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Descripción

Moduladores de Moléculas Pequeñas de Regulación Epigenética y sus Aplicaciones Terapéuticas

Descripción 

DECLARACIÓN RELATIVA A LA INVESTIGACIÓN Y EL DESARROLLO PATROCINADOS POR 
FONDOS FEDERALES5

Esta invención se realizó con el apoyo en parte de las siguientes subvenciones de NIH R21AI49905, 
RO1HL076334 y RC1DA028790. Por lo tanto, el gobierno de EE.UU. posee ciertos derechos.

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La invención se refiere en general al campo de la medicina molecular. En particular, la invención pertenece 
a compuestos tal como se describen en las reivindicaciones adjuntas (1) para su utilización como un 10
medicamento o (2) para su utilización en un método para el tratamiento de una enfermedad seleccionada a 
partir de un grupo que consiste en hipertrofia cardíaca, enfermedades del corazón, rechazo a trasplantes, 
enfermedades autoinmunes, deficiencia inmunitaria, autismo e inflamación.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

Esta invención se refiere al uso de moléculas pequeñas para modular las funciones de factores de 15
transcripción que están asociados con ciertas enfermedades. Los factores de transcripción son proteínas 
que se unen a secuencias de ADN específicas y regulan la expresión génica directamente o a través de 
proteínas asociadas tales como co-activadores y co-represores o reclutando enzimas modificadoras de 
histonas tales como las histonas acetiltransferasas (HAT) e histona desacetilasas (HDAC). Los factores de 
transcripción desempeñan un papel clave en muchos procesos biológicos, asegurando el nivel adecuado 20
de expresión génica. También pueden asociarse con ciertos estados patológicos, si su capacidad para 
regular la transcripción se modifica de manera aberrante. La identificación y desarrollo de moléculas 
pequeñas que pueden modular selectivamente la función de ciertos factores de transcripción, por lo tanto, 
puede conducir a aplicaciones terapéuticas potencialmente nuevas. Esta invención se basa en dos ideas 
básicas. Una es desarrollar moléculas pequeñas que se unen a factores de transcripción específicos como 25
MEF2, FOXP3 y GATA3 y modular su interacción con los co-activadores y co-represores de la transcripción. 
La otra es desarrollar moléculas pequeñas para bloquear el reclutamiento de HAT (como p300 y CBP) y 
HDAC y otras enzimas modificadoras de histonas (como las histonas metiltransferasas y desmetilasas, ADN 
metiltransferasas) y maquinarias de remodelación de la cromatina para regiones específicas de la 
cromatina.30

En particular, esta invención se refiere al factor 2 de mejora de miocitos (MEF2) que desempeña papeles 
críticos en el desarrollo y en las respuestas adaptativas de los sistemas muscular, inmunológico y nervioso 
(Flavell et al., 2006, Kim et al., 2008, Mao et al., 1999, McKinsey et al., 2002, Pan et al., 2004, Potthoff y 
Olson, 2007, Youn y Liu, 2000, Youn et al., 1999). MEF2 ha estado implicado como un regulador clave de 
las respuestas hipertróficas en las células del músculo cardíaco. La hipertrofia cardíaca inducida por 35
estímulos patológicos puede conducir a la insuficiencia cardíaca en muchas formas de enfermedades 
cardiovasculares.

El MEF2 define generalmente una familia de factores de transcripción con cuatro miembros: MEF2A, 
MEF2B, MEF2C y MEF2D. La importancia de su función se ha demostrado en detalle mediante el uso de 
la genética murina y de Drosophila (Potthoff y Olson, 2007). El MEF2, en los músculos esqueléticos donde 40
se identificó inicialmente, junto con factores de transcripción hélice-bucle-hélice miogénicos básicos como 
MyoD, promueve y mantiene la miogénesis (Molkentin y Olson, 1996). El MEF2A, un miembro de la familia 
MEF2, ha sido acuñado recientemente como el "gen del ataque cardiaco" porque una mutación en esta 
proteína está relacionada con la enfermedad arterial coronaria (CAD) y el infarto de miocardio (MI) (Wang 
et al. Estos hallazgos subyacen en un papel crítico del MEF2 en las enfermedades del corazón humano 45
(Kim et al., 2008; Zhang et al., 2002).

