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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la sensibilizacién viral
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a compuestos, métodos y composiciones que mejoran la infeccion, el crecimiento, la
propagacion y/o la productividad virales.

Antecedentes de la invencion

Las vacunas han sido histéricamente la estrategia mas exitosa de la sociedad para la prevencién de enfermedades
humanas mortales. La viruela, la polio, el sarampién, la parotiditis (paperas) y la rubéola se han eliminado
esencialmente de la poblacion humana alli donde se han aplicado con éxito programas de vacunacion
generalizados.

La respuesta antiviral celular innata es la primera linea de defensa para controlar la replicaciéon y propagacion viricas
y constituye un impedimento importante para la expresion del material genético codificado por virus. La maquinaria
de deteccion del virus celular detecta proteinas virales y/o acidos nucleicos a través de receptores de
reconocimiento de patrones. Por ejemplo, la activacion de receptores de tipo Toll (TLR) y sensores intracelulares
tales como RIG-l y PKR conduce a la activacion aguas abajo de factores de transcripcion tales como NF-kB e IRF
(factores reguladores de interferén) e induccién de interferones de tipo | (IFN). Los IFN secretados actian de manera
distal para inhibir la infeccion virica en células no infectadas a través de la activacion de Jak/STAT vy la regulacién
positiva de los productos génicos estimulados con interferén que tienen actividades antivirales directas e indirectas
[3, 4].

Los virus patdgenos de tipo salvaje a menudo portan factores de virulencia que antagonizan con éxito las respuestas
antivirales celulares. La mutacion de estos factores de virulencia, disefados o seleccionados, puede conducir a la
atenuacion viral y al intervalo de células huésped restringido [5, 6]. Este concepto fundamental es la base de los
productos terapéuticos basados en virus modernos, que permiten la generacién de vacunas vivas atenuadas, asi
como otros virus terapéuticos tales como virus oncoliticos y vectores de terapia génica. Sin embargo, la atenuacién
de los virus puede comprometer su crecimiento en células que se requieren para su produccién. Esto incluye células
normales (p. ej., MRC-5, WI-38, fibroblastos embrionarios de pollo o CEF), células inmortalizadas (p. €j., células
Vero, células HEK293), células cancerosas (p. ej., HelLa, BHK21), asi como células contenidas en 6évulos
embrionados. Para este fin, se necesitan estrategias rentables para aumentar la productividad de las vacunas y virus
atenuados de las células.

Se ha descubierto recientemente una entidad quimica denominada Sensibilizante Viral 1 (VSe1) ([18]) que mejora la
productividad de virus atenuados en las células. Los datos recopilados hasta la fecha sugieren que VSe1 impide los
sistemas clave de sefalizacion antiviral, pero sus dianas moleculares precisas permanecen elusivas. VSe1 puede
suprimir la proteccion mediada por IFN de las células de glioma humano U251 que responden a IFN a la infeccién
por VSVA51 e inhibir la actividad transcripcional inducida por IFN de un promotor sensible a IFN [18]. Ademas, el
tratamiento de las células con VSe1 reprime uniformemente la transcripcion de >95 % de los genes celulares
inducidos por virus, siendo la mayoria genes estimulados con IFN antiviral segun se evalia mediante micromatrices
de expresién génica [18]. A pesar de los mecanismos de accion potenciales adicionales, estos datos sugieren que
VSe1 interfiere con la funcién adecuada de propagacién de la sefial inducida por IFN. Se ha demostrado que VSe1
puede usarse para aumentar la productividad de las vacunas y virus oncoliticos atenuados (documento
WO/2011/003191). Sin embargo, también se ha descubierto que VSel es altamente electréfilo y susceptible a
ataque nucleofilico y altamente labil en medios acuosos a pH neutro.

Una serie de 5-alcoxiladas 3,4-dicloro-2 (5H)-furanonas Sa-o se han sintetizado y evaluado en cultivo de tejidos en
lineas celulares cancerosas (Lattmann et al., Cytotoxicity of 3,4-dihalogenated 2(5H)-furanones, Journal of Pharmacy
and Pharmacology, Vol. 56, Num. 9, 1 de septiembre de 2004, paginas 1163-1170).

El documento WO 2009/031040 describié compuestos de diona de azol sustituidos que tienen actividad contra el
cancer y/o actividad contra las células proliferantes y el documento CA2765066 presentaba compuestos que
potencian el crecimiento, la diseminacion o la citotoxicidad viral.

Un cribado para compuestos que inhiben la capacidad de HPV-E7 para alterar los complejos pRb/E2F condujo a la
identificacion de compuestos de tiadiazolidindiona que se unen a pRb con constantes de disociacién nanomolar
media-alta, son competitivos con la unién de oncoproteinas virales que contienen un motivo LxCxE, y son
selectivamente citotdxicas en células positivas para VPH solas y en ratones (Fera et al., Identification and
characterization of small molecule antagonists of pRb inactivacién by viral oncoproteins, Chemistry and Biology,
Current Biology, Londres, GB, Vol. 19, Nim. 4, 20 de abril de 2012, paginas 518-528).
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Existe una necesidad en la técnica de identificar compuestos y composiciones que mejoren la productividad del virus
a partir de células. También existe una necesidad en la técnica de identificar compuestos que mejoren la
productividad de virus a partir de células tales como VSe1 pero con electrofilia reducida y estabilidad mejorada y
reteniendo un perfil de mutagenicidad favorable.

Resumen de la invencion

La presente invencién se refiere a compuestos, métodos y composiciones que mejoran la infeccion, el crecimiento, la
propagacion y/o la productividad virales. La materia objeto para la que se busca proteccion es como se define en las
reivindicaciones. Cualquier referencia a “descripcién” o una “realizacion” que no se encuentre dentro del alcance de
las reivindicaciones esta presente solo con fines explicativos y no forma parte de la invencién. Cualquier referencia a
los métodos de tratamiento en los parrafos posteriores de esta descripcién debe interpretarse como referencias a
compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método de
tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o diagndstico).

De acuerdo con la presente invencidn, se proporciona un compuesto sensibilizante viral que se define por la formula

()
Cl Cl

@) |}| OH
Xs

(IID),

en donde Xs es alquilo C1-Ci2, alquenilo C1-C12 o alquinilo C1-C12 lineal o ramificado, sustituido o no sustituido,
mono- o bi-cicloarilo o -heteroarilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido o no
sustituido, alquilfenilo, bencilo sustituido, tiofenilo, sulfonobencilo, metilsulfonobencilo, alquiniloxi sustituido o no
sustituido;

para su uso en un método para potenciar la infeccién, crecimiento, propagacién y/o productividad virales en terapia
génica, vacuna o terapia oncolitica, como se define en la reivindicacién 1.

En otra realizacion mas, se proporciona en la presente memoria un compuesto sensibilizante viral definido por la
formula (VII):

Cl Cl

SN &

(VII),
en donde Xo es OH.

En otra realizacion mas, un compuesto como el descrito anteriormente puede ser un compuesto que presenta una
actividad sensibilizante viral en VSVA51 en células 786-0 que es aproximadamente 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05,
0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 0 mayor, o cualquier intervalo limitado en un
extremo inferior por cualquiera de estos valores, cualquier intervalo limitado en un extremo superior por cualquiera
de estos valores, o cualquier intervalo comprendido entre cualquiera de estos dos valores, cuando se informa como
nivel de cambio maximo en la unidad de expresién viral normalizada a 3,4-dicloro-5-fenil-2,5-dihidrofuran-2-ona. En
una realizacion, por ejemplo, el compuesto puede ser un compuesto que presenta una actividad sensibilizante viral
en VSVA51 en células 786-0, que es mayor o igual (=) que aproximadamente 0,01, cuando se informa como nivel de
cambio maximo en la unidad de expresioén viral normalizada a 3,4-dicloro-5-fenil-2,5-dihidrofuran-2-ona.
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En otra realizacién mas, un compuesto como el descrito anteriormente puede ser un compuesto para el que mas de,
aproximadamente, el 0,5 %, 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 70 %,
75 %, 80 %, 90 %, 0 mas, o cualquier intervalo limitado en un extremo inferior por cualquiera de estos valores,
cualquier intervalo limitado en un extremo superior por cualquiera de estos valores, o cualquier intervalo
comprendido entre cualquiera de estos dos valores, del compuesto permanece después de 3 horas de incubacién a
37 °C en plasma acuoso de ratén Balb/c rico en proteinas tamponado 1:1 con solucién salina tamponada con fosfato
de pH 7,4 (PBS). Por ejemplo, un compuesto como el descrito anteriormente puede ser un compuesto para el cual
mas o igual (=) que aproximadamente el 0,5 % del compuesto permanece después de 3 horas de incubacion a 37 °C
en plasma acuoso de raton Balb/c rico en proteinas rico tamponado 1:1 con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) de pH 7,4.

En otra realizacion mas, un compuesto como el descrito anteriormente puede ser un compuesto que tiene un
LDso en presencia de virus que es menor o igual (<) a aproximadamente 1 um, 5 um, 10 um, 15 pum, 20 ym, 25 um,
30 um, 35 um, 40 um, 45 pym, 50 pum, 55 um, 60 pm, 65 um, 70 um, 75 pm, 80 um, 85 um, 90 um, 95 um, 100 um,
105 um o 110 um, o cualquier intervalo comprendido entre dos de estos valores, diferente (mas o menos) del LDso
del mismo compuesto en ausencia de virus segin se determina en, por ejemplo, células 786-0 donde el virus es
VSV.

En otra realizacién mas, se proporciona en la presente memoria una composicién para aumentar la produccion virica
a partir de una célula, comprendiendo la composicion VSe1 y MD03011 (véase la Tabla 1 a continuacion).

La presente invencién también proporciona una composicion que comprende uno o mas de los compuestos
descritos en la presente memoria, y un portador, diluyente o excipiente aceptable, para su uso en un método de
mejora de la infeccion, el crecimiento, la propagacién y/o la productividad virales en terapia génica, vacuna o terapia
oncolitica, tal como se define en la reivindicaciéon 4. En una realizacion adicional, el portador es un portador
farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacién, se proporciona en la presente memoria una composicion que comprende uno 0 mas compuestos
como se ha descrito anteriormente, y uno o0 mas de a) un virus, un virus genéticamente modificado, un virus
atenuado, una vacuna, un vector de terapia génica o un virus oncolitico, b) una o mas células cancerosas, c) un
portador, diluyente o excipiente, d) un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, €) células no
cancerosas; f) medios de cultivo celular; g) una o mas células derivadas de, o contenidas en, 6vulos embrionados no
humanos; o cualquier combinacion de a)-g) para su uso en un método para potenciar la infeccion, el crecimiento, la
propagacion y/o la productividad virales en terapia génica, vacuna o terapia oncolitica, tal como se define en la
reivindicacioén 5.

La presente invencion proporciona ademas un kit para su uso en un método para potenciar la infeccion, crecimiento,
propagacion y/o productividad virales en terapia génica, vacuna o terapia oncolitica, que comprende los uno o mas
compuestos como se describe en la presente memoria, y uno o mas de a) un virus, un virus genéticamente
modificado, un virus atenuado, una vacuna, un vector de terapia génica o un virus oncolitico, b) una o mas células
cancerosas, ¢) un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, d) células no cancerosas; e)
medios de cultivo celular; f) células derivadas de, o contenidas en, 6vulos embrionados no humanos; g) una placa de
cultivo celular o placa de multiples pocillos; h) un aparato para administrar el compuesto a una célula, medio o a
O6vulos no humanos; i) instrucciones para usar el compuesto o cualquier componente en el kit, o cualquier
combinacién de a)- i), tal como se define en la reivindicacion 7.

También se describe, pero no se reivindica, un método para potenciar o aumentar la infeccion, la propagacién y/o el
titulo de un virus en o a partir de células, y/o aumentar la produccion viral en o a partir de células, que comprende,
administrar uno o mas de los compuestos descritos en la presente memoria a las células antes, después o
simultaneamente con el virus, y cultivar el virus y las células para potenciar la infeccion, propagacion y/o titulo del
virus en dichas células y/o para aumentar la produccién viral a partir de las células. En tales realizaciones, debe
entenderse que las células descritas pueden ser infectadas por el virus y de que el virus puede infectar las células.

En otra realizacién de un método como el descrito anteriormente, las células pueden ser células cultivadas, células
adherentes o en suspension, células cancerosas, células tumorales o células que se han inmortalizado, células
primarias, células no inmortalizadas, células normales, 6vulos no humanos o células de 6vulo contenidas dentro o
derivadas de 6vulos embrionados no humanos.

En una realizacion adicional, las células pueden ser, a modo de ejemplo no limitante, células cultivadas, células
primarias, células no cancerosas, células inmortalizadas, células cancerosas o células tumorales, o células
contenidas dentro de un 6vulo embrionado no humano, o células que son CEF, MDCK, HEK293, 4T1, A549, 786-0,
células de tejido cerebral, células de tejido muscular, Vero, HeLa, MRC-5, WI-38, BHK21, PER.C6, EB66, AGE1.CR
o células EBx.

