplasma. Por lo tanto, una cantidad desproporcionada de HSP70 es secuestrada en el citoplasma,
y no hay suficiente HSP70 disponible para unirse y proteger GATA-1 en el nicleo. La GATA-1 no protegida se escinde
y se inactiva proteoliticamente y no tiene lugar una maduracién adecuada de los eritrocitos. Mas bien, la ausencia de
GATA-1 activa da como resultado la detencion de la maduracioén y la apoptosis de eritrocitos inmaduros en la etapa
policromatofilica. Por tanto, esta secuencia de eventos se desencadena inicialmente por falta de cadenas B de
hemoglobina y, en ultima instancia, tiene por resultado una produccion baja (o nula) de eritrocitos, provocandose
anemia.

Sumario de la invencion.

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones farmacéuticas para el tratamiento de beta-talasemias. En
particular, la presente invencion se define por las reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencion.

La presente invencion proporciona métodos y composiciones farmacéuticas disefiadas para intervenir en este proceso
deficiente y para promover o restablecer la maduracion de eritrocitos en individuos que sufren de B-TM. Se observa
que, debido a que la globina 3 no se forma en los eritrocitos B-TM, el tipo de eritrocitos que se producen en individuos
tratados con los métodos y composiciones descritos en el presente documento contienen (a/y)2 Hb, y la invencion
proporciona métodos y composiciones para aumentar la produccion de eritrocitos de (a/y); Hb en células B-TM e
individuos B-TM. Los métodos implican mantener la actividad de GATA-1 a través de la prevencién de la exportacion
nuclear de HSP70 en el citoplasma. Por consiguiente, un objeto de esta invencion es proporcionar métodos para
restablecer o incrementar la maduracion de eritrocitos en un sujeto que padece B-talasemia mayor (3-TM) mediante

2



10

15

ES 2739 637 T3

la prevencion de la inactivacion proteolitica de GATA-1. En algunas realizaciones, la prevencion se logra administrando
al sujeto un compuesto que inhibe el transportador nuclear XPO1.

La presente invencion se refiere a un inhibidor de XPO1 para su uso en un método para el tratamiento de la beta-
talasemia en un sujeto en necesidad de dicho tratamiento.

La presente invencién se refiere a un inhibidor de XPO1 para uso en un método para promover o restablecer la
maduracion de eritrocitos en un sujeto que padece beta-talasemia.

La presente invencion se refiere a un inhibidor de XPO1 para uso en un método para aumentar la produccién de
eritrocitos (a/y)2 Hb en un sujeto que padece beta-talasemia.

Como se usa en el presente documento, el término "XPO1" tiene su significado general en la técnica y se refiere a la
proteina exportina 1. La proteina media en el transporte de proteinas dependiente de la sefial de exportacion nuclear
(NES) rica en leucina. La proteina también se llama Mantenimiento de la Region Cromosomica 1 (Crm1).

Como se usa en este documento, el término "inhibidor de XPO1" designa cualquier compuesto o tratamiento que
reduce o bloguea la actividad de XPO1. El término también incluye inhibidores de la expresion XPO1.

Los inhibidores de XPO1 son bien conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones de la invencién, el inhibidor de
XPO1 se selecciona entre compuestos de molécula pequefia que se han descrito en las publicaciones
W02011109799, W02012099807, WO2013020024, WO 2013019548 y WO2013019561.

En algunas realizaciones, el inhibidor de XPO1 se selecciona entre el grupo que consiste en los siguientes
compuestos:
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y sales de los mismos aceptables farmacéuticamente.

En algunas realizaciones, el inhibidor de XPO1 se selecciona entre el grupo que consiste en éster etilico del acido (Z)-

3-[3-(3-cloro-fenil)-[1,2,4]-triazol-1-il]-acrilico; éster etilico del acido (E)-3-[3-(3-cloro-fenil)-[1,2,4]-triazol-1-il]-acrilico;

éster isopropilico del acido (Z)-3- [3-(3-cloro-fenil)- [1,2,4] -triazol-1-il]-acrilico; éster isopropilico del acido (E) -3-[3- (3-

5 cloro-fenil)-[1,2,4] -triazol-1-il]-acrilico; éster terc-butilico del acido (Z)-3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -acrilico;

éster terc-butilico del acido (Z) -3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -acrilico; (E) -3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4]-

triazol-1-il] -N-fenil-acrilamida; (E)-N-(2-cloro-fenil) -3- [3- (3-cloro-fenil)-[1,2,4] -triazol-1-il]-acrilamida; éster terc-

butilico del acido (4- {(E)-3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -acriloilamino} -fenil)-carbamico; (E)-3-[3-(3-cloro-

fenil)-[1,2,4]-triazol-1-il]-N-(4-metoxi-fenil) -acrilamida; (E)-3- [3- (3-cloro-fenil)-[1,2,4]-triazol-1-il]-N-metil-N-fenil-