Actualmente se sabe que el MEF2 es un factor transcripcional general en muchos otros tipos de células. 
Por ejemplo, el MEF2 es uno de los factores transcripcionales importantes para mediar la señalización del 
calcio en el desarrollo del sistema linfático (Pan et al., 2004; Youn y Liu, 2000; Youn et al., 1999). El MEF2 
regula la expresión de las citoquinas y las respuestas inmunes. El MEF2 también regula los programas de 50
transcripción subyacentes a la supervivencia neuronal y la remodelación sináptica (Chen y Cepko, 2009; 
Flavell et al., 2006; Flavell y Greenberg, 2008; Flavell et al., 2008; Mao et al., 1999; Morrow et al., 2008; 
Shalizi et al., 2006, Shalizi y Bonni, 2005, Yang et al., 2009). Estas observaciones sugieren que las 
moléculas pequeñas que modulan la función de MEF2 podrían tener un efecto terapéutico en la hipertrofia 
cardíaca y la insuficiencia cardíaca, las enfermedades autoinmunes y el rechazo de trasplantes, las 55
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enfermedades neurodegenerativas y el deterioro patológico del aprendizaje y la memoria (Fischer et al., 
2007; Stefanko et al. 2009).

Dentro de las células, la acción de MEF2 incluye tres etapas distintas: (i) represión transcripcional; (Ii) de-
represión dependiente del calcio; y (iii) activación de la transcripción. La represión transcripcional por medio 
de MEF2 depende de su asociación con una variedad de co-represores transcripcionales con actividad 5
intrínseca o asociada de histona desacetilasa (HDAC). En las células T, los MEF2 se unen a Cabin1, que a 
su vez se asocian con HDAC de clase I como HDAC1, HADC2 y HDAC3 (Youn y Liu, 2000). En las células 
musculares, el MEF2 se une directamente a HDAC de clase II como HDAC4, HDAC5 y HDAC9 e inhibe la 
expresión de genes específicos implicados en el desarrollo y las respuestas adaptativas del músculo (Chan 
et al., 2003; Gregoire et al., 2006; Gregoire y Yang, 2005, McKinsey et al., 2001, 2002, Miska et al., 1999, 10
Sparrow et al., 1999). Los ratones cuyo HDAC5 o HDAC9 ha sido eliminado mostraron una mayor 
sensibilidad a los estímulos hipertróficos, lo que sugiere papeles importantes del HDAC de clase II en la 
hipertrofia del corazón (Potthoff y Olson, 2007). Estos y otros datos indican que el MEF2 y las histona 
desacetilasas de clase II (HDAC), y en particular HDAC5 y HDAC9, son mediadores clave de señales 
hipertróficas en cardiomiocitos. Amplios datos han sugerido que la vía MEF2/HDAC de Clase II es un 15
objetivo terapéutico potencial para la hipertrofia del corazón.

En respuesta a señales de calcio específicas, Cabin1 y HDAC se eliminan de MEF2 (Potthoff y Olson, 
2007). A continuación MEF2 recluta co-activadores tales como p300 y CBP para activar programas distintos 
por asociación con una variedad de activadores y co-activadores transcripcionales (McKinsey et al., 2001, 
Sartorelli et al., 1997, Slepak et al., 2001; Wei et al., 2008). Se ha demostrado que un pequeño aumento de 20
p300 es necesario y suficiente para inducir la hipertrofia cardíaca dependiente de MEF2. El MEF2 tiene una 
región N-terminal altamente conservada (residuos 2-93), que consiste en los bien caracterizados MADS-
box y un dominio específico de MEF2 (Shore y Sharrocks, 1995). El dominio MADS-box/MEF2 es 
notablemente rico en función, unión por mediación de ADN, dimerización e interacciones proteína-proteína 
con una gran cantidad de socios de transcripción de MEF2 (McKinsey et al., 2001, 2002), incluyendo 25
Cabin1, HDAC de Clase IIa y p300/CBP. Se ha demostrado que el dominio MADS-box/MEF2 en MEF2 es 
necesario y suficiente para unirse con un pequeño motivo conservado en HDAC de clase II y Cabin1. 
También se muestra que el dominio CH3 de p300 y CBP se une al dominio MADS-box/MEF2.

A pesar del amplio conocimiento sobre la implicación de MEF2 en diversos procesos celulares disponibles 
en la técnica, hasta ahora ha sido imposible aprovechar el conocimiento debido a la falta de herramientas 30
moleculares adecuadas. En particular, la forma de modular la actividad de MEF2 por medio de moléculas 
pequeñas ha constituido un desafío durante mucho tiempo. Esto se debe a que MEF2 es un factor de 
transcripción relativamente pequeño sin ninguna actividad enzimática aparente; su función principal es 
vincular ADN específico y reclutar co-reguladores de transcripción tales como Cabin1, HDAC de Clase II y 
p300/CBP a promotores específicos. Este modo de función generalmente se considera imposible de 35
producir como fármaco o al menos muy difícil de dirigir por medio de moléculas pequeñas. El descubrimiento 
o la creación de tales moléculas facilitarán nuevos avances en este campo y puede conducir a nuevas 
aplicaciones terapéuticas basadas en mecanismos y basadas en estructuras para enfermedades asociadas 
con MEF2, incluyendo inflamación, enfermedades autoinmunes, enfermedades neurodegenerativas, 
cáncer y enfermedades cardiovasculares.40