En otra realizacion mas de un método como el descrito anteriormente, las células pueden ser células cancerosas o
no cancerosas in vitro.
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En otra realizacion de un método como el descrito anteriormente, el virus puede ser un virus atenuado, un virus
genéticamente modificado o un virus usado para producir antigenos virales para una vacuna. Los ejemplos pueden
incluir, aunque no de forma limitativa, un derivado natural o genéticamente modificado o atenuado de rotavirus,
rabia, hepatitis A, gripe B, virus adenoasociado, virus del dengue, virus del sarampidn, reovirus, virus de las paperas,
virus de la rubéola, virus de la encefalitis japonesa, poliovirus, lentivirus, retrovirus, virus de la coriomeningitis
linfocitica (LCMV), un rhabdovirus (tal como, aunque no de forma limitativa, VSV o un virus maraba tal como MG1),
HSV, virus Vaccinia, cepa de vacuna de Vaccinia Ankara modificada (MVA), adenovirus, gripe, H1IN1, A/FM1
(H1N1), un virus de la gripe, un rinovirus, gripe A o cualquier otro virus que pueda cultivarse en células y utilizarse en
la produccién de una vacuna.

En otra realizacion mas de un método como el descrito anteriormente, potenciar o aumentar la produccién viral
puede comprender una o mas de las siguientes acciones: potenciar o0 aumentar la infeccién de células y/o su tasa,
potenciar o aumentar la capacidad reproductiva de un virus y/o su tasa, potenciar o aumentar la propagacion y/o el
titulo de un virus y/o la tasa a la que puede alcanzarse el titulo completo del virus, potenciar o aumentar la expresion
de antigenos de un virus y/o su tasa, potenciar o aumentar la expresién de genes o transgenes de un virus y/o su
tasa, o potenciar o aumentar la expresion de proteinas viricas en células y/o su tasa, o cualquier combinacion de las
mismas.

En otra realizacién mas, se proporciona en la presente memoria un método para potenciar o0 aumentar la produccion
virica en células, que comprende administrar VSel y MDO03011 simultdneamente, secuencialmente o en
combinacion, a dichas células antes, después o simultaneamente con un virus, y cultivar el virus y las células.

Ademas, la presente descripcidn proporciona una composicién que comprende uno o mas de los compuestos
descritos anteriormente y, opcionalmente, uno o mas de a) un virus, un virus atenuado, un virus genéticamente
modificado, una vacuna, un vector de terapia génica o un virus oncolitico; b) una o méas células cancerosas; c) un
portador, diluyente o excipiente; d) un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable; e) células no
cancerosas o0 normales; f) medios de cultivo celular; g) factores de crecimiento celular; h) 6vulos no humanos o
células de 6vulos o cualquier combinacion de a)-h). La presente descripcién también contempla realizaciones en
donde una cualquiera o una combinacion de a)-h) se excluyen especificamente de la composicion o kit. Si se desea,
puede excluirse cualquier componente o grupo de componentes.

En otra realizacion de una composicion como la descrita anteriormente que comprende uno o mas compuestos
como los descritos anteriormente, la composicién puede comprender un virus que es capaz de infectar a una célula,
y una célula que es capaz de ser infectada por el virus, en donde el compuesto o compuestos actlian para potenciar
0 aumentar la produccién de virus.

En una realizacién particular, se proporciona un compuesto como el descrito anteriormente, y un medio, para hacer
crecer, cultivar o infectar a células con un virus y opcionalmente, una o mas células que son capaces de ser
infectadas por el virus. En una realizacién adicional, las células son células cultivadas, células primarias, células no
cancerosas, células inmortalizadas, células cancerosas o células tumorales, o células contenidas dentro de un évulo
embrionado no humano. En una realizacion alternativa, que no pretende ser limitante, las células son CEF, MDCK,
HEK293, 4T1, A549, 786-0, Vero, HeLa, MRC-5, WI-38, BHK21, PER.C6, EB66, AGE1.CR o EBx.

También se proporciona un kit que comprende el compuesto como el descrito anteriormente y a) un virus, un virus
atenuado o genéticamente modificado, una vacuna, un vector de terapia génica o un virus oncolitico; b) una o mas
células cancerosas; ¢) un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable; d) células no cancerosas; e)
medios de cultivo celular; f) factores de crecimiento celular, g) una placa de cultivo celular o una placa de pocillos
multiples; h) uno o mas 6vulos no humanos o células de 6vulo; i) un aparato para suministrar el compuesto
sensibilizante viral a una célula, medio u 6vulos no humanos; j) instrucciones para usar el compuesto o agente
sensibilizante viral; k) un portador, diluyente o excipiente, o cualquier combinacion de a)-k). La presente descripcién
también contempla kits en donde se excluye especificamente uno cualquiera o una combinacion de los mismos de
a)-k).

En una realizacién particular, se proporciona un kit que comprende un compuesto como el descrito anteriormente, y
un medio, para hacer crecer, cultivar o infectar a células con un virus y, opcionalmente, una o mas células que son
capaces de ser infectadas por el virus. El kit también puede comprender instrucciones para utilizar cualquier
componente o combinacién de componentes y/o poner en practica cualquier método como el descrito en la presente
memoria.

La presente invencién también proporciona un método para potenciar o aumentar la produccion viral en células in
vitro que comprende, administrar el compuesto como se ha descrito anteriormente a las células antes, después o
simultdneamente con el virus, y cultivar el virus y las células como se define en la reivindicacion 8. El método se
lleva a cabo preferiblemente in vitro y/o in ovo en 6vulos no humanos.
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La presente descripcién también contempla un método para potenciar la infeccion, propagacién y/o titulo de un virus
atenuado o un virus genéticamente modificado en o a partir de células que comprende, administrar el compuesto
como se describi6 anteriormente a las células antes, después o simultaneamente con el virus atenuado o
genéticamente modificado.

La presente descripcion también contempla un método para producir un virus haciendo crecer el virus en un medio
apropiado en presencia del compuesto descrito anteriormente.

La presente descripcion también contempla un método para producir un virus atenuado haciendo crecer el virus en
un medio apropiado en presencia del compuesto descrito anteriormente.

La presente descripcion también contempla un método para producir un virus genéticamente modificado haciendo
crecer el virus en un medio apropiado en presencia del compuesto descrito anteriormente.

La presente descripcion también contempla un método para producir una vacuna haciendo crecer el virus en un
medio apropiado en presencia del compuesto descrito anteriormente.

La presente descripcion también contempla un método para producir un vector de terapia génica haciendo crecer el
virus en un medio apropiado en presencia del compuesto descrito anteriormente.

La presente descripcion también contempla un método para producir un virus oncolitico haciendo crecer el virus en
un medio apropiado en presencia del compuesto descrito anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de la descripcion resultaran mas evidentes a partir de la siguiente descripcién en la que
se hace referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La FIGURA 1 muestra una descripcion representativa del flujo de trabajo de un ensayo de cuantificaciéon del virus de
alto rendimiento utilizado en la presente memoria. A) Flujo de trabajo del ensayo de cuantificacién de virus de alto
rendimiento. Flujo de trabajo especifico para cuantificacion de alto rendimiento de la produccién de VSVd51-
Fluciferasa en células de carcinoma renal humano (786-0). Las preparaciones madre de compuestos estan en
dimetilsulféxido (DMSO). Estos se diluyeron primero en DMSO al 5 % (en agua) y luego en medio de cultivo celular
para obtener las concentraciones deseadas. El vehiculo solo (DMSO) se us6 como control negativo. Para generar la
curva estandar, se afadieron cantidades conocidas de virus (en unidades formadoras de placas o pfu) a las células
Vero al mismo tiempo que la transferencia del sobrenadante de 786-0. Tras la medicion de la bioluminiscencia, se
trazaron pfu de entrada frente a unidades de luz relativas medias. El andlisis de regresion no lineal de cuatro
pardmetros genera una curva estandar a partir de la cual se interpolaron unidades de expresion viral (VEU). B)
Ejemplo de cuantificacién simultanea de la produccion viral y citotoxicidad para VSe1. La linea negra esta asociada
al eje y izquierdo e indica el nivel de cambio en VEU. Las lineas grises indican actividad metabdlica relativa en las
células 786-0 segln lo determinado mediante el uso de alamarBlue® (viabilidad celular, 1 significa 100 % viable) y
estan asociadas con el eje y derecho. La linea gris solida (cuadrados rellenos) representa la citotoxicidad del
farmaco solo, mientras que la linea gris discontinua (cuadrados vacios) indica citotoxicidad del farmaco en
combinacién con virus. La flecha apunta a lo que se denomina en la presente memoria “nivel de cambio maximo”;

La FIGURA 2 muestra las rutas de sintesis quimica para analogos de VSe1 (DCPDF) a partir de acido muoclérico.
(a) AICI3 (1,5 equiv.), benceno, ta, 16 h (b) amina (3 equiv.), DMF (c) NaBH4 (1,5 equiv.), MeOH, 0 °C, 30 min.
después, H2SO4 (1 equiv.), 20 min., 0 °C hasta ta. (d) H2SO4 cat., alcohol, ta. () NH40H, Na2CO3, H20, 0 °C a ta,
16 h (f) EtOAc, reflujo, 3 h. (g) bencilamina (1,1 equiv.), NaBH(OAc)3 (1,5 equiv.), CHCI3, 2 h., ta. (h) SOCI2, DMF,
reflujo, 16 h. (i) amina (2,2 equiv.), dioxano, ta, 16 h. (j) MeOH, H2SO4, reflujo, 16 h. (k) piridina (2 equiv.), Ac20, ta,
6 h. (I) Cul (0,1 equiv.), -78 °C, 20 min., después RMgCl (2,5 equiv.) -78 °C a ta, 16 h. (m) SNAC, DMSO, 40 °C, 3 h;

La FIGURA 3 muestra la actividad estructural y la relacién de propiedades fisico-quimicas de los derivados de VSe1
(DCPDF). Los compuestos se evaluaron para determinar la actividad sensibilizante viral sobre VSV en células 786-0
como se describe en la Figura 1. La actividad sensibilizante viral se indica como nivel de cambio méaximo (PFC) en la
unidad de expresién viral normalizada a VSel 2 El valor entre paréntesis (uM) indica, una dosis probada
particularmente eficaz. La LD50 indica una dosis letal al 50 % in vitro, que se proporciona con y sin adicion de virus.
b La semivida de GSH se determind segin la metodologia proporcionada y es una medida de la electrofilicidad del
compuesto (valores bajos significan alta electrofilicidad) y de estabilidad. La estabilidad en plasma de ratéon acuoso
rico en proteinas se midié segun la metodologia proporcionada. Un % alto restante después de 3 horas indica una
alta estabilidad. ¢ NE indica que el compuesto no aumentd de forma detectable la produccion viral. © ND indica no
determinado. ®NR indica no reactivo;

La FIGURA 4 muestra que el sensibilizador viral 1 (VSel; 3,4 dicloro-5-fenil-2,5-dihidrofuranona (DCPDF) vy

analogos activos representativos de los mismos pueden potenciar la replicacion del virus oncolitico MG1 en células
cancerosas. Se trataron células de carcinoma mamario de ratén (4T1) con concentraciones variables de anélogos de
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VSe1l y VSel. Después de 4 horas, las células se infectaron con el virus VSV-Maraba-MG1-eGFP a una MOI de
0,01. Se detect?6 la expresion de eGFP 40 horas después de la infecciéon por MG1;

La FIGURA 5 muestra que VSe1 y analogos de VSe1 activos representativos mejoran la replicacion del virus del
herpes simple tipo 1 (HSV-1) en células cancerosas. A) Las células de carcinoma mamario de ratén (4T1) se dejaron
sin tratar o se trataron con VSel o analogos de VSei CMO1025, MDO1151, MDO1145 durante 4 h a varias
concentraciones: 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM o 20 uM. Después se anadié HSV-N212eGFP nulo de ICP0 a MOI de
0,005. Se detect6 fluorescencia de eGFP 48 h después de la infeccion por HSV. B) Los titulos de HSV se
determinaron 48 h después de la infeccion. Media +SEM de 3 experimentos independientes cuando se muestran las
barras de error;

La FIGURA 6 muestra que los analogos de VSe1 mejoran la produccién de la gripe A PR8 (InflA-PR8) de lineas
celulares no cancerosas, tales como células de rifidon canino Madin-Darby (MDCK) y células Vero. A-B) Las células
MDCK se trataron con concentraciones variables de analogo de VSe1 CM01031. 24 horas después, las células se
infectaron con gripe HIN1 A/Puerto Rico/8/34 (PR8) a una MOI de 0,01. Los titulos PR8 se determinaron 48 horas
después de la infeccion. A) Mejora de PR8 en células MDCK.2. B) Mejora de PR8 en células MDCK (NBL-2). C) Las
células Vero se trataron con las concentraciones indicadas de VSe1 o andlogos en las mismas durante 24 h y se
infectaron con gripe HIN1 A/FM/1/47 a una MOI de 0,01. La produccion después de 48 horas después de la
infeccion se midié mediante ELISA y el ensayo de placa (donde se indica);

La FIGURA 7 muestra que VSe1 y analogos de VSe1 activos representativos mejoran la produccién de vectores de
terapia génica de adenovirus y de virus adenoasociados. Las células de carcinoma de pulmén humano (A549) se
trataron con analogos de VSel o VSel a diversas concentraciones. 4 horas después, las células se infectaron con
A) adenovirus que expresan luciferasa de luciérnaga a una MOI de 1, o B) virus adenoasociados que expresan
luciferasa de luciérnaga. 24 horas después, se midié la actividad de luciferasa. Los datos se representan como el
aumento del nivel en unidades de luz relativas medias de las muestras tratadas frente a los controles no tratados.
VSe1 se muestra en la barra de datos méas a la izquierda en cada conjunto, el anédlogo de VSel MD01145 se
muestra como la barra de datos central en cada conjunto y el analogo de VSe MD02026 se muestra como la barra
de datos mas a la derecha en cada conjunto;