10 acrilamida; (E) -3- [3-(3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -N-metil-N-fenil-acrilamida; (E) -N- (4-amino-fenil) -3- [3- (3-
cloro-fenil)-[1,2,4] -triazol-1-il]-acrilamida y/o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En algunas realizaciones, el inhibidor de XPO1 se selecciona del grupo que consiste en los siguientes compuestos:
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o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En algunas realizaciones, el inhibidor de XPO1 se selecciona del grupo que consiste en un compuesto seleccionado
entre el grupo que consiste en 1-(4-metoxifenil)-1H-pirrol-2,5-diona; 1-(4-bromo-2,5-difluorofenil) -1H-pirrol-2,5-diona;
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3-metil-1-(1-metil-1H-pirazol-3-il)-1H-pirrol-2,5-diona;  4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N-(5-metilisoxazol-3-il)
bencenosulfonamida; 1- (3-benzoil-4-metiltiofen-2-il)-1H-pirrol-2,5-diona; 1-(4- (3- (trifluorometil) -1H-pirazol-1-il) fenil)
-1H-pirrol-2,5-diona; 1-(4- (4-clorofenil) tiazol-2-il) -3-metil-1H-pirrol-2,5-diona; 1- (benzo [b] tiofen-3-ilmetil) -1H-pirrol-
2,5-diona; 1- (3,4-dimetoxifenetil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (naftalen-1-il) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (4-ciclohexilfenil) -1H-
pirrol-2,5-diona; 1-(2-benzoilfenil)-1H-pirrol-2,5-diona; 1- (4-morfolinofenil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (4-clorofenetil) -1H-
pirrol-2,5-diona; 1- (2- (tiofen-2-il) etil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1 - ([3,4] metilendioxibencil) -1H-pirrol-2,5-diona amida y/o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, el inhibidor de XPO1 se selecciona entre el grupo que consiste en los siguientes
compuestos:
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En algunas realizaciones, el inhibidor de XPO1 es KPT-330 (Etchin J, Sanda T, Mansour MR, Kentsis A, Montero J,
Le BT, Christie AL, McCauley D, Rodig SJ, Kauffman M, Shacham S, Stone R, Letai A , Kung AL, Thomas Look A. El
inhibidor KPT-330 de la exportacion nuclear mediada por CRM1 (XPO1) tiene actividad anti-leucémica selectiva en
modelos preclinicos de leucemia linfoblastica aguda de células T y leucemia mieloide aguda. Br J Haematol. 2013
abril; 161; (1): 117-27. Doi : 10.1111 / bjh.12231. Epub 4 de febrero 2013).
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En algunas realizaciones, el inhibidor de XPO1 es KPT-276 (Schmidt J, Braggio E, Kortuem KM, Egan JB, Zhu YX,
Xin CS, Tiedemann RE, Palmer SE, Garbitt VM, McCauley D, Kauffman M, Shacham S, Chesi M, Bergsagel PL,
Stewart A K. Los estudios de todo el genoma en mieloma multiple identifican XPO1/CRM1 como una diana critica
validada utilizando el inhibidor selectivo de la exportacién nuclear KPT-276. Leucemia. 11 Jun. 2013. doi : 10.1038 /
leu.2013.172.).
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Un "inhibidor de la expresion" se refiere a un compuesto natural o sintético que tiene un efecto biolégico para inhibir
la expresion de un gen.

En una realizacién preferida de la invencion, dicho inhibidor de la expresidon génica es un siRNA, un oligonucleétido
antisentido o una ribozima.

Los inhibidores de la expresion génica para uso en la presente invencidon pueden basarse en constructos de
oligonucledtidos antisentido. Los oligonucledtidos antisentido, incluidas moléculas de RNA antisentido y moléculas de
DNA antisentido, actuarian bloqueando directamente la traduccion del mMRNA seleccionado al unirse al mismo y evitar
asi la traduccion de proteinas o aumentar la degradacion del mRNA, disminuyendo asi el nivel de la proteina diana
(es decir, XPO1), y por tanto la actividad, en una célula. Por ejemplo, se pueden sintetizar oligonucleétidos antisentido
de al menos aproximadamente 15 bases y complementarios a regiones unicas de la secuencia de transcripcion de
mRNA que codifica la proteina diana, por ejemplo mediante técnicas de fosfodiéster convencionales, y ser
administrados por ejemplo por inyeccion intravenosa o infusion. Los métodos para usar técnicas antisentido para inhibir
especificamente la expresion génica de genes cuya secuencia se conoce, son bien conocidos en la técnica (p. €j.,
véanse las patentes de EE. UU. n° 6.566.135; 6.566.131; 6.365.354; 6.410.323; 6.107.091; 6.046.321; y 5.981.732).

Los RNAs inhibitorios pequefios (siRNAs) también pueden funcionar como inhibidores de la expresion génica para su
uso en la presente invencion. La expresion génica se puede reducir al poner en contacto el tumor, el sujeto o la célula
con un pequeiio RNA bicatenario (RNAds), o un vector o construccion que cause la produccion de un pequefio RNA
bicatenario, de modo que la expresidn génica se inhiba especificamente (es decir, la interferencia del RNA o iRNA).
Los métodos para seleccionar un dsRNA apropiado o un vector que codifique dsRNA son bien conocidos en la técnica
para los genes cuya secuencia se conoce (por ejemplo, véase Tuschi, T. et al. (1999); Elbashir, SM et al. (2001);
Hannon, G J. (2002); McManus, M T. et al. (2002); Brummelkamp, T R. et al. (2002); Patentes de EE. UU. Nos.
6.573.099y 6.506.559; y Publicacion de Patente Internacional nimeros WO 01/36646, WO 99/32619, y WO 01/68836).