En el presente documento también se describe la modulación de la actividad de otros factores de 
transcripción tales como el factor de transcripción FOXP3 (Bennett y col., 2001, Fontenot et al., 2003; Hori 
et al., 2003; Wu et al., 2006, Zheng y Rudensky, 2007). FOXP3 es un factor de transcripción clave, crítico 
para el desarrollo y la función de las células T reguladoras (Tregs). Las Tregs son una población especial 
de células T necesaria para suprimir la activación excesiva del sistema inmunológico. La pérdida de función 45
de FOXP3 por mutaciones y otros mecanismos conducen a enfermedades autoinmunes fetales como por 
ejemplo IPEX mientras que la expresión aumentada de FOXP3 o su actividad puede conferir función de 
supresión. La función elevada de FOXP3 puede ser beneficiosa en el tratamiento de enfermedades 
autoinmunes y el rechazo de trasplantes, mientras que la regulación estratégica a la baja de la actividad de 
FOXP3 puede utilizarse para desarrollar terapias antitumorales basadas en el sistema inmune (Zuo et al., 50
2007a), (Zuo et al., 2007b). Así, las moléculas pequeñas que se unen a FOXP3 y modulan su interacción 
con co-represores y co-activadores podrían tener una aplicación terapéutica en enfermedades 
autoinmunes, rechazo de trasplantes y terapia de cáncer.

De forma similar a MEF2, la función de FOXP3 está estrechamente regulada por co-reguladores de 
transcripción que incluyen HAT (como por ejemplo TIP60) y HDAC (incluyendo HDAC de clase I y de clase 55
II) (Li et al., 2007). De este modo, las moléculas pequeñas podrían desarrollarse mediante métodos 
descritos en el presente documento que se unen a FOXP3 y bloquean su interacción con co-reguladores 
que incluyen reguladores epigenéticos tales como enzimas modificadoras de histonas y máquinas de 
remodelado de cromatina.

Del mismo modo, la focalización de los co-reguladores de la transcripción también ha tenido que afrontar 60
una gran cantidad de desafíos.
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Entre los co-reguladores de transcripción de los factores de transcripción como MEF2, las HDAC de Clase 
II son el grupo mejor estudiado.

Las histona desacetilasas (HDAC) (número EC 3.5.1) son una clase de enzimas que eliminan los grupos 
acetilo de un aminoácido s-N-acetil lisina en una histona. Su acción es opuesta a la de las histonas 
acetiltransferasas (HAT). Las proteínas HDAC también se conocen ahora como desacetilasas de lisina 5
(KDAC) para describir más precisamente su actividad más que su objetivo, que también incluye numerosas 
proteínas no histonas.

Tal como su propio nombre indica, una de las principales funciones de las HDAC es eliminar los grupos 
acetilo de las proteínas histonas. Las proteínas histonas son los principales componentes proteicos de la 
cromatina. Actúan como bobinas alrededor de las cuales gira el ADN y desempeñan un papel importante 10
en la regulación de genes y empaquetamiento de ADN. Las proteínas de histonas tienen colas que 
normalmente se cargan positivamente debido a los grupos amina presentes en sus aminoácidos lisina y 
arginina. Estas cargas positivas ayudan a las colas de las histonas a interactuar con los grupos de fosfato 
cargados negativamente en el esqueleto del ADN.

La asociación entre el ADN y la histona actúa como un mecanismo de control vital en la regulación de la 15
capacidad de los factores de transcripción para acceder al ADN. La fuerte asociación entre el ADN y las 
histonas restringe el acceso por medio de factores de transcripción y por lo tanto reprime la transcripción 
de genes (Morrison et al., 2007). La modificación de las histonas o del ADN puede alterar la fuerza de su 
asociación y, por tanto, modular la actividad transcripcional (Morrison et al., 2007). Se ha demostrado que 
la adición covalente de restos de metilo, fosfato o acetilo altera el estado del nucleosoma y, en 20
consecuencia, afecta a la transcripción. La acetilación es el resultado de la adición de un grupo acetilo al 
grupo ε-amino de residuos de lisina N-terminales conservados en las histonas. La adición de grupos acetilo 
a las histonas reduce la fuerza de atracción entre las proteínas de histonas cargadas positivamente y el 
esqueleto de fosfato de ADN cargado negativamente, lo que da como resultado una estructura de cromatina 
más relajada y accesible. Los HATs facilitan la acetilación de histonas y, por lo tanto, se cree que son 25
activadores transcripcionales. Por el contrario, las HDAC sirven para eliminar los grupos acetilo de las 
histonas y, por lo tanto, reprimir la transcripción. Por lo tanto, es la interacción entre la actividad de las HAT 
y las HDAC lo que regula principalmente la estructura de la cromatina local y la expresión génica. Las HDAC 
alteran la transcripción genética global a través de la desacetilación de la cromatina. Debe observarse que 
las HDAC no se unen directamente a la secuencia de ADN y requieren factores adicionales para el 30
reconocimiento del gen objetivo (Morrison et al., 2007).

