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DESCRIPCION
Péptidos modificados como inhibidores potentes de la interaccion entre receptor de NMDA/PSD-95
Campo de la invencion

La interaccion proteina-proteina entre el receptor de NMDA y su proteina intracelular de armazén, PSD-95, es una
posible diana para el tratamiento de la lesién isquémica o traumatica del sistema nervioso central (SNC). La
presente invencion se dirige al abastecimiento de moléculas pequefias que inhiben la interaccion de PSD-95 con el
receptor de NMDA, mediante el empleo de un undecapéptido que corresponde al extremo carboxilo del NMDA como
plantilla para hallar los candidatos iniciales.

Antecedentes de la invencion

Las interacciones proteina-proteina (PPI, por su nombre en inglés) son esenciales para los procesos celulares
vitales y estan implicadas en numerosos estados fisiopatolégicos en los que funcionan de posible diana para la
intervencion terapéutica. Por lo general, se ha percibido que es dificil actuar selectivamente sobre las PPI con
moléculas organicas pequefas, ya que a menudo se caracterizan por tener superficies de contacto grandes, planas
e hidrofobas.

Una clase de PPI es la que implica los dominios PDZ [PDZ es una abreviatura de PSD-95 (la proteina 95 de
densidad postsinaptica), DIgA (supresor tumoral grande de discos homologo de Drosophila) y ZO-1 (proteina 1 de
zonula occludens)]. Los dominios PDZ a menudo funcionan como mdédulos en las proteinas de armazén que estan
implicadas en el ensamblaje de grandes complejos de proteinas de la célula, y son muy abundantes en los
organismos eucariotas. Los dominios PDZ comprenden aproximadamente 90 aminoacidos e interaccionan por lo
general con sélo unos pocos aminoacidos de la parte carboxiterminal de la proteina con la que interacciona. Los
dominios PDZ tipicamente se dividen en tres clases de acuerdo con la secuencia de sus ligandos. PSD-95 contiene
tres dominios PDZ, PDZ1-3, que se fijan a ligandos peptidicos con la secuencia consenso Glu/GIn-Ser/Thr-X-Val-
COOH, por lo que se denominan dominios PDZ de clase I.

La base estructural para la interaccion de los dominios PDZ con los péptidos del extremo carboxilo se elucido
primero mediante una estructura cristalografica por rayos X del PDZ3 de PSD-95 formando complejo con un ligando
peptidico nativo, CRIPT. PDZ3 contiene seis hojas B antiparalelas (BA-BF) y dos hélices a (aA y aB) y el ligando
peptidico del extremo carboxilo se fija como una hoja B antiparalela adicional en un surco entre la hoja B y la hélice
aB. Dos restos del Ilgando peptidico se consideran E)articularmente importantes para la afinidad y la especificidad, el
primer aminoacido (P ) y el tercer aminoacido (P~) (a contar desde el extremo carboxilo). La cadena lateral del
aminoacido en la posicién P° se proyecta en un bolsillo hidréfobo y se requiere un am|n0a0|do de cadena lateral
alifatica (Val, lle y Leu). En la estructura PDZ3-CRIPT, el oxigeno hidroxilico de la Thr (P?) forma un puente de
hidrégeno con el nitrégeno de una cadena lateral imidazdlica de la His372, que es un resto muy conservado en los
dominios PDZ de clase I. Un motivo Gly-Leu-Gly-Phe conservado (posicion 322-325 en PDZ3) y un resto cargado
positivamente (Arg318 en PDZ3) de los dominios PDZ intervienen en la fijacion al grupo carboxilato del extremo
carboxilo.

Los dominios PDZ1 y PDZ2 de PSD-95 interaccionan con una serie de proteinas que incluyen un grupo de
receptores ionétropos de glutamato, el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA). Este receptor es un canal de iones
heterotetramérico que suele estar formado por dos subunidades, NR1 y NR2, y se abre con glutamato y glicina. El
receptor de NMDA (NMDAR) desempefia una funcion clave en varias enfermedades encefalicas del SNC, pero ha
sido dificil desarrollar farmacos que interaccionen directamente con el receptor de NMDA. Por lo tanto, se necesitan
estrategias alternativas para modular la actividad del receptor de NMDA; una de tales estrategias es la alteracion de
la interaccion entre PSD-95 y receptor de NMDA. La PSD-95 se fija simultdneamente al receptor de NMDA,
principalmente a las subunidades NR2A y NR2B, y la enzima &xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) a través de
PDZ1 o PDZ2 (figura 1). La activacion del receptor de NMDA ocasiona una entrada de Ca®*, lo que activa a la nNOS,
con lo que se acaba generando oxido nitrico (NO). Asi pues, la PSD-95 interviene en una asociacion especifica
entre la activacion del receptor de NMDA y la produccién de NO, lo que puede ser perjudicial para las células si se
mantiene durante mucho tiempo (figura 1).

La inhibicién de la interaccion de entre PSD-95 y el receptor de NMDA se sabe que |mp|de el dafio cerebral
isquémico en los ratones, supuestamente al alterar la conexién funcional entre Ia entrada de Ca** y la produccion de
NO, mientras que la funcion fisiologica del receptor de NMDA permanece intacta’. El desacoplamiento de PSD-95 de
la subunidad NR2B se consigui6 mediante un nonapéptido, correspondiente al extremo carboxilo de NR2B,
fusionado al péptido Tat del VIH-1, conocido por su capacidad para facilitar la permeabilidad de la membrana. Este
péptido icosamérico (Tat-NR2B, 3, Tabla 1) esta actualmente en ensayos clinicos como un p05|ble farmaco para el
tratamiento de la isquemia cerebrovascular, tal y como se observa en el accidente cerebrovascular®®. Sin embargo,
los péptidos no suelen ser candidatos farmacolégicos atractivos debido a su poca biodisponibilidad, su inestabilidad
in vivo y la poca tolerancia del paciente debido al desarrollo de «inmunogenia» contra el péptido administrado.

El bolsillo de fijacion de los dominios PDZ, que incluye un pequefio motivo lineal, tiene un area superficial
relativamente pequefia y una forma desfavorable, que hace que los dominios PDZ sean dificiles de alcanzar con
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moléculas pequefias. Estas dificultades quedan reflejadas por la poca cantidad de moléculas pequefias capaces de
inhibir las interacciones del dominio PDZ.

Compendio de la invencion

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones. De acuerdo con una primera realizacion, la invencion
da a conocer un compuesto que comprende un primer péptido y un segundo analogo peptidico conectados a través
de un conector, en donde cada uno del péptido o analogo peptidico comprende al menos cuatro restos unidos por
amida que tienen la secuencia YTXV o YSXV, en donde Y se selecciona de E, Q y A; y X se selecciona de entre A,
Q, D, N, N-Me-A, N-Me-Q, N-Me-D y N-Me-N. En una segunda realizacion, el péptido o analogo peptidico esta N-
alquilado en la posiciéon P~ de la secuencia.

El conector del compuesto puede comprender PEG, que tiene una longitud de 1 a 28 restos (n = 1-28) de etilenglicol,
preferiblemente de 1 a 12 restos (n = 1-12), mas preferiblemente de 4 a 6 restos (n = 4-6).

Un compuesto de acuerdo con la primera o la segunda realizacion es preferiblemente el que es capaz de inhibir la
interaccion proteina-proteina entre el NMDAR y PSD-95 (a saber, inhibidor de NMDAR/PSD-95).

Se da a conocer un compuesto de acuerdo con la primera o segunda realizacion, en donde el péptido o analogo
peptidico tiene de 4 a 10 restos de longitud unidos por amida, preferiblemente de 5 o 4 restos de longitud unidos por
amida.

Se da a conocer un compuesto de acuerdo con la primera o la segunda realizacién, en donde el péptido o analogo
peptidico comprende al menos 4 restos de aminoacidos L. Preferiblemente, el resto X del compuesto se selecciona
de entre A, QyD.

Se da a conocer un compuesto de acuerdo con la segunda realizacion, en donde el péptido o analogo peptidico esta
N-alquilado (en la posicién P'3) con un sustituyente cicloalquilo, y ademas comprende un grupo espaciador entre el
sustituyente y el grupo amino terminal del péptido o analogo peptidico, en donde el espaciador es un grupo alquilo.
El grupo alquilo se selecciona preferiblemente de metileno, etileno, propileno y butileno. El sustituyente cicloalquilo
del compuesto puede ser ciclohexano.

Se da a conocer un compuesto de acuerdo con la segunda realizacién, en donde el péptido o analogo peptidico esta
N-alquilado (en la posicion P'3) con un sustituyente aromatico, y comprende adicionalmente un grupo espaciador
entre el sustituyente y un grupo amino terminal del péptido, en donde el espaciador es un grupo alquilo. El grupo
alquilo se selecciona preferiblemente de entre metileno, etileno, propileno y butileno. El sustituyente aromatico del
compuesto puede ser un resto naftalén-2-ilo. Cuando el sustituyente aromatico del compuesto es un anillo aromatico,
el anillo aromatico puede estar sustituido con uno o dos atomos de halégeno (por ejemplo, cloro o fltor) y/o grupo
alquilo.

En un caso, el resto aminoacidico V del péptido esta sustituido por tert-leucina.

Se da a conocer un compuesto de acuerdo con la segunda realizacién, en donde el péptido o analogo peptidico esta
unido covalentemente a una poliamina o a una diamina.

La descripcion da a conocer ademas un complejo que comprende un dominio PDZ y un compuesto de acuerdo con
la primera o segunda realizacion. Preferiblemente, el dominio PDZ del complejo es un dominio PDZ1 y/o PDZ2
comprendidos en una proteina PSD-95.

La invencion esta dirigida ademas al uso de la N-alquilacion de un resto amino terminal de un péptido o analogo
peptidico para mejorar su afinidad por un dominio PDZ. Por consiguiente, la N-alquilacion se puede utilizar para
mejorar la afinidad de un compuesto por un dominio PDZ de PSD-95. Preferiblemente, la interaccion es entre
NMDAR y PSD-95, y el NMDAR esta comprendido en una célula.

La invencion se dirige ademas al uso de un conector para dimerizar un ligando o péptido capaz de fijarse a PDZ
para mejorar su afinidad y selectividad por las proteinas que contienen dominios PDZ en tdndem. Preferiblemente, el
conector es un conector de PEG que comprende de 1 a 28 restos de PEG, mas preferiblemente de 1 a 12 restos de
PEG, y la interaccion es entre NMDAR y PSD-95, y el NMDAR esta comprendido en una célula.

La invencién da a conocer adicionalmente una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo
con la primera o segunda realizacion, para ser usada como un medicamento. La composicion farmacéutica se puede
utilizar en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad relacionada con la excitotoxicidad, de acuerdo con la
reivindicacion 15, preferiblemente lesion isquémica o traumatica del SNC.

La invencion da a conocer adicionalmente un kit que comprende la composicion farmacéutica de la invencion, que
ademas comprende medios para administrar la composicién a un sujeto.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Esquema que muestra la activacion del receptor de NMDA durante la isquemia. Durante la isquemia se
libera una cantidad excesiva de qutamato Esta liberacion activa los receptores de NMDA unidos a la membrana, lo
que conduce a que los iones de Ca* entren en Ias células. Debido a la colocalizacion de los receptores de NMDA y
nNOS mediada por PSD-95, esta entrada de Ca®" esta acoplada a la posible produccién perjudicial de NO.

Figura 2. A) Valores de K; de la interaccion con PDZ1 y PDZ2 para péptidos truncados. B) Valores de K; por PDZ1 'y
PDZ2 de un barrido con Ala realizado con un pentapéptido (7). Las barras de error indican el EEM basado en al
menos cuatro mediciones independientes.

Figura 3. Gel de SDS-PAGE tefido con plata que muestra el péptido con el dominio PDZ2 unido a un cebo
inmovilizado del péptido silvestre de NR2B con polihistidina después de la incubacion en presencia o ausencia de
los siguientes analogos peptidicos inhibidores: Tat-NR2B (3), EweTAV (40), TAV (49), SDV (9), ESDV (8), IESDV (7)
y luego recuperado con el ensayo de arrastre (pull-down assay).

Figura 4. Valores de K;de los tetrapéptidos N-metilados y sus correspondientes tetrapéptidos sin metilar por PDZ1 y
PDZ2, en donde se han combinado las sustituciones individualmente favorables. Las barras de error indican el EEM
basado en al menos cuatro mediciones independientes.

Figura 5. Péptidos acoplados en el modelo de homologia de PDZ1. A) IESDV (7), B) EweTAV (40) y C) TAV (49).

Figura 6. Alquilacion N-terminal de los analogos peptidicos de acuerdo al esquema 12. Reactantes y condiciones: (a)
cloruro de o-nitrobencenosulfonilo, DIPEA. (b) PhsP, ROH, DIAD. (c) NaSPh, DMF. (d) TFA, TIPS, H,O (90:5:5).

Figura 7. Estructura quimica de los compuestos diméricos 74 y 75. Para el compuesto 75, el grupo ciclohexiletilo se
posiciona en el nitrégeno del Glu (E) en P™.

Figura 8. Curvas de inhibicion de los ligandos peptidicos diméricos 74 y 75 sobre los dominios PDZ1, PDZ2, PDZ3 y
PDZ1-2 medidos mediante fluorescencia polarizada (FP).

Figura 9. Curvas de inhibicion de los ligandos peptidicos diméricos 74, 76-81 sobre los dominios PDZ1, PDZ2 y
PDZ1-2 medidos mediante FP.

Figura 10. Estructura de los compuestos 56 y 83.

Figura 11. Se muestra la estabilidad de los compuestos 74 y 76-78 en el plasma sanguineo humano y se compara
con la estabilidad del correspondiente ligando monomérico (7), el candidato clinico Tat-NR2B (3), y el ligando
monomérico PEGilado 91.

Figura 12. Efecto sobre la excitotoxicidad mediada por el NMDA, en las neuronas corticales cultivadas, del
compuesto 3, 56, 63, 73 y 74 a una concentracion de 500 nM.

Descripcion detallada de la invencién
I. Definicién de las abreviaturas y de la terminologia:

«Uno» o «uny, tal y como se utilizan en la presente memoria, puede significar uno o varios, segun el contexto en el
que se utilicen.

«Abuy, acido 2-aminobutanoico;
«Aib», acido a-aminoisobutirico;

Un «enlace amida» se forma mediante una reaccion entre un acido carboxilico y una amina. Cuando la reaccion es
entre dos restos aminoacidicos, el enlace formado como resultado de la reaccion se conoce como una conexion
peptidica (enlace peptidico);

Un «aminoacido» que se produce de forma natural se denomina en la presente memoria bien con su cédigo de 1
letra o de 3 letras de acuerdo con las recomendaciones de la IUPAC, véase, por ejemplo,
http://www.chem.gmw.ac.uk/iupac. Si no se especifica nada mas, un aminoacido puede ser en forma D o L. En la
descripcion (pero no en la lista de secuencias), un codigo de 3 letras que comienza con una letra mayuscula indica
un aminoacido en la forma L, mientras que un cddigo de 3 letras en letras minusculas indica un aminoacido en la
forma D;

«cGMP», 3',5-monofosfato de guanosina;

«que comprende» se debe entender de manera inclusiva. Por lo tanto, a modo de ejemplo, una composicion que
comprende el compuesto X puede comprender el compuesto X y opcionalmente otros compuestos;
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«SNC», sistema nervioso central;

«CPP», péptido que penetra en la célula;

«DAPI», 4' 6-diamino-2-fenilindol;

«DIPEAY, diisopropiletilamina;

«DMF», N,N-dimetilformamida;

«FP», fluorescencia polarizada;

«GFP», proteina fluorescente verde;

«HATUp», hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N-tetrametiluronio;
«HBTUp», hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N', N-tetrametiluronio;
«ITC», calorimetria isotérmica de titulacion;

«célula de mamifero» pretende indicar cualquier célula procedente de mamifero. La célula puede ser una linea
celular establecida, muchas de las cuales estan disponibles en la American Type Culture Collection (ATCC, Virginia,
EE. UU.), o una célula primaria con un vida util limitada procedente de un tejido de mamifero que incluye tejidos
procedentes de un animal transgénico, o una linea celular inmortal recién establecida procedente de un tejido
mamifero que incluye tejidos transgénicos, o una célula hibrida o una linea celular originada por la fusion de
diferentes tipos de células procedentes de mamifero, p. e€j., lineas celulares de hibridoma. Las células pueden
expresar opcionalmente uno o varios productos génicos no nativos, p. €j., receptores;

«OACMp», oclusién de la arteria cerebral media;
«nNNOS», 6xido nitrico sintasa neuronal;

«NOw, 6xido nitrico;

«NMDA», N-metil-D-aspartato;

«NMDAR», receptor de NMDA;

Un «inhibidor de NMDAR/PSD-95» es un compuesto que comprende un péptido o analogo peptidico capaz de fijarse,
o de interaccionar, con dominios PDZ y, como consecuencia, de inhibir la interaccion entre PSD-95 y NMDAR, en
donde el péptido o andlogo peptidico puede estar modificado por N-alquilacion (inhibidor de péptido
modificado/inhibidor de analogo peptidico modificado) en la posicién P3. Otra alternativa es que el inhibidor sea un
compuesto que comprende dos péptidos o analogos peptidicos que estan conectados covalentemente mediante un
conector;

«P% se define como el primer resto aminoacidico o analogo del mismo que corresponde al aminoacido del extremo
carboxilo del péptido/analogo peptidico;

«P'» se define como el segundo resto aminoacidico o analogo del mismo contando desde el aminoacido del
extremo carboxilo del péptido/analogo peptidico;

«P?» se define como el tercer resto aminoacidico o analogo del mismo contando desde el aminoacido del extremo
carboxilo del péptido/analogo peptidico;

«P™» se define como el cuarto resto aminoacidico o analogo del mismo contando desde el aminoacido del extremo
carboxilo del péptido/analogo peptidico.