Las ribozimas también pueden funcionar como inhibidores de la expresién génica para su uso en la presente invencion.
Las ribozimas son moléculas de RNA enzimaticas capaces de catalizar la escision especifica del RNA. El mecanismo
de accion de la ribozima implica la hibridacion especifica de la secuencia de la molécula de la ribozima con el RNA
diana complementario, seguido de la escision endonucleolitica. Las moléculas de ribozima de horquilla o de cabeza
de martillo construidas que catalizan especifica y eficazmente la escisién endonucleolitica de las secuencias de mRNA
dirigidas son por tanto utiles dentro del alcance de la presente invencion. Los sitios especificos de escision de la
ribozima dentro de cualquier diana potencial de RNA se identifican inicialmente escaneando la molécula diana para
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sitios de escision de la ribozima, que tipicamente incluyen las secuencias GUA, GUU y GUC. Una vez identificadas,
las secuencias cortas de RNA de entre aproximadamente 15 y 20 ribonucleétidos correspondientes a la region del gen
diana que contiene el sitio de escisién pueden evaluarse para determinar las caracteristicas estructurales predichas,
como la estructura secundaria, que pueden hacer que sea inadecuada la secuencia de oligonucledtidos. La idoneidad
de las dianas candidatas también puede evaluarse probando su accesibilidad a la hibridacidon con oligonucledétidos
complementarios, usando, por ejemplo, ensayos de proteccion de ribonucleasa.

Tanto los oligonucleétidos antisentido como las ribozimas utiles como inhibidores de la expresiéon génica pueden
prepararse por métodos conocidos. Estos incluyen técnicas para la sintesis quimica como, p. €j., mediante sintesis
quimica de fosforamadita en fase solida. Alternativamente, las moléculas de RNA antisentido pueden generarse por
transcripcion in vitro o in vivo de secuencias de DNA que codifican la molécula de RNA. Tales secuencias de DNA
pueden incorporarse en una amplia variedad de vectores que incorporan promotores de RNA polimerasa adecuados,
tales como los promotores de polimerasa T7 o SP6. Se pueden introducir diversas modificaciones a los
oligonucledtidos de la invencion como medio para aumentar la estabilidad intracelular y la vida mitad. Las posibles
modificaciones incluyen, pero sin limitarse a ellas, la adicién de secuencias flanqueantes de ribonucleétidos o
desoxirribonucledtidos a los extremos 5' y/o 3' de la molécula, o el uso de fosforotioato o 2'-O-metilo en vez de enlaces
de fosfodiesterasa dentro del esqueleto de oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos antisentido siRNAs y ribozimas de la invencion se pueden administrar in vivo solo o en asociacion
con un vector. En su sentido mas amplio, un "vector" es cualquier vehiculo capaz de facilitar la transferencia del
oligonucledtido antisentido siRNA o del acido nucleico de la ribozima a las células. Preferiblemente, el vector transporta
el acido nucleico a las células con una degradacioén reducida en relaciéon con la magnitud de la degradacion que daria
como resultado la ausencia del vector. En general, los vectores utiles en la invencion incluyen, pero no se limitan a
ellos, plasmidos, fagémidos, virus, otros vehiculos derivados de fuentes virales o bacterianas que han sido
manipulados por la insercién o incorporacion del oligonucleétido antisentido siRNA o secuencias de acido nucleico de
ribozima. Los vectores virales son un tipo preferido de vector e incluyen, pero no se limitan a ellos, secuencias de
acido nucleico procedentes de los siguientes virus: retrovirus, tales como el virus de la leucemia murina de Moloney,
el virus del sarcoma murino de Harvey, el virus del tumor mamario murino y el virus del sarcoma de Rous; adenovirus,
virus adenoasociados; virus de tipo SV40; virus de polioma; virus de Epstein-Barr; virus del papiloma; virus del herpes;
virus vaccinia; virus de la polio y virus de RNA tal como un retrovirus. Se pueden emplear facilmente otros vectores no
mencionados pero conocidos en la técnica.

Los vectores virales preferidos se basan en virus eucariéticos no citopaticos en los que se han reemplazado genes no
esenciales con el gen de interés. Los virus no citopaticos incluyen retrovirus (p. €j. lentivirus), cuyo ciclo de vida implica
la transcripcion inversa del RNA viral genémico en el DNA con la integracién proviral posterior en el DNA de la célula
hospedadora. Los retrovirus han sido aprobados para ensayos de terapia génica humana. Los mas utiles son aquellos
retrovirus que son deficientes en la replicacion (es decir, capaces de dirigir la sintesis de las proteinas deseadas, pero
incapaces de fabricar una particula infecciosa). Tales vectores de expresion retroviral alterados genéticamente tienen
una utilidad general para la transduccion de genes de alta eficacia in vivo. Protocolos estandar para producir retrovirus
deficientes en la replicacion (incluidos las etapas de incorporacion de material genético exdgeno en un plasmido, la
transfeccién de una célula de empaquetamiento forrada con plasmido, la produccién de retrovirus recombinantes por
la linea celular de empaquetamiento, la recoleccion de particulas virales de medios de cultivo de tejidos, y la infeccion
de las células diana con particulas virales) se proporcionan en KRIEGLER (A Laboratory Manual, "W. H. Freeman C.
0., New York, 1990) y en MURRY ("Methods in Molecular Biology", volumen 7, Humana Press, Inc., Cliffton, N.J.,
1991).