Existen 4 subtipos reconocidos de proteínas HDAC (clase I-IV) sobre la base de la función y las similitudes 
de la secuencia de ADN. Los dos primeros subtipos se consideran HDAC "clásicas" cuya actividad es 
inhibida por la tricostatina A (TSA). Las HDAC de Clase I incluyen HDAC 1, 2, 3 y 8, que se expresan de 
forma ubicua (Zhang y Olsen, 2000). Las HDAC de Clase II tienen dos subgrupos, IIa que incluye 4, 5, 7 y 35
9, y IIb que incluye HDAC6 y HDAC10. La Clase IIa comparte una organización estructural común, con el 
dominio catalítico carboxilo terminal y una extensión amino-terminal que interviene en las interacciones con 
los miembros de la familia de factores de transcripción del factor 2 potenciador de miocitos (MEF2). Las 
HDAC también difieren en términos de su localización subcelular con la clase I que se encuentran 
generalmente en el núcleo, la clase IIb se encuentran principalmente en el citoplasma, mientras que la clase 40
IIa se mueven entre el núcleo y el citoplasma. A diferencia de las HDAC de clase I, las HDAC de clase IIa 
están restringidas por tejido, con niveles especialmente altos de expresión en el corazón, el músculo 
esquelético y el cerebro (Zhang et al., 2002). La clase III es una familia de proteínas dependientes de NAD+

que no se ven afectadas por TSA y la clase IV se considera una categoría atípica propia. HDAC11 se agrupa 
en la clase V.45

Dado el papel importante que desempeñan las HDAC en los procesos celulares, las aplicaciones médicas 
de los inhibidores de las HDAC (HDACi) son un área de investigación intensa. Sin embargo, muchos usos 
de los HDACi en medicina se descubrieron sin conocimiento del mecanismo subyacente. Por ejemplo, en 
psiquiatría y neurología, existe una larga historia de uso de ácido valproico como estabilizador del estado 
de ánimo y antiepilépticos. La propiedad anticonvulsiva del ácido valproico fue descubierta accidentalmente 50
cuando se estaba utilizando como vehículo para una serie de otros compuestos que se estaban 
investigando como anticonvulsivos. No fue hasta más tarde que el ácido valproico fue identificado como un 
HDACi. En los últimos años, los HDACi se están estudiando activamente como mitigadores o en el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. También se ha producido un gran esfuerzo para 
desarrollar HDACi para la terapia del cáncer. Por ejemplo, el Vorinostat (SAHA) ha sido recientemente 55
aprobado para el tratamiento del linfoma cutáneo de células T (CTCL). Un agente alternativo bajo 
evaluación clínica para CTCL es el producto natural depsipeptídico cíclico FK228 (Romidepsina) que es un 
potente inhibidor de HDAC de Clase I. Además, un ensayo clínico está estudiando los efectos del ácido 
valproico en las agrupaciones latentes del VIH en personas infectadas. A pesar del creciente interés en las 
aplicaciones medicinales de los HDACi, los mecanismos exactos a través de los cuales funcionan estos 60
compuestos todavía no son bien conocidos. Por lo tanto, estos esfuerzos están guiados en gran medida 
por conjeturas y experimentos de ensayo y error.
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Un problema particular con el uso de los HDACi es que la mayoría de las moléculas pequeñas conocidas 
que inhiben la actividad de las HDAC están diseñadas para funcionar dirigiendo la actividad catalítica de 
las HDAC. Sin embargo, dado que el sitio activo es una característica conservada compartida por un gran 
número de diferentes isoformas de las HDAC, es inherentemente difícil identificar el HDACi selectivo de las 
isoformas. Por lo tanto, la mayoría de HDACi tienen una especificidad baja y son incapaces de dirigirse de 5
forma específica de cualquier especie particular de HDAC. Por ejemplo, la tricostatina A (TSA) se encuentra 
entre los HDACi reversibles más potentes actualmente conocidas, con una IC50 de bajo intervalo nanomolar. 
TSA con su grupo ácido hidroxámico y su enlace de cinco átomos de carbono al grupo fenilo, tiene la 
conformación óptima para encajar en el sitio activo de HDAC (de Ruijter et al., 2003; Somoza et al., 2004). 
Se cree que todas las HDAC son aproximadamente igualmente sensibles a la inhibición por TSA (de Ruijter 10
et al., 2003).