La FIGURA 8 muestra que el analogo de VSe1 MD01145 no es mutagénico. El ensayo de mutacion inversa de
salmonella (Ensayo de Ames) se empled para evaluar el potencial mutagénico de los analogos de VSel y VSel. A)
Los datos proceden de los resultados obtenidos con la cepa TA100 de Salmonella typhimurium, sin la fraccion S9.
Se us6 DMSO como control negativo y se us6 metanosulfonato de metilo (MMS) como control positivo para la
mutagenicidad. Un alto nimero de revertistas, tales como en el control positivo (MMS), es una indicacion de
potencial mutagénico. El tratamiento con MD01145 condujo a una tasa de reversién similar a la de DMSO e incluso
menor que el compuesto original VSe1. B) M01145 no produce un aumento dependiente de la dosis en el nimero de
revertistas en las cepas TA98 y TA100, con o sin la fraccion enzimatica hepatica S9, lo que sugiere que sus
metabolitos tampoco son mutagénicos;

La FIGURA 9 muestra que VSel y sus analogos pueden combinarse para efectos sinérgicos. Las células de
carcinoma renal humano (786-0) se trataron con diversas concentraciones de VSel solo, MD03011 solo o se
trataron conjuntamente con ambos compuestos. Después de 4 horas, las células se infectaron con VSVA51 que
expresa luciferasa de luciérnaga (VSVA51Fuc) a una MOI de 0,005. 40 horas después, se midié la produccién del
virus en unidades de expresion viral (VEU) por mililitro con un ensayo indicador de luciferasa descrito previamente.
Los datos se informan como nivel de cambio en la VEU con respecto a la condicion VSe1 19 uM (Garcia et al. J Vis
Exp 2014);

La FIGURA 10 muestra que VSe1 y sus analogos pueden potenciar la infeccion de células con una cepa de vacuna
de vacuna modificada ankara (MVA) (48 h después de la infeccion). Las células de carcinoma renal humano (786-0)
se dejaron sin tratar, o se trataron con compuesto a diversas concentraciones, segun se indica. Después de 4 horas,
las células se infectaron con MVA-eGFP a una MDI de 0,01. La fluorescencia de eGFP se detect6 48 h después de
la infeccidon por MVA y se cuantificd usando un microscopio de cribado de alto contenido Cellomics ArrayScan;

La FIGURA 11 muestra que VSe1 y sus analogos pueden potenciar la infeccion de las células con cepa de vacuna
de MVA (64 h después de la infeccion). Las células de carcinoma renal humano (786-0) se dejaron sin tratar o se
trataron con compuesto a diversas concentraciones. Después de 4 horas, se infectaron las células con MVA a una
MDI de 0,01. La fluorescencia de eGFP se detecté 64 h después de la infeccion por MVA y se cuantificé usando un
microscopio de cribado de alto contenido Cellomics ArrayScan;

La FIGURA 12 muestra que VSel y el andlogo MD01151 mejoran la transduccion de Adenovirus en células
cancerosas. Las células epiteliales basales alveolares humanas adenocarcinémicas A549 se sembraron en placas
a 20.000 células por pocillo en un formato de placa de 96 pocillos. 24 horas después, las células se pre-trataron con
VSe1; MDO1151 a varias concentraciones entre 21 uM y 120 uM o con DMSO durante 2 horas. El Adenovirus que
expresa luciferasa de luciérnaga se anadié a continuacién a una MOI de 0,1. 40 horas después de la infeccion, la
expresion de luciferasa se evalu6 agregando luciferina y midiendo la luminiscencia asociada. La curva representa el
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nivel de aumento de la expresion de luminiscencia de luciferasa en relacién con la afeccién adenovirus solo. El
experimento se realizd por triplicado;

La FIGURA 13 muestra que VSel y el andlogo MD03009 mejoran la transduccion de Adenovirus en células
cancerosas. Las células epiteliales basales alveolares humanas adenocarcinémicas A549 se sembraron en placas a
20.000 células por pocillo en un formato de placa de 96 pocillos. 24 horas después, las células se pre-trataron con
VSe1; MDO3009 a varias concentraciones entre 21 uM y 120 uM o con DMSO durante 2 horas. El Adenovirus que
expresa luciferasa de luciérnaga se anadié a continuacién a una MOI de 0,1. 40 horas después de la infeccion, la
expresion de luciferasa se evalu6 agregando luciferina y midiendo la luminiscencia asociada. La curva representa el
nivel de aumento de la expresion de luminiscencia de luciferasa en relacién con la afeccién adenovirus solo. El
experimento se realizd por triplicado;

La FIGURA 14 muestra que VSel y el andlogo MD03011 mejoran la transduccién de Adenovirus en células
cancerosas. Las células epiteliales basales alveolares humanas adenocarcinémicas A549 se sembraron en placas a
20.000 células por pocillo en un formato de placa de 96 pocillos. 24 horas después, las células se pre-trataron con
VSe1; MDO3011 a varias concentraciones entre 21 uM y 160 uM o con DMSO durante 2 horas. El Adenovirus que
expresa luciferasa de luciérnaga se anadié a continuacion a una MOI de 0,1. 40 horas después de la infeccion, la
expresion de luciferasa se evalu6 agregando luciferina y midiendo la luminiscencia asociada. La curva representa el
nivel de aumento de la expresion de luminiscencia de luciferasa en relacién con la afeccién adenovirus solo. El
experimento se realizé por triplicado;

La FIGURA 15 muestra que los analogos de VSel pueden potenciar la transduccion de Adenovirus en tejido
cerebral normal. Se extrajo cerebro de raton fresco y los nlcleos se colocaron en una placa de formato de 96
pocillos con 1 nucleo por pocillo. Después los nlcleos cerebrales se trataron previamente con MD02026 a 10; 20 o
40 uM, MDO1145 a 10; 20 o 40 uM, o con MDO3011 a 10, 20 o 40 uM durante 4 horas. A continuacién, se afadié
adenovirus que expresa luciferasa de luciérnaga (1x10'pfu/pocillo). 36 horas después de la infeccion, la expresion de
luciferasa se evalué agregando luciferina y midiendo la luminiscencia asociada. Las barras representan el nivel de
aumento de la expresion de luminiscencia de luciferasa en relacién con la afeccion adenovirus solo. El experimento
se realizé por cuadruplicado;

La FIGURA 16 muestra que los analogos de VSel pueden potenciar la transduccion de Adenovirus en tejido
muscular normal. Se extrajo tejido muscular de raton fresco y los nlcleos se colocaron en una placa de formato de
96 pocillos con 1 nicleo por pocillo. Después los nicleos musculares se trataron previamente con MD02026 a 10; 20
0 40 uM, MD01145 a 10; 20 0 40 pM, o con MDO3011 a 10, 20 o 40 uM durante 4 horas. A continuacion, se anadié
adenovirus que expresa luciferasa de luciérnaga (1x10'pfu/pocillo). 36 horas después de la infeccion, la expresion de
luciferasa se evalué agregando luciferina y midiendo la luminiscencia asociada. Las barras representan el nivel de
aumento de la expresion de luminiscencia de luciferasa en relacién con la afeccion adenovirus solo. El experimento
se realizé por cuadruplicado; y

La FIGURA 17 muestra el efecto del andlogo de VSe1 MD03011 sobre la produccién de A/FM1 (H1N1) in ovo. El
indculo para la inyeccion en los évulos se prepard usando FM1 (dilucién 102) y 1 mg/kg de MD03011 en DMSO al
15 % o PBS como control. Las preparaciones de in6culo se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y
se inyectaron 100 ul por 6vulo (n= 8 évulos por grupo). El fluido alantoico se recogi6 siguiendo el SOP. Los datos
representan el titulo (pfu/ml) de las muestras agrupadas mediante el ensayo de placa (A) y el titulo de HA mediante
el area de HPLC bajo la curva (AUC) en comparacion con el control de PBS (B).

Descripcion detallada

En un primer aspecto, se proporciona un compuesto como se define en las reivindicaciones 1-3, para su uso en un
método de mejora de la infeccion, el crecimiento, la velocidad y/o la productividad virales en terapia génica, vacuna o
terapia oncolitica.

El experto en la técnica entenderd, teniendo en cuenta las ensefanzas de la presente memoria, que potenciar o
aumentar la produccion viral puede comprender uno o0 mas de las siguientes acciones: potenciar o aumentar la
infeccion de células y/o su tasa, potenciar o aumentar la capacidad reproductiva de un virus y/o la tasa de
reproduccién viral, potenciar o aumentar la propagacién de un virus y/o su tasa, potenciar o aumentar el titulo de un
virus a partir de células y/o la tasa a la que se puede alcanzar el titulo completo, potenciar o aumentar la expresion
de antigenos a partir de un virus y/o su tasa, potenciar o aumentar la expresioén de genes o transgenes a partir de un
virus y/o su tasa, potenciar o aumentar la expresién de proteinas virales en células y/o su tasa, o cualquier
combinacién de las mismas.

Por la expresién “virus oncolitico” se entiende un virus que infecta y lisa preferiblemente células cancerosas o
tumorales en comparacion con células normales o no cancerosas o no tumorales. La actividad citotoxica/oncolitica
del virus puede estar presente, observarse o demostrarse in vitro, in vivo, o ambos. Preferiblemente, el virus
presenta actividad citotdxica/oncolitica in vivo. Ejemplos de virus oncoliticos conocidos en la técnica incluyen, sin
limitacion, derivados o variantes basados en reovirus, virus de la enfermedad de Newcastle, adenovirus, virus del
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herpes, virus de la polio, virus de las paperas, virus del sarampion, virus de la gripe, virus vaccinia, rhabdovirus tales
como el virus de la estomatitis vesicular y derivados/variantes de los mismos.

Por “derivado” o “variante” de un virus, se entiende un virus obtenido mediante la seleccién del virus en condiciones
de crecimiento diferentes, un virus que ha sido sometido a una serie de presiones de seleccion, que ha sido
modificado genéticamente mediante técnicas recombinantes conocidas en la técnica, o cualquier combinacién de las
mismas, un virus que ha sido genomanipulado para tener replicacién defectuosa y/o expresar transgenes. Ejemplos
de tales virus son conocidos en la técnica, por ejemplo de las solicitudes de patente US-20040115170,
20040170607, 20020037543, WO 00/62735; las patentes US-7.052.832, 7.063.835, 7.122.182 y otras. En una
realizacién, el virus es un virus de la estomatitis vesicular (VSV), o una variante/derivado de rhabdovirus relacionado
del mismo, por ejemplo, seleccionado en condiciones de crecimiento especificas, un virus que haya sido sometido a
una serie de presiones de seleccion, un virus que haya sido modificado genéticamente usando técnicas
recombinantes conocidas en la técnica, o una combinaciéon de los mismos. En una realizacién mas, el virus es
VSVA51 (Stojdl et al., VSV strains with defects in their ability to shutdown innate immunity are potent systemic anti-
cancer agents, Cancer Cell. octubre de 2003;4(4):263-75.

En otra realizacion adicional, se proporciona uno o mas compuestos para su uso en un método para potenciar y/o
aumentar la produccion de vacunas en células por, al menos, uno de los siguientes procedimientos: aumento de la
infeccion por el virus de la vacuna y/o su tasa, aumento de los titulos de vacunas en o a partir de las células y/o la
tasa a la que se puede alcanzar el titulo completo, aumento de la propagacién de la vacuna en las células y/o su
tasa, aumento de la expresion del antigeno de la vacuna y/o su tasa, aumento de la expresion de la proteina de la
vacuna y/o su tasa, aumento del gen o transgén de la vacuna en las células y/o su tasa, o cualquier combinacién de
las mismas, en comparacion con cuando los uno o mas compuestos no se emplean.

En otra realizacion adicional, se proporciona uno o mas compuestos para su uso en un método para potenciar y/o
aumentar la produccion del vector de terapia génica en o a partir de las células por al menos uno de los siguientes
procedimientos: aumento de la infeccion por el vector de terapia génica creciente y/o una tasa del mismo, aumento
de los titulos de los vectores de terapia génica en las células y/o la tasa a la que se puede alcanzar el titulo
completo, aumento de la propagacion del vector de terapia génica en células y/o una tasa del mismo, aumento de la
expresién del antigeno del vector de terapia génica y/o una tasa del mismo, aumento de la expresién de proteinas
del vector de terapia génica y/o una tasa del mismo, aumento de la expresiéon transgénica del vector de terapia
génica en células y/o una tasa del mismo, o cualquier combinacién de los mismos, en comparacion con cuando los
uno 0 mas compuestos no se emplean.

En oftra realizacién adicional, se proporciona uno o mas compuestos, para su uso en un método para potenciar y/o
aumentar la produccién virica en huevos de gallina embrionados mediante, al menos, uno de los siguientes
procedimientos: aumento de la infeccion viral y/o una tasa de la misma, aumento de los titulos virales en los huevos
y/o la tasa a la que se puede alcanzar el titulo completo, aumento de la propagacion viral en los huevos y/o una tasa
de la misma, aumento de la expresion del antigeno viral y/o una tasa del mismo, aumento de la expresion de la
proteina viral y/o una tasa de la misma, aumento de la expresion de transgenes viricos en los huevos y/o una tasa
de los mismos, o cualquier combinacion de los mismos, en comparacion con cuando los uno o0 mas compuestos no
se emplean.