Los virus preferidos para ciertas aplicaciones son los adenovirus y los virus adeno-asociados, que son virus de DNA
de doble cadena que ya han sido aprobados para uso humano en terapia génica. El virus adenoasociado puede ser
disefiado para que sea deficiente en la replicacion y es capaz de infectar una amplia gama de tipos de células y
especies. Ademas tiene ventajas tales como estabilidad al calor y del solvente de lipido; altas frecuencias de
transduccion en células de diversos linajes, incluyendo las células hematopoyéticas; y falta de inhibicion de la
superinfeccion, lo que permite multiples series de transducciones. Segun se informa, el virus adeno-asociado puede
integrarse en el DNA celular humano de una manera especifica del sitio, minimizando asi la posibilidad de mutagénesis
insercional y la variabilidad de la expresidon génica insertada caracteristica de la infeccion retroviral. Ademas, las
infecciones por virus adeno-asociados de tipo silvestre se han seguido en el cultivo de tejidos durante mas de 100
pases en ausencia de presion selectiva, lo que implica que la integracion gendmica del virus adeno-asociado es un
evento relativamente estable. El virus adeno-asociado también puede funcionar de manera extracromosoémica.

Otros vectores incluyen vectores de plasmidos. Los vectores de plasmidos se han descrito ampliamente en la técnica
y son bien conocidos por los expertos en este campo. Véase, por ejemplo, SANBROOK et al., "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", Segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. En los ultimos afios, los vectores
de plasmidos se han utilizado como vacunas de DNA para administrar genes que codifican antigenos a las células en
vivo. Son particularmente ventajosos para esto porque no tienen los mismos problemas de seguridad que muchos de
los vectores virales. Estos plasmidos, sin embargo, que tienen un promotor compatible con la célula hospedadora,
pueden expresar un péptido de un gen codificado operativamente dentro del plasmido. Algunos plasmidos de uso
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comun incluyen pBR322, pUC18, pUC19, pRC/CMV, SV40 y pBlueScript. Otros plasmidos son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Ademas, los plasmidos pueden disefiarse a medida utilizando enzimas de restriccion y
reacciones de ligacion para eliminar y agregar fragmentos especificos de DNA. Los plasmidos pueden ser
administrados por una variedad de vias parenterales, mucosas y topicas. Por ejemplo, el plasmido de DNA puede
inyectarse por via intramuscular, intradérmica, subcutanea u otras vias. También se puede administrar por medio de
aerosoles o gotas intranasales, supositorios rectales, y oralmente. También se puede administrar en la epidermis o en
la superficie de la mucosa con una pistola de genes. Los plasmidos pueden administrarse en una solucion acuosa,
secarse sobre particulas de oro o en asociacion con otro sistema de administracion de DNA que incluye, pero sin
limitarse a ellos, liposomas, dendrimeros, cocleato y microencapsulacion.

Tipicamente, el inhibidor de XPO1 se administra al sujeto en una cantidad terapéuticamente efectiva.

Por "cantidad terapéuticamente efectiva" del inhibidor de XPO1 de la invencién, como se describe anteriormente, se
entiende una cantidad suficiente del compuesto. Se entendera, sin embargo, que el uso diario total de los compuestos
y composiciones de la presente invencion sera decidido por el médico asistente dentro del alcance de un buen criterio
médico. El nivel de dosis terapéuticamente efectiva especifica para cualquier sujeto en particular dependera de una
variedad de factores que incluyen el trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; actividad del compuesto
especifico empleado; la composicion especifica empleada, la edad, el peso corporal, el estado general de salud, el
sexo Y la dieta del sujeto; el tiempo de administracion, la via de administracion y la tasa de excrecion del compuesto
especifico empleado; la duracién del tratamiento; los farmacos utilizados en combinacién o en coincidencia con el
polipéptido especifico empleado; y como factores bien conocidos en el campo médico. Por ejemplo, esta dentro de la
experiencia de la técnica iniciar dosis del compuesto a niveles mas bajos que los requeridos para lograr el efecto
terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta que se logre el efecto deseado. Sin embargo, la dosis
diaria de los productos puede variar en un amplio margen de 0,01 a 1.000 mg por adulto por dia. Preferiblemente, las
composiciones contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500 mg del ingrediente
activo para el ajuste sintomatico de la dosis al sujeto a tratar. Un medicamento contiene tipicamente de
aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 500 mg del ingrediente activo, preferiblemente de 1 mg a
aproximadamente 100 mg del ingrediente activo. Generalmente, una cantidad efectiva del farmaco se suministra a un
nivel de dosis de 0,0002 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dia, especialmente de
aproximadamente 0,001 mg/kg a 7 mg/kg de peso corporal por dia.

El inhibidor de XPO1 de la invencién puede combinarse con excipientes farmacéuticamente aceptables, y
opcionalmente matrices de liberacion sostenida, tales como polimeros biodegradables, para formar composiciones
terapéuticas.

"Farmacéuticamente" o "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccion adversa, alérgica o cualquier otra reaccion desafortunada cuando se administran a un
mamifero, especialmente a un ser humano, segun el caso. Un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable se
refiere a una carga no solida, semisolida o liquida no toxica, diluyente, material de encapsulacion o auxiliar de
formulacion de cualquier tipo.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para administracion oral, sublingual, subcutanea,
intramuscular, intravenosa, transdérmica, local o rectal, el principio activo, solo o0 en combinacién con otro principio
activo, se puede administrar en forma de administracién unitaria, como una mezcla con soportes farmacéuticos
convencionales, para animales y seres humanos. Las formas de administracion unitaria adecuadas comprenden
formas de via oral tales como comprimidos, capsulas de gel, polvos, granulos y suspensiones o soluciones orales,
formas de administracion sublingual y bucal, aerosoles, implantes subcutaneos, transdérmicos, tdpicos,
intraperitoneales, intramusculares, intravenosos, subdérmicos, transdérmicos, formas de administracion intratecal e
intranasal y formas de administracion rectal. Se pueden hacer adaptaciones galénicas para un suministro especifico
en el intestino delgado o en el colon.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacion que pueda ser inyectada. Estos pueden ser en particular soluciones salinas isotonicas, estériles
(fosfato monosadico o disédico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares o mezclas de tales sales), o
composiciones secas, especialmente composiciones liofilizadas que, dependiendo del caso, al afiadir agua o solucién
salina fisioldgica, permiten la constitucion de soluciones inyectables.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil manipulacion con jeringuilla. Debe ser estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento, y debe conservarse contra la acciéon contaminante de microorganismos,
como bacterias y hongos.