Por lo tanto, un impedimento principal para el descubrimiento de moléculas pequeñas que inhiben la función 
de HDAC y que por lo tanto modulan la actividad de factores de transcripción relacionados es que el estado 
actual de la técnica se centra en el descubrimiento y optimización de HDACi que son identificadas y 
evaluadas a través de su capacidad para unirse al sitio activo de las enzimas HDAC. Habitualmente, estos 15
HDACi tienen la estructura general R-L-Z, donde R es un grupo de reconocimiento de superficie de proteína 
conectado a través de un ligador graso L corto a un grupo quelante Zn2+ Z que se une al átomo de zinc del 
sitio activo. Los grupos quelantes más comunes (Z) presentados en los HDACi conocidos son: ácidos 
hidroxámicos (TSA, vorinostat, LAQ824, belinostat), derivados de tiol (FK228, largazol) o cetonas 
electrofílicas (trapoxina A). Un inconveniente potencial de dichos grupos que se unen estrechamente a 20
cationes metálicos como Zn2+ es que pueden carecer de selectividad suficiente para una proteína particular, 
dando como resultado diversos efectos secundarios.

Otra clase de HDACi conocidos son las benzamidas que presentan una fracción de orto-aminoanilida (2-
aminoanilida), incluyendo MS-725, MGCD0103, orto-aminoanilida de pimeloylanilida (PAOA) y el 
compuesto 106 (N1-(2-aminofenil) N7-p-tolil-heptanodiamida), que se investigó como un potencial 25
terapéutico para enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la ataxia de Friedreich y la enfermedad de 
Huntington (Chou et al., 2008, Herman et al., 2006, Paris et al. 2006, Rai et al , 2008, Thomas et al., 2008, 
Wong et al., 2003). Aunque no se conoce en detalle el mecanismo de acción molecular de esta clase de
HDACi, se postuló que estas moléculas implicaban la unión del grupo o-aminoanilida al átomo de cinc del 
sitio activo de HDAC, a pesar de la falta de evidencia directa con respecto a dicho motivo de unión. Además, 30
se encontró que dichas moléculas muestran actividad biológica que implica la inhibición de la función de las 
HDAC, aunque otros HDACi no selectivas no muestran una actividad similar. Por ejemplo, se demostró que 
el compuesto 106 era muy activo para la inducción de frataxina, a pesar de la débil inhibición de las HDAC, 
mientras que HDACi estrechamente relacionados como SAHA no tenían este tipo de actividad. En 
consecuencia, a la luz de la ausencia de un mecanismo molecular para las acciones de esta clase de 35
compuestos, se han presentado dificultades en la optimización de su potencial terapéutico.

Varios factores adicionales que resultan de los papeles biológicos bien regulados de las diversas isoformas 
de HDAC imponen nuevos retos para los enfoques convencionales para el diseño de HDACi. Los 
experimentos han demostrado que la cantidad de histonas acetiladas aumenta en presencia de HDACi. Sin 
embargo, el reclutamiento de HAT y HDAC por factores de transcripción unidos a ADN da lugar a la 40
formación de complejos reguladores de transcripción de múltiples proteínas que confieren la especificidad 
del tipo de células y la regulación dependiente de la señal a disposiciones de genes subordinados. Utilizar 
un HDACi que inhibe indiscriminadamente HDAC es similar a poner a dirigir una màquina de alta precisión 
a una persona sin ninguna capacidad para ello. Esto explica los numerosos efectos secundarios 
indeseables observados en muchos de los ensayos que implican HDACi.45

Los problemas que se han encontrado en la investigación de usos medicinales de los HDACi también son 
compartidos por los investigadores que investigan la regulación epigenética. La regulación epigenética es 
el establecimiento de patrones de expresión génica heredables sin cambiar permanentemente la secuencia 
de ADN. Ha surgido como un mecanismo clave para regular la función celular.

La alteración de la regulación epigenética es una marca distintiva de muchas enfermedades, especialmente 50
el cáncer. Pequeñas moléculas que se están desarrollando como fármacos en el tratamiento de estas 
enfermedades, que se encuentran típicamente a través de la selección fenotípica, actúan modulando el 
control epigenético del proceso celular. Como tales, los mecanismos fundamentales de la regulación 
epigenética son un área de intenso interés. Al mismo tiempo, la búsqueda de pequeños reguladores 
epigenéticos de moléculas se está convirtiendo en un área muy prometedora para el descubrimiento de 55
fármacos.

Debido a que la regulación epigenética se consigue en gran parte a través de modificaciones químicas de 
la estructura de la cromatina por medio de enzimas que actúan sobre el ADN (por ejemplo, ADN citosina 
metiltransferasa) o proteínas (p. HAT, HDAC, histonas metilas y histonas desmetilasas), en este contexto, 
el papel de las HDAC en la regulación de la transcripción de ADN puede ser visto como un componente de 60
la regulación epigenética. Al igual que los HDACi, la mayoría de los moduladores químicos actuales de los 
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reguladores epigenéticos inhiben estas enzimas mediante la unión a su sitio catalítico, que es a menudo 
compartido por múltiples enzimas con funciones celulares distintas.