En una realizacion, se proporciona en la presente memoria un método para potenciar o aumentar la infeccion, la
propagacion y/o el titulo de un virus en o a partir de células, y/o aumentar la produccion viral en o a partir de células,
que comprende, administrar uno o mas de los compuestos descritos en la presente memoria a las células antes,
después o simultaneamente con el virus, y cultivar el virus y las células para potenciar la infeccién, propagacion y/o
titulo del virus en dichas células y/o para aumentar la produccién viral a partir de las células. En tales realizaciones,
debe entenderse que las células descritas pueden ser infectadas por el virus y de que el virus puede infectar las
células.

El experto en la técnica que tiene en cuenta las ensefianzas de la presente memoria entendera que puede usarse un
método tal como el descrito anteriormente, por ejemplo, en la produccién de una vacuna. La producciéon de vacunas
puede implicar la produccién de virus atenuados o genéticamente modificados, o antigenos virales, Utiles para
establecer la inmunidad viral en un sujeto. Por lo tanto, un método para potenciar la produccion viral a partir de
células como el descrito anteriormente puede usarse para mejorar la produccion de virus atenuados o
genéticamente modificados, o antigenos virales, Utiles en aplicaciones de vacunas a partir de una célula infectada
con el virus.

Se entendera que los virus atenuados o genéticamente modificados para vacunas, o los virus utilizados para obtener
antigenos virales para una vacuna, pueden incluir cualquier virus adecuado conocido en la técnica que se usa para
la produccién de vacunas. A modo de ejemplo no limitante, dicho virus, virus genéticamente modificado o virus
atenuado, puede incluir un derivado natural o genéticamente modificado o atenuado de rotavirus, rabia, hepatitis A,
gripe B, virus adenoasociado, virus del dengue, virus del sarampion, reovirus, virus de las paperas, virus de la
rubéola, virus de la encefalitis japonesa, poliovirus, lentivirus, retrovirus, virus de la coriomeningitis linfocitica
(LCMV), un rhabdovirus (tal como, aunque no de forma limitativa, VSV o un virus maraba tal como MG1), HSV, virus
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Vaccinia, cepa de vacuna de Vaccinia Ankara modificada (MVA), adenovirus, gripe, HIN1, A/FM1 (H1N1), un virus
de la gripe, un rinovirus, gripe A o cualquier otro virus que pueda cultivarse en células y utilizarse en la produccién
de una vacuna. A modo de ejemplo no limitante, dicho virus, virus genéticamente modificado o virus atenuado,
puede ser VSV, HSV, Vaccinia, cepa de vacuna de Vaccinia Ankara modificada (MVA), adenovirus, gripe, HIN1,
A/FM1 (H1N1), un virus de la gripe, MG1, rinovirus, gripe a o cualquier otro virus que pueda cultivarse en células y
usarse en la produccién de una vacuna.

Basandose en los resultados obtenidos para compuestos especificos en diversas pruebas y cribados, como se
describe en la presente memoria, y que tiene en cuenta los resultados obtenidos de varios analisis estructurales-
funcionales, se identific6 una amplia clase de compuestos y varias subclases que presentan una o mas de las
propiedades descritas anteriormente, o que pueden emplearse como controles o de otro modo en experimentos in
vivo oin vitro o en andlisis adicionales de estructura-funcién para determinar compuestos adicionales con
caracteristicas interesantes como se describe en la presente memoria.

La presente descripcion contempla los compuestos de la formula

N "

R

Re R

un N-6xido, una sal de adicion farmacéuticamente aceptable, una amina cuaternaria o una forma
estereoquimicamente isomérica de la misma, en donde:

A es un anillo heterociclico de 5 miembros que comprende 0 o 1 doble enlace y 1 heterodtomo seleccionado de O, y
N sustituido o no sustituido;

R1y R4 son cada uno independientemente H, oxo, hidroxilo, alquiniloxi, fenilo, fenilo sustituido, bencilo, bencilo
sustituido, triazolilo, triazolilo sustituido o indolilo;

Rz y Ra son cada uno independientemente hidrégeno, halégeno, alquinilamino, isobutilamino o bencilamino.

En una realizacion particular, R4 es oxo. En una realizacion adicional R1 es hidroxilo. En otra realizacion adicional,
R4 es oxo y R1 es hidroxilo.

En una realizacion, se proporciona un compuesto sensibilizante viral como se ha descrito anteriormente, en donde A
es un anillo heterociclico de 5 miembros que comprende, por ejemplo, aunque no de forma limitativa, N no sustituido
o N sustituido con alquilo C1-C12, alquenilo, alquinilo, alquiniloxi, fenilo, fenilo sustituido, bencilo, bencilo sustituido,
triazolilo, triazolilo sustituido, naftalenilo, piridinilo, furanilo, tiofenilo, sulfonobencilo, metilsulfonobencilo, pirrolilo o
una combinacion de los mismos. También se contemplan otros sustituyentes.

En una realizacion particular, el N en el anillo heterociclico de 5 miembros no esta sustituido. En una realizacion
adicional, el N en el anillo heterociclico de 5 miembros esté sustituido, por ejemplo, pero sin limitacién, con fenilo o
bencilo.

En una realizacién adicional de la presente descripcion, se proporciona un compuesto sensibilizante viral como se
describié anteriormente, en donde A es un anillo heterociclico de 5 miembros que comprende, por ejemplo, aunque
no de forma limitativa, N sustituido con metilo, etilo, propilo, ciclopropilo, fenilo, bencilo, bencilo sustituido con
halégeno, metoxibencilo, benciltriazolilo, morfolinoetilo, -CH2-C=CH, -C=CH, mercaptoetilo, -CH2CH2NH3; CH2-
C=C-fenilo, trifluorometilbencilo o fluoroetilo. También se contemplan otros sustituyentes.

Los compuestos sensibilizantes virales interesantes adicionales se describen a continuacién en la Tabla 1 y pueden
denominarse por su nombre quimico, nombre de cédigo de referencia o estructura en la presente memoria.

Tabla 1: Estructuras, nombres quimicos y codigos de referencia para compuestos sensibilizantes al virus

Nombre Nombre quimico Estructura

MDO01145 a, B-dicloro-y-hidroxi-N-bencil-croténica
lactama
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Nombre

MDO01155,
MD02140

CMO01013,
MD02182

CMO01027

MDO01165,
MDO02142

MDO1171,
MD02180

CM01025

Nombre quimico

ES2952055T3

Estructura

3,4-Dicloro-5-prop-2-iniloxi-5H-furan-2-

ona,

3,4-Dibromo-5-prop-2-iniloxi-5H-furan-2-

ona

3-Cloro-5-fenil-4-prop-2-inilamino-5H-

furan-2-ona

3-Cloro-4-isobutilamino-5-prop-2-iniloxi-

5H-furan-2-ona

1-Benzil-3,4-dicloro-5-prop-2-iniloxi-1,5-

dihidro-pirrol-2-ona

3,4-Dicloro-5-hidroxi- 1-(2-metoxi-bencil)
-1,5-dihidro-pirrol-2-ona

11
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Nombre Nombre quimico Estructura

MDO01159 4-Benzilamino-3-cloro-5-prop-2-iniloxi-
5H-furan-2-ona

Cl . HN -Bn
_{,
_-::;_(J .,jl-\_,,A .f'.—x.\-"- .
MDO01151 3,4-Dicloro-5-hidroxi-1-prop-2-inil-1,5-
dihidro-pirrol-2-ona

ci,
=
;

MD02068 3,4-Dicloro-5H-furan-2-ona

MDO01139 3,4-Dicloro-1-fenil-pirrol-2,5-diona

MDO01041 Acido 3,4-dicloro- 5-(1H-indol-3-il)-5H-
furan-2-ona, indol-3-croténico

MDO01033, |3,4-Dicloro-5-hidroxi-1,5-dihidro-pirrol-2-
MD02052 ona
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Nombre Nombre quimico Estructura

MDO01085 3,4-Dicloro-5-(3-nitro-fenil)-5H-furan-2-
ona

CMO01031, 3,4-Dicloro-5-hidroxi-1-metil-1,5-dihidro-
CP01026 pirrol-2-ona

e

MDO01169 3,4-Dicloro-1-prop-2-inil-5-prop-2-iniloxi-
1,5-dihidro-pirrol-2-ona

MDO01179 3,4-Dicloro- 1-(2-cloro-bencil)-5-hidroxi-
1,5-dihidro-pirrol-2-ona

MDO02010 3,4-Dicloro-5-hidroxi-1-propil-1,5-dihidro-
pirrol-2-ona

MDO01037 1-Fenil-pirrol-2,5-diona

MDO01129 3,4-Dicloro-1-propil-pirrol-2,5-diona

13



Nombre

MDO01133

MDO01147

CM01099

MD02136

MD02124

MDO03009

ES2952055T3

Nombre quimico Estructura

1-Benzil-3,4-dicloro-pirrol-2,5-diona

3,4-Dicloro-5-hidroxi-1-fenil-1,5-dihidro-
pirrol-2-ona

1-(1-Benzil-1H-[1,2,3] triazol-4-ilmetil)-
3,4-dicloro-5-hidroxi-1,5-dihidro-pirrol-2-

ona K= Ci

Acido [4-(4-Cloro-3-isobutilamino-5-oxo-
2,5-dihidro-furan-2-iloximetil)-

[1,2,3]triazol-1-il]-acético %
N
. AN SR
Gl HN 5 OH
e Py TN
Q- 0y Lo
Y =N
Acido [4-(3,4-Dicloro-2-hidroxi-5-oxo-
2,5-dihidro-pirrol-1-ilmetil)-[1,2,3] triazol-
1-il]-acético T 1
N
O T OH
i EH \
! A\gf“‘"" N — N,
f; .'.“!'.i ,:JM"C:) }‘i
o

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-fenetil-1H-pirrol-
2(5H)-ona

14
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Nombre Nombre quimico Estructura

MDO03011 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-morfolinoetil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

MDO03013 3,4-dicloro-1-ciclopropil-5-hidroxi-1H-
pirrol-2(5H)-ona

MDO03007 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-mercaptoetil)-

1H-pirrol-2(5H)-ona
s [
%U - g oM
SH
CP01046 2,2,2-trifluoroacetato de 2-(3,4-dicloro-2-
hidroxi-5-ox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
iljetanaminio | €1, i
) Aﬂ‘—i\L N T_rg:
i) - by L}
t-_
fr’}m
MDO01183 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(3-fenilprop-2-
inil)-1H-pirrol-2(5H)-ona
A i
¢ “‘*N«"""""(ﬁ»a
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Nombre

MD03017

CP01042

CP01001

CP01005

CPO1011

CP01035

ES2952055T3

Nombre quimico Estructura

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(4-
(trifluorometil)bencil) -1H-pirrol-2(5H)-
ona o o

1-(bifenil-4-ilmetil)-3,4-dicloro-5-hidroxi-
1H-pirrol-2(5H)-ona

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(4-nitrobencil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-metoxibencil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

3,4-dicloro-1-(2-clorobencil) -5-hidroxi-
1H-pirrol-2(5H)-ona

1-benzhidril-3,4-dicloro-5-hidroxi-1H-
pirrol-2(5H)-ona

16



Nombre

CP01039

CP01037

CP01047

CP01048

CP01036

ES2952055T3

Nombre quimico

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(naftalen-1-
ilmetil)-1H-pirrol-2(5H)-ona

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(1-feniletil)-1H-
pirrol-2(5H)-ona

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(piridin-3-ilmetil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(piridin-4-ilmetil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(piridin-2-ilmetil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

17
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Nombre

PL0O1010

CP01020

CP01012

PL01013

PLO1017

PLO1018

ES2952055T3

Nombre quimico Estructura

3,4-dicloro-1-(furan-2-ilmetil)-5-hidroxi-
1H-pirrol-2(5H)-ona

N-(2-(3,4-dicloro-2-hidroxi-5-ox0-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il) etil)-5-
(dimetilamino) naftalen-1-sulfonamida

3,4-diyodo-2-fenil-2,5-dihidrofurano

AN

T
1-alil-3,4-dicloro-5-hidroxi-1H-pirrol-
2(5H)-ona

{7 ¢

O e N = e

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-hidroxibencil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

[ ‘ ,,E

’.'-é;: ::“

3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(tiofen-2-ilmetil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

18
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Nombre Nombre quimico Estructura

PL0O1019 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(4-(metilsulfonil)
bencil)-1H-pirrol-2(5H)-ona

PLO1020 3,4-dicloro-1-((4,5-dimetiloxazol-2-
il)metil)-5-hidroxi-1H-pirrol-2(5H)-ona

PLO1021 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(3,4,5-
trifluorobencil)-1H-pirrol-2(5H)-ona

MDO01187 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(4-metoxibencil)-
1H-pirrol-2(5H)-ona

PLO1012 2-(4-((3,4-dicloro-2-hidroxi-5-ox0-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il) metil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)acetato de metilo

Como VSeil (compuesto 1) se conoce en la técnica, se contempla que cualquiera de los compuestos,
composiciones, usos y métodos descritos en la presente memoria pueden, en una realizacién, excluir
especificamente VSe1. Cualquier otro compuesto, como se describe en la presente memoria, puede excluirse
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especificamente si ese compuesto y/o su uso, como se describe en la presente memoria, se describe en la técnica o
no entra dentro del alcance del conjunto actual de reivindicaciones.