Las soluciones que comprenden inhibidores de XPO1 de la invencion como base libre o sales farmacolégicamente
aceptables pueden prepararse en agua adecuadamente mezclada con un agente tensioactivo, tal como
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hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de
los mismos, y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un
conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

El inhibidor de XPO1 de la invencion se puede formular en una composiciéon en forma neutra o salina. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosforico, o acidos organicos
tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres
también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio
o férricos, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El vehiculo también puede ser un disolvente o un medio de dispersidon que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites
vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, como la lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de agentes
tensioactivos. La prevencion de la accion de los microorganismos puede lograrse por diversos agentes antibacterianos
y antifusolubles, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos,
sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo azucares o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las
composiciones inyectables se puede lograr mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan la
absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los polipéptidos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido de
esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de
los mencionados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
los métodos de preparacion preferidos son técnicas de secado a vacio vy liofilizacion que producen un polvo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una soluciéon del mismo previamente sometida a
filtracion estéril.

Tras la formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulacién de dosificacion y
en una cantidad que sea terapéuticamente efectiva. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de
formas de dosificacion, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también pueden
emplearse capsulas de liberacion de farmacos y similares.

Para la administracion parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, la solucién debe ser adecuadamente
tamponada, si es necesario, y el diluyente liquido primero debe ser isotdnico con suficiente solucién salina o glucosa.
Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa, intramuscular,
subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, los medios acuosos estériles que pueden emplearse seran conocidos
por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcion. Por ejemplo, podria disolverse una dosis en 1 ml de
solucion isoténica de NaCl y agregarse a 1000 ml de liquido hipodermoclitico o inyectarse en el sitio de infusion
propuesto. Se producira necesariamente cierta variacion en la dosis dependiendo de la condicidn del sujeto que esta
en tratamiento. La persona responsable de la administracion, en cualquier caso, determinara la dosis adecuada para
el sujeto concreto.

El inhibidor de XPO1 de la invenciéon puede formularse en una mezcla terapéutica para que comprenda de
aproximadamente 0,0001 a 1,0 miligramos, o de aproximadamente 0,001 a 0,1 miligramos, o de aproximadamente
0,1 a 1,0, o incluso de aproximadamente 10 miligramos por dosis, poco mas o menos. También se pueden administrar
dosis multiples.

Ademas de los inhibidores de XPO1 de la invencién formulados para administracion parenteral, tales como inyeccion
intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, comprimidos u otros
solidos para administracion oral; formulaciones liposomales; capsulas de liberacion prolongada; y cualquier otra forma
utilizada en la actualidad.

Un objeto adicional de la invencion se refiere a un método para el cribado de un farmaco adecuado para el tratamiento
de beta-talasemia, que comprende las etapas que consisten en i) proporcionar un compuesto candidato, ii) probar si
el compuesto candidato es capaz de inhibir la actividad o la expresién del XPO1 vy iii) seleccionar el compuesto
candidato que sea capaz de inhibir la actividad o expresién de XPO1.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse en modo alguno como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras.
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Figura 1: Expresion del gen XPO1 en los precursores de eritroides CD36+ (inmunotransferencia) N = Nucleo, C =
Citoplasma. Desde el dia 3 hasta el dia 6 del cultivo CD36+.

Figura 2: Expresion del gen XPO1 (y HSP70) en los precursores de eritroides CD36+ (microscopia de fluorescencia).

Figura 3A. KPT no es téxico para los progenitores eritroides CD36+ de la sangre del cordon umbilical en el dia 6 (D6)
del cultivo, cuando se diluye en concentraciones 33 nM, 100 nM, 333 nM y 1000 nM en medios de cultivo CD36+, con
concentraciones normales de eritropoyetina (EPO), hasta 20 h de tratamiento.

Figura 3B. La inanicién de EPO durante 20 h da como resultado un 80% de muerte celular. El tratamiento de D6
CD36+ con KPT a 100 nM, 333 nM durante la inanicion de EPO disminuye la muerte celular, de 49% y 39%
respectivamente, en comparacién con la ausencia de tratamiento con KPT.

Figura 4: KPT induce la retencion nuclear de HSP70 en CD36+ D6 de la sangre del cordon umbilical, en condiciones
de inanicién de EPO, después de 20 h de tratamiento.

Figura 5: En las células CD36+ D8 de beta-talasemia, KPT induce la localizaciéon nuclear de HSP70 después de 72 h
de tratamiento a 100 nM en comparacién con las células no tratadas.