«PDZ», proteina 95 de densidad postsinaptica (PSD-95), supresor tumoral grande de discos homdlogo de
Drosophila (DIgA), proteina 1 de zonula occludens (ZO-1);

«PEGp», polietilenglicol; el PEG es un polimero de etilenglicol, en donde por ejemplo 12 restos de PEG o PEG12
corresponde a un polimero de 12 restos (n = 12) de etilenglicol.

«PPly, interacciones proteina-proteina;
«PSD-95», proteina 95 de densidad postsinaptica;
«rLUC», luciferasa citosolica de Renilla;

«EEMp», error estandar de la media;
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«TIPS», triisopropilsilano al 5%;
«TMF», acido trifluoroacético;
«WTp, silvestre.

II. Estructura quimica y propiedades de un inhibidor peptidico modificado (inhibidor de NMDAR/PSD-95) de la
invencion de acuerdo con una primera realizaciéon

El undecapéptido 1 (YEKLSSIESDV) de NR2B se ha utilizado como plantilla para el desarrollo de moléculas
inhibidoras no peptidicas mas pequefias con capacidad para desacoplar la PPI entre PSD-95 y el receptor de NMDA.
Mediante una serie de modificaciones utilizadas para convertir los péptidos en estructuras no peptidicas
simplificadas, se han identificado una serie de derivados peptidicos pequefios que muestran una mejoria de varias
veces de la afinidad por los dominios PDZ de PSD-95, lo que proporciona inhibidores de tipo farmaco de la
interaccion entre PSD-95 y el receptor de NMDA.

En concreto, se siguidé una estrategia peptidomimética, que comenzé con el truncamiento de 1 desde su extremo
amino a un pentapéptido, IESDV (7), sin pérdida de afinidad por PDZ1 y PDZ2 de PSD-95, mientras que una
delecion adicional redujo la afinidad. La disminucion en la afinidad se pudo compensar por la sustitucion de Glu y
Ser del tetrapéptido ESDV por N-Me-Glu y Thr, respectivamente, lo que da lugar a un tetrapéptido N-metilado,
EmeTDV (36), con una afinidad mejorada por PDZ1 y esencialmente una afinidad silvestre por PDZ2. El resto de Asp
se pudo reemplazar por GIn sin cargar o por Ala hidrofoba sin afectar a la afinidad significativamente, lo que
convierte al EweTAV (40) en un compuesto inicial prometedor. Es interesante que un tripéptido TAV (49) sea aun un
inhibidor razonablemente potente de PDZ1 y PDZ2 con valores de K de 42 y 37 pyM, respectivamente, por lo tanto
s6lo aproximadamente 2 y 9 veces menos potente que el péptido de NRB2B (1), mientras que sigue mostrando
selectividad dentro de los dominios PDZ de PSD-95.

Guiados por la modelizacion molecular y el acoplamiento de péptidos y péptidos modificados en un modelo de
homologia de PDZ1, el objetivo era la modificacion del grupo metilo del extremo amino de ExeTAV. La aplicacion del
protocolo de Fukuyama de la reaccién de Mitsunobu permitié preparar 11 tetrapéptidos N-alquilados, los cuales
tenian mas afinidad por PDZ1 y PDZ2 que el péptido inicial EneTAV. En particular, reemplazar el grupo metilo con
ciclohexilmetilo (55) o bien con ciclohexiletilo (56) proporciond inhibidores potentes de la interacciéon de PSD-
95/NMDA, de los que el mas potente fue (56) con valores de Kide 1y 0,5 uM por PDZ1 y PDZ2, respectivamente
(estructuras en la figura 10). Ademas, la introduccion de los sustituyentes aromaticos proporcioné compuestos casi
de la misma potencia, como se ejemplific6 mediante los compuestos 62 y 63. Aunque también se incremento la
fijacion a PDZ3 mediante las alquilaciones del extremo amino, se seguia observando una considerable selectividad
por PDZ1y 2.

La presente invencion ensefia que la N-alquilacién de la posicion P también se puede utilizar para incrementar la
afinidad de un péptido o de un andlogo peptidico por uno o mas dominios PDZ diana, con lo que mejora su
capacidad para impedir las PPl que se producen con dicha diana. Cuando la PPl es entre el inhibidor de
NMDAR/PSD-95, el péptido o el analogo peptidico comprende preferiblemente al menos 4 restos unidos por amida y
la secuencia YTXV o YSXV, en donde Y se selecciona de entre E, Q y A, o un analogo de los mismos, y X se
selecciona de entre A, Q, D, N, N-Me-A, N-Me-Q, N-Me-D y N-Me-N o un andlogo de los mismos. Los analogos
adecuados del resto Y o X, o los analogos de cualquiera de los 4 restos unidos por amida (YTXV o YSXV) incluyen:
retroamidas y/o tioamidas («Chemistry & Biochemistry of amino acids, peptides and proteins», vol. 7, 1983, Boris
Weinstein, capitulo 5 por Arno F. Spatola); la unidad aza-@ (resto 5-dihidro-2(3H)-pirazona), en particular en la
posicion P o P? que corresponde al resto X o Y (Hammond et al., Chemistry and Biology, 2006, pag. 1247); en
donde la eleccion del analogo podria estar asistida por el uso de las herramientas y ensayos para una estrategia
peptidomimética, tal y como se describe en la presente memoria.

[ll. Optimizacion de inhibidores peptidicos modificados (inhibidor de NMDAR/PSD-95) de acuerdo con una primera y
segunda realizacion respecto a permeabilidad en la membrana, selectividad y propiedades farmacocinéticas.

La probabilidad de que los inhibidores peptidicos modificados atraviesen las membranas celulares se incrementaria
con la disminucién de su polaridad y carga. Resulta sorprendente que las modificaciones de la secuencia peptidica
de YTXV N-alquilada (Y = Glu, Ala o GIn y X = Asp y Ala) para disminuir la polaridad y/o la carga no empeoran
significativamente su afinidad por PDZ1 y PDZ2 de PSD-95. Los tetrapéptidos estaban N-alquilados con
ciclohexiletilo y se compararon con sus versiones sin alquilar con respecto a la afinidad y a la selectividad por los
dominios PDZ de PSD-95. Los aminoacidos sin carga e incluso pequefios e hidréfobos se pudieron posicionar en
estas regiones variables, de forma individual o en combinacidon, sin una pérdida significativa en la afinidad
(compuestos 70-73). También se observo que el efecto de la N-alquilacion era tan significativo como se habia
observado antes, lo que subraya la reproducibilidad y el caracter general de la N-alquilacion como una modificacion
que incrementa la afinidad de los inhibidores peptidicos por PDZ1 y PDZ2 de PSD-95. Asi pues, la presente
invencion da a conocer ligandos peptidicos N-alquilados cuyo tamafio se pudo reducir a un tetrapéptido y cuya
afinidad por PDZ1 y PDZ2 es mucho mayor que por la secuencia peptidica silvestre o Tat-NR2B (3). Los ligandos
peptidicos N-alquilados de la invencién, cuando se comparan con los ligandos peptidicos conocidos, también
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reducen el riesgo de inmunogenia y resulta mas econémico producirlos debido a su menor tamafio. Ademas, la
alquilacion del extremo amino de un ligando peptidico de la invencion (p. €j., en P?), a diferencia de otras técnicas
de modificacion de péptidos (tales como la acetilacion, glucosilacion o fosforilacion «que se produce en la
naturaleza») sirve para potenciar su hidrofobia y, con ello, incrementar su permeabilidad en la membrana. De esta
forma, los compuestos son capaces de inhibir la interaccion de PSD-95 con el receptor de NMDA dentro de la célula,
lo que reduce asi la excitotoxicidad mediada por NMDA en las neuronas corticales de rata en cultivo.

De acuerdo con la realizacion, la invencion da a conocer inhibidores peptidicos modificados que comprenden dos
inhibidores peptidicos (o analogos peptidicos) conectados para formar un ligando dimérico (como se ejemplifico
mediante 74 y 75). Los dos péptidos o analogos peptidicos pueden tener la misma estructura y composicion o
pueden tener una estructura y composicion diferentes. En otra realizacion, el péptido o analogos peptidicos del
ligando dimérico pueden estar adicionalmente N-alquilados en P2 en las mismas formas quimicas que se describen
para un péptido del analogo peptidico de la primera realizacion. Mediante la fijacién simultanea a PDZ1 y PDZ2 de
PDzZ1-2, la afinidad del ligando dimérico por la construccion en tandem de PDZ1-2 de PSD-95 aumenta
considerablemente, mientras que permanece constante por cada uno de los dominios PDZ por separado, PDZ1, 2y
3. Los inhibidores peptidicos se mantienen juntos por medio de un conector. Los conectores adecuados incluyen un
conector compuesto por diacido de polietilenglicol (PEG); poliamina (Hervé F. et al., 2008, AAPS J, publ. electrénica,
26 de agosto); acido peptidonucleico (PNA, por su nombre en inglés) (Egholm et al., 2005 Nature 365: 566-568);
acido nucleico cerrado (LNA, por su nombre en inglés) (Singh et al., 1998, Chem. Comm, pag. 455). Cuando el
conector es un conector de PEG, también puede comprender un grupo funcional activo, tal como un grupo funcional
electréfilo o nucledfilo (solicitud de patente internacional WO/2007/140282), que se puede utilizar para unir el
conector de PEG a cada inhibidor peptidico (o analogo peptidico). Los grupos funcionales adecuados para la
adhesioén incluyen grupos electréfilos aminorreactivos, seleccionados entre éster de N-hidroxisuccinimida (NHS),
éster de p-nitrofenilo, carbonato de succinimidilo, carbonato de p-nitrofenilo, succinimidiluretano, isocianato,
isotiocianato, azida de acilo, cloruro de sulfonilo, aldehido, carbonato, imidoéster o anhidrido; y grupos tiorreactivos
seleccionados entre maleimida, haloacetilo, derivados de haluro de alquilo, aziridina, derivados de acriloilo, agentes
de arilacioén o reactivos de intercambio de tiodisulfuro. Los grupos funcionales nucledfilos adecuados incluyen amina,
hidrazida, carbazato, acilhidrazida, semicarbamato o hidrazina, que pueden someterse a reacciones con grupos
aldehido o carboxilo sobre el péptido o analogo peptidico inhibidor.

La longitud éptima del conector en el ligando dimérico dependera del conector seleccionado. Cuando el conector es
PEG, el numero (n) de restos de etilenglicol del PEG puede estar comprendido entre n = 1-28 o n = 4-28 o el
conector puede tener una longitudde n=1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 0 12. De acuerdo con la presente invencion,
los diacidos de PEG se utilizan para conectar ligandos (péptidos o analogos peptidicos), en donde el, p. €j., conector
de PEG12 esta modificado para que dos grupos de acido carboxilico estén presentes a cada extremo del conector.
Asi pues, un conector de PEG12 antes del procedimiento de dimerizacion se denomina acido
4,7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40-tridecaoxatritetracontan-1,43-dioico. Durante la dimerizacion de los dos
ligandos peptidicos con el conector, los dos grupos de acido carboxilico reaccionan con los grupos amino del
extremo amino de los ligandos para crear enlaces de amida. Los conectores de PEGO0,1,2,4,6,8 estan en
consonancia con esta descripcion.

Un conector de PEG que tiene 12 restos (n = 12) tendra, cuando se extienda, una longitud de aproximadamente 50
A, que faciimente permitira a los ligandos de cada extremo del conector estar en una proximidad suficientemente
cercana con el dominio PDZ en tandem y de esta forma actuar juntos como un potente inhibidor. Se ha modelado la
distancia entre PDZ1 y PDZ2 en PSD-95 y se ha estimado que esta en torno a 20 A (medido a partir de las dos
histidinas conservadas en aB) (Long et al., JMB, 2003, p. 203-214). Por consiguiente, el conector de PEG en el
ligando dimérico comprende preferiblemente de 1 a 12 restos (n = 1-12), mas preferiblemente de 2 a 12 (n = 2-4) e
incluso mas preferiblemente de 4 a 6 restos (n = 4-6). Los ligandos diméricos de la invencion poseen varias ventajas:
su afinidad por la construcciéon de PDZ1-2 en tandem se incrementa significativamente hasta 1000 veces en
comparacion con el silvestre o Tat-NR2B (3). La afinidad de estos ligandos por la proteina con PDZ1-2 en tandem,
que comparte la mayor similitud estructural con la diana de la proteina PSD-95 nativa para estos inhibidores
peptidicos modificados, es de extrema importancia con respecto a su eficacia durante el uso terapéutico. De igual
forma, el tandem PDZ1-2 corresponde a una diana proteica mucho mas distintiva que cada uno de los dominios PDZ
por separado, que son mas bien habituales en la naturaleza. Por lo tanto, al proporcionar inhibidores peptidicos del
ligando dimerizado que actuan especificamente sobre PDZ1-2, se obtiene una mejora de la selectividad en
comparacion con los ligandos monoméricos, lo que es posiblemente importante para el uso terapéutico de estos
inhibidores. Ademas, la modificacién con PEG de los péptidos ofrece varias ventajas farmacocinéticas, tales como la
disminucion de la inmunogenia, retraso de su eliminacién de la sangre, y menor sensibilidad a las proteasas.
Ademas, el PEG no es toxico, es muy soluble y se sabe que facilita la captacion celular, y también se ha demostrado
que los ligandos diméricos inhiben la interaccion de PSD-95 con el receptor de NMDA dentro de la célula, lo que
reduce la excitotoxicidad mediada por el NMDA en las neuronas corticales de rata en cultivo. Asi pues, ademas de
funcionar como un conector, el PEG potencia las propiedades terapéuticas de estos inhibidores peptidicos
modificados.

La permeabilidad en la membrana y la permeabilidad en la barrera hematoencefalica que presentan el péptido o los
analogos peptidicos de la presente invencion se pueden ademas potenciar mediante la cationizacién con una
poliamina o diamina natural o sintética (p. ej., hexametilendiamina; putrescina; espermidina; espermina), que pueden
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estar unidas covalentemente al péptido o analogo peptidico (Hervé F. et al., 2008, AAPS J, pag. 455-472).
Preferiblemente, el péptido o los analogos peptidicos incluyen la cationizaciéon en su extremo amino.

La unién de diacido de PEG12 (acido 4,7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40-tridecaoxatritetracontan-1,43-dioico),
diacido de PEG8 (acido 4,7,10,13,16,19,22,25,28-nonaoxahentriacontan-1,31-dioico), diacido de PEG6 (acido
4,7,10,13,16,19,22-heptaoxapentacosan-1,25-dioico) y diacido de PEG4 (acido 4,7,10,13,16-pentaoxanonadecan-
1,19-dioico) a dos moléculas pentapeptidicas con la secuencia IESDV da lugar a los ligandos diméricos 74, 76, 77 y
78, respectivamente, que muestran una o varias de las propiedades de fijacion de alta afinidad por la diana de la
proteina con PDZ12, resistencia completa a las enzimas proteoliticas en el plasma sanguineo, permeabilidad en la
membrana y actividad excitotoxica en un ensayo celular ex vivo. La afinidad se incrementa todavia mas mediante la
dimerizacién del pentapéptido que tiene la secuencia IETAV, para obtener el compuesto 83, mientras que la
estabilidad plasmatica sigue siendo pronunciada, en particular en comparacion con el ligando peptidico monomérico.

IV. Herramientas para monitorizar y evaluar las propiedades inhibidoras del inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la
invencion.

A. Ensayo de fluorescencia polarizada (FP): tal y como se describe a continuacion en el ejemplo 1 y en el apartado
Metodologia, proporciona un modo cémodo y fiable para monitorizar y evaluar las propiedades inhibidoras de un
inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencion. El ensayo de FP permite analizar y comparar un amplio abanico de
analogos peptidicos con respecto a su interaccion con los dominios PDZ y a su especificidad por los tres dominios
PDZ, PDZ1-3, de la PSD-95. Los dominios PDZ pueden expresarse de manera individual o como construcciones
con el dominio en tandem, mediante la tecnologia de ADN recombinante estandar conocida por los expertos en la
técnica. La purificacién de los dominios PDZ expresados puede verse facilitada por la inclusiéon de un etiqueta de
afinidad (p. €j., etiqueta de polihistidina, etiqueta de glutation-S-transferasa o etiqueta de anticuerpo, tal como la
etiqueta FLAG) en la proteina expresada que comprende el dominio PDZ (p. €j., proteina de fusién) y el uso de una
resina de afinidad para purificar selectivamente proteinas etiquetadas con dominio PDZ.

Mas especificamente, el ensayo se basa en un ensayo de fijacion competitiva heterélogo, en donde la afinidad
medida como Clsp de un analogo peptidico dado (no fluorescente) por un dominio PDZ se mide en presencia de una
concentracion fija de un péptido undecapeptidico marcado con fluorescencia que corresponde al extremo carboxilo

silvestre (WT) de la subunidad NR2B (YEKLSSIESDV) y de CRIPT (LDTKNYKQTSV) | o5 valores de Clso
determinados se pueden convertir en valores de K?. Los fluoréforos adecuados incluyen bien 5-FAM o Cy5, que
pueden estar conjugados a un conector tripeptidico (KSG o CSG) conectado al extremo amino del undecapéptido
para dar 5-FAM-NR2B, Cy5-NR2B, 5-FAM-CRIPT y Cy5-CRIPT. El fluoréforo 5-FAM se puede unir a los
undecapéptidos por conjugacion con HATU. El fluoréforo Cy5 se puede conjugar a los undecapéptidos por
conjugacion de la Cy5-maleimida a la cadena lateral de cisteina de la secuencia tripeptidica CSG unida al extremo
amino del péptido, segun se detalla en el apartado Metodologia.