En una realizacién, se proporciona en la presente memoria un compuesto sensibilizante viral definido por la formula

(Ily:
Cl X5

O 1— X4

/

X1=(N), (1),

o una sal farmacéuticamente aceptable, o una forma estereoquimicamente isomérica de la misma, en donde:
X1 es un heteroatomo tal como O, NH o N sustituido;

Xz es haldgeno (tal como, por ejemplo, Cl), o NHXs, en donde Xses un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal o
ramificado sustituido o no sustituido, o arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido;

i es 0 cuando X1 es O, 00 o 1 cuando X1 es NH o N sustituido;

- - - representa un doble enlace que esta presente cuando i es 1, y ausente cuando i es 0 de manera que Xi se une
directamente al carbono que lleva X4 a través de un enlace sencillo cuando i es 0; y

X4 es H, OH, =0, mono- o bicicloarilo o -heteroarilo sustituido o no sustituido (tal como, por ejemplo, fenilo sustituido
0 no sustituido) u OX1o, en donde Xio es H, alquilo, alquenilo, alquinilo o acilo sustituido o no sustituido lineal o
ramificado. Por ejemplo, X10 puede ser acetilo, metilo o -CH2-C=CH.

En determinadas realizaciones, N sustituido puede incluir N sustituido con H, alquilo, alquenilo o alquinilo C1-C12
lineal o ramificado sustituido o no sustituido, mono- o bi-cicloarilo o -heteroarilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo
o0 heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, por ejemplo. Por ejemplo, N puede sustituirse con alquiniloxi sustituido
0 no sustituido, fenilo, alquilfenilo, fenilo sustituido, bencilo, bencilo sustituido, triazolilo, triazolilo sustituido,
naftalenilo, naftalenilo sustituido, piridinilo sustituido o no sustituido, furanilo o tiofuranilo sustituido o no sustituido,
tiofenilo, sulfonobenzilo, metilsulfonobencilo, pirrolilo, morfolina sustituida o no sustituida, cicloalquilo, alquiltiol,
alguinamina sustituida o no sustituida u oxazolina sustituida o no sustituida.

En determinadas realizaciones, el alquilo, alquenilo o alquinilo lineal o ramificado sustituido o no sustituido puede
incluir cualquier alquilo, alquenilo o alquinilo lineal o ramificado sustituido o no sustituido, tal como un alquilo,
alquenilo o alquinilo lineal o ramificado opcionalmente sustituido que comprende una cadena de C1-C12 carbonos vy,
en el caso de alquenilo o alquinilo, al menos un doble o triple enlace carbono-carbono, respectivamente.

En determinadas realizaciones, el arilo o heteroarilo sustituido o no sustituido puede incluir cualquier grupo arilo o
heteroarilo mono- o biciclico adecuado que pueda estar opcionalmente sustituido. Los ejemplos de grupos arilo y
heteroarilo pueden incluir grupos arilo o heteroarilo de 5 miembros, 6 miembros 0 >6 miembros.

En determinadas realizaciones, el acilo puede incluir un grupo que tiene la férmula R-C(=0)-, en donde R es alquilo,
alquenilo o alquinilo lineal o ramificado sustituido o no sustituido, por ejemplo.

En determinadas realizaciones, el cicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido o no sustituido puede incluir cualquier
grupo cicloalquilo o heterocicloalquilo adecuado que tenga un tamafo de anillo que sea 23, y que pueda estar
opcionalmente sustituido.

En determinadas realizaciones, el alquiniloxi sustituido o no sustituido puede incluir cualquier grupo adecuado que
tenga la formula -O-R, en donde R comprende un grupo alquinilo C1-C12 lineal o ramificado sustituido o no sustituido
(es decir, una cadena de carbono que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono).

Se pueden encontrar ejemplos de sustituyentes adecuados de compuestos de férmula (Il) en las estructuras de
compuestos mostradas en la Tabla 1 y en la Figura 3, por ejemplo.

Los ejemplos de compuestos de formula (ll) se describen en detalle en la presente memoria, y pueden encontrarse

tanto en la Tabla 1 como en la Figura 3. Los subconjuntos de compuestos de formula (Il), que comparten ciertas
caracteristicas estructurales y/o farmacofénicas con los mismos, pueden incluir:
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Compuestos sensibilizantes virales de formula (l11):

Xs

(11D,
o una sal farmacéuticamente aceptable, o una forma estereoquimicamente isomérica de la misma, en donde:

Xs es un alquilo, alquenilo o alquinilo C1-C12 lineal o ramificado sustituido o no sustituido, mono- o bicicloarilo o -
heteroarilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo o heterocicloalquilo sustituido o no sustituido. Por ejemplo,
Xs puede ser alquiniloxi sustituido o no sustituido, fenilo, alquilfenilo, fenilo sustituido, bencilo, bencilo sustituido,
triazolilo, triazolilo sustituido, naftalenilo, naftalenilo sustituido, piridinilo sustituido o no sustituido, furanilo o tiofuranilo
sustituido 0 no sustituido, tiofenilo, sulfonobenzilo, metilsulfonobenzilo, pirrolilo, morfolina sustituida o no sustituida,
cicloalquilo, alquiltiol, alquinamina sustituida o no sustituida u oxazolina sustituida o no sustituida;

Compuestos sensibilizantes virales de formula (VII):

Cl Cl

0NN e

(VII),
una sal farmacéuticamente aceptable, o una forma estereoquimicamente isomérica de la misma, en donde:

X9 es H, OH, OXi1, o =0, en donde Xi1 es H, alquilo, alquenilo, alquinilo o acilo lineal o ramificado sustituido o no
sustituido. Por ejemplo, X11 puede ser acetilo, metilo o -CH2-C=CH.

En una realizacion, uno o mas de los compuestos descritos en la presente memoria pueden ser para su uso como,
por ejemplo, un sensibilizante viral. A modo de ejemplo, uno 0 mas compuestos anteriores pueden ser para
aumentar la produccién viral a partir de una célula después de la infeccion.

En otra realizacion, uno o mas de los compuestos descritos en la presente memoria pueden usarse en la
preparacion de una vacuna que incluye un virus atenuado o genéticamente modificado producido a partir de una
célula.

En otra realizacion mas, un compuesto como se describe en la presente memoria puede ser un compuesto que
presenta una actividad sensibilizante viral en VSVA51 en células 786-0 que es aproximadamente 0,01 o mayor
cuando se informa como nivel de cambio maximo (PFC) en la unidad de expresion viral normalizada a 3,4-dicloro-5-
fenil-2,5-dihidrofuran-2-ona. El experto en la técnica entenderd, teniendo en cuenta las ensefianzas en la presente
memoria, que, en ciertas realizaciones, el PFC entre dos compuestos no necesita ser calculado siempre a la misma
concentracién de compuesto (aunque esto puede realizarse de hecho). Por ejemplo, el PFC entre dos compuestos
podria determinarse a una dosis de cada compuesto que se determina experimentalmente para ser particularmente
eficaz o casi 6ptima, tal como la dosis mas eficaz determinada a partir de una curva de dosis-respuesta.

Asi, en una realizacion no limitante, un compuesto como se ha descrito anteriormente puede ser un compuesto que
presenta una actividad sensibilizante viral en VSVA51 en células 786-0 que es de aproximadamente 0,01, 0,02,
0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 0 mayor o cualquier intervalo
limitado en un extremo inferior por cualquiera de estos valores, cualquier intervalo limitado en un extremo superior
por cualquiera de estos valores, o cualquier intervalo comprendido entre cualquiera de estos dos valores, cuando se
informa como nivel de cambio maximo en la unidad de expresion viral normalizada a 3,4-dicloro-5-fenil-2,5-
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dihidrofurano-2-ona (VSe1) tomada con ambos compuestos utilizados a la misma concentracion (por ejemplo, una
dosis de VSe1 particularmente eficaz o casi éptima, tal como la dosis més eficaz de VSe1 determinada a partir de
una curva de dosis-respuesta), o tomada con el compuesto y VSe1 utilizados a diferentes concentraciones (por
ejemplo, una dosis de cada compuesto que se determine experimentalmente que es particularmente eficaz o casi
optima para cada compuesto, tal como la dosis mas eficaz para cada compuesto determinada a partir de una curva
de dosis-respuesta).

En una realizacién, por ejemplo, el compuesto puede ser un compuesto que presenta una actividad sensibilizante
viral en VSVA51 en células 786-0 que es mayor o igual (2) a aproximadamente 0,01 cuando se informa como nivel
de cambio maximo en la unidad de expresion viral normalizada a 3,4-dicloro-5-fenil-2,5-dihidrofuran-2-ona cuando
ambos compuestos se usan a la misma concentracion (por ejemplo, una dosis de VSe1 particularmente efectiva o
cercana a la 6ptima, tal como la dosis mas efectiva de VSe1 determinada a partir de una curva de dosis-respuesta),
o cuando el compuesto y VSe1 se usan a diferentes concentraciones (por ejemplo, una dosis de cada compuesto
que se determina experimentalmente que es particularmente eficaz o casi 6ptima para cada compuesto, tal como la
dosis mas eficaz para cada compuesto determinado a partir de una curva de dosis-respuesta).

En otra realizacién mas, un compuesto como se describe en la presente memoria puede ser un compuesto para el
cual mas de aproximadamente 0,5 %, 1 %, 5%, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %,
60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 90 %, 0 mas, o cualquier intervalo limitado en un extremo inferior por cualquiera de estos
valores, cualquier intervalo limitado en un extremo superior por cualquiera de estos valores, o cualquier intervalo que
se encuentre entre dos cualesquiera de estos valores, del compuesto permanece después de 3 horas de incubacion
a 37 °C en plasma acuoso de ratén Balb/c rico en proteinas tamponado 1:1 con solucién salina tamponada con
fosfato de pH 7,4 (PBS). Por ejemplo, un compuesto como se describe en la presente memoria puede ser un
compuesto para el cual mas o igual (=) que aproximadamente el 0,5 % del compuesto permanece después de 3
horas de incubacién a 37 °C en plasma acuoso de ratén Balb/c rico en proteinas tamponado 1:1 con soluciéon salina
tamponada con fosfato de pH 7,4 (PBS).

En otra realizacion mas, un compuesto como se describe en la presente memoria puede ser un compuesto que tiene
un LDso en presencia de virus que es menor o igual () a aproximadamente 1 um, 5 pum, 10 um, 15 pm, 20 pm,
25 um, 30 um, 35 um, 40 um, 45 pm, 50 pm, 55 pm, 60 pm, 65 um, 70 um, 75 um, 80 um, 85 um, 90 um, 95 um,
100 pm, 105 um o 110 um, o cualquier intervalo que se encuentre entre dos de estos valores, diferente (mas o
menos) del LDso del mismo compuesto en ausencia de virus segun se determina en, por ejemplo, células 786-0
donde el virus es VSV.

El experto en la técnica entendera, teniendo en cuenta las ensefanzas en la presente memoria, que pueden usarse
dos 0 mas de los compuestos descritos en la presente memoria en combinacién. Por ejemplo, dos 0 méas de los
compuestos descritos en la presente memoria pueden administrarse a una célula simultaneamente,
secuencialmente o en combinacion. Como se muestra en la Figura 9, y se describe con més detalle en los ejemplos
siguientes, el uso de VSel y MD03011 en combinacién produjo un efecto sinérgico notable en las condiciones
probadas, lo que demuestra que las combinaciones de dos o0 mas compuestos, como se describe en la presente
memoria, pueden ser deseables en determinadas aplicaciones.

La presente descripcion también proporciona una composicion que comprende dos o mas de los compuestos
descritos en la presente memoria.

La presente descripcion también proporciona una composicién que comprende uno o mas de los compuestos
descritos en la presente memoria, y un portador, diluyente o excipiente aceptable. En una realizacién adicional, el
portador es un portador farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacién, se proporciona en la presente memoria una composicion que comprende uno 0 mas compuestos
descritos en la presente memoria, y, opcionalmente, uno o mas de a) un virus, un virus genéticamente modificado,
un virus atenuado, una vacuna, un vector de terapia génica o un virus oncolitico, b) uno o mas tipos de células tales
como, aunque no de forma limitativa, células cancerosas, ¢) un portador, diluyente o excipiente, d) un portador,
diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, e€) células no cancerosas o normales; f) medios de cultivo
celular; g) un évulo no humano o célula de 6vulo, o una o méas células derivadas de o contenidas en 6vulos
embrionados no humanos; o cualquier combinacién de a)-g).

En otra realizacion de una composicion como la descrita anteriormente que comprende uno o mas compuestos
como los descritos anteriormente, la composicién puede comprender un virus que es capaz de infectar a una célula,
y una célula que es capaz de ser infectada por el virus, en donde el compuesto o compuestos actian para potenciar
0 aumentar la produccién de virus.