Figura 6. Las células CD36+, derivadas de células CD34+ circulantes del paciente de talasemia beta mayor, se trataron
o no con una molécula KPT (KPT 0 = DMSO, KPT 100 = 100 nM, KPT 1000 = 1000 nM) y se analizaron a las 24 h, 48
h, 72 h y 96 h de tratamiento. El dia 0 de tratamiento corresponde al dia 5 del cultivo CD36+. a) Proliferacion de células
CD36+ entre 24 h y 96 h, para las diferentes condiciones de tratamiento con KPT. b) Muerte celular de células CD36+
entre 48 h y 96 h, para las diferentes condiciones de tratamiento con KPT. c) Analisis de citometria de flujo de la
intensidad de fluorescencia media (MFI) para la proteina Banda 3, en células CD36+, en las diferentes condiciones de
tratamiento con KPT. d) Recuento de MGG de inmaduros, policromatéfilos y acidofilos + reticulocitos a las 96 h de
tratamiento, para las diferentes condiciones del tratamiento con KPT y e) indices de maduracion correspondientes.

Figura 7: células CD36+, derivadas de células CD34+ circulantes del paciente con talasemia beta mayor, se trataron
o no con una molécula KPT (KPT 0 = DMSO, KPT 100 = 100 nM, KPT 1000 = 1000 nM) y se analizaron a las 24 h, 48
h, y 72 h de tratamiento. El dia 0 de tratamiento corresponde al dia 6 del cultivo CD36+. a) Proliferacion de células
CD36+ entre 24 h 'y 72 h, para las diferentes condiciones de tratamiento con KPT. b) Muerte celular de células CD36+
entre 24 h y 72 h, para las diferentes condiciones de tratamiento con KPT. c) Analisis de citometria de flujo de MFI
para la proteina Banda 3, en células CD36+, en las diferentes condiciones del tratamiento con KPT. d) Analisis de
citometria de flujo de la cantidad de células CD36+ pequefas, vivas, positivas para hemoglobina fetal en las diferentes
condiciones del tratamiento con KPT. e) Recuento de MGG de policromatdfilos y acidofilos + reticulocitos inmaduros
a las 48 h de tratamiento, para las diferentes condiciones KPT 0 y KPT 100 nM y e) los indices de maduracion
correspondientes.

Figura 8. Células CD36+ del mismo experimento que la Figura 8, a las 24 h de tratamiento. Porcentajes de células
que contienen HSP70 ubicadas en el nucleo (negro) o en el citoplasma (gris), agrupadas en la poblacion total de
células analizadas, para las diferentes condiciones de tratamiento: KPT 0 (a), KPT 100 nM (b) y KPT 1000 nM (c). d)
Relacién HSP70 citoplasma/nuclear para las tres condiciones de tratamiento. €) Intensidad media y desviacion
estandar para la fluorescencia del factor de transcripcion GATAA1.

Ejemplo 1.
Fundamento.

El laboratorio de los autores de la presente invencion ha publicado (Ribeil et al., Nature 2007) que la leptomicina B
(LMB), un inhibidor quimico de XPO1, induce la retencion nuclear de HSP70 en células precursoras de eritroides. Esta
observacion sugiere que XPO1 podria estar involucrada en la exportacion nuclear de la proteina HSP70 en el precursor
eritroide.

Durante la diferenciacion de células precursoras de eritroides, la acumulaciéon nuclear de la proteina HSP70 es
esencial. De hecho HSP70 protege en el nucleo el factor de transcripcion GATA1 de la degradacion de la caspasa-3.

En el caso de dos patologias con diseritropoyesis: sindrome mielodisplasico (MDS) y beta-talasemia, se ha establecido
un defecto en la localizacion nuclear de HSP70 en células progenitoras eritroides (Frisan et al., Blood 2012, Arlet et
al., datos no publicados). Por lo tanto, los autores sugieren que seria de interés reprimir la exportacion nuclear de
HSP70 inducida por XPO1 para restablecer la localizaciéon nuclear de la proteina HSP70 en células precursoras de
eritroides y por tanto mejorar la diferenciacion de los precursores de eritroides.

KPT-330 (Selinexor*) es el primer inhibidor selectivo de XPO1 y producido por Karyopharm. El analisis in vitro y los
estudios de seguridad en pacientes humanos han mostrado una buena tolerabilidad de la molécula.
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Los autores de la presente invencion sugieren evaluar el efecto de la molécula KPT (KPT-251 adecuada para pruebas
in vitro) tanto en las células beta-talasemia como en las células precursoras de eritroides MDS.

Materiales y métodos:
Material.

Se obtuvieron unidades de sangre del corddon umbilical de partos normales a término, previo consentimiento de la
madre, de la Unidad de Obstetricia del Hopital Necker-Enfants Malades. Los progenitores eritroides CD36+, generados
a partir de progenitores CD34 cultivados 7 dias con IL-6 + IL3 + SCF aislados de sangre del cordén umbilical (Miltenyi
CD34 Progenitor Cell Isolation Kit) se cultivaron en presencia de IL3 + SCF + Epo en IMDM (cultivo de células Gibco)
suplementado con 15% BIT 9500 (Stem Cell Technologies).

Analisis de inmunotransferencia.

Se extrajeron fracciones de proteinas nucleares y citoplasmicas separadas de los progenitores eritroides usando
reactivos de extraccion nuclear y citoplasmica NE-PER (Thermo Scientific), siguiendo el protocolo del fabricante.

Se resolvieron 40 ug de proteinas de extractos nucleares o citoplasmicos en geles de acrilamida al 14% y se analizaron
mediante inmunotransferencia. Los antigenos se visualizaron por quimioluminiscencia usando SuperSignal West Dura
(Thermo Scientific).

Reactivos.

Los anticuerpos utilizados son el clon de ratén anti HDAC 3F3 # 05-814 (Millipore), anti HSP70 de conejo ADI SPA
812 (Enzo lifesciences) y anti CRM1 (XPO1) de conejo # ST1100 (Calbiochem).