B. Ensayo de arrastre (pull-down): El arrastre con polihistidina es una técnica in vitro que consiste en la utilizacion de
un dominio cebo del extremo carboxilo de la proteina CRIPT o NRB2 etiquetado con polihistidina (p. €j., péptido
silvestre de NR2B con la secuencia HHHHHHYEKLSSIESDV) para identificar los competidores de una pareja
molecular que se une al dominio PDZ (dominio PDZ de PSD-95) (la presa). La proteina de cebo se inmoviliza en un
gel de afinidad quelado con cobalto. El cebo sirve de soporte de afinidad secundario para la pareja proteica del cebo
y para identificar competidores que pueden desplazar la pesa del cebo. Los competidores son analogos peptidicos,
especificamente un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la presente invencion. Las PPI entre la presa y el cebo se
analizan por disociacion/elucion quimica de la presa unida (dominio PDZ o analogo peptidico) y visualizacion de la
presa por SDS-PAGE y procedimientos de deteccion asociados segun los requisitos de sensibilidad de las proteinas
que interaccionan. Estos procedimientos incluyen tincion con colorante de Coomasssie®, plata y cinc;
inmunotransferencia; y deteccion radioisotopica de [353]. Otra alternativa es que la presa desplazada detectada
sobre el gel se pueda aislar de un gel de poliacrilamida y posteriormente se la pueda analizar. Los protocolos
adecuados del ensayo de arrastre se conocen bien en la técnica (Sambrook J. y Russell, D. W. (2001). Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, Nueva York, 3.2 edicion),
mientras que el kit ProFoundry de interaccion proteina:proteina de arrastre con polyHis de Pierce Biotechnology,
3747 N. Meridian Road, P. O. Box 117 Rockford, IL 61105, contiene un conjunto de reactivos completo y validado
desarrollado especificamente para realizar los ensayos de arrastre.

C. Calorimetria isotérmica de titulacion (ITC, por su nombre en inglés): Esta técnica (Pierce, M. et al., 1999, Methods,
p. 213-221) proporciona una determinacion exacta de la afinidad de un ligando por su proteina diana, asi como la
medicion de las propiedades termodinamicas de la interaccion, entre ellas entalpia (AH), entropia (AS) y energia
libre (AG), junto con la relacion estequiométrica de la fijacion del ligando. En este procedimiento, el ligando sin
marcar se titula en una soluciéon de proteina PDZ sin marcar colocada en un calorimetro. Se consigue asi medir el
calor generado tras el reconocimiento de la proteina (AH) durante la titulacion del ligando y la proteina PDZ hasta la
saturacion, y es insignificante el intercambio de calor tras la posterior adicion del ligando. A partir de la cantidad de
ligando necesario para conseguir la saturacion se calcula una constante de afinidad (Ky) y, ademas, se determinan
AH, AS, AG y la estequiometria.
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D. Ensayo de estabilidad en el plasma sanguineo. En este ensayo, la semivida (T1,2) de un compuesto en el plasma
sanguineo se mide in vitro, mediante lo cual se cuantifica su propension a la degradacion por proteasas, peptidasas
y el contenido plasmatico general.

E. Ensayo de toxicidad neuronal del NMDA. Cuando las neuronas corticales en cultivo se exponen a
concentraciones elevadas de NMDA, se inicia una cascada excitotdxica que conduce al dafio celular y finalmente a
la muerte celular de la neurona. En consecuencia, se destruyen las membranas celulares y las enzimas
citoplasmaticas se liberan al entorno de la célula. La extension de esta muerte celular neuronal se puede cuantificar
al medir la liberacion al medio celular de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) citoplasmatica. A los compuestos
de interés y el compuesto de control (3) se les estudia su capacidad para atenuar la toxicidad mediada por NMDA.
Los compuestos que estan activos en este ensayo son capaces de atravesar las membranas y pueden impedir la
excitotoxicidad ex vivo, que son propiedades importantes para los tratamientos dirigidos contra las enfermedades
debidas a la excitotoxicidad.

F. Transferencia de energia de resonancia de la bioluminiscencia (BRET, por su nombre en inglés)z: Este ensayo se
puede utilizar para valorar la permeabilidad celular de un inhibidor de NMDAR/PSD-95, lo que es importante para la
biodisponibilidad que se le pide para el tratamiento terapéutico eficaz de un sujeto mamifero. Una linea celular de
mamifero se puede transfectar con parejas de construcciones de ADN que codifican dos proteinas de fusion, que
comprenden una proteina de fusion a GFP (p. ej., GFP-NR2B) y una proteina de fusién a rLUC (p. €j., rLUC-PDZ2).
La interaccion entre las dos proteinas de fusién, cuando se expresan en una célula transfectada, se puede
monitorizar por medio del ensayo por BRET entre las dos proteinas de fusion al fijarse entre si. La capacidad de un
inhibidor de NMDAR/PSD-95, cuando se afiade extracelularmente, para atravesar la membrana celular e inhibir la
interaccion entre las dos proteinas de fusion se puede monitorizar con el ensayo BRET, lo que proporciona una
medicién valiosa del potencial terapéutico del inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencion.

V. Procedimientos para sintetizar el inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencién y para verificar su composicion y
su estructura.

A. Sintesis de los analogos peptidicos: La sintesis de péptidos en fase solida (SPPS, por su nombre en inglés) con
el uso de Fmoc proporciona un procedimiento adecuado para la sintesis de los analogos peptidicos, mediante lo
cual se puede preparar un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencién. Los péptidos con un resto aminoacidico
natural en el extremo carboxilo, tal como Val o Ala, se puede sintetizar a partir de resinas de Wang precargadas. En
el caso de péptidos que tienen un resto aminoacidico no natural en el extremo carboxilo, entonces se puede utilizar
una resina de 2-clorotritilo, en donde el resto se puede cargar en la resina con diisopropiletilamina (DIPEA)
(resina/aminoacido/DIPEA a 1:4:8) en DCM durante 30 min, entonces se remata con metanol, antes de la
desproteccion del Fmoc y de la conjugacion del resto aminoacidico siguiente. Los aminoacidos N-metilados y el
aminoacido que va después del aminoacido N-metilado se pueden conjugar al péptido en crecimiento con el uso de
HATU. Mas adelante se ofrece una descripcion detallada de un protocolo adecuado de SPPS con Fmoc en el
apartado Metodologia.

B. AIqU|IaC|on del extremo amino de los analogos peptidicos: La reaccién de Mitsunobu con el protocolo de
Fukuyama proporciona un procedimiento adecuado para la preparacion de los péptidos N-anuHados El grupo
amino terminal del péptido se activa como una nitrobencilsulfonamida y, posteriormente, se hace reaccionar con un
abanico de alcoholes con la intervencion del azadicarboxilato de diisopropilo (DIAD) y PhsP para dar los productos
unidos a la resina y protegidos (figura 6/esquema 1). Los productos N-alquilados finales, obtenidos por
desproteccion de la sulfonamida y la escision de la resina, tienen la pureza y rendimiento requeridos.

C. Sintesis de ligandos diméricos: Los diacidos de PEG estan activados como ésteres de pentafluorofenilo (Pfp) y se
hacen reaccionar con el grupo amino del extremo amino del ligando peptidico fijado a la resina mediante el uso de 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) como catalizador. De este modo se genera un Ilgando dimérico compuesto por dos
ligandos peptidicos unidos por el conector de PEG a través de enlaces amida®. Otra alternativa es que los ligandos
diméricos se pueden producir por activacion de los diacidos de PEG in situ con reactivos de conjugacion, tales como
HBTU y HATU, seguido de la incubacion con el grupo amino del extremo amino del ligando peptidico fijado a la
resina. Con este procedimiento, el procedimiento de dimerizacion se limita a una reaccion de una etapa y se puede
realizar en un dia en vez de en seis.

D. Analisis quimico de los analogos peptidicos: El péptido se puede analizar mediante ESI-LC/MS y se puede
caracterizar adicionalmente mediante espectros de protones ( H) por RMN y espectrometria de masas de alta
resolucion, con el empleo de técnicas bien conocidas por el experto en la técnica y ejemplificadas en el apartado
Metodologia.

VI. Inhibidores de NMDAR/PSD-95 de acuerdo con la primera y segunda realizacion de la invenciéon para el
tratamiento terapéutico de la lesion isquémica o traumatica de los trastornos relacionados con la excitotoxicidad del
sistema nervioso central.

En las sinapsis neuronales, los extremos carboxilo de las subunidades del receptor de NMDA interaccionan con los
dominios PDZ de PSD-95 y los conectan a las moléculas de sefalizacion neurotoxicas posteriores (p. €j., NNOS), lo
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que conduce a la produccion de NO vy la excitotoxicidad. La presente invencion da a conocer inhibidores de
NMDAR/PSD-95 capaces de inhibir la interaccion entre los receptores de NMDA y nNOS en una célula, sin alterar
las corrientes i6nicas del NMDAR ni las funciones de senalizacion del calcio del NMDAR. Asi pues, un inhibidor de
NMDAR/PSD-95 de la invencion actia como un neuroprotector de una o varias células o tejidos, lo que proporciona
una estrategia especifica para tratar los trastornos excitotoxicos, que incluyen lesion de la médula espinal, accidente
cerebrovascular, lesion cerebral traumatica, lesion isquémica o traumatica del sistema nervioso central (SNC),
epilepsia y enfermedades neurodegenerativas del SNC.

El tratamiento terapéutico de los sujetos en riesgo o que actualmente padecen los trastornos o enfermedades
anteriores se puede administrar bien como tratamiento preventivo para reducir el riesgo de que comience el
trastorno o la enfermedad, o como tratamiento terapéutico después de que haya comenzado el trastorno o
enfermedad. El sujeto puede ser un mamifero o paciente humano.

VII. Fabricacion de una composicion farmacéutica que comprende el inhibidor de NMDAR/PSD-95 de acuerdo con la
primera o segunda realizacion de la invencion.

Las formulaciones de un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de acuerdo con la primera o segunda realizacién de la
presente invencion en las composiciones farmacéuticas se conocen bien en la técnica y se describen adicionalmente
en Gennaro (ed.), 2000, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20.2 ed., Lippincott, Williams & Wilkins
(2000); y Ansel et al., 1999, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 7.2 ed., Lippincott Williams &
Wilkins Publishers.

Tal composicién contiene tipicamente de aproximadamente el 0,1 al 90% en peso (tal como aproximadamente del 1
al 20%, o aproximadamente del 1 al 10%) de un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencién en un vehiculo
farmacéuticamente aceptado.

Se pueden preparar varias formulaciones liquidas y en polvo mediante los procedimientos convencionales para la
inhalacién en los pulmones del mamifero a tratar.

Las composiciones adecuadas para la administracién oral se pueden formular al combinar un inhibidor de
NMDAR/PSD-95 de la invencion con un vehiculo adecuado, tal como un comprimido, pildora, grajea, capsula,
liquido, gel, sirope, suspension viscosa, suspension para la ingestion oral por el sujeto a tratar. Para las
formulaciones orales/rectales solidas, los excipientes adecuados incluyen sustancias de relleno tales como azucares
(p. €j., lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol); preparaciones de celulosa (p. €j., almidon de maiz, almidén de trigo,
almidon de arroz, almidon de patata, gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidina; agentes de granulacién; y aglutinantes. Opcionalmente, se
pueden incluir disgregantes, tales como polivinilpirrolidina entrecruzada, agar o acido alginico, o una sal de alginato
de sodio. La formulacién sélida puede incluir ademas un revestimiento entérico.

Para las formulaciones orales liquidas, los excipientes o diluyentes adecuados incluyen agua, glicoles, aceites y
alcoholes.

Las formulaciones inyectables de las composiciones pueden contener diferentes vehiculos tales como aceites
vegetales, dimetilacetamida, dimetilformamida, lactato de etilo, carbonato de etilo, miristato de isopropilo, etanal,
polioles (glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares). Para las inyecciones intravenosas, las versiones
hidrosolubles de los compuestos se pueden administrar mediante el procedimiento de infusién, mediante lo cual se
infunde una formulacion farmacéutica que contiene el agente activo (inhibidor de NMDAR/PSD-95) y un excipiente
fisioldgicamente aceptable. Los excipientes fisiolégicamente aceptables pueden incluir, por ejemplo, dextrosa al 5%,
disolucion salina al 0,9%, solucion de Ringer u otros excipientes adecuados. Las preparaciones intramusculares, p.
€j., una formulacion estéril de una forma salina soluble adecuada de los compuestos, se puede disolver y administrar
en un excipiente farmacéutico, tal como agua para inyeccion, solucién salina al 0,9% o solucion de glucosa al 5%.
Se puede preparar una forma insoluble adecuada del compuesto y administrarla como una suspensién en una base
acuosa o en una base oleosa farmacéuticamente aceptable, tal como un éster de un acido graso de cadena larga (p.
€j., oleato de etilo).

Un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencién también se puede formular como una preparacion de liberacion
prolongada con el tiempo. Por ejemplo, el inhibidor se puede formular con materiales poliméricos o hidréfobos
adecuados (p. €j., una emulsidon de un aceite aceptable) o resina de intercambio i6nico, o como un derivado bastante
soluble, tal como una sal bastante soluble.

También se pueden utilizar liposomas y emulsiones para administrar el inhibidor de NMDAR/PSD-95.
Adicionalmente, el inhibidor de NMDAR/PSD-95 se puede administrar a través de un sistema de liberacion
prolongada, tal como matrices semipermeables de polimeros sélidos que comprenden el inhibidor.

El porcentaje 6ptimo del agente terapéutico en cada formulacion farmacéutica varia de acuerdo con la propia
formulacion y con el efecto terapéutico deseado en las enfermedades especificas y en las pautas terapéuticas
correlacionadas.
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VIII. Modo de administraciéon de una composiciéon farmacéutica que comprende un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de
acuerdo con la primera o segunda realizacion de la invencion.

Se pueden utilizar procedimientos convencionales, conocidos por los expertos en la técnica de la medicina, para
administrar composiciones al sujeto o paciente, y se pueden proporcionar para utilizarlos en forma de un kit. Estas
incluyen, pero sin limitarse a ellas, las vias subcutanea, intrapulmonar, transmucosal, intraperitoneal, intrauterina,
sublingual, intratecal o intramuscular, mediante el uso de procedimientos/medios estandares para la administracion
[que incluye por inyeccion, catéter, en donde el kit puede incluir un dispositivo de inyeccién, un dispositivo para
administrar una inyeccion de efecto prolongado, o un catéter]. Ademas, las formulaciones farmacéuticas se pueden
administrar al paciente a través de vias de administracion inyectables de liberacion prolongada, tales como mediante
el uso de materiales y procedimientos biodegradables o inyectables de liberacion prolongada durante 1, 3 0 6 meses.

Independientemente de la via de administracién, un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la presente invencion se
administra tipicamente a una dosis diaria de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 30 mg/kg de masa
corporal del paciente (p. ej., de 1 mg/kg a 5 mg/kg). La formulacién farmacéutica se puede administrar en varias
dosis al dia, si se desea, para alcanzar la dosis diaria total deseada.

Los procedimientos convencionales, conocidos por los expertos en la técnica de la medicina, se pueden utilizar para
administrar al paciente la formulacién o formulaciones farmacéuticas de la presente invencién. Las composiciones
farmacéuticas de la presente invencién se pueden administrar solas o en combinacién con otros agentes
terapéuticos o intervenciones. En concreto, las composiciones de la presente invencion pueden ademas comprender
una serie de agentes de la presente invencion.

Ejemplos
Metodologia

Analisis quimico: Los espectros de protones (1H) por RMN se grabaron en espectrometros Bruker: RMN Avance 300
(300 MHz). Los desplazamientos quimicos (8) se describen en partes por millon (ppm) con referencia al
tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los experimentos de RMN se realizaron en CD3OD. Las siguientes
abreviaturas se utilizan para multiples espectros de protones: s, singulete; d, doblete; dd, doble doblete, triplete; q,
cuarteto; m, multiplete. Las constantes de acoplamiento (J) se describen en hercios (Hz). Los espectros de masas se
obtuvieron con un instrumento que es un espectrometro de masas de triple cuadrupolo Agilent 6410 mediante
pulverizacion de electrones (ESI-MS) acoplada a un sistema de HPLC Agilent 1200 con un automuestreador y un
detector de diodos ordenados con un gradiente lineal del sistema de solvente binario de agua/acetonitrilo/TFA (A:
95/5/0,1 y B: 5/95/0,086) con una velocidad de flujo de 1 ml/min. Durante el analisis de ESI-MS se obtuvieron trazas
de dispersion evaporativa de luz (ELS, por su nombre en inglés) con un detector de dispersion de luz Sedere Sedex
85, que se utilizaron para la estimacion de la pureza de los productos finales. Los espectros de masas de alta
resolucion (HRMS, por su nombre en inglés) se obtuvieron con un instrumento Q-Tof ™ 2 y todos estaban dentro de
+5 ppm de los valores tedricos. Se realizd la HPLC preparativa en un sistema Agilent 1100 con una columna de fase
inversa C18 (Zorbax 300 SB-C18, 21,2 x 250 mm) con un gradiente lineal del sistema de solvente binario de
agua/acetonitrilo/TFA (A: 95/5/0,1 y B: 5/95/0,086) con una velocidad de flujo de 20 ml/min y deteccion UV a 230 nm.