Como se ha sefalado anteriormente y se describe en la presente memoria, la produccion viral puede potenciarse o
aumentarse en una variedad de células, por ejemplo, aunque no de forma limitativa, células normales, células
cultivadas, 6vulos no humanos, células de 6vulos, células inmortalizadas, células cancerosas, células tumorales y
similares. Los uno o mas tipos de células cancerosas o tumorales pueden ser células cancerosas o tumorales in vitro
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o in vivo de cualquier célula, linea celular, tejido u organismo, por ejemplo, aunque no de forma limitativa, humano,
rata, raton, gato, perro, cerdo, primate, caballo y similares. En una realizacién, las una o mas células cancerosas o
tumorales comprenden células cancerosas o tumorales humanas, por ejemplo, aunque no de forma limitativa,
leucemia linfoblastica, leucemia mieloide, carcinoma corticosuprarrenal, canceres relacionados con el SIDA, linfoma
relacionado con el SIDA, cancer anal, cancer de apéndice, astrocitoma, tumor teratoide/rabdoide atipico, carcinoma
basocelular, cancer de vias biliares, cancer de vejiga, cancer 6seo, osteosarcoma, histiocitoma fibroso maligno,
glioma de tronco cerebral, tumor cerebral, astrocitoma cerebeloso, astrocitoma cerebral/glioma maligno,
craneofaringioma, ependimoblastoma, meduloblastoma, tumores del parénquima pineal de diferenciacion
intermedia, tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales y pineoblastoma, glioma hipotaldmico y de las
vias visuales, tumores de la médula espinal, cancer de mama, tumores bronquiales, linfoma de Burkitt, tumor
carcinoide, linfoma del sistema nervioso central, cancer de cuello de Utero, cordoma, leucemia linfocitica cronica,
leucemia mielégena cronica, trastornos mieloproliferativos crénicos, cancer de colon, linfoma cutédneo de células T,
tumores embrionarios, cancer de endometrio, ependimoblastoma, ependimoma, cancer de eséfago, tumor de células
germinales extracraneal, tumor de células germinales extragonadal, cancer de vias biliares extrahepatico, cancer
ocular, melanoma intraocular, retinoblastoma, céncer de vesicula biliar, cancer géastrico (de estémago), tumor
carcinoide gastrointestinal, tumor del estroma gastrointestinal (GIST), tumor de células del estroma gastrointestinal,
tumores de células germinales, tumor trofoblastico gestacional, ovarico, extracraneal, extragonadal, glioma, leucemia
de células pilosas, cancer de cabeza y cuello, cancer hepatocelular (de higado), histiocitosis, cancer de células de
Langerhans, linfoma de Hodgkin, cancer de hipofaringe, tumores de células de los islotes, sarcoma de Kaposi,
cancer de rindn, cancer de laringe, leucemia linfocitica, leucemia de células pilosas, cancer de labio y de la cavidad
bucal, cancer de higado, cancer pulmonar no microcitico, cancer pulmonar microcitico, linfoma de Hodgkin, linfoma
no Hodgkin, histiocitoma fibroso maligno éseo y osteosarcoma, meduloblastoma, meduloepitelioma, melanoma,
melanoma intraocular, carcinoma de células de Merkel, mesotelioma, cancer de cuello escamoso metastasico,
cancer de boca, sindrome de neoplasia endocrina multiple, mieloma mudltiple/neoplasia de células plasmaticas,
cancer de la cavidad nasal y de senos paranasales, cancer nasofaringeo, neuroblastoma, cancer oral, cancer
orofaringeo, céancer de ovario, cancer de pancreas, cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer faringeo,
feocromocitoma, tumores del parénquima pineal, pineoblastoma y tumores neuroectodérmicos primitivos
supratentoriales, tumor hipofisario, neoplasia de células plasmaticas/mieloma mdultiple, blastoma pleuropulmonar,
linfoma primario del sistema nervioso central, cancer de préstata, cancer rectal, cancer de células renales (de rifidn),
cancer de pelvis renal y de uréter, cancer de células de transicion, carcinoma de las vias respiratorias,
retinoblastoma, rabdomiosarcoma, cancer de glandulas salivales, sarcoma uterino, cancer de piel, carcinoma
cutaneo de células de Merkel, cancer de intestino delgado, sarcoma de tejidos blandos, carcinoma de células
escamosas, cancer escamoso de cuello, cancer de estdbmago (gastrico), tumores neuroectodérmicos primitivos
supratentoriales, linfoma de células T, cancer testicular, cancer de garganta, timoma y carcinoma timico, cancer de
tiroides, tumor trofoblastico, cancer de uretra, cancer de Utero, cancer de endometrio, sarcoma uterino, cancer
vaginal, cancer de vulva o tumor de Wilms. Sin embargo, los compuestos y composiciones descritos en la presente
memoria posibles pueden usarse para infectar otras células cancerosas in vitro.

La presente descripcién también proporciona una composicion que comprende a) uno o mas compuestos como se
describe en la presente memoria y b) uno o mas componentes adicionales, por ejemplo, aunque no de forma
limitativa, 1) un portador, diluyente o excipiente, 2) un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable,
3) un virus, por ejemplo, aunque no de forma limitativa un virus que existe en la naturaleza, un virus de tipo salvaje,
virus atenuado, un virus genéticamente modificado o un virus oncolitico, 4) células cancerosas o tumorales, 5)
células no cancerosas o normales, 6) huevos embrionados de gallina, o 7) medios de cultivo celular.

La presente descripcién también proporciona un kit que comprende uno o mas compuestos solos 0 en combinacion,
0 una composicion como se ha descrito anteriormente. En el kit, los componentes individuales de la composicién
como se describe en cualquier realizacién anterior pueden estar separados, combinados o algunos pueden estar
separados y otros combinados. El kit también puede comprender una o mas de una placa/cubeta de cultivo celular o
placa/cubeta de multiples pocillos, un aparato o dispositivo(s) para suministrar el compuesto o compuestos o la
composicion a una célula, cultivo celular o medio de cultivo celular, o in ovo. El kit también puede comprender
instrucciones para administrar o usar el compuesto o compuestos, virus y/o células solas o en combinacién.

Para aplicaciones in ovo, se proporciona preferiblemente una composicién farmacéutica que comprende uno o mas
compuestos como los descritos en la presente memoria y un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable, que contiene opcionalmente otros solutos tales como sales disueltas y similares. En una realizacion
preferida, la solucion comprende suficiente solucién salina, glucosa o similares para que la solucion sea isoténica.
Las composiciones farmacéuticas y los métodos para preparar composiciones farmacéuticas son conocidos en la
técnica y se describen, por ejemplo, en “Remington: The Science and Practice of Pharmacy” (anteriormente
“Remingtons Pharmaceutical Sciences”); Gennaro, A., Lippincott, Williams & Wilkins, Filadelfia, PA (2000).

La administracion de dichas composiciones in ovo puede ser a través de varias rutas dependiendo del area a tratar.
En una primera realizacién, que no pretende ser limitativa, el compuesto se administra localmente en el area que va
a ser infectada por el virus. La administracion puede realizarse mediante inyeccion en el liquido alantoideo, la
membrana corioalantoidea, el embridn, el saco vitelino y/o el liquido amniético. También se contemplan formas de
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dosificacién y administracion alternativas, de manera que permitiria una liberacién lenta, sostenida o prolongada,
como seria conocido en la técnica.

Los compuestos sensibilizantes virales descritos en la presente memoria pueden emplearse en administracion
secuencial, por ejemplo, antes, después o tanto antes como después de la administracion de un virus, por ejemplo,
aunque no de forma limitativa, un virus atenuado, un virus modificado genéticamente, una vacuna, un vector de
terapia génica o un virus oncolitico. Alternativamente, el compuesto sensibilizante viral puede administrarse
simultdneamente o concomitantemente en combinacién con un virus como se ha descrito anteriormente.

La presente descripcion también contempla métodos y usos de los compuestos descritos en la presente memoria
para aumentar o potenciar la propagacion de un virus, por ejemplo, un virus natural, un virus genéticamente
modificado, un virus atenuado, una vacuna, un vector de terapia génica o un virus oncolitico en una o0 mas células,
por ejemplo, aunque no de forma limitativa, células no cancerosas, uno o mas tipos de células cancerosas o
tumorales, células de huevo de pollo embrionado in ovo,aumentar o potenciar la produccién de antigeno viral,
proteina viral o transgén viral, aumentar o potenciar la produccion, el rendimiento o la capacidad reproductiva de un
virus, por ejemplo, un virus natural, un virus genéticamente modificado, un virus atenuado, una vacuna, un vector de
terapia génica o un virus oncolitico o, cualquier combinacién de los anteriores.

En una realizacién de la presente descripcion que no pretende ser limitativa de ninguna manera, los uno 0 mas
compuestos son la a,B-dicloro-y-hidroxi-N-bencil-croténica lactama; 3,4-dicloro-5-prop-2-iniloxi-5H-furan-2-ona; 3,4-
dibromo-5-prop-2-iniloxi-5H-furan-2-ona; 3-cloro-5-fenil-4-prop-2-inilamino-5H-furan-2-ona; 3-cloro-4-isobutilamino-5-
prop-2-iniloxi-5H-furan-2-ona; 1-bencil-3,4-dicloro-5-prop-2-iniloxi-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-
metoxi-bencil)-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; 4-bencilamino-3-cloro-5-prop-2-iniloxi-5H-furan-2-ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-
prop-2-inil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; 3,4-dicloro-5H-furan-2-ona; benzo[1,3]dioxolo-5,6-diona; 4,5-dicloro-2H-piridazin-
3-ona; 4,5-dicloro-2-fenil-2H-piridazin-3-ona; 3,4-dicloro-1-fenil-pirrol-2,5-diona; acido 3,4-dicloro-5-(1H-indol-3-il)-5H-
furan-2-ona, indol-3-croténico; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1,5-dihidro-pirrol-2-ona;  5-fenil-4,5-dihidro-3aH-pirrolo[1,2-
alquinolin-1-ona; 5-fenil-4,5-dihidro-3aH-pirrolo[1,2-a]quinolin-1-ona; 3,4-dicloro-5-(3-nitro-fenil)-5H-furan-2-ona; 3,4-
dicloro-5-hidroxi-1-metil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; 3,4-dicloro-1-prop-2-inil-5-prop-2-iniloxi-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; 3,4-
dicloro-1-(2-cloro-bencil)-5-hidroxi-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-propil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; 1-
fenil-pirrol-2,5-diona; 3,4-dicloro-1-propil-pirrol-2,5-diona; 1-bencil-3,4-dicloro-pirrol-2,5-diona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-
fenil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; 1-(1-bencil-1H-[1,2,3]triazol-4-ilmetil)-3,4-dicloro-5-hidroxi-1,5-dihidro-pirrol-2-ona; acido
[4-(4-cloro-3-isobutilamino-5-0x0-2,5-dihidro-furan-2-iloximetil)-[1,2,3]triazol-1-il]-acético;  acido  [4-(3,4-dicloro-2-
hidroxi-5-0x0-2,5-dihidro-pirrol-1-ilmetil)-[1,2,3]triazol-1-il]-acético; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-fenetil-11H-pirrol-2(5H)-ona;
3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-morfolinoetil)-1H-pirrol-2(5H)-ona; 3,4-dicloro-1-ciclopropil-5-hidroxi-1H-pirrol-2(5H)-ona;
3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-mercaptoetil)-1H-pirrol-2(5H)-ona; 2,2,2-trifluoroacetato de 2-(3,4-dicloro-2-hidroxi-5-oxo-
2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etanaminio;  3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(3-fenilprop-2-inil)-1H-pirrol-2(5H)-ona;  3,4-dicloro-5-
hidroxi-1-(4-(trifluorometil)bencil)-1H-pirrol-2(5H)-ona; 1-(bifenil-4-ilmetil)-3,4-dicloro-5-hidroxi-1H-pirrol-2(5H)-ona;
3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(4-nitrobencil)-1H-pirrol-2(5H)-ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-metoxibencil)-1H-pirrol-2(SH)-
ona; 3,4-dicloro-1-(2-clorobencil)-5-hidroxi-1H-pirrol-2(5H)-ona; 1-benzhidril-3,4-dicloro-5-hidroxi-1H-pirrol-2(5H)-ona;
3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(naftalen-1-ilmetil)-1H-pirrol-2(5H)-ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(1-feniletil)-1H-pirrol-2(SH)-ona;
3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(piridin-3-ilmetil)-1H-pirrol-2(5H)-ona;  3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(piridin-4-ilmetil)-1H-pirrol-2(5H)-
ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(piridin-2-ilmetil)-1H-pirrol-2(SH)-ona;  3,4-dicloro-1-(furan-2-ilmetil)-5-hidroxi-1H-pirrol-
2(5H)-ona; N-(2-(3,4-dicloro-2-hidroxi-5-0x0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etil)-5-(dimetilamino)naftalen-1-sulfonamida;
(8aS)-2,3-dicloro-5-fenil-4,5-dihidropirrolo[1,2-a]quinolin-1(3aH)-ona; 3,4-diyodo-2-fenil-2,5-dihidrofurano; D-
Gluconamida, N-octilo; Acido (S)-11-amino-4,7,10,14-tetraoxo-15-(2R,3R,4R,SR,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)-3,6,9,13-tetraazapentadecan-1-oico; 1-alil-3,4-dicloro-5-hidroxi-1H-pirrol-2(SH)-
ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(2-hidroxibencil)-1H-pirrol-2(5H)-ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(tiofen-2-ilmetil)-1H-pirrol-
2(5H)-ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(4-(metilsulfonil)bencil)-1H-pirrol-2(5H)-ona;  3,4-dicloro-1-((4,5-dimetiloxazol-2-
il)metil)-5-hidroxi-1H-pirrol-2(5H)-ona; 3,4-dicloro-5-hidroxi-1-(3,4,5-trifluorobencil)-1H-pirrol-2(5H)-ona; 3,4-dicloro-5-
hidroxi-1-(4-metoxibencil)-1H-pirrol-2(5H)-ona;  4,5-dicloro-2-(2,2,2-trifluoroetil)piridazin-3(2H)-ona;  4,5-dicloro-2-
ciclohexilpiridazin-3(2H)-ona; 2-(4-((3,4-dicloro-2-hidroxi-5-ox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)acetato de metilo; 4,5-dicloro-2-o-tolilpiridazin-3(2H)-ona; clorhidrato de 4,5-dicloro-2-(2-(dimetilamino)etil)piridazin-
3(2H)-ona; y 4,5-dicloro-2-(4-fluorofenil)piridazin-3(2H)-ona o cualquier compuesto o grupo de compuestos como se
describe en la presente memoria.