WO 2007/058927 A1 describe compuestos de benzamida como agentes terapéuticos para enfermedades 
neurodegenerativas. Savickiene et al. (2006) European Journal of Pharmacology, vol. 549, páginas 9-18) 
describen que el compuesto BML-210 inhibe la proliferación de células cancerosas y concluye que el BML-5
210 es un agente antileucémico prometedor. Borutinskaite et al. (Borutinskaite, V. V. Et al. (2008) Biologija, 
vol. 54(3) páginas 217-220) describen que el compuesto BML-210 inhibe la proliferación de células 
cancerosas y llega a la conclusión de que el BML-210 puede resultar efectivo en el tratamiento del cáncer. 
Thomas et al. (Thomas E. Et al. (2008) PNAS, vol. 105 páginas 15564-15569) describe que el compuesto 
de benzamida HDACi 4b N1-(2-aminofenil)-N7-fenilheptanodiamida) mejora el fenotipo de la enfermedad y 10
las anormalidades transcripcionales en los ratones transgénicos de la enfermedad de Huntington.

WO 2004/094591 describe compuestos útiles como inhibidores interfaciales de MEF2 para el tratamiento 
de la cardiomiopática hipertrófica y de enfermedades autoinmunes, así como para el rechazo en trasplantes.

A pesar de los recientes avances en cuanto al papel de los factores de transcripción como MEF2, y su 
implicación en diversas enfermedades importantes, no ha sido posible identificar las pequeñas moléculas 15
que son capaces de modular la función de MEF2. Dichas moléculas facilitarían avances adicionales en este 
campo y podrían conducir a nuevas aplicaciones terapéuticas basadas en mecanismos y basadas en 
estructuras para enfermedades asociadas con MEF2, incluyendo inflamaciones, enfermedades 
autoinmunes, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades cardiovasculares.

Por lo tanto, un problema general en esta área de investigación ha sido la falta de moléculas pequeñas que 20
pueden dirigirse a una enzima o proteína reguladora epigenética específica. Otro problema ha sido la falta 
de métodos para el diseño, evaluación y optimización de dichas moléculas pequeñas, de una manera tal 
que permita la selectividad requerida sin los inconvenientes asociados resultantes de actividades de amplio 
espectro a través de clases enteras de enzimas o proteínas. Dichas moléculas tendrán importantes 
aplicaciones como herramientas moleculares en el estudio del mecanismo básico de la regulación 25
epigenética, así como agentes terapéuticos para intervenciones terapéuticas dirigidas.

RESUMEN DE LA INVENCIÓN

A través de extensos estudios bioquımicos y estructurales (Guo et al., 2007, Han et al., 2005, Han et al., 
2003), los inventores han descubierto inesperadamente una característica estructural única de MEF2 que 
hizo posible modular su actividad utilizando moléculas pequeñas. Este descubrimiento está en el centro de 30
la invención, ya que va en contra de la sabiduría convencional y abre una nueva puerta de posibilidades. 
En el presente documento se describe una estrategia general para modular procesos celulares bloqueando 
las interacciones entre factores de transcripción y sus cofactores a través de un inhibidor interfacial. 
Asimismo, en el presente documento se describen también métodos para identificar, cribar, ensayar y 
sintetizar moduladores de molécula pequeña que son capaces de unirse a un sitio situado en la superficie 35
interfacial del complejo factor-cofactor, con lo cual se interrumpe la formación del complejo.

Por lo tanto, esta invención ha resuelto el problema de larga duración de dirigir los factores de transcripción 
que hasta ahora no se pueden constituir en fármaco, como por ejemplo MEF2.

Con respecto al problema de especificidad al que se enfrentan los HDACi, esta invención proporciona un 
enfoque alternativo para el desarrollo de moduladores de moléculas pequeñas de la función de las HDAC. 40
En lugar de dirigir el sitio activo de una HDAC particular, la presente invención se dirige al sitio de unión de 
la HDAC con un factor de transcripción asociado que se requiere para regular la transcripción. Debido a 
que diferentes subtipos de HDAC tendrán diferentes superficies de unión a diferentes factores de 
transcripción, mediante la orientación de la interfaz de estas interacciones proteína-proteína, se resuelve la 
cuestión de la especificidad planteada por el conservador sitio activo.45

En particular, se puede afrontar la interacción entre el factor de transcripción MEF2 y HDAC de Clase IIa. 
La actividad de MEF2 está controlada por HDAC de clase IIa que se unen a MEF2 en promotores 
específicos para reprimir la expresión génica objetivo (Potthoff y Olson, 2007). Algunos inhibidores de 
moléculas pequeñas de HDAC (HDACi) que se están desarrollando para el tratamiento de una variedad de 
cánceres también muestran potencial terapéutico en enfermedades en las que está implicada la 50
desregulación de la actividad de MEF2 y HDAC, incluyendo hipertrofia cardiaca, trastornos 
neurodegenerativos y disfunción inmune (Morrison et al., 2007, París et al., 2008). Estas observaciones 
sugieren que las moléculas pequeñas que bloquean la interacción HDAC de clase IIa: MEF2 podrían ofrecer 
beneficios clínicos similares a los del HDACi específico para cada elemento (Guo et al., 2007, Han et al., 
2003).55