Expresion y purificacion de PDZ1, PDZ2, PDZ3 y PDZ1-2 de PSD-95: El ADNc que codifica PDZ1 (restos 61-151),
PDZ2 (restos 155-249), PDZ3 (restos 309-401) y el tandem PDZ1-2 (restos 61-249) de PSD-95 se amplificé por PCR
inversa y se clon6 en un vector modificado pRSET etiquetado con His (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) (los
numeros entre paréntesis se refieren a los numeros de restos en la PSD95a completa de humano sin el exén 4b).
Todas las construcciones de PDZ contenian una secuencia extra, MHHHHHPRGS, que se utilizé de etiqueta para
la purificacion (etiqueta de His), y las secuencias codificantes de ADN y las proteinas codificadas se designan como
sigue:

ADN de HIS-PDZ1 [SEQ ID n.° 1] que codifica la proteina HIS-PDZ1 [SEQ ID n.° 2]
ADN de HIS-PDZ2 [SEQ ID n.° 3] que codifica la proteina HIS-PDZ2 [SEQ ID n.° 4]
ADN de HIS-PDZ3 [SEQ ID n.° 5] que codifica la proteina HIS-PDZ3 [SEQ ID n.° 6]
ADN de HIS-PDZ1-2 [SEQ ID n.° 7] que codifica la proteina HIS-PDZ1-2 [SEQ ID n.° 8]

Las bacterias competentes de E. coli (BL2-DES3, pLysS) se transformaron con construcciones que expresaban PDZ
y se hicieron crecer durante una noche en placas de agar que contenian ampicilina (100 pg/ml) y cloranfenicol (35
pg/ml) a 37 °C. Se picaron las colonias y se utilizaron para inocular cultivos bacterianos (medio LB con ampicilina a
50 ug/ml). Estas se agitaron mientras se incubaban a 37 °C hasta que la Asqo alcanzé 0,95 para PDZ1, PDZ2 y
PDZ3, o 0,45 para PDZ1-2, momento en el cual se afadio el isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido a 1 mM. Los
cultivos inducidos se incubaron durante 4 horas a 37 °C (PDZ1, 2, 3) o durante una noche a 30 °C (PDZ1-2). Las
células se recogieron por centrifugaciéon a 10.000g durante 10 min a 4 °C y resuspendieron en tampoén de lisis
(Tris/HCI a 50 mM, pH 7,5, PMSF a 1 mM, ADNasa a 25 ug/ml, Mg>SO, a 40 mM). Las células se destruyeron con
un aparato que rompe las células a 26 kPsi. El lisado celular se sedimenté a 35.000g durante 1 hora y el
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sobrenadante se filtré con un filtro de 0,45’#m y otro de 0,22 um. Se realiz6 la purificaciéon empezando con una
columna cargada con niquel (Il) (HisTrap™ HP, GE Healthcare, Reino Unido) equilibrada con tampon de Tris
(tampon de Tris/HCI a 50 mM, pH 7,5) y después cromatografia de intercambio aniénico para PDZ1 y 3, y filtracion
en gel para PDZ2 y 1-2. Para la cromatografia de intercambio anidnico se utilizé una columna MonoQ HR 5/5 (GE
Healthcare, Reino Unido) equilibrada con Tris/HCI a 50 mM, pH 8,5 y se realizé la elucién con un gradiente de NaCl
de 0 a 500 mM. Para la filtracion en gel, la muestra de PDZ se cargd en una columna Superdex™ 75 HR 10/30 (GE
Healthcare, Reino Unido) equilibrada con tampoén de Tris (Tris/HCI a 20 mM, pH 7,5) con una velocidad de flujo
constante de 0,5 ml/min. Se analizaron las fracciones relevantes en un gel de SDS-PAGE tefiido mediante el
protocolo estandar de tincion con plata. La purificacion final se analizé mediante cromatografia liquida de ionizacion
con pulverizacion-espectrometria de masas (ESI-LC/MS) para conseguir la masa molecular exacta y con ello
verificar la identidad del dominio PDZ. Se hallaron los coeficientes de extincion molar mediante el analisis de los
aminoacidos (Alphalyse, Odense, Dinamarca) y después se utilizaron para medir la concentracion de las proteinas.
Para los experimentos de arrastre se produjo la PDZ2 sin la etiqueta de His, para que actuara de «presa». Para esto
se utilizé una construccion ligeramente diferente que permitié escindir enzimaticamente la etiqueta de His mediante
la trombina bovina (1 unidad por 100 ug de proteina; incubacién con rotacién durante una noche a temperatura
ambiente), seguido de la purificacion mediante «purificacion inversa» en la columna HisTrapT'\’I HP en las mismas
condiciones que se describieron anteriormente.

Sintesis peptidica: los péptidos se sintetizaron manualmente mediante la sintesis peptidica en fase sélida (SPPS)
con Fmoc en un MiniBlock™ (Mettler-Toledo, Columbus, OH, EE. UU.). Los péptidos con Val o Ala en el extremo
carboxilo se sintetizaron a partir de resinas de Wang precargadas (Novabiochem, Darmstadt, Alemania). Para los
péptidos con un aminoacido no natural en el extremo carboxilo, se utilizé una resina de 2-clorotritilo y el primer
aminoacido se cargd en la resina con diisopropiletilamina (DIPEA) (resina/aminoacido/DIPEA a 1:4:8) en DCM
durante 30 min, seguido del remate con metanol (DCM/MeOH/DIPEA 17:2:1). La desproteccion del Fmoc se realizé
con piperidina al 20% en DFM (2 x 10 min) y la conjugacidon del aminoacido siguiente se llevd a cabo con
hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N-tetrametiluronio (HBTU) y DIPEA
(resina/aminoacido/HBTU/DIPEA 1:4:4:4) y se monitoriz6 mediante la prueba con ninhidrina. El péptido final se
escindié de la resina mediante tratamiento con agua al 5% y triisopropilsilano (TIPS) al 5% en &cido trifluoroacético
(TFA) durante 2 h. El péptido bruto se purificé por HPLC preparativa para dar una pureza de >98%. El péptido se
analiz6 mediante ESI-LC/MS y se liofilizd. La cuantificacion de los péptidos sintetizados se realizé pesando el
producto peptidico. Los péptidos clave (NR2B WT [1], 5-FAM-NR2B y Tat-NR2B [3]) se analizaron mediante analisis
de los aminoacidos (Alphalyse, Odense, Dinamarca) y de esta manera se determinaron los coeficientes de extincion
molar. El 5-FAM (Anaspec, San José, CA, EE. UU.) se unié a los péptidos mediante la conjugacion con
hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N"-tetrametiluronio (HATU). De igual forma, los aminoacidos
N-metilados y el aminoacido que sigue al aminoacido N-metilado se acoplaron al péptido creciente con el uso de
HATU. La NR2B conjugada a Cy5 (Cy5-NR2B) se sintetizd mediante la conjugacion de Cy5-maleimida (GE
Healthcare, Reino Unido) a la cadena lateral de cisteina de la secuencia peptidica CSG-YEKLSSIESDV ¢p
solucién seguido de la purificacion por HPLC y el analisis por ESI-LC/MS. La reaccion se realizé a una proporcion de
1:1 entre el péptido y la Cy5-maleimida en tampon TBS a 1x durante 2 horas a temperatura ambiente. La
cuantificacion de los péptidos que llevan unido Cy5 se consiguié midiendo la absorbancia y el uso del coeficiente de
extincion molar de Cy5. Se sintetizaron dos péptidos fluorescentes de fijacion a PDZ3, basados en la secuencia de
CRIPT (KSG/CSG'LDTKNYKQTSV)Q, con 5-FAM y Cy5, respectivamente, como se describe mas arriba para
NR2B. Los péptidos acetilados en el extremo amino se sintetizaron mediante el tratamiento del péptido desprotegido
con anhidrido acético en DIPEA y DMF (1:2:3) durante 1 hora seguido de la escisién con TFA, purificacion y
caracterizacion tal y como se describe mas arriba.

Alquilacion del extremo amino de los péptidos, procedimiento general: Se sintetizé el péptido (0,25 mmol, 1 equiv.)
en una resina con 2-clorotritilo tal y como se describe mas arriba seguido de la desproteccion de Fmoc, lavado y
secado de la resina. La resina se hinché en DIPEA (6 equiv.) en THF (2,5 ml) y se le afiadié cloruro de 2-
nitrobencenosulfonilo (4 equiv.) en CHyClz (1 ml) lentamente mientras se agitaba la solucién. Después de agitar a
temperatura ambiente durante 3 h, se drend la resina y se lavé con THF, MeOH, DCM y THF (lavados con flujo
durante 2 min). Posteriormente, la resina se tratd con trifenilfosfina (PhsP a 2 M en THF, 5 equiv.) y el alcohol (ROH,
10 equiv.) en THF seco (1,0 ml) en atmosfera de nitrégeno. Se le introdujo DIAD (1 M en THF, 5 equiv.) lentamente y
luego se agité durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacion, se drend la resina y se lavé con THF y DCM
(lavados con flujo). La sulfonamida alquilada unido a la resina se hinch6 en 2 ml de DMF y se traté con una solucion
de NaSPh/DMF (1 M, 2 ml) durante 1 h. Esto se repitid cuatro veces para garantizar que la desproteccion era
completa, tras lo cual se lavo la resina y el péptido modificado se escindio de la resina, se purifico y se caracterizo tal
y como se describié anteriormente.

N-Metil-ETAV (40). Rendimiento: 80%. ESI-LC/MS: > 99% (ELSD), 98% (UV). RMN H (CD30OD) 8 (ppm): 4,47 (q, J
=7,2,1H), 4,44 (d, J = 4,8, 1H), 4,30 (d, J = 5,6, 1H), 4,18-4,14 (m, 1H), 3,97 (dd, J = 7,2, 5,6 Hz, 1H), 2,68 (s, 3H),
2,53 (t, J=17,4, 2H), 2,19-2,14 (m, 3H), 1,39 (d, J = 7,2, 3H), 1,23 (d, J = 6,4, 3H), 0,97 (d, J = 6,6, 6H). HRMS (ES+)
calculada para C1gH33N4Og [M + H]", 433,2298; encontrado, m/z 433,2315.

N-Etil-ETAV (52). Rendimiento: 71%. ESI-LC/MS: > 99% (ELSD), > 99% (UV). RMN 'H (CDsOD) & (ppm): 4,47 (q, J
= 6,8, 1H), 4,44 (d, J= 5,2, 1H), 4,30 (d, J = 6,0, 1H), 4,17-4,13 (m, 1H), 4,03 (dd, J = 7,6, 5,2 Hz, 1H), 3,06-3,03 (m,
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2H), 2,53 (t, J= 7,4, 2H), 2,19-2,13 (m, 3H), 1,38 (d, J=7,2, 3H), 1,32 (t, J= 7,4, 3H), 1,22 (d, J= 6,4, 3H), 0,97 (d, J
= 6,8, 6H), HRMS (ESI+) calculada para C19H35N4Og [M + Nal’, 469,2274; encontrado, m/z 469,2280.

N-Propil-ETAV (53). Rendimiento: 95%. ESI-LC/MS: > 99% (ELSD), > 99% (UV). RMN "H (CD30D) & (ppm): 4,47 (q,
J=6,8, 1H), 4,44 (d, J = 5,2, 1H), 4,30 (d, J = 5,2, 1H), 4,17-4,14 (m, 1H), 4,02 (dd, J = 7,6, 5,2 Hz, 1H), 2,98-2,88
(m, 2H), 2,54 (t, J = 7,4, 2H), 2,21-2,12 (m, 3H), 1,76-1,70 (m, 2H), 1,38 (d, J = 7,2, 3H), 1,22 (d, J = 6,4, 3H), 1,0 (t,
J =174, 3H), 0,97 (d, J = 6,8, 6H). HRMS (ESI+) calculado para CyoH37N4+Og [M + HJ", 461,2611; encontrado, m/z
461,2624.

N-Butil-ETAV (54). Rendimiento: 94%. ESI-LC/MS: > 99% (ELSD), > 99% (UV). RMN H (CD30OD) 6 (ppm): 4,47 (q, J
=7,2,1H),4,44 (d, J= 5,2, 1H), 4,30 (d, J = 5,6, 1H), 4,17-4,14 (m, 1H), 4,02 (dd, J = 7,2, 5,2 Hz, 1H), 3,00-2,93 (m,
2H), 2,54 (t, J = 7,4, 2H), 2,21-2,12 (m, 3H), 1,70-1,65 (m, 2H), 1,45-1,40 (m, 2H), 1,38 (d, J=7,2, 3H), 1,22 (d, J =
6,4, 3H), 1,0 (t, J = 7.4, 3H), 0,97 (d, J = 6,8, 6H). HRMS (ESI+) calculado para C21H39N4Og [M + H]’, 475,2768;
encontrado, m/z 475,2770.

N-Ciclohexilmetil-ETAV (55). Rendimiento: 8%. ESI-LC/MS: > 99% (ELSD), > 99% (UV). RMN "H (CDs0D) & (ppm):
4,45 (q, J=7,2, 1H), 4,41 (d, J = 4,8, 1H), 4,28 (d, J = 5,4, 1H), 4,17-4,12 (m, 1H), 3,94 (dd, J = 7,2, 5,6 Hz, 1H),
2,82 (d, J=6,6,1H),2,76 (d, J=7,2, 1H), 2,56 (t, J = 7,4, 2H), 2,18-2,12 (m, 3H), 1,86-1,68 (m, 6H), 1,38 (d, J=7,2,
3H), 1,32-1,25 y 1,08-1,01 (m, 5H), 1,22 (d, J = 6,0, 3H), 0,96 (d, J = 6,6, 6H). HRMS (ESI+) calculado para
C24H43N4Og [M + H]*, 515,3081; encontrado, m/z 515,3091.

N-Ciclohexileti-ETAV (56). Rendimiento: 56%. ESI-LC/MS: > 99% (ELSD), > 99% (UV). RMN "H (CD30D) & (ppm):
4,45 (q, J=7,2, 1H), 4,42 (d, J = 4,8, 1H), 4,29 (d, J = 5,4, 1H), 4,16-4,12 (m, 1H), 3,99 (dd, J = 7,2, 5,4 Hz, 1H),
3,03-2,91 (m, 2H), 2,53 (t, J = 7,4, 2H), 2,22-2,06 (m, 3H), 1,76-1,66 y 1,32-1,25 (m, 10H), 1,58 (q, J = 7,2, 1H), 1,38
(d, J = 7,2, 3H), 1,22 (d, J = 6,3, 3H), 0,97 (d, J = 6,9, 6H), HRMS (ESI+) calculado para CasH4sN4Og [M + H]",
529,3237; encontrado, m/z 529.3214.

N-Bencil-ETAV (58). Rendimiento: 66%. ESI-LC/MS: > 99% (ELSD), 97% (UV). RMN "H (CDsOD) & (ppm): 7,49-7,41
(m, 5H), 4,48 (q, J =7,2, 1H), 4,44 (d, J = 4,8, 1H), 4,28 (d, J = 5,4, 1H), 4,16 (s, 2H), 4,12-4,01 (m, 2H), 2,54 (t, J =
6,9, 2H), 2,22-2,11 (m, 3H), 1,38 (d, J = 7,2, 3H), 1,24 (d, J = 6,3, 3H), 0,97 (d, J = 6,6, 6H). HRMS (ESI+) calculado
para Cz4H37N4Og [M + HJ", 509,2611; encontrado, m/z 509,2595.

N-Feniletil-ETAV (59). Rendimiento: 11%. ESI-LC/MS: 98% (ELSD), 98% (UV). RMN H (CD30OD) & (ppm): 7,35-7,23
(m, 5H), 4,45 (q, J = 6,9, 1H), 4,42 (d, J = 4,8, 1H), 4,28 (d, J = 5,4, 1H), 4,13-4,09 (m, 1H), 4,05 (dd, J = 7,2, 5,1 Hz,
1H), 3,23-3,15 (m, 2H), 3,00 (t, J= 7,8, 2H), 2,54 (t, J = 7,2, 2H), 2,22-2,12 (m, 3H), 1,38, (d, J = 7,2, 3H), 1,20 (d, J
= 6,3, 3H), 0,96 (d, J = 6,9, 6H). HRMS (ESI+) calculado para C2sH39N4Og [M + H]*, 523,2768; encontrado, m/z
523,2787.

N-Fenilpropil-ETAV (60). Rendimiento: 30%. ESI-LC/MS: 98% (ELSD), 97% (UV). RMN "H (CDs0D) & (ppm): 7,48 (d,
J=8,1,1H), 7,46 (d, J = 1,2, 1H), 7,20 (dd, J = 8,4, 2,1, 1H), 4,45 (q, J = 6,9, 1H), 4,41 (d, J=5,1, 1H), 4,28 (d, J =
5,4, 1H), 4,15-4,09 (m, 1H), 4,05 (dd, J = 7,2, 5,4 Hz, 1H), 3,27-3,13 (m, 2H), 2,99 (t, J = 7,8, 2H), 2,54 (t, J = 7,2,
2H), 2,22-2,09 (m, 3H), 1,38 (d, J = 7,5, 3H), 1,21 (d, J = 6,6, 3H), 0,96 (d, J = 6,6, 6H). HRMS (ESI+) calculado para
C26H41N4Og [M + H]*, 537,2924; encontrado, m/z 537,2928.

N-(3,4-Diclorofenil)propil-ETAV (61). Rendimiento: 20%. ESI-LC/MS: 98% (ELSD), 97% (UV). RMN 'H (CDsOD) &
(ppm): 7,26-7,17 (m, 2H), 7,09-7,04 (m, 1H), 4,45 (q, J = 6,9, 1H), 4,41 (d, J = 5,1, 1H), 4,28 (d, J = 5,4, 1H), 4,15-
4,09 (m, 1H), 4,05 (dd, J=7,2, 5,4 Hz, 1H), 3,27-3,13 (m, 2H), 2,99 (t, J = 7,8, 2H), 2,54 (t, J = 7,2, 2H), 2,22-2,09 (m,
3H), 1,38 (d, J=7,5, 3H), 1,21 (d, J = 6,6, 3H), 0,96 (d, J = 6,6, 6H), HRMS (ESI+) calculado para C25H37CI2N4+Og [M
+ HJ", 591,1988; encontrado, m/z 591,1967.

N-(3,4-Difluorofenil)propil-ETAV (62). Rendimiento: 12%. ESI-LC/MS: 98% (ELSD), 98% (UV). RMN 'H (CD;OD) &
(ppm): 7,85-7,79 (m, 3H), 7,74-7,72 (m, 1H), 7,47-7,44 (m, 3H), 7,37 (dd, J = 8,7, 1,8, 1H), 4,45 (q, J = 6,9, 1H), 4,42
(d, J=4,8,1H), 4,28 (d, J = 5,4, 1H), 4,13-4,06 (m, 2H), 3,34-3,14 (m, 4H), 2,545 (t, J = 7,5, 2H), 2,21-2,15 (m, 3H),
1,38 (d, J = 7,2, 3H), 1,19 (d, J = 6,3, 3H), 0,96 (d, J = 6,9, 6H). HRMS (ESI+) calculado para CasH3s7F2N4Og [M + HJ',
559,2579; encontrado, m/z 559,2591.