Como apreciara un experto en la técnica, las estructuras de clase general y los compuestos especificos como se
identifican en la presente memoria pueden emplearse solos o en combinacién en cualquier variedad de
composiciones segun lo requiera un experto en la técnica. Sin pretender imponer ninguna teoria, los usos
potenciales para los compuestos descritos en la presente memoria pueden incluir la infeccion, la propagacion y/o la
titulacién viral crecientes en células especificas, por ejemplo, en células no cancerosas, en células/tejidos
cancerosos o tumorales, o células derivadas de cultivos que se han inmortalizado, o células derivadas o contenidas
en 6vulos embrionados no humanos para la produccién de virus que pueden usarse posteriormente como virus
oncoliticos, vectores de terapia génica y vacunas. Ademas, lo que es mas importante, los compuestos descritos en
la presente memoria también pueden emplearse como controles internos o en andlisis de estructura-funcién para
determinar clases adicionales o moléculas especificas que presentan propiedades similares o mejoradas a las
descritas actualmente en la presente memoria.
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Se proporciona un método para potenciar o aumentar la infeccion, la propagacién y/o el titulo de un virus en células,
y/0 aumentar la produccién viral en células, que comprende administrar uno 0 mas de los compuestos descritos en la
presente memoria a las células antes, después o simultdneamente con el virus, y cultivar el virus y las células para
potenciar la infeccion, propagacién y/o titulo del virus en dichas células y/o para aumentar la produccién viral a partir
de las células. En tales realizaciones, debe entenderse que las células descritas pueden ser infectadas por el virus y
de que el virus puede infectar las células.

En otra realizacién de un método como el descrito anteriormente, las células pueden ser células cultivadas, células
adherentes o en suspension, células cancerosas, células tumorales o células que se han inmortalizado, células
primarias, células no inmortalizadas, células normales, 6vulos no humanos o células de évulo contenidas dentro o
derivadas de 6vulos embrionados no humanos.

En otra realizacion mas de un método como el descrito anteriormente, las células pueden ser células cancerosas o
no cancerosas in vitro o in ovo.

En otra realizacion mas de un método como el descrito anteriormente, potenciar o aumentar la produccién viral
puede comprender una o mas de las siguientes acciones: potenciar o aumentar la infeccion de células, potenciar o
aumentar la capacidad reproductiva de un virus, potenciar o aumentar la propagacién y/o el titulo de un virus,
potenciar o aumentar la expresion de antigenos a partir de un virus, potenciar 0 aumentar la expresion de genes o
transgenes de un virus, o potenciar o aumentar la expresion de proteinas virales en células o cualquier combinacion
de las mismas.

En otra realizacién mas, se proporciona en la presente memoria un método para potenciar o0 aumentar la produccion
virica en células, que comprende administrar VSel y MDO03011 simultdneamente, secuencialmente o en
combinacién, a dichas células antes, después o simultdneamente con un virus, y cultivar el virus y las células.
También se contemplan otras combinaciones de compuestos.

EJEMPLOS

Lineas celulares: 786-0 (carcinoma renal humano), Vero (riién de mono) y células de rifidén canino Madin-Darby
(MDCK) se obtuvieron de la American Type Culture Collection y se mantuvieron en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (Corning) suplementado con suero bovino fetal al 10 % y se tamponaron con Hepes 30 mM. Todas las
lineas celulares se incubaron a 37 °C con un 5 % de COo.

Virus: VSVA51 es una variante recombinante del serotipo Indiana del VSV que alberga una delecion de la 512
metionina en la proteina M. VSVA51 que expresa la proteina fluorescente verde (GFP) o luciferasa de luciérnaga
(FLuc) son derivados recombinantes de VSVA51. Todas las reservas de virus se propagaron en células Vero, se
purificaron en gradiente Optiprep y se titularon en células Vero como se describe en (Diallo et al. Methods Mol Biol.
2012;797:127-40). HSV-1 N212 (una cepa oncolitica eliminada por ICPO) que expresa GFP, se obtuvo del Dr. Karen
Mossman y se ha descrito previamente (Jordan R, J Vir, 1997). El virus de la gripe A HIN1 PR/8/34 se obtuvo de
ATCC. La gripe A FM/1/47 se obtuvo de Earl Brown y se ha descrito previamente en (Brown EG et. Al., Virus Res.
1999). Jack Gouldie, de la Universidad McMaster, proporciond adenovirus del serotipo 5 con deleciéon E1 que
expresa luciferasa. El serotipo 6 de AAV que expresa luciferasa se obtuvo de Sarah Wootton en la Universidad de
Guelph.

Cribado analdgico: Los derivados de VSel se sintetizaron de acuerdo con la Figura 2. Estos se cribaron
posteriormente para determinar la actividad sensibilizante viral observando su capacidad para potenciar la
produccion de VSVA51 que expresa luciferasa (el uso en una multiplicidad de infeccion de 0,01) de células 786-0
usando un amplio intervalo de dosis. La produccién de virus se midi6 usando el método de alto rendimiento
representado en la Figura 1 y descrito con mayor detalle en (Garcia V et al., J Vis Exp. 19 de septiembre de
2014;(91):51890). El impacto sobre la viabilidad celular también se midié en presencia y ausencia de virus mediante
el uso de Alamar Blue®. En cada experimento se incluyé VSe1 como control. Para cada compuesto, se identifico el
nivel de cambio maximo (véase la Figura 1) y se normaliz6 con respecto al nivel de cambio maximo para VSel
probado como control en paralelo.

Experimento de estabilidad del glutation: La estabilidad del glutation se evalué mediante el uso de un ensayo
adaptado a partir de un método (11) publicado recientemente. Se afiadieron 250 uL de una solucion madre de
DMSO 40 mM de cada compuesto a L-glutation (15,4 mg, 5 mol equiv.) suspendido en 250 pL de DMSO. La mezcla
resultante se coloc6 en un agitador a 37 °C. Se extrajeron alicuotas de 10 pL y se inactivaron en 990 pyL de agua
(que contenia &cido formico al 0,5 %) en varios puntos temporales, incluido en t = 0 min, para su analisis mediante
ESI-LC-MS. Todos los analisis ESI-LC-MS se recogieron en un sistema de API2000 LC/MS/MS (Applied
Biosystems) equipado con una sonda de ESI por pulverizacion turbo-ion interconectada con un Prominence UFLC
(Shimadzu) equipado con una columna de fase inversa BDS Hypersil C18 50 x 2,1 mm, tamafno de particula 3 um
(Thermo Scientific). La absorcion UV HPLC/LCMS se controlé a 254 nm y 210 nm. Tanto el compuesto como el
aducto de glutation se identificaron por MS. Se registré el area del pico UV para cada punto temporal.
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Ensayo de estabilidad plasmatica: Antes de los ensayos de estabilidad plasmatica, se desarrollaron multiples
protocolos de monitorizacion de la reaccion para cuantificacion basada en la espectrometria de masas. Se
prepararon soluciones madre 10 mM de cada analogo en metanol y se diluyeron con acido férmico acuoso (0,1 %)
hasta una concentracion final de 1 puM. Se insertaron 5puL de la solucién diluida en un emisor de
nanoelectropulverizacion Proxeon (Thermo Scientific, Odensas, Dinamarca) y se analizaron en modo de iones
positivos mediante nanoESI MS usando un espectrémetro de masas de tiempo de vuelo cuadrupolar hibrido
QStarXL (AB Sciex, Framingham, MA, EE. UU.). Para cada compuesto se recogieron espectros completos de masas
e iones producto utilizando una tensién de nanoESI de 1000 V, un potencial de desagrupamiento de 30 V y un
potencial de enfoque de 120 V. Los espectros de iones de producto se usaron para determinar dos transiciones de
monitorizacién de reaccion mdltiple (MRM) para cada compuesto con energias de colision optimizadas: una
“transicion cuantitativa” para determinar las cantidades relativas de cada compuesto, asi como una “transicion
confirmatoria” para eliminar la interferencia isobarica en las mediciones.

Posteriormente, se prepararon soluciones madre 1 mM de cada analogo en metanol y se mezclaron con plasma de
raton Balb/c (Innovative Research, Novi, MI, EE. UU.) que se tamponé 1:1 con PBS (pH=7,4). Para aumentar el
rendimiento del ensayo, los compuestos se multiplexaron en grupos de tres y se analizaron por triplicado. Los
compuestos se afadieron al plasma hasta una concentracion final de 10 uyM en un volumen total de 400 pL.
Inmediatamente tras la mezcla, se inactivaron 200 uL de la mezcla de muestra con 300 uL de acido féormico acuoso
(5 %) para evitar la degradacion de los analogos. El resto de la mezcla de muestra se incub6 a 37 °C durante tres
horas y se inactivd de manera idéntica. Las muestras inactivadas se pasaron a través de un filtro de corte Amicon de
peso molecular de 3 kDa (Millipore, Billerica, MA, EE. UU.) mediante centrifugacion a 14 000 rpom durante 15
minutos.

20 uL de los filtrados se sometieron a andlisis MRM mediante un espectrometro de masas hibrido de triple
cuadrupolo con trampa de iones lineal Qtrap 4000 (AB Sciex, Framingham, MA, EE. UU.) con una fuente de
pulverizacién de iones Turbo V acoplada a un HPLC Dionex Ultimate3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EE.UU.) (véase la informacién complementaria). Las columnas de silice fusionadas sinterizadas (200 um ID) (Molex,
Lise, IL, EE. UU.) se empaquetaron con perlas de fase inversa Magic C18 (MICHROM Bioresources Inc., Auburn,
CA, EE. UU.) de 5 um hasta una longitud de 5 cm utilizando un recipiente interno de alta presion. Se emplearon
separaciones cromatograficas usando disolventes de fase inversa (agua y acetonitrilo, que contenian &cido férmico
al 0,1 %) durante 10 minutos. Se obtuvieron espectros usando una tension de pulverizacion iénica de 5000 V y un
potencial de desagrupamiento de 25 V. La cuantificacion automatica se logré6 usando MultiQuant (AB Sciex,
Framingham, MA, EE. UU.) mediante la integracion de las areas de pico para el cromatograma de iones extraidos de
la transicion MRM cuantitativa. La estabilidad plasmatica de cada compuesto se calculd6 como porcentaje del
compuesto detectado después de tres horas de incubaciéon en plasma en relacion con la cantidad detectada
después de la extincion inmediata.

En las Figuras 3A-E se presentan los valores del nivel de cambio maximo normalizado, la LD50 del compuesto con 'y
sin virus, asi como el glutation y la estabilidad plasmatica de los compuestos ensayados.

A continuacion, se analizaron compuestos representativos con actividad sensibilizante viral con otro rhabdovirus
oncolitico relacionado, Maraba MG-1 (Brun J et al. Mol Ther, 2010). La FIGURA 4 muestra que VSe1 y analogos
activos representativos de los mismos pueden potenciar la replicacién del virus oncolitico MG1 en células
cancerosas. Se trataron células de carcinoma mamario de ratén (4T1) con concentraciones variables de analogos de
VSe1 y VSel. Después de 4 horas, las células se infectaron con el virus VSV-Maraba-MG1-eGFP a una MOI de
0,01. Se detecto la expresion de eGFP 40 horas después de la infeccién por MG1. Se encontré que los analogos
ensayados aumentan la propagacion de MG-1 segun lo evaluado por la expresion del transgén eGFP.

Posteriormente, los compuestos representativos se probaron para determinar su capacidad para aumentar la
replicacién de otros virus mas divergentes. La FIGURA 5 muestra que VSel y analogos de VSel activos
representativos mejoran la replicacién del Virus del Herpes simple tipo 1 (HSV-1) en células cancerosas. A) Las
células de carcinoma mamario de raton (4T1) se dejaron sin tratar o se trataron con VSel1 o analogos de VSet
CMO1025, MDO1151, MDO1145 durante 4 h a varias concentraciones: 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM o 20 pM.
Después se afnadié HSV-N212eGFP nulo de ICPO a MOI de 0,005. Se detecté la fluorescencia de eGFP 48 h
después de la infeccién de HSV. B) Los titulos de HSV se determinaron 48 h después de la infeccién. Media +SEM
de 3 experimentos independientes cuando se muestran barras de error. Se encontr6 que los analogos aumentan la
propagacion del HSV-N212eGFP medido por la expresion de GFP, asi como a través del ensayo de placa estandar.

Posteriormente, los compuestos representativos se probaron para determinar su capacidad para aumentar la
productividad de virus de la gripe no oncoliticos en células no cancerosas. La FIGURA 6 muestra que los anélogos
de VSe1 mejoran la produccién de la gripe A PR8 (InflA-PR8) de lineas celulares no cancerosas tales como células
de rif6n canino Madin-Darby (MDCK) y células Vero. A-B) Las células MDCK se trataron con concentraciones
variables de andlogo de VSe1 CMO01031. 24 horas después, las células se infectaron con gripe HIN1 A/Puerto
Rico/8/34 (PR8) a una MOI de 0,01. Los titulos PR8 se determinaron 48 horas después de la infeccion. A) Mejora de
PR8 en células MDCK.2. B) Mejora de PR8 en células MDCK (NBL-2). C) Las células Vero se trataron con las
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concentraciones indicadas de VSel o analogos en las mismas durante 24 h y se infectaron con gripe H1N1
A/FM/1/47 a una MOI de 0,01. La produccién después de 48 h después de la infeccion se midid6 mediante ELISA y
ensayo de placa (donde se indica). Los resultados obtenidos muestran que varios compuestos aumentan la
productividad de las cepas de la gripe A H1N1 en células no cancerosas.