Las HDAC de Clase IIa funcionan estrechamente con MEF2 en el músculo, las neuronas y las células T. 
Las HDAC de Clase IIa no se unen al ADN sino que dependen de su interacción con el MEF2 unido al ADN 
para la orientación del promotor. Esta interacción está mediada por una hélice anfipática corta conservada 
en las HDAC de clase IIa pero no en otras HDAC que se unen a un surco hidrofóbico en el dominio MADS-
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box/MEF2 de MEF2 (Guo et al., 2007, Han et al., 2005, Han et al., 2003). Dicho ligando/receptor como 
mecanismo de unión sugiere que podría ser posible utilizar pequeñas moléculas para bloquear el 
reclutamiento de HDAC de Clase IIa a promotores específicos de MEF2 (Guo et al., 2007; Han et al., 2005; 
Han et al., 2003).

La invención se basa en una estructura sistemática y en estudios bioquímicos (Guo et al., 2007, Han et al., 5
2005, Han et al., 2003) que sugieren que las moléculas pequeñas que se unen a MEF2 pueden modular su 
actividad en el reclutamiento de co- Regulador como por ejemplo Cabin1, HDAC de Clase IIa y p300/CBP. 
La mayoría de estos co-reguladores tienen una función intrínseca para modificar la cromatina (por ejemplo, 
HDAC, p300 y CBP) o la capacidad para reclutar enzimas modificadoras de cromatina y maquinaria (por 
ejemplo, mSin3A que se une a Cabin1, HP1, CtBP, 14-3-3 que se une a HDAC de Clase IIa). Así, las 10
moléculas pequeñas que se unen a MEF2 y modulan sus interacciones con otros co-reguladores de 
transcripción pueden servir como moduladores epigenéticos en tejidos donde los MEF2 desempeñan 
papeles reguladores clave. Estas moléculas pequeñas pueden por lo tanto ser utilizadas para tratar 
enfermedades en las que la actividad de la expresión génica dependiente de MEF2 está desregulada. La 
desregulación podría ser el resultado de mutaciones genéticas de MEF2 y sus factores asociados, señales 15
disminuidas o excesivas que llevan a una función de MEF2 reducida o excesivamente activada, una infra-
expresión o sobre-expresión anormal de cofactores que se unen e interactúan con MEF2. Las aplicaciones 
clínicas potenciales de las moléculas pequeñas que se unen a MEF2 incluyen, pero no se limitan a, 
enfermedades del sistema muscular, inmunológico y nervioso. En el sistema muscular se encuentran la 
hipertrofia cardíaca, la remodelación del tipo de fibra muscular y otras enfermedades relacionadas con el 20
músculo que son el resultado de la función desequilibrada del MEF2. En el sistema inmune existe una 
variedad de enfermedades autoinmunes o deficiencias inmunológicas que resultan de excesiva o muy poca 
expresión de genes dependiente de MEF2. Las moléculas pequeñas que se unen a MEF2 también pueden 
utilizarse para manipular la función de las células T reguladoras y la respuesta inmune global para prevenir 
el rechazo del trasplante. Dado que la expresión del gen dependiente de MEF2 está íntimamente ligada a 25
la remodelación de las sinapsis y la supervivencia neuronal, las moléculas pequeñas que se unen a MEF2 
también pueden utilizarse para tratar una variedad de enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo, 
enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Huntington, etc.), autismo, trastornos psiquiátricos y aprendizaje 
y memoria deteriorados que resultan de la función desregulada de MEF2.

Debido a que los moduladores de moléculas pequeñas de esta invención operan dirigiéndose a sitios de 30
unión situados en la interfaz de interacción proteína-proteína de los factores de transcripción y sus 
cofactores, también se denominan en la presente memoria descriptiva como inhibidores interfaciales.