N-(Naftalén-2-il)etil-ETAV (63). Rendimiento: 49%. ESI-LC/MS: > 99% (ELSD), > 99% (UV). RMN H (CDsOD) &
(ppm): 7,29-7,15 (m, 5H), 4,45 (q, J = 6,9, 1H), 4,40 (d, J = 4,8, 1H), 4,28 (d, J = 5,4, 1H), 4,14-4,10 (m, 1H), 3,99 (dd,
J=7.2,51Hz 1H), 2,96-2,91 (m, 2H), 2,70 (t, J = 7,2, 2H), 2,52 (t, J = 7,2, 2H), 2,19-2,08 (m, 3H), 2,06-1,98 (m,
2H), 1,38 (d, J =7,2, 3H), 1,17 (d, J = 6,6, 3H), 0,96 (d, J = 6,9, 6H). HRMS (ESI+) calculado para Cz9H41N4Og [M +
H]+, 573,2898; encontrado, m/z 573,2897.

Sintesis de ligandos diméricos. Procedimiento general 1(«Procedimiento con Pfp»):

El HOOC-PEG(12)-COOH (diacido de PEG12, Iris Biotechnology, Alemania) (0,691 g, 1 mmol) se disolvio en acetato
de etilo (100 ml) a 0 °C mediante agitacion vigorosa durante 25 min. Se le afiadié pentafluorofenol (Pfp) (0,368 g, 2
mmol) y N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,413 g, 2 mmol) y la mezcla de reaccién se agitdé durante 2 h a 0 °C.
Se filtr6 la mezcla vy el filtrado se evapordé al vacio. El diéster de Pfp,-PEG resultante se utilizd sin mas purificacion.
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Los péptidos se sintetizaron tal y como se describid previamente. Se le afiadieron el diéster de Pfp,-PEG (0,125
mmol) y HOBt (0,625 mmol) al péptido fijado a la resina (0,25 mmol) en 5 porciones, cada una disuelta en DMF seca
(4 ml) durante cinco dias. Se drend la resina y se lavé con DMF antes de unirle la siguiente porcion. El péptido
dimérico se escindié de la resina con TFA/H,O/TIPS (90/5/5) a temperatura ambiente durante 2 h. Después de la
retirada de los solventes al vacio, el péptido dimérico se purificé por HPLC preparativa y se caracteriz6 mediante
LC/MS.

Sintesis de ligandos diméricos. Procedimiento general 2 («Procedimiento con HBTU»):

El diacido de PEG (0,1 eq.) se activa previamente con HBTU (0,2 eq.) y DIPEA (0,4 eq.) y se afiade a la resina-
péptido (1 eq., 0,25 mmol) en DMF (2 ml), y se incub6 durante 45 min. Esta etapa se repite cinco veces y la resina
se lava cada vez con DMF. El péptido dimérico se escinde de la resina por tratamiento con TFA/H.O/TIPS (90/5/5) a
temperatura ambiente durante 2 h. Tras la retirada de los solventes al vacio, el péptido dimérico se purifica por
HPLC preparativa y se caracteriza por LC/MS.

(IESDV),PEG12 (74). El pentapéptido IESDV se sintetizé tal y como se describe mas arriba y se generé 74 mediante
el uso del protocolo general para dimerizaciones (que usa el «procedimiento con Pfp»). Rendimiento: 40%, ESI-
LC/MS: > 99% (ELSD), 98% (UV). MS (ESI+) calculada para CrsH133N10O3s7 [M + H]*, 1778,9; encontrado, m/z 1779.

(GE[N-Ciclohexiletill TDV).PEG12 (75). Se sintetizd el tetrapéptido ETDV y se N-alquilé con ciclohexiletilo tal y como
se describe en el procedimiento general de la alquilacién del extremo amino de los péptidos. A continuacion se
afadié Gly a la secuencia y se llevd a cabo la dimerizacion mediante el protocolo general (con el uso del
«procedimiento con Pfp»). Rendimiento: 18%. ESI-LC/MS: 99% (ELSD), 94% (UV). MS (ESI+) calculada para
CssH149N10037 [M+ H]*, 1915,2; encontrado, m/z 1915.

(IESDV),PEGS (76). El pentapéptido IESDV se sintetiz6 tal y como se describe mas arriba y se gener6 76 mediante
el uso del protocolo general para dimerizaciones (que usa el «procedimiento con HBTU»). Rendimiento: 23%. ESI-
LC/MS: > 99% (ELSD), 98% (UV). MS (ESI+) calculada para CssH117N10O33 [M + H]*, 1601,7; encontrado, m/z 1602.

(IESDV),PEGS6 (77). El pentapéptido IESDV se sintetiz6 tal y como se describe mas arriba y se generd 77 mediante
el uso del protocolo general para dimerizaciones (que usa el «procedimiento con HBTU»). Rendimiento: 23%. ESI-
LC/MS: > 99% (ELSD), 99% (UV), MS (ESI+) calculada para CesH109N10O31 [M + HJ*, 1513,7; encontrado, m/z 1514.

(IESDV),PEG4 (78). El pentapéptido IESDV se sintetiz6 tal y como se describe mas arriba y se gener6 78 mediante
el uso del protocolo general para dimerizaciones (que usa el «procedimiento con HBTU»). Rendimiento: 24%. ESI-
LC/MS: 98% (ELSD), 98% (UV). MS (ESI+) calculada para CeoH101N10O20 [M + H]", 1425,7; encontrado, m/z 1426.

(IETAV),PEG4 (83). El pentapéptido IESDV se sintetizé tal y como se describe mas arriba y se generé 83 mediante
el uso del protocolo general para dimerizaciones (que usa el «procedimiento con HBTU»). Rendimiento: 35%. ESI-
LC/MS: > 99% (ELSD), 99% (UV), MS (ESI+) calculada para CeoH104N10025 [M + H]+, 1365,6; encontrado, m/z 1366.

Ensayo de fluorescencia polarizada (FP): los ensayos de fijacion a saturacion a PDZ se utilizaron para medir la
afinidad de fijacion entre los péptidos fluorescentes (Cy5-NR2B, 5-FAM-NR2B, Cy5-CRIPT o 5-FAM-CRIPT). A una
concentracion fija de Cy5-NR2B, 5-FAM-NR2B, Cy5-CRIPT o 5-FAM-CRIPT (50 nM), se afiadieron concentraciones
crecientes de PDZ para conseguir una curva de fijacién con saturacion. El ensayo se realiz6 en tampén TBS a 1x
(NaCl a 150 mM, Tris a 10 mM, pH 7,4) que incluye SAB al 1% en placas negras de 384 pocillos con fondo plano
(Corning Life Sciences, NY, EE. UU.). Tras la incubacion durante 20-30 min a temperatura ambiente, la FP de las
muestras se midié en un lector de placas Safire? (Tecan, Mannedorf, Suiza), pero antes de leer las muestras, se
ajusto el factor g de tal forma que la sonda a 50 nM sin ninguna PDZ presente diera un valor de FP de 20 mP. Cy5-
NR2B y Cy5-CRIPT, asi como 5-FAM-NR2B y 5-FAM-CRIPT, se midieron a valores de excitacion/emision de
635/670 nm y 470/525 nm, respectivamente. Los valores de FP se ajustaron a la ecuacion Y = Bnax X X/ (Kq + X), en
donde Bnax es el valor de FP maximo, X es la concentracion de PDZ, e Y es valores de FP variables. Siempre y
cuando la concentracion del péptido marcado esté claramente por debajo de la Ky verdadera durante el ensayo, la
Ky se puede deducir directamente a partir de esta curva de saturacion al ser igual a la concentracién de PDZ, en
donde la curva esta semisaturada (en estas condiciones, CEsg [1 [PDZ total]semisaturacisn = [PDZ libre]semisaturacion [ Kd)5.

Para medir las afinidades entre los péptidos no fluorescentes y los dominios PDZ, se realizaron ensayos de fijacion
competitiva heter6logos. Esto se realiz6 mediante la adicién de concentraciones crecientes del péptido a una
concentracion fija de Cy5-NR2B, 5-FAM-NR2B, Cy5-CRIPT o 5-FAM-CRIPT (50 nM) y PDZ (20 pM para PDZ1, 3
MM para PDZ2 y 1-2, y 5 yM para PDZ3) en el mismo tampoén TBS y las condiciones que se describen mas arriba.
Los valores de FP se ajustaron entonces a la ecuacion general: Y = Fondo + (Superior-Fondo)/[1 + 10¥°¢“**%)], en
donde X es el valor logaritmico de la concentracion peptidica. Mediante esto se obtuvo el valor de Clsg, que se utiliza
para calcular la constante de inhibicidon competitiva tedrica, K°.

Fluorimetria de flujo detenido: Las construcciones de expresion HIS-PDZ2 e HIS-PDZ1-2 de PSD-95 se manipularon
genéticamente para codificar un triptéfano (en la posicion 51 de la SEQ ID n.° 4 y en la posicion 145 de la SEQ ID n.°
8, respectivamente) en vez de isoleucina. A continuacion se monitorizé la fijacion entre PDZ2 y PDZ1-2 y el ligando
peptidico 74 y se la cuantificé con la medicion del incremento de la fluorescencia de este triptéfano tras el
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reconocimiento del ligando (A de excitacién a 280 nm, A de emisiéon > 320 nm). Las mediciones del flujo detenido se
realizaron a 10 °C o 25 °C en un espectrometro de flujo detenido SX-20MV (Applied Photophysics, Leatherhead,
Reino Unido). El péptido, en diferentes cantidades, se mezclé rapidamente con una cantidad constante de PDZ y el
cambio de la fluorescencia se midid a lo largo del tiempo. Los graficos de la fluorescencia frente a tiempo se
ajustaron a una ecuacion exponencial Unica o doble, de la que se obtuvieron una o dos constantes de velocidad
observadas. Las constantes de velocidad observadas se representaron entonces en un grafico frente a la
concentracion de las especies variables y las constantes de velocidad microscopicas se determinaron al ajustar los
datos a la ecuacion para una asociacion bimolecular (Ec. 1)

kobs = ((kon2 (n - [A]0)2 + koff2 +2 konkoff (n + [A]O))0’5 (EC 1)

kon €s la constante de asociacion, k. es la constante de disociacion y [Alo y n son la concentracion inicial de las
especies variables y constantes, respectivamente.

Para determinar el valor de la ko se realizd un experimento de caza. En este experimento, el PDZ1-2I1195W en
complejo con 74 se mezcld con el PDZ1-2 sin mutar, con el que compitié 74. En concentraciones altas de PDZ1-2
sin mutar, la constante de velocidad observada se acerca a la constante de disociacién neta para la reaccion de
fijacion (k.#""") entre 74 y PDZ1-2. El valor observado de las constantes se ajustaron a la Ec. 2 para estimar la
constante de disociacién aparente o neta para el péptido, Ko .

Kobs = Kott™™° + kon' X Kpl(Kp + [péptido sin marcar]) (Ec. 2)

La constante de disociacion en equilibrio K4 del complejo PDZ-péptido se calculd mediante las kon ¥ Kot determinadas
experimentalmente.

Ensayo de arrastre (pull-down): El ensayo se realizé con un kit de interaccion de proteina-proteina con PolyHis de
arrastre ProFound™ comprado a Pierce y llevado a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Modelado molecular: PDZ1 y PDZ2 se alinearon con PDZ3 con el uso de Prime (Schrédinger, Portland, OR, EE.
UU.). A partir de estas secuencias se crearon modelos por homologia con la estructura cristalina por rayos X de
PDZ3 (estructura de PDB 1BE9)'® como modelo en Prime con parametros estandares. El ligando peptidico de IBE9,
KQTSYV, se reconstruyé a IESDV en los modelos de homologia. A continuacion, las cadenas laterales del dominio
PDZ y el péptido se minimizaron el Macromodel (Schrédinger, Portland, OR, EE. UU.) con el campo de fuerza
OPLS2005 y constriiendo el esqueleto. Se generd una cuadricula alrededor del péptido en Glide (Schrodinger,
Portland, OR, EE. UU.) y se utilizo para el acoplamiento. Los péptidos oportunos se acoplaron flexiblemente en Glide
con los parametros por defecto y a los acoplamientos mejor puntuados se les minimizo la energia. La molécula de
agua conservada que se observa en el bolsillo de fijacion se mantuvo constante durante el acoplamiento y la
minimizacion. Se utilizé Pymol, version 0.97, para crear las figuras”.

Calorimetria isotérmica de titulacion (ITC): Se realizaron experimentos de calorimetria en un microcalorimetro
(Microcal, MA, EE. UU.). Los ligandos se titularon directamente en la solucién de PDZ. Todos los ligandos y las
proteinas de PDZ se solubilizaron en tampén PBS (NaCl a 137 mM, KCl a 2,7 mM, Na;HPO4 a 10 mM, KH,PO, a 2
mM, pH 7,4) y cuando era necesario se ajusto el pH a 7,4 dentro de 0,02 unidades de pH tras la solubilizacién. La
concentracion del péptido y PDZ en la solucion se cuantificé mediante analisis de aminoacidos. Los experimentos de
calorimetria se realizaron a 25 °C, en donde la concentracion de PDZ1-2 generalmente se ajustd a 20 uM (200 pl en
calorimetro) y la concentracion del ligando a entre 200 y 2500 pM (inyectado a la proteina como 20 x 2 pl). Se
disefiaron experimentos de tal modo que el valor de ¢ (valor de c = K, x [Proteina] x n; en donde Kj; es la constante
de asociacion de afinidad, [Proteina] significa concentracion de proteinas y n es la estequiometria de la reaccion)
estaba entre 1 y 1000. La solucién analizada se agitd a 1000 rpm, con una potencia de referencia de 6 ucal/s. El
valores basales de los «valores de calor» observados. Los datos de cada experimento de titulacién se recogieron
mediante ORIGIN 7.0 (Microcal, MA, EE. UU), que también se utilizd para determinar las propiedades
termodinamicas de la fijacion del ligando mediante el ajuste no lineal de minimos cuadrados que supone un modelo
de sitio unico.

Ensayo de estabilidad en el plasma sanguineo humano. Los compuestos de interés se disolvieron en el plasma
sanguineo humano (270 pl; 3H Biomedical, Suecia, cat. n.° 1300-1-P50) para una concentraciéon de 0,25 mM (30 pl
de 2,5 mM) y se incubaron a 37 °C. Se retiraron alicuotas de 30 pl a diferentes intervalos de tiempo (0, 5, 10, 20, 40,
80, 160, 320, 960, 1280, 2550, 4560 y 7240 min) y se pararon con 60 pl de acido tricloroacético (aq., 5%). Las
alicuotas se agitaron vorticialmente y se incubaron durante al menos 15 min, a 4 °C antes de la centrifugacion a
18,000g durante 2 min, y el sobrenadante se analizé por RP-HPLC para cuantificar el compuesto restante
(absorbancia a 218 nm). El analisis por RP-HPLC se realizé en un sistema Agilent 1100 con una columna Zorbax
300 SB-C18 (5 um, 4,6 x 150 mm, Agilent Technologies, EE. UU.), velocidad de flujo de 1 ml/min y un gradiente que
comienza con el tampon A al 100% (agua al 95%, acetonitrilo al 5%, TFA al 1%) y acaba con el tampon B al 40%
(acetonitrilo al 95%, agua al 5%, TFA al 1%) y el tampdn A al 60% durante 40 min.

Ensayo de excitotoxicidad neuronal. Las neuronas corticales se retiraron quirdrgicamente de ratas (p. €j., E21) y a
continuacion se cultivaron durante 7 a 9 dias in vitro en al medio Neurobasal A complementado con B-27 (cada uno
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suministrado por Invitrogen), ademas complementado con glutamina a 1 mM, 50 unidades/ml de penicilina y
estreptomicina a 50 pg/ml. A continuacion se realizaron las etapas siguientes:

1. Se retiraron varias muestras de las neuronas corticales en cultivo del medio de cultivo basado en Neurobasal
A, en diferentes momentos de tiempo antes de la exposicion al compuesto, y se colocaron en el «medio de
transfeccion» (TH; tal y como se define en Bading et al. (1993) Science 260, 181-186) que comprende: medio
esencial minimo modificado al 10% (suministrado por Invitrogen; producto n.° 21090022; que contiene sal de Earles,
pero no L-glutamina), medio de sal-glucosa-glicina (SGG) al 90%: (NaCl a 114 mM, NaHCO3 a 0,219%, KCl a 5,292
mM, MgCl; a 1 mM, CaCl; a 2 mM, HEPES a 10 mM, glicina a 1 mM, glucosa a 30 mM, piruvato de sodio a 0,5 mM,
rojo fenol al 0,1%), complemento de insulina-transferrina-selenita (suministrado por Sigma: 7,5 ug de insulina/ml, 7,5
Mg de transferrina/ml y 7,5 ng de selenita de sodio/ml); con una osmolaridad final de 325 mosm/l. Todas las etapas
posteriores se realizaron en este medio TM,

2. Las muestras de las neuronas se expusieron a un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencién (compuestos
40, 52-90) a una concentracion final de entre 0,05 y 50 yM durante un periodo de entre 0,5 a 1,5 horas. En los
ensayos de control, las muestras se expusieron a NR2B (1) o a Tat-NR2B (3) o al medio TM solo.

3. Cada muestra de neuronas se lavé al menos una vez en medio TM para retirar el inhibidor de NMDAR/PSD-
95 y se coloco en el medio TM.

4. Tras varios periodos de tiempo, las muestras de las neuronas se expusieron a NMDA a una concentracion
entre 10 y 100 uyM durante un periodo de 0,5 a 1,5 horas, preferiblemente 1 hora, tras lo cual las muestras se
colocaron de nuevo en el medio TM durante 24 horas.

5. Se cuantificé la LDH en el medio celular mediante los kits comerciales disponibles (p. ej., Promega Biotech
AB, cat. n.° G1780).

Ejemplo 1. Un ensayo de fluorescencia polarizada para detectar las interacciones entre los analogos peptidicos y los
dominios PDZ.