Posteriormente, los compuestos representativos se probaron para determinar su capacidad para aumentar la
infeccion de las células y la produccion de transgén mediante vectores de terapia génica comunmente utilizados. La
FIGURA 7 muestra que VSe1 y analogos de VSe1 activos representativos mejoran la producciéon de vectores de
terapia génica de adenovirus y virus adenoasociados. Las células de carcinoma de pulmén humano (A549) se
trataron con analogos de VSel o VSe1 a diversas concentraciones. 4 horas después, las células se infectaron con
A) adenovirus que expresan luciferasa de luciérnaga a una MOI de 1, o B) virus adenoasociados que expresan
luciferasa de luciérnaga. 24 horas después, se midi6 la actividad de luciferasa. Los datos se representan como el
nivel de aumento en unidades de luz relativas medias de las muestras tratadas frente a los controles no tratados.
VSe1 se muestra en la barra de datos mas a la izquierda en cada conjunto, el analogo VSe1 MD01145 se muestra
como barra de datos media en cada conjunto y el analogo VSe MD02026 se muestra como la barra de datos mas a
la derecha en cada conjunto. Los datos revelan un aumento de la expresion de luciferasa en células A549 infectadas
por vectores de de terapia génica Adenovirus y AAV que expresan luciferasa, lo que indica una mejora de la
infeccion y/o de la expresion del transgén tras el tratamiento con VSe1 y sus analogos.

Posteriormente, se evalud la mutagenicidad en salmonela de un compuesto representativo a base de pirrol. La
FIGURA 8 muestra que el analogo de VSe1 MD01145 no es mutagénico. Ensayo de mutacién inversa de salmonella
(Ensayo de Ames) se empled para evaluar el potencial mutagénico de los analogos de VSel y VSel. A) Los datos
proceden de los resultados obtenidos con la cepa TA100 de Salmonella typhimurium, sin la fraccion S9. Se us6
DMSO como control negativo y se usd metanosulfonato de metilo (MMS) como control positivo para la
mutagenicidad. Un alto numero de revertistas, tales como en el control positivo (MMS), es una indicacion de
potencial mutagénico. El tratamiento con MD01145 condujo a una tasa de reversién similar a la de DMSO e incluso
menor que el compuesto originall VSe1. B) M01145 no produce un aumento dependiente de la dosis en el nimero
de revertistas en las cepas TA98 y TA100, con o sin la fraccion enzimatica hepatica S9, lo que sugiere que sus
metabolitos también son no mutagénicos.

Estudios de efectos sinérgicos: Se plante6 la hipo6tesis de que también se pueden usar combinaciones de dos o
mas compuestos como se describe en la presente memoria. Se realizé un ensayo en el que las células de carcinoma
renal humano (786-0) se trataron conjuntamente con VSel y el analogo de VSe1 MDO03011. Los resultados del
ensayo se proporcionan en la Figura 9. Como se puede observar, se observé un efecto sinérgico sorprendente
cuando las células se trataron tanto con VSe1 como con MD03011, con un aumento sustancial del nivel de cambio
en VEU/mL. Estos resultados sugieren que pueden obtenerse efectos sinérgicos mediante el uso de combinaciones
de dos o mas compuestos como se describe en la presente memoria. En las condiciones probadas, VSet
combinado con MD03011 proporcion6é un excelente efecto sinérgico.

VSe1l y sus analogos potencian la infeccion viral de las células: VSe1 y sus analogos pueden usarse para
potenciar la infeccion de células con virus, virus atenuados y/o virus genéticamente modificados. En las Figuras 10 y
11, se proporcionan datos que indican que la infeccion de células con una cepa de vacuna de vacuna modificada
ankara (MVA) puede potenciarse mediante el uso de VSe1 y varios analogos de los mismos, incluidos MD01145,
MDO01151, MD03011, MD03009 y MD02026.

VSe1 y analogos de VSel potencian la transduccion de adenovirus en células cancerosas: VSel y sus
analogos pueden usarse para potenciar la transduccién del virus en las células. En la Figura 12, se proporcionan
datos que indican que tanto VSe1 como el analogo MD01151 potencian cada uno la transducciéon de Adenovirus en
células cancerosas. En la Figura 13, se proporcionan datos que indican que tanto VSe1 como el analogo MD03009
potencian cada uno la transduccién de Adenovirus en células cancerosas. En la Figura 14, se proporcionan datos
que indican que tanto VSe1 como el analogo MD03011 potencian cada uno la transduccion de adenovirus en células
cancerosas.

Los analogos de VSe1 potencian la transduccion de adenovirus en tejidos: Los analogos de VSe1 se pueden
usar para potenciar la transduccion del tejido. En la Figura 15, se proporcionan datos que indican que los analogos
de VSel MD02026, MD01145 y MD03011 potencian cada uno la transduccion de adenovirus en tejido cerebral
normal. En la Figura 16, se proporcionan datos que indican que los analogos de VSel MD02026, MD01145 y
MDO03011 potencian cada uno la transduccién de adenovirus en tejido muscular normal.

Efecto del analogo de VSe1 MD03011 en la produccion de A/FM1 (H1N1) in ovo: Los analogos de VSel se
pueden usar para potenciar la produccion de virus in ovo. En la Figura 17, se proporcionan datos que indican que el
analogo de VSe1 MD03011 potencia la produccion de A/FM1 (H1N1) in ovo. Estos resultados sugieren que los
analogos de VSe1 tales como el MD03011 pueden ser particularmente Utiles en ciertas aplicaciones de produccion
de vacunas donde se va a producir virus in ovo, por ejemplo.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto que se define por la formula (I1l):

Cl Cl

Xs

(111)

en donde Xs es alquilo C1-C12, alquenilo C2-C12 0 alquinilo C2-C12 lineal o ramificado sustituido o no
sustituido, mono- o bi-cicloarilo o heteroarilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo o
heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, alquilfenilo, bencilo sustituido, tiofenilo, sulfonobencilo,
metilsulfonobencilo o alquiniloxi sustituido o no sustituido;

para su uso en un método para potenciar la infeccién, el crecimiento, la propagacion y/o la
productividad virales en terapia génica, vacuna o terapia oncolitica.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde Xs es fenilo, fenilo sustituido,
bencilo, bencilo sustituido, tiofuranilo sustituido o no sustituido, tiofenilo, sulfonobenzilo, metilsulfonobenzilo,
morfolina sustituida 0 no sustituida, alquiltiol, alquilamina sustituida o no sustituida, u oxazolina sustituida o
no sustituida.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, que se define por la férmula (VII): en donde
Xg es OH.

Cl Cl

0N Xo

(VID)

Una composicién que comprende uno o mas compuestos como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, y un portador, diluyente o excipiente para su uso en un método para potenciar la
infeccion, el crecimiento, la propagacion y/o la productividad virales en terapia génica, vacuna o terapia
oncolitica.

Una composicidon que comprende uno o mas compuestos como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, y uno o mas de a) un virus, un virus genéticamente modificado, un virus atenuado, una
vacuna, un vector de terapia génica o un virus oncolitico, b) una o mas células cancerosas, c) un portador,
diluyente o excipiente, d) un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, e) células no
cancerosas; f) medios de cultivo celular; g) una o mas células derivadas de o contenidas en 6vulos
embrionados no humanos; o cualquier combinacién de a)-g), para su uso en un método para potenciar la
infeccion, el crecimiento, la propagacion y/o la productividad virales en terapia génica, vacuna o terapia
oncolitica.

El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o la composicion de la
reivindicacién 4 o 5, en donde la terapia oncolitica comprende el tratamiento de cancer humano o células
tumorales seleccionadas del grupo que consiste en leucemia linfoblastica, leucemia mieloide, carcinoma
corticosuprarrenal, canceres relacionados con el SIDA, linfoma relacionado con el SIDA, cancer anal,
cancer de apéndice, astrocitoma, tumor teratoide/rabdoide atipico, carcinoma basocelular, cancer de vias
biliares, cancer de vejiga, cancer 6seo, osteosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, glioma de tronco
cerebral, tumor cerebral, astrocitoma cerebeloso, astrocitoma cerebral/glioma maligno, craneofaringioma,
ependimoblastoma, meduloblastoma, tumores del parénquima pineal de diferenciacion intermedia, tumores
neuroectodérmicos primitivos supratentoriales y pineoblastoma, glioma hipotalamico y de las vias visuales,
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tumor de la médula espinal, cancer de mama, tumores bronquiales, linfoma de Burkitt, tumor carcinoide,
linfoma del sistema nervioso central, cancer de cuello de Utero, cordoma, leucemia linfocitica croénica,
leucemia mielégena crénica, trastornos mieloproliferativos crénicos, cancer de colon, linfoma cutaneo de
células T, tumores embrionarios, cancer de endometrio, ependimoblastoma, ependimoma, cancer de
esofago, tumor de células germinales extracraneal, tumor de células germinales extragonadal, cancer de
vias biliares extrahepatico, cancer ocular, melanoma intraocular, retinoblastoma, cancer de vesicula biliar,
cancer gastrico (de estomago), tumor carcinoide gastrointestinal, tumor del estroma gastrointestinal (GIST),
tumor de células del estroma gastrointestinal, tumores de células germinales, tumor trofoblastico
gestacional, ovarico, extracraneal, extragonadal, glioma, leucemia de células pilosas, cancer de cabeza y
cuello, cancer hepatocelular (de higado), histiocitosis, cancer de células de Langerhans, linfoma de
Hodgkin, cancer de hipofaringe, tumores de células de los islotes, sarcoma de Kaposi, cancer de rifidn,
cancer de laringe, leucemia linfocitica, leucemia de células pilosas, cancer de labio y de la cavidad bucal,
cancer de higado, cancer pulmonar no microcitico, cancer pulmonar microcitico, linfoma de Hodgkin,
linfoma no Hodgkin, histiocitoma fibroso maligno éseo y osteosarcoma, meduloblastoma, meduloepitelioma,
melanoma, melanoma intraocular, carcinoma de células de Merkel, mesotelioma, cancer de cuello
escamoso metastasico, cancer de boca, sindrome de neoplasia endocrina mdultiple, mieloma
multiple/neoplasia de células plasmaticas, cancer de la cavidad nasal y de senos paranasales, cancer
nasofaringeo, neuroblastoma, cancer oral, cancer orofaringeo, cancer de ovario, cancer de pancreas,
cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer faringeo, feocromocitoma, tumores del parénquima pineal,
pineoblastoma y tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, tumor hipofisario, neoplasia de
células plasmaticas/mieloma mudltiple, blastoma pleuropulmonar, linfoma primario del sistema nervioso
central, cancer de prostata, cancer rectal, cancer de células renales (de rifién), cancer de pelvis renal y de
uréter, cancer de células de transicion, carcinoma de las vias respiratorias, retinoblastoma,
rabdomiosarcoma, cancer de glandulas salivales, sarcoma uterino, cancer de piel, carcinoma cutaneo de
células de Merkel, cancer de intestino delgado, sarcoma de tejidos blandos, carcinoma de células
escamosas, cancer escamoso de cuello, cancer de estdbmago (gastrico), tumores neuroectodérmicos
primitivos supratentoriales, linfoma de células T, cancer testicular, cancer de garganta, timoma y carcinoma
timico, cancer de tiroides, tumor trofoblastico, cancer de uretra, cancer de Utero, cancer de endometrio,
sarcoma uterino, cancer vaginal, cancer de vulva y tumor de Wilms.

Un kit para su uso en un método para potenciar la infeccion, el crecimiento, la propagaciéon y/o la
productividad virales en terapia génica, vacuna o terapia oncolitica, comprendiendo dicho kit uno o mas
compuestos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, y uno o mas de a) un virus, un virus
genéticamente modificado, un virus atenuado, una vacuna, un vector de terapia génica o un virus oncolitico,
b) una o méas células cancerosas, c) un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, d)
células no cancerosas; e€) medios de cultivo celular; f) células derivadas de o contenidas en 6vulos
embrionados no humanos, g) una placa de cultivo celular o una cubeta de multiples pocillos; h) un aparato
para administrar el compuesto a una célula, a un medio o a 6évulos no humanos; i) instrucciones para usar el
compuesto o de cualquier componente del kit, o cualquier combinacién de a)-i).

Un método para potenciar o aumentar la produccién viral en células in vitro que comprende, administrar el
(los) compuesto (s) de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o cualquier combinacién de los mismos, a
dichas células antes, después o simultaneamente con un virus, y cultivar el virus y las células.

El método de la reivindicacion 8, en donde potenciar o aumentar la produccién virica comprende uno o mas
de las siguientes acciones: potenciar o aumentar la infeccién de células y/o su tasa, potenciar o aumentar la
capacidad reproductiva de un virus y/o su tasa, potenciar o aumentar la propagacion y/o el titulo de un virus
y/o la tasa a la que se puede alcanzar el titulo completo, potenciar o aumentar la expresioén de antigeno de
un virus y/o una tasa del mismo, potenciar o aumentar la expresién génica o transgénica de un virus y/o una
tasa del mismo, o potenciar o aumentar la expresion de proteinas de virus en células y/o una tasa de las
mismas, o cualquier combinacion de los mismos.
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Colocar las células 786-0 en placas de 96 pocillos a 3e4 células/100 ul/pocillo

—

Después de 24 horas tratar las células con un farmaco de 25 ul. Después de 4 horas,
infectan con VSV TIBA 51-FLuc a MOl de 0,005
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40 horas después de la infeccion,

I
¥ ¥

transferir 25 ul de sobrenadante sobre células Vero anadir alamarBlue a las células 786-0. Medir la
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