Permeabilizacioén celular y etiquetado para microscopia de fluorescencia.

Se hilaron 5 x 10* células en portaobjetos, se fijaron con acetona, se hidrataron con 1X PBS 1% de BSA frio durante
30 minutos, se trataron con formaldehido durante 15 minutos (Sigma) y luego con metanol (Prolabo) durante 10
minutos a temperatura ambiente. Las células se permeabilizaron luego con 1X PBS 0,2% de triton X100 (Sigma)
durante 10 minutos a 4 °C, se lavaron y se incubaron en BSA al 10% durante 30 minutos. Luego se incubaron
secuencialmente con anticuerpos diluidos en 1X PBS 1% de BSA al 0,1% de tween (Sigma). Los nucleos se tifieron
con DAPI y los portaobjetos se examinaron con un microscopio laser confocal (LSM 700 Carl Zeiss).

Resultados:

Los presentes autores investigaron la expresion de la proteina XPO1 en progenitores eritroides CD36+ de sangre de
cordén umbilical mediante inmunotransferencia (Figura 1) y microscopia de fluorescencia (Figura 2). En la Figura 1, la
proteina XPO1 esta presente mayoritariamente en el citoplasma (C) y, en menor medida, en el compartimento del
nucleo (N) de los progenitores eritroides CD36+, desde el dia 3 (D3) hasta el dia 6 (D6) de cultivo. En la Figura 2, la
expresion de la proteina XPO1 observada por inmunotransferencia se confirma por microscopia confocal, en
progenitores eritroides CD36+ permeabilizados, en el dia 6 de cultivo en Epo. Aqui los autores de la presente invencion
presentan por primera vez la expresion de XPO1, una proteina de exportacion nuclear de la familia beta importina, en
células progenitoras eritroides CD36+.

Ejemplo 2.

Los datos de las Figuras 6 y la Figura 7 son de dos experimentos diferentes en células CD36+ de un paciente con
beta talasemia. Los datos de la Figura 8 se han obtenido con células del experimento de la Figura 7. Los eritroblastos
de beta-talasemia se generaron in vitro a partir de células CD34+ circulantes de sangre periférica de un paciente adulto
con beta-talasemia mayor (B%-TM). Este estudio se realizd de acuerdo con la Declaracion de Helsinky con la
aprobacioén del comité de ética de la institucion de los presentes autores.

El tratamiento con KPT a 1000 nM muestra una disminucién de la proliferacion en comparacion con KPT 0 y KPT 100
nM, solo en el experimento en el que las células del paciente tienen una alta tasa de proliferacion en condiciones de
control (Figura 6a y Figura 7a). El tratamiento con KPT a 1000 nM muestra poca citotoxicidad en comparaciéon con
KPT 0 y KPT 100 nM (Figura 6b, Figura 7b).

In vitro, la maduracioén se detiene en la etapa policromatofilica en los progenitores eritroides de beta-talasemia. Para
cuantificar la detencién de la maduracién en las células de beta talasemia, los autores de la presente invencién utilizan
un indice de maduracion terminal como el numero (células aciddfilas + reticulocitos por portaobjetos) * 100 dividido
por el numero de células policromatofilicas por portaobjetos (Arlet Jb et al. Nature oct 2014). Demuestran que el indice
de maduracién de las células de beta-talasemia aumenta con el tratamiento con KPT a 100 nM y 1000 nM en
comparacion con la condicion de control KPT 0 (Figura 6d, 6e, Figura 7e y 7f).

13



10

15

20

25

ES 2739 637 T3

Los analisis de citometria de flujo muestran que la presencia de KPT 100 nM o 1000 nM en medios de cultivo de
células de beta-talasemia CD36+ incrementa la intensidad de fluorescencia media (MFI) del marcaje de la proteina
Banda 3, un marcador de diferenciacion eritroide terminal (Hu J et al. Blood abril de 2013), a las 96 h de tratamiento
(Figura 6¢) y a las 72 h de tratamiento (Figura 7c).

En los pacientes con beta talasemia, la falta de sintesis de la cadena beta se compensa con una mayor proporcion de
células productoras de hemoglobina fetal (HbF: compuesta de dos subunidades alfa y gamma) y los Unicos
eritroblastos maduros supervivientes son las células HbF. Aqui los autores observan que después de 72 horas de
tratamiento con 1000 nM de KPT, la proporcién de HbF positiva, entre la poblacién de células pequefias vivas, es
mayor en comparacion con las condiciones de KPT 0 y KPT 100 nM.

La tecnologia Amnis permite analizar la localizacion de fluorescencia en gran ndmero de células previamente
marcadas. Aqui se muestra el porcentaje de células positivas para el marcado de HSP70 en el nucleo, o en el
citoplasma, para las condiciones KPT 0, 100 nM y 1000 nM (Figura 8). Se puede observar que la fraccion de células
positivas para HSP70 en el nicleo aumenta en condiciones de KPT 100 nM y 1000 nM (Figuras 8b y 8c), en
comparacion con KPT 0 (Figura 8a).

Esta observacion se evidencia también por la disminucion en la fraccién cito/nuclear de HSP70 en condiciones KPT
100 nM y 1000 nM en comparacién con KPT 0 (Figura 8d).