Un modo cémodo y fiable para examinar las interacciones entre los analogos peptidicos y los dominios PDZ es
mediante el uso de un ensayo de fluorescencia polarizada (FP). Los tres dominios PDZ, PDZ1-3, de PSD-95 se
expresaron individualmente tal y como se presenta mas arriba, mientras que PDZ1-2 también se expresaba como
una construccién en tandem. Tal y como se presenta mas arriba, los péptidos fluorescentes se sintetizaron mediante
la marcacion de los péptidos undecapeptidicos que corresponden al extremo carboxilo silvestre (WT) de la

subunidad de NR2B (YEKLSSIESDV) y de CRIPT (LDTKNYKQTSV) ¢on 5.FAM o bien con Cyb5, a través de un
conector trlpeptldlco (KSG o CSG), en el extremo amino (designados 5-FAM-NR2B, Cy5-NR2B, 5-FAM-CRIPT y
Cy5- CRIPT) A continuacion, se determinaron los valores de Ky. También se implementd un ensayo de fijacion
competitiva para medir la afinidad como valores de Clsg entre los dominios PDZ y los péptidos no fluorescentes de
NR2B (1, KSG- YEK-LSSIESDV) y de CRIPT (2, KSG-LDTKNYKQTSV) A continuacion, los valores de Clso se
convirtieron en valores de K°.

Ya que los valores de Ky y Ki deben ser similares cuando se mide la misma interacciéon PDZ-péptido, estos valores
se compararon para los péptidos procedentes de NR2B (PDZ1, PDZ2 y PDZ1-2) y los péptidos procedentes de
CRIPT (PDZ3). Los valores de Ky y Ki se hallé que eran muy parecidos cuando se midieron frente a PDZ1, PDZ2 y
PDZ3, aunque la K; para la construccion en tandem PDZ1-2 es algo mayor que la Ky (tabla 1).

Tabla 1. Validacion del ensayo de FP: valores de Ky y Ki de las sondas y péptidos silvestres®.

Compuesto PDz1 PDZ2 PDZ3 PDZ1-2
5-FAM/Cy5-NR2B® 20+ 1,6 3,0£0,16 NA® 1,7 £0,11
5-FAM/Cy5-CRIPT°  ND¢ ND°¢ 3,5+0,18 ND°¢
NR2B (1)° 18 £ 0,92 410,17 NA® 7,0£0,19
CRIPT (2)° 97 +18 25+1,6 2,1+0,15 45+ 4,1
Tat-NR2B (3)° 14+19 4,4 10,32 NA® 9,8 £0,35

®Los valores de Ky y Ki se muestran como la medla + EEM (error estandar de la media) en uyM basado en al menos
cuatro mediciones independientes. ®Valores de K. ° Valores de Ki.  ND: no determinado, NA: ninguna actividad.

Ademas, los valores de Ky son independientes de si se utiliza 5-FAM o Cy5 como fluoréforo (datos sin mostrar). La
Ky para el péptido 5-FAM-NR2B también se determind para PDZ2 con y sin la etiqueta de His y, como se esperaba,
no se observd ninguna diferencia (datos sin mostrar) 31 Asi pues, los resultados obtenidos en el ensayo
representan mediciones precisas, coherentes con los valores de la bibliografia para med|C|ones similares'>™"". El
péptido NR2B (1) no muestra ninguna fijacion a PDZ3 (tabla 1), lo cual era esperable®'?, con lo que en los ejemplos
se utilizé la actividad sobre PDZ3 como una medicion de la selectividad. A todos los compuestos se les comprobd su
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capacidad de fijacion a PDZ3 y, a menos que se diga otra cosa, los compuestos no tenian ninguna afinidad por este
dominio.

El péptido Tat-NR2B de 20 meros (3, YGRKKRRQRRR'KLSSIESDV) se describe que tiene un incremento de la
afinidad de mas de 100 veces por PDZ2 en comparacion al péptido NR2B solo, tal y como se muestra mediante un
ensayo basado en ELISA en fase solida®. Sin embargo, el ensayo de FP revela que los valores de K; por los
dominios PDZ de PSD-95 son similares para NRZB (1) y Tat-NR2B (3) (tabla 1). Asi pues, los efectos in vivo
notables demostrados para este péptido Tat-NR2B' se deben lo mas probablemente a la capacidad del resto Tat
para mejorar la permeabilidad de los péptidos a través de la membrana en vez de para incrementar la afinidad entre
el ligando peptidico y los dominios PDZ de la PSD-95.

Ejemplo 2. Identificacion de los rasgos esenciales de un péptido de NR2B necesarios para la fijacion a los dominios
PDZ para obtener un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencion.

La secuencia minima del péptido NR2B (1) necesaria para la fijacion a PDZ1 y PDZ2 se identific6 mediante el
ensayo de FP. El péptido de NR2B se truncd secuencialmente desde el extremo amino y en especial era posible
reducirlo a un pentapéptido, IESDV (7), sin perder afinidad (figura 2A). El truncamiento al tetrapéptido ESDV (8)
mostré un incremento de 3,1 y 6,8 veces de los valores de Ki por PDZ1 y PDZ2, respectivamente, y el tripéptido,
SDV, mostré un incremento de >20 y >30 veces de la Ki en comparacion con el péptido 1. Para examinar si se
puede extender esta estrategia a las proteinas con dominio PDZ, la actividad de péptido de CRIPT (2) en PDZ3 se
compardé con un pentapéptido de CRIPT truncado (KQTSV); a diferencia del péptido de NR2B (1) y PDZ1 y PDZ2,
se observo una reduccion de 14 veces de la K para este pentapéptido (datos sin mostrar).

Para estudiar la importancia de cada uno de los cinco aminoacidos del pentapéptido (7), se realizé un andlisis de
barrido con alanina en este péptido (flgura ZB) Para PDZ1 y PDZ2, se observd una pérdida de afinidad casi
completa al sustituir la Val de la posicion p° (14), lo que subraya la |mportanC|a crucial de la cadena lateral de
isopropilo. Se observé un efecto similar por PDZ1 cuando se cambiaba la Ser (P?) (12), mientras que se observé un
incremento de 7 veces del valor de Ki para PDZ2. Asi pues, las posiciones P~ y P2 son particularmente decisivas
para la aflnldad del pentapéptido, lo que corresponde a un péptido de NR2B truncado (1). Otras dos posiciones, Glu
(P®) e lle (P*) mostraban menos sensibilidad a las sustituciones de la Ala (10 y 11, respectlvamente) pero los
valores de Ki son aun algo mas altos que 1 por PDZ1 y PDZ2. Por otra parte, el reemplazo del Asp (P™') (13) no
afecto la afinidad por PDZ1 o PDZ2, aunque aparecio cierta actividad con PDZ3. Aunque la afinidad de 13 por PDZ3
es baja (K; > 30 veces mayor que CRIPT), esto sugiere que el Asp (P ) es importante para determinar la selectividad
entre los dominios PDZ de la PSD-95.

Ejemplo 3. Mejora de la afinidad de los ligandos peptidicos por los dominios PDZ1 y 2 mediante modificaciones
simples para obtener un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencion.

Se analizaron las sustituciones en el ligando del péptido de NR2B truncado para mejorar la afinidad del ligando y, al
mismo tiempo, reducir su polaridad. El tetrapéptido, ESDV (8), se utilizd como modelo en vez del pentapéptido
porque es un punto de partida mejor para el desarrollo de moléculas pequefias y es todavia relativamente potente
sobre PDZ1 y PDZ2. La introduccion de aminoacidos D y N-metilados puede, a menudo, inducir resistencia a la
escision enzimatica. Ademas, los aminoacidos D proporcionan informacién sobre la importancia de la distribucion
estereoquimica de las cadenas laterales de los amlnoaC|dos mientras que los aminoacidos N-metilados se sabe que
estabilizan ciertas conformaciones de enlaces amida'®

La introduccion de D-Ser, D-Asp y D-Val en vez de sus respectivos aminoacidos L, de uno en uno, en ESDV (8)
eliminé la afinidad por PDZ1 y por PDZ2, mientras que el D-Glu bajé la afinidad >25 veces por PDZ1 y PDZ2
respecto al péptido 1 (datos sin mostrar). Asi pues, los aminoacidos L son esenciales para Ia afinidad. Se tolerd
mejor la sustitucion por los aminoacidos N-metilados (tabla 2). La N-metilacion del Asp en P (16) mostré cierta
pérdida en la afinidad en comparacion con el peptldo de NR2B (1) por PDZ1 y por PDZ2 (tabla 2), mientras que la N-
metilacion de la Val (P°) (15) y de la Ser (P?) (17) dio lugar a péptidos inactivos. Sin embargo, la sustitucion del
aminoacido terminal Glu (P) por Glu N-metilado (18) mejord la afinidad respecto al tetrapéptido de referencia (8) v,
en comparacion con el péptido 1, el péptido 18 mostré unos valores de K; sélo 1,3 y 3,7 veces mas altos por PDZ1 y
PDZ2, respectivamente (tabla 2).
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Tabla 2. Valores de Kide los analogos N-metilados de ESDV?

COOH
P 2 CO'QH

\,Jk \,COOH

N

I;I c,HC) PH‘ ¢ /\
Compuesto Posicion de la modificacion Estructura de la modificacion PDZ1 PDZz2
NR2B (1) - - 18 £ 0,92 4,1+0,17
ESDV (8) - - 56 +2,4 28 +£0,92
15 P CHs NA® NA®
16 P CHs 87 + 3,1 78+4,5
17 p* CHs NA® NA®
18 p CHs 24+1,8 15+1,2

Los valores de K; se muestran como media + EEM en uM basada en al menos cuatro mediciones independientes. °

NA: ninguna actividad.

5 Los efectos de modificar las cadenas laterales de ESDV (8) se estudiaron mediante la sustitucion con aminoacidos
proteindgenos y no proteindgenos (tabla 3) prestando atencién a los cambios de tamano y/o de polaridad para
intentar optimizar la fijacion a PDZ y su idoneidad como farmaco. Inicialmente, la Val (P ) se sustituydé por analogos
aminoacidicos no naturales relativamente conservativos. El reemplazo con acido 2-aminobutanoico (Abu) o acido a-
aminoisobutirico (Aib) para dar 19 y 20, respectivamente, redujo la afinidad considerablemente (tabla 3). Al sustituir

10 con tert-leucina (tLeu) (21), la afinidad por PDZ1 se redujo soélo 4,2 veces, mientras que la afinidad por PDZ2 se
redujo aproximadamente 40 veces respecto al péptido de NR2B (1) (tabla 3), lo que proporciona medios para inhibir
diferencialmente la actividad sobre PDZ1 y sobre PDZ2.

Tabla 3. Valores de K; tras una tUnica modificacion del tetrapéptido, ESDV?.

P2 cooH Pt
COI'?H

NvaL vcocm

Q H O
Ho/ /\

p2 P°
Compuesto Posicion de la modificacion Estructura de la modificacion PDZ1 PDZz2
NR2B (1) - - 18 £ 0,92 410,17
EDSV (8) - - 56 + 2,4 28 £0,92
19 CH2CHs 23078 NA®
20 = (CHs)2 NA® NA®
21 C(CHs)s 76+ 3,2 160 + 5,0
22 (CH2)2CONH; 57+2,3 29+4,1
23 P (CH2).COOH 67 +3,6 29+ 2,1
24 CH,CONH; 88+54 67 £7,1
25 (CH2)20H NA® NA®
26 CH(CH3)CH0OH NA® NA®
27 p* C(CH3).CH.0H NA® NA®
28 CH(CH3)CH20OH 22+0,95 16 £ 0,85
29 p* (CH2)2CONH; 130 £ 11 100 + 7,1

15 ?Los valores de K se muestran como media + EEM en pM basada en al menos cuatro mediciones independientes. °

NA: ninguna actividad.
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En la posicion P, el Asp se sustituyé por GIn, Glu y Asn (22-24) y la extension de la cadena lateral del &cido con un
grupo metileno, como en el Glu (23), no redujo la afinidad significativamente, pero la amidacion del acido, como en la
Asn (24), redujo la afinidad por PDZ1 y PDZ2. Sin embargo, una combinacion de las dos modificaciones, sustituir el
Asp por la GIn sin cargar (22), no alteré la afinidad por PDZ1 o bien por PDZ2, por lo que el péptido 22 tiene una
afinidad similar al ESDV (8) (tabla 3).

La sustitucion de la Ser (P?) por los aminoacidos no proteindgenos homoserina, alotreonina e hidroxivalina,
compuestos 25-27, condujo a péptidos inactivos (tabla 3), pero la sustitucién por Thr (28) incremento6 la afinidad en
comparacion con el péptido inicial 8, y los valores de K; se incrementaron solo de 1,2 y 4 veces por PDZ1 y PDZ2,
respectivamente, en comparacion con el péptido de NR2B (1). La sustitucion del Glu (P) por GIn (29) empeord la
fijacion (tabla 3).

Esta muy consolidado que uno de los primeros problemas cuando se buscan nuevos ligandos para las PPI es la
aparicion de positivos falsos. Por lo tanto, se validaron las afinidades relativas por NR2B (1), Tat-NR2B (3), IESDV
(7), ESDV (8) y EmeTAV (40) analizadas con el ensayo de FP en los presentes ejemplos y se confirmaron mediante
un ensayo de arrastre (figura 3) con el protocolo que se describe a continuacién (véase también el apartado
Metodologia). Como cebo, se sintetizd un péptido silvestre de NR2B con polihistidina con la secuencia
HHHHHHYEKLSSIESDV  Este péptido se fija a la resina (quelato de cobalto inmovilizado optimizado para la
fijacion a polihistidina) mediante lo cual se inmoviliza a si mismo. El dominio PDZ2 de la PSD-95 sin la etiqueta de
His se produjo como se describe mas arriba en el apartado Metodologia (proteina presa). La concentracion del cebo
y la presa se optimiz6 a 25 pg y 100 ug por vial de la muestra, respectivamente. A continuacion, se analizé cada
analogo peptidico (por triplicado) a una concentracion final de 200 uM (excepto para Tat-NR2B, que se analiz6 a 150
MM) por su capacidad para desplazar el cebo y la proteina presa el uno de la otra, seguido de un procedimiento de
lavado. Finalmente, la PDZ2 unida a la resina (fijada a través del cebo) se eluy6 con imidazol a 250 mM. La PDZ2
eluida se analiz6 mediante SDS-PAGE Yy tinciéon con plata. La figura 3 muestra el gel de SDS teiido con plata del
dominio PDZ2 eluido, en donde el control negativo indica la cantidad de PDZ2 fijada al cebo en ausencia de un
inhibidor peptidico analogo. El inhibidor de NMDAR/PSD-95 EnsTAV (40) se muestra que es un inhibidor muy eficaz
de las interacciones de NMDAR/PSD-95.

Ejemplo 4. Mejora de la afinidad de los ligandos peptidicos por los dominios PDZ1 y 2 mediante una combinacion de
sustituciones para obtener un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencion.

Los analisis anteriores para mejorar la afinidad del Iigzando peptidico demostraron que son favorables la Thr (28) y el
Glu N-metilado (Eme) (18) en las posiciones P? y P? respectivamente, del tetrapéptido ESDV (8). Las
modificaciones en la posicion P~ no suelen estar permitidas, mientras que se permite un grado de libertad mayor
para la modificacion de la posicion P, Basandose en estas observaciones, se disefiaron y sintetizaron tres series de
compuestos: dos series de compuestos, ETXV y EueSXV, en donde X es GIn, Asn o N-Me-Asp, y una serie de
compuestos, EmeTXV, en donde X es GIn, Asn, N-Me-Asp, Ala o Asp.

Una combinacién de las dos modificaciones favorables, Eye en p3 y Thren P'Z, produjo compuestos con valores de
Ki significativamente mas bajos por PDZ1 que el péptido de NR2B (1), y solo ligeramente mas altos por PDZ2 (figura
4). En particular, los tetrapéptidos modificados, EmeTDV (36) y EmeTQV (39), son aproximadamente 3 veces mas
potentes sobre PDZ1 que el péptido silvestre 1, y sélo ligeramente menos potente sobre PDZ2. La introduccion del
aminoacido no polar y pequefio Ala en P’ para dar EweTAV (40) proporcion6 un inhibidor que era mas potente que 1
sobre PDZ1 y solo 2 veces menos potente sobre PDZ2. Aunque 40 mostré cierta actividad sobre PDZ3, el valor de
Ki para PDZ3 era aun considerablemente mas alto (aproximadamente 79 uM) respecto al de PDZ1 y PDZ2, con lo
que 40 se considera que es selectivo por PDZ1 y PDZ2 respecto a PDZ3. La sustitucion de la posicion P’ por N-Me-
Asp (37) o Asn (38) redujo la afinidad en comparacion con EneTDV (36), pero estos péptidos eran aun igualmente
potentes sobre PDZ1 en comparacién con el péptido 1 (figura 4). En conclusion, la metilacion del extremo amino de
los tetrapéptidos incrementa su afinidad de fijacién por los dominios PDZ1 y PDZ2, tal y como se observa para todos
los ligandos N-metilados en la figura 4, en comparacion con sus correspondientes ligandos sin N-metilar. Ademas, el
incremento de la afinidad debido a la metilacion de la amina del extremo amino de los tetrapéptidos es
suficientemente grande para poder compensar la introduccion de analogos aminoacidicos, p. €j., posicion P’ que
incrementa la estabilidad in vivo del ligando, tal como N-Me-Asp, incluso cuando esto reduce la afinidad del ligando.

Ejemplo 5: Modelado molecular y acoplamiento de un ligando peptidico en el bolsillo de fijacion del dominio PDZ.

Se generaron modelos por homologia de PDZ1 y PDZ2 mediante Prime basado en la estructura cristalografica de
rayos X de PDZ3 en complejo con el péptido CRIPT™ y el acoplamiento flexible de los péptidos clave se realizd con
Glide. Inicialmente, el pentapéptido IESDV (7) se acopl6é en PDZ1, lo que dio lugar a un modo de fijacion en donde el
esqueleto de 7 se superpone con el esqueleto del péptido de CRIPT en PDZ3. Sin embargo, una interaccion
electroestatica que no aparecia en la estructura de PD3-CRIPT emerge entre el grupo amino del extremo amino de 7
y la Asp90 en el bucle grande BB-BC de PDZ1 (figura 5A). Se forma un bolsillo hidréfobo mediante la Thr 83, la
Gly89 y la His130 en PDZ1 (PDZ2: His225, Val178 y Pro184), que se llena parcialmente con la cadena lateral de la
lle en la posicion P™. El resto de Glu en P interacciona con la Thr97 y la Lys98 de la hebra BC de PDZ1 (PDZ2:
Thr192 y Lys193) a través de puentes de hidrogeno y fuerzas electroestaticas, lo que explica la importancia de este
resto para la afinidad (figura 5A). El grupo hidroxilo de la Ser en P forma un puente de hidrégeno con la His130,
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similar al observado en la estructura de PDZ3-CRIPT. El reemplazo de la Ser (P'Z) por Thr permite que el grupo
metilo adicional interaccione con un area hidroéfoba creada por la Val134 en PDZ1 (PDZ2: Val229); lo que puede
explicar el incremento de afinidad de la sustitucion de Ser por Thr. Es muy probable que no estén permitidas las
sustituciones con aminoacidos no naturales mas grandes en PZ debido a impedimentos estéricos con los restos de
PDZ.

En la estructura de PDZ3-CRIPT, la cadena lateral de P no interacciona con un resto en PDZ3'°. En nuestro
modelo, vemos una interaccion electroestatica entre el Asp (P™') y la Lys98 (figura 5A). Observamos que el Asp se
podria reemplazar por GIn o Ala, lo que indica que ninguna carga ni ningun puente de hidrégeno es decisivo para la
afinidad. Por otra parte, la introduccion de Asn en la posiciéon P’ redujo la afinidad con mas intensidad, lo que
demuestra que no todas las sustituciones de cadenas laterales estan igualmente permitidas.

La metilacion del grupo amino del extremo amino mejoroé la afinidad de los tetrapéptidos. El acoplamiento de Enye TAV
(40) en PDZ1 revela que el grupo amino del extremo amino esta muy cerca de la His130, lo que crea una interaccion
favorable de cation-1r (figura 5B). La interaccion se estabiliza ademas mediante el grupo N-metilo, que se sitda en el
sistema 1 del anillo imidazol de la His130 (figura 5B), lo que explica el incremento de afinidad tras la N-metilacion.
Los grupos de cadena lateral de la posicion P°, p? y P” y el esqueleto de ligando se fijan al PDZ en la misma
configuracion que el pentapéptido 7. El acoplamiento de TAV (49) en el modelo de homologia de PDZ1 muestra que
el grupo amino del extremo amino interviene en el puente de hidrogeno asistido por carga hacia el oxigeno del
hidroxilo de la Ser78 (PDZ2: Ser173) y un grupo de carbonilo de esqueleto (figura 5C).

Ejemplo 6: Mejora de la afinidad del ligando peptidico ETAV por los dominios PDZ1 y 2 mediante la modificacion del
extremo amino para obtener un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencién.

Los estudios de modelado molecular sugieren que el grupo metilo de EweTAV (40) sélo se solapa parcialmente con
la cadena lateral aromatica de la His130 de PDZ1 (figura 5B), lo que indica que reemplazar el grupo metilo por
grupos mas grandes podria mejorar la afinidad a través del incremento de las interacciones hidrofobas y/o las
interacciones de apilamiento aromaticas. Por lo tanto, se disefiaron y sintetizaron una serie de analogos de ETAV
(51) en donde el grupo N-metilo esta reemplazado por sustituyentes alifaticos y aromaticos mas grandes (tabla 4).
La N-alquilacion de ETAV estaba facilitada por una reacciéon de Mitsunobu con el protocolo de Fukuyama6, tal y
como se aplicé previamente para la preparacion de los péptidos N-alquilados7. El grupo amino terminal de ETAV se
activd como un sulfonamida de nitrobencilo y posteriormente se hizo reaccionar con un abanico de alcoholes
mediado por el azadicarboxilato de diisopropilo (DIAD) y PhsP para dar los productos protegidos y fijados a la resina
(esquema 1 en la figura 6). Los productos finales se obtuvieron por desproteccion de la sulfonamida y la escision de
la resina, lo que proporciona los productos deseados, los compuestos 52-56 y 58-63, con una pureza excelente y por
lo general con un rendimiento alto (tabla 4).

Inicialmente, el grupo metilo de EueTAV (40) se reemplazo por etilo (52), propilo (53) y butilo (54); los estudios de
acoplamiento molecular sugerian especificamente que el ETAV etilado (52) tendria una afinidad parecida a la del
EmeTAV (40), mientras que el ETAV propilado y butilado (53 y 54) deberian incrementar su afinidad. La evaluacion
bioldgica de los compuestos confirmé esta prediccion, en concreto para la afinidad por PDZ2 (tabla 4).
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Tabla 4. Valores de K; de péptidos ETAV modificados en el extremo amino®.

Compuesto R O+ 0 PDZ2 PDZ3
NR2B (1) - 18 + 0,92 4,1+0,17 NA®
CRIPT (2) - 97 +18 25+1,6 2,1+0,15
ETAV (51) - 29+1,6 22 +0,92 260 + 20
40 CHs3 11 +0,47 8,9+ 0,50 78+15
52 CH2CH3 9,3+0,55 9,6 + 0,80 69+2,8
53 (CH2)2CH3 7,0+0,28 4,2 +0,20 35+1,0
54 (CH2)3CH3 8,4 +0,37 4,0+0,36 35+0,82
55 O/\’ 1,0+0,24 1,340,094 21 +0,64
56 O/v\ 0,94 +0,13 0,45+0,13 11+£0,43
57 e 6,3+0,38 2,3+0,27 35+1,3

n,N\é,K/

58 7,2+0,39 52+0,22 63+24

o

o

59 O/v\

60 @’\/\f

61 a A 2,4+0,25 1,1+0,11 6,7 £ 0,20
JI

4,4+0,49 1,6 +0,19 14 £ 0,54

21+0,35 3,1+0,31 44+25

62 F 0,98 + 0,06 1,0 £ 0,043 7,8 +0,34
F

63 1,0+ 0,33 0,95 + 0,05 10+ 0,22
@ Los valores de K; se muestran como la media + EEM en uM basada en al menos cuatro mediciones independientes.
PNA: ninguna actividad.

Por lo general, el incremento de la afinidad fue mas pronunciado por PDZ2 que por PDZ1, y los compuestos 53 y 54
eran igual de potentes que el péptido NR2B (1) sobre PDZ2 y aproximadamente 2 veces mas potentes sobre PDZ1.
Ademas, también se incrementd la afinidad por PDZ3, aunque permanece una selectividad significativa por PDZ1 y
PDZ2 (tabla 4). El incrementar todavia mas el volumen y la hidrofobia de los sustituyentes N-alquilados, mediante la
modificacion de ETAV con metilén- y etilenciclohexano (55 y 56), produjo un incremento considerable de la afinidad.
En comparacion con el punto de partida, el péptido de NR2B (1), los compuestos 55 y 56 muestran un incremento de
aproximadamente 19 veces de la afinidad por PDZ1 y 56 muestra un incremento de 9 veces de la afinidad por PDZ2.
Asi pues, el derivado peptidico 56 es un inhibidor muy potente de la interaccion de PSD-95/receptor de NMDA y un
compuesto significativamente mas potente que los descritos hasta la fecha.

A la vista de esta mejoria de la afinidad, la atencién se centré en las sustituciones con un grupo aromatico, que los
estudios de modelado sugieren que también mejorarian la afinidad en comparacion con 40 y 51-54. Inicialmente, el
pentapéptido FETAV (57) se prepard con una cadena lateral aromatica en la posicion P*. El pentapéptido 57
incremento6 3 y 2 veces su afinidad por PDZ1 y PDZ2, respectivamente, en comparacion con el péptido de NR2B (1),
lo que confirma que es favorable un sustituyente aromatico en P*. Esto llevé a sintetizar derivados peptidicos, en
donde el extremo amino de ETAV estaba alquilado con sustituyentes aromaticos como en los compuestos 58-63
(tabla 4). Los seis derivados peptidicos (58-63) tenian mas afinidad que el péptido de NR2B (1) y que EneTAV (40).
La longitud del espaciador entre el grupo aromatico y el grupo amino terminal es importante, y se observa un
incremento gradual de la afinidad por PDZ1 cuando se extiende desde el espaciador metileno (58), etileno (59) al
propileno (60), mientras que el espaciador de etileno (59) es el mas potente en PDZ2 (tabla 4).
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A continuacion se investigd el efecto de sustituir el anillo aromatico; la sustitucion con dos atomos de cloro (61)
incrementé la afinidad en comparacion con 59 tanto por PDZ1 como por PDZ2. El reemplazo del cloro por fldor (62)
incrementd la afinidad todavia mas, y 62 mostro valores de K; de alrededor de 1 uM por PDZ1 y PDZ2, lo que es casi
igual de potente que el derivado de etilenciclohexano 56. Asi pues, cambiar las propiedades electrénicas del anillo
aromatico afecta a la afinidad, que ya lo sugieren los estudios de modelado, lo que se debe a la interaccion del
grupo aromatico con la His130 de PDZ1. El acoplamiento de los compuestos 59 y 61-62 en el modelo por homologia
de PDZ1 sugiere un apilamiento perpendicular entre el grupo aromatico de los péptidos y la His130. El incrementar
aun mas el volumen del grupo aromatico a un resto de naftalén-2-ilo (63) dio lugar a un compuesto igual de potente
que 62. Para todos los compuestos, se observé un considerable incremento de la afinidad por PDZ3. Sin embargo,
se conserva una selectividad significativa y, para el inhibidor mas potente, el compuesto (56), se observa una
selectividad de 10 y 20 veces por PDZ1 y PDZ2 respecto a PDZ3 (tabla 3). En resumen, mediante el disefio racional
guiado por las técnicas de acoplamiento molecular fue posible optimizar el grupo alquilo utilizado para N-alquilar los
tetrapéptidos, mediante lo cual se generaron ligandos sorprendentemente potentes por los dominios PDZ1 y PDZ2
de PSD-95.

Ejemplo 7. Sustitucion de los aminoacidos en la posicion p’ y P2 de los ligandos tetrapeptidicos alquilados para
obtener un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencion.

Se estudiaron los tetrapéptidos y los tetrapéptidos alquilados en los cuales el aminoacido en P2 era E, Q o bien A, y
el aminoacido en P era D o bien A, para determinar si los aminoacidos con una carga y/o hidrofobia menor se
podian combinar en el tetrapéptido alquilado YTXV, y si la alquilacion compensaria cualquier posible reduccion de la
afinidad debido a estas sustituciones aminoacidicas (tabla 5). Tal y como se observa en la tabla 5, es posible
sustituir el Glu en P y el Asp en P’ cargados negativamente en el tetrapéptido N-alquilado por aminoacidos neutros
o incluso hidréfobos, tales como Gin y Ala, incluso en combinacion, y mantener una afinidad por los dominios PDZ1
y 2 cercana a la del péptido de control (1). Esto es un hallazgo importante ya que la membrana celular ea mas
permeable a los tetrapéptidos menos cargados y menos hidréfilos, lo que mejorara su captacion por una célula.

Tabla 5. Valores de K de los péptidos modificados con la estructura general:?

re o R R H_coon
N : ﬁlﬁr i
Mo 0 N
Compuesto R R: R; PDz1 PDZz2 PDZ3
NR2B (1) - - - 18+ 0,92 4,1+0,17 NA®
CRIPT (2) - - - 97 + 18 25+1,6 2,1+0,2
ETDV (64) H (CH2),COOH CH,COOH 22 +0,95 16 £ 0,88 NA®
QTDV (65) H (CH2)2CONH, CH.COOH 58 + 3,5 60+1,9 NA®
ATDV (66) H CHa3 CH,COOH 300,72 38142 NA®
ETAV (51) H (CH2).COOH  CHjs 29+1,6 22 +0,92 260 + 20
QTAV (67) H (CH2),CONH, CHs 112144 108 £ 6,3 > 400
ATAV (68) H CHas CHas 64 +1,7 73138 400
ETDV (69) Ciclohexiletilo  (CH2).COOH  CH,COOH 1,8+ 0,23 0,75+ 0,1 NA®
QTDV (70) Ciclohexiletilo  (CH2).CONH, CH,COOH 6,2+ 0,93 4,4+ 0,59 NA®
ATDV (71) Ciclohexiletilo CHs CH,COOH 5,8+ 0,33 3,6+ 0,30 > 400
ETAV (56) Ciclohexiletilo  (CH2)2COOH  CH3 0,94+ 0,1 0,45+ 0,1 11+0,43
QTAV (72) Ciclohexiletilo  (CH2);CONH, CHjs 21+11 12+0,36 141+ 14
ATAV (73) Ciclohexiletilo CHs CHs 89+1,0 8,1+ 0,12 89+ 3,3

Los valores de K; se muestran como la media + EEM en uM basada en al menos tres mediciones independientes. °

NA: ninguna afinidad.
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Ejemplo 8. Mejora de la afinidad por PDZ1-2 al conectar los ligandos peptidicos modificados con un conector de
PEG, mediante lo cual se incrementa la afinidad por este motivo PDZ, pero no los dominios PDZ por separado.

La dimerizacion de los ligandos peptidicos modificados de la invenciéon con un conector de PEG proporciona un
inhibidor de NMDAR/PSD-95 con varias ventajas farmacocinéticas. EI PEG (polietilenglicol) se selecciona para hacer
de conector porque es una sustancia quimica atoxica y cuando se une a los ligandos peptidicos modificados servira
para disminuir su eliminacién por el rifidén, para proporcionar proteccién contra la escisién enzimatica, para reducir la
inmunogenia y para mejorar su solubilidad y su permeabilidad en la membrana celular. Ademas, estos ligandos
diméricos, unidos por PEG, se ha demostrado que han incrementado enormemente la afinidad por PDZ1-2 de la
PSD-95. Inicialmente, esto se demuestra mediante el uso de moléculas de PEG para unir quimicamente dos
ligandos peptidicos idénticos (IESDV) como en el compuesto 74 o el pentapéptido alquilado GE(R)TDV (R =
ciclohexiletilo; N-alquilado en P) como en el compuesto 75 (véanse las estructuras en la figura 7). En estos dos
ejemplos se observa un incremento considerable en la afinidad por la construccion en tandem PDZ1-2 (véase la
figura 8 y los valores de K; de la tabla 6), lo que refleja el efecto sinérgico que se obtiene al conectar dos ligandos
juntos.

Tabla 7. Valores de K para los ligandos peptidicos diméricos medidos mediante FP?.
H R
O~ xévov
0

0
O/\)J\ - XEYDV
12;j R

Compuesto R, X, Y PDz1 PDZ2 PDZ1-2 PDZ3
NR2B (1) - 18 £ 0,92 4,1+0,17 6,8+ 0,20 NA®
(IESDV),-PEG12 (74) R=H 22+14 2,8+0,32 ~0,1° NA®
X=lle
Y = Ser
(GE[R]TDV)-PEG12 (75) R = Ciclohexiletilo 83+6,2 55+ 2,1 5,5+ 0,46 NA®
X =Gly
Y =Thr

Los valores de Ki se muestran como la media + EEM en pM basada en al menos tres mediciones independientes.”

NA: ninguna afinidad. ° Debido a la muy baja afinidad de este ligando, no se puede calcular un valor exacto de Ki en
el ensayo de FP (véase el texto).

No se pudo calcular un valor exacto de K; para 74 con el ensayo de FP debido a que su Ki era muy baja. Sin
embargo, se hallé que la K; era de aproximadamente 100 nM en un ensayo de titulaciéon de fluorescencia (ensayo de
fijacion de flujo detenido®).

Para optimizar la longitud del conector de PEG, se dimerizé adicionalmente el IESDV con un conector que
comprende PEGS-, 6-, 4-, 2-, 1- o O-diacidos (76-81) y se comprobo por FP e ITC. Se hallé que el intervalo de
tamafio éptimo del conector se encuentra de PEG4 a PEG6 (en donde PEG 4 (78) tiene una Ky = 32 nM por PDZ1-2)
y que el acortamiento adicional del conector daba lugar a una afinidad mas baja (figura 9, tabla 8). También se
observo que el ligando dimérico y PDZ1-2 se fijan en una proporcion 1:1 como era de esperar.
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Tabla 8. Mediciones de FP e ITC para los ligandos peptidicos diméricos con la estructura general:

H

0\/\n/N‘Péptido

o
o
o/\)JLN,Peptldo
H
X

FP (KiuM)* ITC (Ko/uM)®
Compuesto Péptido X PDZz2 PDz12 PDZz2 PDz12
7 IESDV Monomérico  3,1+0,15 3,9+0,12 2,6+0,19 3,2+0,16
8 ESDV Monomérico 28 £ 0,92 28+2,9 ND ND
82 IETAV Monomérico 1,7+£0,2 2,5+0,13 ND 1,9+0,11
86 IATAV Monomérico 16 £ 0,33 18 £ 0,47 ND ND
89 IATAweV Monomérico 104 +£9 1425 ND ND
74 IESDV 12 3,1+0,13 ~0,1° ND° 0,09+ 0,014
76 IESDV 8 2,6+0,13 ~0,1° ND 0,12+ 0,027
77 IESDV 6 2,0+0,02 ~0,1° ND 0,039+ 0,01
78 IESDV 4 2,7+0,12 ~0,1° 3,3+0,02 0,032+ 0,01
79 IESDV 2 4,7 £0,21 0,27+ 0,03 ND 0,22+ 0,01
80 IESDV 1 4,7+0,16 0,56+ 0,06 ND 0,46+ 0,02
81 IESDV 0 3,1+0,17 1,5+0,09 ND 1,1+0,09
83 IETAV 4 1,1+0,07 ~0,1° ND 0,011+ 0,01
84 ESDV 12 22+0,18 0,92+ 0,03 ND ND
85 ESDV 8 19+1.2 1,0+ 0,05 ND ND
87 IATAV 12 13+1,1 1,0 £ 0,06 ND ND
88 IATAV 4 25+0,88 1,1+0,07 ND ND
90 IATAweV 4 10311 13+0,6 ND ND

7 Los valores de K4/Ki se muestran como la media + EEM basada en al menos tres mediciones independientes. ”
Debido a la muy baja afinidad de este ligando, no se puede calcular un valor exacto de Ki en el ensayo de FP (véase
el texto). ® ND: no determinado.