Durante la diferenciacion eritroide terminal, se requiere la translocacion nuclear HSP70 para proteger el factor de
transcripcion GATA1 de la escision por la caspasa activada 3. En los progenitores eritroides de beta-talasemia, la
HSP70 es secuestrada en el citoplasma por el exceso de cadenas de globina alfa (Arlet Jb et al. Nature oct 2014). Por
tanto, GATA1 se escinde y esto tiene por resultado un paro de maduracion y apoptosis de progenitores eritroides. Aqui
se muestra que la fraccion creciente de células con HSP70 nuclear coincide con un aumento en la media de la
intensidad de fluorescencia del marcado de GATA1.

Tomados en su conjunto, estos datos muestran que el tratamiento de células CD36+ de pacientes con beta-talasemia
in vitro con KPT, un inhibidor especifico de la exportina XPO1, muestra poca citotoxicidad y puede mejorar la
diferenciacion eritroide terminal mediante la represion de la exportacion de HSP70 desde el nicleo de progenitores
eritroides. Esta translocacion nuclear de HSP70 esta asociada con la protecciéon de la escision del factor de
transcripcion eritroide GATAA1.
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de XPO1 para uso en un método de tratamiento de beta-talasemia en un sujeto en necesidad de dicho
tratamiento.

2. El inhibidor de XPO1 para uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de XPO1 se selecciona entre el grupo
que consiste en los siguientes compuestos:
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y sus sales aceptables farmacéuticamente.

3. El inhibidor de XPO1 para uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de XPO1 se selecciona entre el grupo
que consiste en éster etilico del acido (Z)-3- [3-(3-cloro-fenil)-[1,2,4]-triazol-1-il]-acrilico; éster etilico del acido (E)-3-
[3-(3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il]-acrilico; éster isopropilico del acido (Z2)-3- [3-(3-cloro-fenil)- [1,2,4] -triazol-1-il]-
acrilico; éster isopropilico del acido (E)-3-[3-(3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -acrilico; éster terc-butilico del acido (2)-
3-[3-(3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -acrilico; éster terc-butilico del acido (Z) -3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-
il] -acrilico; (E) -3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4]-triazol-1-il] -N-fenil-acrilamida; (E) -N- (2-cloro-fenil) -3- [3- (3-cloro-fenil) -
[1,2,4] -triazol-1-il] -acrilamida; éster terc-butilico del acido (4-{(E)-3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -
acriloilamino} -fenil) -carbamico; (E) -3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -N- (4-metoxi-fenil) -acrilamida; (E) -3-
[3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -N-metil-N-fenil-acrilamida; (E) -3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -N-metil-
N-fenil-acrilamida; (E) -N- (4-amino-fenil) -3- [3- (3-cloro-fenil) - [1,2,4] -triazol-1-il] -acrilamida, y una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

4. El inhibidor de XPO1 para uso segun la reivindicacién 1, en donde el inhibidor XPO1 se selecciona entre el grupo
que consiste en los compuestos siguientes:
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y sus sales aceptables farmacéuticamente.

5. El inhibidor de XPO1 para uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de XPO1 se selecciona entre el grupo

que consiste en un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en 1- (4-metoxifenil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1-

5 (4-bromo-2,5-difluorofenil)-1H-pirrol-2,5-diona; 3-metil-1-(1-metil-1H-pirazol-3-il) -1H-pirrol-2,5-diona; 4- (2,5-dioxo-

2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-N-(5-metilisoxazol-3-il) bencenosulfonamida; 1- (3-benzoil-4-metiltiofen-2-il) -1H-pirrol-2,5-

diona; 1- (4- (3- (trifluorometil) -1H-pirazol-1-il) fenil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (4- (4-clorofenil) tiazol-2-il) -3-metil-1H-

pirrol-2,5-diona; 1- (benzo [b] tiofen-3-ilmetil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (3,4-dimetoxifenetil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1-

(naftalen-1-il) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (4-ciclohexilfenil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (2-benzoilfenil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1-

10 (4-morfolinofenil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (4-clorofenetil) -1H-pirrol-2,5-diona; 1- (2- (tiofen-2-il) etil) -1H-pirrol-2,5-
diona; 1-([3,4] metilendioxibencil) -1H-pirrol-2,5-diona amida y sales farmacéuticamente aceptable de los mismos.
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6. El inhibidor de XPO1 para uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de XPO1 se selecciona entre el grupo
que consiste en los siguientes compuestos:
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7. El inhibidor de XPO1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de XPO1 es KPT-330 que tiene

la férmula:
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8. El inhibidor de XPO1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de XPO1 es KPT-276 que tiene
la formula:

Fsc\r—"\_,—le/) 0
{

\
FsC

9. El inhibidor de XPO1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de XPO1 es un inhibidor de la
expresion de XPO1.

10. El inhibidor de XPO1 para su uso segun la reivindicacion 9, en donde el inhibidor de la expresion génica es un
siRNA, un oligonucleétido antisentido o una ribozima.
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Estudio de proliferacion de células CD36+ de paciente con beta talasemia mayor,
tratado o no con KPT
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MFI de proteina Banda 3 en células CD36+ de paciente con beta
talasemia mayor tratado o no con KPT
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Indice de maduracion de Beta talasemia CD36+ D9
(96 h de tratamiento)
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Muerte celular de células CD36+ de un paciente de
beta-talasemia mayor tratado o no con KPT
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Porcentaje de células beta-talasemia pequenas vivas

HbF+ en diferentes condiciones de tratamiento con KPT
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Recuento de MGG de CD36+ de beta-talasemia el dia 8 de
cultivo (48 horas de tratamiento con KPT)
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Indice de maduracion de Beta talasemia CD36+ D8
(48 horas de tratamiento)
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