La potencia del ligando se mejoré adicionalmente mediante la combinacion del conector de PEG4 con una
secuencia peptidica optimizada, por ejemplo el ligando ((IETAV).PEG4, 83) que tiene una K4 = 11 nM por PDZ1-2 de
PSD-95. La afinidad de fijacion excepcionalmente fuerte de este ligando (estructura en la figura 10) por la
construccion en tandem de PDZ1-2 se consiguié sin comprometer su afinidad por los dominios PDZ1 y PDZ2 por
separado. En comparacion con el ligando monomérico IETAV (82), la dimerizacion incrementd la afinidad del ligando
en 176 veces (figura 9, tabla 8). En comparacién con el candidato clinico Tat-NR2B (3, tabla 1), 83 tiene una afinidad
aproximadamente 1000 veces mayor por PDZ1-2 de PSD-95, con lo que se demuestra que 83 tiene la afinidad
necesaria para un candidato farmacolégico fuerte (tabla 8).

Ya que la dimerizacion mejora la afinidad de fijacion de un ligando por PDZ1-2, también se puede utilizar para
transformar los ligandos de PDZ1/PDZ2 de baja afinidad en ligandos de PDZ1-2 de alta afinidad. Como
consecuencia, los péptidos mas pequerios (p. €j., ESDV), hidréfobos y mas permeables a las células (p. €j., IATAV e
IATAmeV) y los péptidos proteoliticamente estables (p. €j., IATAweV) se pueden dimerizar para proporcionar ligandos
potentes en los que se conservan sus respectivas propiedades beneficiosas (tabla 8).

En conclusién, la conexion dimerizadora de los ligandos peptidicos (N-alquilados o no) con moléculas de PEG
facilita la fijacion simultanea del ligando a PDZ1 y 2 de PSD-95, por lo que se incrementa la afinidad de fijacion. Con
lo cual, se obtiene un ligando potente, especifico del motivo proteico PDZ1-2, que incrementa su selectividad por
PSD-95, junto con una mejora de las propiedades farmacocinéticas.
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Ejemplo 9. La dimerizacion de los ligandos peptidicos mediante PEG conduce a la estabilidad plasmatica en la
sangre humana.

La estabilidad es una preocupacion general en relacion con los farmacos de naturaleza peptidica, ya que las
proteasas de la sangre humana facilitan la degradacion de los péptidos. Por consiguiente, la estabilidad dependiente
del tiempo que presentan los compuestos clave se analizé en un ensayo de estabilidad en el plasma sanguineo
humano. Los péptidos monoméricos se degradaron relativamente rapido (los compuestos 7, 29, 82 y 86 tenian una
semivida de aproximadamente 17 a 55 minutos; tabla 9), pero la dimerizacién con PEG de estos ligandos peptidicos
produce compuestos muy estables en el plasma (83, 87, 88) y en algunos casos (74, 76-78, 90) se consiguid una
resistencia completa frente a la degradacion, ya que no se pudo detectar ninguna degradacion significativa durante
un periodo de tiempo de 6 dias (tabla 9 y figura 11). Tanto para los ligandos monoméricos como para los diméricos,
se observa que la secuencia peptidica IESDV es mas estable que IETAV e IATAV, y que la N-metilacion de P
incrementa la estabilidad, ya que el IATAneV muestra una semivida mas larga que el IATAV (tabla 9). Finalmente, se
observa que los compuestos diméricos, 74-76-78 y 90 muestran una semivida mas larga en comparacion con el
candidato clinico Tat-N2B (3) (tabla 9 y figura 11).

Tabla 9. Semivida en el plasma sanguineo (T12) de los compuestos clave

Compuesto Ti2 (minutos)
Tat-N2B (3) 1468
IESDV (7) 53
IETAV (82) 50
IATAV (86) 17
IATAwGV (89) 32
(IESDV),PEG12 (74) > 8000
(IESDV),PEGS (76) > 8000
(IESDV),PEG6 (77) > 8000
(IESDV),PEG4 (78) > 8000
(IETAV),PEG4 (83) 409
(IATAV),PEG12 (87) 183
(IATAV),PEG4 (88) 123
(IATAwcV),PEG4 (90) > 8000
IESDV-PEG4 (91) 602

El ligando monomérico PEGilado (91) también muestra un incremento de la semivida (aproximadamente 10 veces)
en comparacion con el péptido 7 sin PEGilar (tabla 9), con lo que el conector de PEG es de importancia fundamental
para este efecto. Sin embargo, 91 no es completamente resistente al tratamiento plasmatico, como se observa para
los ligandos diméricos de IESDV (74, 76-78; tabla 9), por lo que tener dos ligandos peptidicos en una molécula
contribuye a mejorar la estabilidad en el plasma sanguineo.

Ejemplo 10. Analisis del efecto neuroprotector de un inhibidor de NMDAR/PSD-95 de la invencién sobre las
neuronas de mamifero ex vivo.

Para evaluar el potencial terapéutico de los ligandos diméricos y de los tetrapéptidos N-alquilados, los compuestos
clave de cada serie se analizaron en un ensayo ex vivo con células neuronales. Este ensayo evalla la permeabilidad
de la membrana junto con la especificidad del compuesto y su capacidad para atenuar la excitotoxicidad inducida
por el NMDA. Por lo tanto, este ensayo constituye un modelo directo de la patogenia de, p. ej., el accidente
cerebrovascular o de las lesiones traumaticas del cerebro, y mide las propiedades importantes del compuesto. Estos
experimentos muestran que los tetrapéptidos N-alquilados (56, 63 y 73) y los ligandos diméricos (74), a una
concentracion de 500 nM, fueron capaces de atravesar la membrana plasmatica neuronal e inhibir la excitotoxicidad
neuronal, de una forma igual de eficiente que el candidato clinico Tat-N2B (3) (figura 12).

Ejemplo 11. Prevencion de la activacion de nNOS provocada por el NMDA.

EI NMDA provoca cambios en la concentraciéon de GMPc en las neuronas, lo que proporciona una medida sustitutiva
de la produccion de NO por la nNOS. Se preparan muestras de las neuronas corticales, cultivadas e incubadas
segun se describid previamente. A continuacion se mide la concentracion de GMPc en las muestras de neuronas, lo
que proporciona una medida sustitutiva de la prevencidon de la activacion de NOS debida al inhibidor de
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NMDAR/PSD-95 de la invencion.

Ejemplo 12. Analisis de la permeabilidad en la membrana de las células de mamifero que presenta un inhibidor de
NMDAR/PSD-95 de la invencion.

Se utiliza un ensayo de BRET? para analizar la capacidad que tiene un inhibidor de NMDAR/PSD-95 para penetrar
en las células de mamifero. En consecuencia, se inocularon 0,5 millones de células COS-7 por pocillo en una placa
de 6 pocillos (por duplicado) y se hicieron crecer en suero de ternera fetal al 10%/medio de Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) y se transfectaron con 3,7 yg de cada construccion de ADN por pocillo con un reactivo de
transfeccion de COS7 (Altogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las construcciones de ADN para la
transfeccion comprenden una secuencia de ADN que codifica una proteina de fusién denominada como sigue:

ADN de GFP-NR2B [SEQ ID n.° 9] que codifica la proteina GFP-NR2B [SEQ ID n.° 10];

ADN de GFP-NR2B AA [SEQ ID n.° 11] que codifica la proteina GFP-NR2B AA [SEQ ID n.° 12]
ADN de GFP-PDZ2 [SEQ ID n.° 13] que codifica la proteina GFP-PDZ2 [SEQ ID n.° 14]

ADN de PDZ2-GFP [SEQ ID n.° 15] que codifica la proteina PDZ2-GFP [SEQ ID n.° 16]

ADN de Rluc-NR2B [SEQ ID n.° 17] que codifica la proteina Rluc-NR2B [SEQ ID n.° 18]

ADN de Rluc-NR2B AA [SEQ ID n.° 19] que codifica la proteina Rluc-NR2B AA [SEQ ID n.° 20]
ADN de Rluc-PDZ2 [SEQ ID n.° 21] que codifica la proteina Rluc-PDZ2 [SEQ ID n.° 22]

ADN de PDZ2-Rluc [SEQ ID n.° 23] que codifica la proteina PDZ2-Rluc [SEQ ID n.° 24],

cada una de las cuales esta clonada individualmente en el vector pcDNA3.1 (Invitrogen).

Las células de cada pocillo se transfectan con una pareja de vectores, que codifican una de las siguientes parejas
alternativas de proteinas de fusion:

. GFP-NR2B de tipo silvestre o GFP-NR2B AA mutante con Rluc-PDZ2 o PDZ2-Rluc;
. Rluc-NR2B de tipo silvestre o Rluc-NR2B AA mutante con GFP-PDZ2 o PDZ2-GFP;

La cantidad total del ADN a transfectar se mantiene constante por la adicion del vector vacio pcDNA3.1 (Invitrogen).
A continuacion, las células se incuban durante 2 dias, periodo durante el cual las muestras de un inhibidor de
NMDAR/PSD-95 de la inhibiciéon se afaden a los pocillos en placas por duplicado, a una concentracion final de al
menos 1 yM, mas de 1 uM, o entre 5 yM y 1,0 mM. Las construcciones que codifican la fusién con el mutante NR2B
AA se incluyen como controles, ya que el mutante es incapaz de fijarse a un dominio PDZ de PSD-95.

Al cabo de 2 dias, las células se lavan, se desprenden y se resuspenden en 666 ul PBS a 1x (8 g de NaCl, 0,2 g de
KCl, 1,44 g de Na;HPO,, y 0,24 g de KH2PO4 en 800 ml de H;O destilada, ajustado a pH 7,4 con HCI). A
continuacion, las células se dividen en dos porciones en placas de 96 pocillos (1,5 x 10° células/pocillo):

La primera porcion (en placas negras) se utiliza para determinar la cantidad de GFP y el nivel de expresion de RLUC
con un lector de placas Mithras LB 940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Alemania). Se realiza la excitacion
fluorescente a 425/20 nm y la emisidon se mide a 530/10 nm. Se analiza la luminiscencia mediante la adicion de
celenterazina h (Biotium Inc., Hayward CA, EE. UU.) a una concentracion final de 5 yM. Se le sustraen los valores
de fondo obtenidos con las células transfectadas solo con el vector vacio pcDNA3.1 y se calcula la luminiscencia
media de los pocillos por triplicado/muestra.

La segunda porcién de las células (en placas blancas) se somete a excitacion con DeepBlueC (celenterazina 400a;
Biotium Inc., Hayward CA, EE. UU.) a una concentracion final de 5 uyM y la luminiscencia se mide en las bandas
dobles (515/30 nm y 410/80) en el lector de placas Mithras LB 940. Se obtienen los valores de fondo con las células
transfectadas solo con el vector vacio pcDNA3.1, y se calculan las medias de los pocillos por triplicado/muestra. Las
proporciones de BRET se calculan como (emision 515 nm — fondo 515 nm) / (emisiéon 410 nm — fondo 410 nm).

La sefal de fondo de RLUC se determina mediante la coexpresion de la construccion de Rluc con el vector vacio y
la proporcion de BRET? generada de esta transfeccion se sustrae de todas las otras proporciones de BRET>.

Para los experimentos de saturacién de BRETZ, se hace un abanico de transfecciones con una cantidad estable de
ADNCc de PDZ2-RLUC y cantidades crecientes de ADNc que codifica la proteina GFP2-NR2B. Todas las mediciones
se realizan a temperatura ambiente.

Ejemplo 13. Los inhibidores de NMDAR/PSD-95 de la invencion tienen un efecto neuroprotector in vivo contra el
dafio por accidente cerebrovascular en los mamiferos.
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A. Neuroproteccién contra el dafio por accidente cerebrovascular mediante el tratamiento previo con inhibidores de
NMDAR/PSD-95.

Las ratas Sprague-Dawley macho adultas se someten a una oclusion transitoria de la arteria cerebral media (OACM)
durante aproximadamente 90 minutos mediante el procedimiento de sutura intraluminal, tal y como se presenta en
(29). Los sujetos animales se tratan previamente con una sola inyeccion intravenosa en embolada con solucion
salina sola (control), solucion salina complementada con el péptido NR2B o bien con un inhibidor de NMDAR/PSD-
95 de la invencion a una concentracion final de 3 nM/g de masa corporal, 45 minutos antes de la OACM. En los
sujetos animales se monitorizan y se mantienen la temperatura corporal, la tension arterial y los gases sanguineos.
La extensiéon del infarto cerebral se mide transcurridas aproximadamente 24 horas después del comienzo de la
OACM. Las pruebas incluyen la prueba del reflejo postural y la prueba de colocacién de la extremidad anterior para
establecer el grado de la funcionamiento neuroldgico de los sujetos animales durante y después de la OACM.

B. Atenuacion del dafio por accidente cerebrovascular mediante el tratamiento posterior con los inhibidores de
NMDAR/PSD-95

Las ratas Sprague-Dawley macho adultas se someten a una OACM transitoria tal y como se describe mas arriba (A),
pero la Unica inyeccion intravenosa en embolada con solucion salina sola o complementada con el péptido de NR2B
o bien con un inhibidor de NMDAR/PSD-95 se administra primero una hora después del comienzo de la OACM. A
continuacion, los sujetos animales se monitorizan durante el periodo de 24 horas después del comienzo de la OACM,
tal y como se describe mas arriba.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Universidad de Copenhague
<120> Péptidos modificados como inhibidores potentes de la interacciéon entre el receptor de NMDA/PSD-95
<130> P80827341EP00
5 <160>24
<170> Patentln versién 3.3
<210> 1
<211> 310
<212> ADN
10 <213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (306)
<223> ADN de HIS-PDZ1
15 <400> 1
atg cac cac cac cac cac ccg cgc gga tcc atg gaa tac gag gaa atc 48
Met His His His His His Pro Arg Gly Ser Met Glu Tyr Glu Glu Ile
1 5 10 15
aca ttg gaa agg ggt aac tca ggt ctg ggec ttc agc atc geca ggt ggc 96
Thr Leu Glu Arg Gly Asn Ser Gly Leu Gly Phe Ser Ile Ala Gly Gly
20 25 30
act gac aac cca cac atc ggt gac gac cca tcc att ttc atc acc aag 144
Thr Asp Asn Pro His Ile Gly Asp Asp Pro Ser Ile Phe Ile Thr Lys
35 40 45
atc att cct ggt ggg gct gcg gcc cag gat ggc cge ctc agg gtc aac 192
Ile Ile Pro Gly Gly Ala Ala Ala Gln Asp Gly Arg Leu Arg Val Asn
50 55 60
gac agc atc ctg ttt gta aat gaa gtg gac gtg cgc gag gtg acc cac 240
Asp Ser Ile Leu Phe Val Asn Glu Val Asp Val Arg Glu Val Thr His
65 70 75 80
tca gcg gcg gtg gaa gcc ctc aaa gag gca ggc tec atc gtt cge ctc 288

Ser Ala Ala Val Glu Ala Leu Lys Glu Ala Gly Ser Ile Val Arg Leu

tat gtc atg cgc cgg tga attc 310
Tyr Val Met Arg Arg
100

<210> 2
<211> 101
<212> PRT
20 <213> Homo sapiens

<400> 2
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que comprende un primer péptido o analogo peptidico conectado a un segundo péptido o
analogo peptidico mediante un conector, en donde el primer y el segundo péptido o analogo peptidico comprende al
menos cuatro restos unidos por amida que tienen una secuencia YTXV o YSXV, en donde

a. Y se seleccionadeentre E,Qy A,y
b. X se selecciona de entre A, Q, D, N, N-Me-A, N-Me-Q, N-Me-D y N-Me-N.

2. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el péptido o analogo peptidico esta N-alquilado en la
posicion P2 de la secuencia.

3. Compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1-2, en donde el conector es un conector de PEG que
comprende de 1 a 28 restos (N = 1-28) de etilenglicol.

4, Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el conector de PEG comprende de 1 a 12 restos (N
= 1-12) de etilenglicol.

5. Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el péptido o analogo peptidico
es de 4 a 10 restos de longitud unidos por amida.

6. Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el péptido comprende al menos
4 restos aminoacidicos L.

7. Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde X se selecciona de entre A, Q 'y
D.
8. Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en donde el péptido o analogo peptidico

esta N-alquilado con un sustituyente de ciclohexano, y ademas comprende un grupo espaciador entre el sustituyente
y el grupo amino terminal del péptido o analogo peptidico, en donde el espaciador es un grupo alquilo,
preferiblemente seleccionado de entre metileno, etileno, propileno y butileno.

9. Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en donde el péptido o analogo peptidico
esta N-alquilado con un sustituyente aromatico, y ademas comprende un grupo espaciador entre el sustituyente y el
grupo amino terminal del péptido, en donde el espaciador es un grupo alquilo, preferiblemente seleccionado de entre
metileno, etileno, propileno y butileno.

10. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el sustituyente aromatico es un resto naftalén-2-ilo.

1. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, en donde el sustituyente aromatico es un anillo aromatico
sustituido con uno o dos halégenos y/o grupos alquilo.

12. Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el péptido o analogo peptidico
esta unido covalentemente a una poliamina o a una diamina.

13. Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde dicho compuesto se selecciona
del grupo que consiste en:
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14. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-13 para ser usada como un medicamento.

15. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

5 1-14 para ser usada en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad relacionada con excitotoxicidad en un
sujeto, en donde el trastorno excitotdxico se selecciona del grupo que consiste en accidente cerebrovascular, lesion
encefalica traumatica, lesion isquémica o traumatica del sistema nervioso central (SNC), lesion de la médula espinal,
epilepsia y enfermedades neurodegenerativas del SNC.

16. Kit que comprende la composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 15,
10 que ademas comprende medios para administrar dicha composicion a un sujeto.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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Figura 9
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Figura 11
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