Una vez explicados los principios básicos de esta invención, a continuación resumimos los diversos 
aspectos y formas de realización de la invención:

En un primer aspecto, la invención proporciona un compuesto tal como se describe en las 35
reivindicaciones adjuntas para su utilización como medicamento. Asimismo, en el presente 
documento se describe un ensayo para cribar, identificar u optimizar un inhibidor interfacial 
candidato. Los ensayos incluirán generalmente las etapas de poner en contacto el inhibidor 
interfacial candidato con un elemento de evaluación que comprende una superficie molecular 
definida por una interfaz proteína-proteína que incluye las hebras beta S1, S2 y S3 y la hélice H2 40
de cada monómero de MEF2 y el motivo de hélice corta de Cabin1 y HDAC4 y HDAC 9. El 
elemento de evaluación puede estar operativamente acoplado con un elemento de reporte que 
proporciona información sobre el inhibidor candidato. El ensayo puede ser un ensayo de luciferasa 
basado en células que permite un cribado rápido y de alto rendimiento y la optimización de 
moléculas pequeñas que se unen a MEF2 y modulan su unión a co-reguladores de transcripción. 45
Este ensayo se desarrolla sobre la base de más de 10 años de estudios estructurales y bioquímicos 
de complejos MEF2 por el laboratorio del inventor. Se describe que la interfaz proteína-proteína, 
identificada por primera vez mediante estudios de cristalografía, y demostrada además por 
estudios de mutación guiados por estructura en la invención, podría servir como base molecular 
para un cribado altamente específico y sensible para moléculas pequeñas que se unen a MEF2. 50
El elemento de evaluación del ensayo puede implementarse con ensayos físicos que incluyen pero 
no se limitan a pull down, coimmunoprecipitación o desactivación fluorescente y anisotropía o 
cualquier ensayo de unión in vitro y ensayo de marcador de luciferasa basado en células, ensayo 
de marcadores transgénicos que se basan en la interfaz proteína-proteína identificada por esta 
invención.55

En un segundo aspecto, esta invención también proporciona compuestos para su utilización en un método 
para el tratamiento de una enferemedad seleccionada entre un grupo que consiste en hipertrofia cardíaca, 
enfermedades del corazón, rechazo a trasplantes, enfermedades autoinmunes, deficiencia inmunitaria, 
autismo e inflamación.

También se describe en el presente documento un marco molecular definido por el sitio de unión a BML-60
210 en MEF2 derivado del trabajo de marco estructural establecido por la estructura cristalina de BML-210 
unida a MEF2, tal como se establece en las coordenadas de estructura cristalina en la Tabla 1. Se co-
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cristalizó BML-210 con un dímero de MEF2A (1-78) unido a ADN. Los cristales se difractaron a 2,4 Å, y la 
estructura se resolvió por sustitución molecular utilizando el complejo MEF2A (1-78): ADN como modelo de 
búsqueda (Santelli y Richmond, 2000). BML-210 adopta una conformación extendida para unirse en la 
cavidad hidrofóbica del MEF2 (Figura 1d). Un extremo de la molécula, el grupo fenilamida, está rodeado 
por una serie de residuos hidrofóbicos que incluyen Leu66, Leu67, Thr70, Leu66' (el signo prima denota 5
residuos del otro monómero) y Thr70'. El grupo amida en este extremo se encuentra también en posición 
para realizar interacciones de enlace de hidrógeno con Thr70 y Thr70 ', respectivamente. En el otro extremo 
del BML-210, la densidad electrónica del anillo-enlace se encuentra en un entorno más hidrófilo rodeado
por Asn73, Gln56', Asp61' y Asp63'. Esta región corresponde al grupo orto-aminoanilida. Aquí el resto de 
orto-aminoanilida con su grupo amida realiza extensos contactos de van der waals e interacciones 10
potenciales de enlace de hidrógeno con residuos de MEF2 (Figura 1d). Los grupos metileno de la 
octanodiamida encajan perfectamente entre la hélice H2 de las dos moléculas de MEF2, realizando 
numerosos contactos con la cadena principal y la cadena lateral de residuos de MEF2, la mayoría de 
naturaleza hidrófoba (Figura 1d). Sobre la base de la estructura cristalina de BML-210 unida a MEF2, se 
describe que los residuos superficiales que entran en contacto o que están muy próximos al contacto con 15
BML-210 y PAOA pueden utilizarse para guiar el diseño y el cribado de moléculas pequeñas a MEF2 por 
medio de enfoques basados en medio experimental y computacional. Estos residuos incluyen todos los 
residuos sobre la hebra S1, S2 y S3 y la hélice H2 de MEF2 que están expuestos. Este marco estructural, 
junto con el ensayo de alto rendimiento, específico y sensible, permitirá diseñar y optimizar rápidamente 
moléculas pequeñas que unen MEF2 que incluyen derivados y moléculas de BML210 y PAOA basadas en 20
nuevos andamios moleculares. La estructura cristalina de BML-210 enlazada a MEF2, además de definir el 
sitio de unión a MEF2 de pequeña molécula tal como se describe en el presente documento, también revela 
por primera vez un sitio de unión probable para el resto de orto-aminoanilida presente en BML -210 y en 
otros inhibidores de HDAC que contienen benzamida. En particular, este sitio de unión es diferente del sitio 
activo de la enzima HDAC tal como se ha postulado anteriormente para esta clase de inhibidores de HDAC.25

En el presente documento también se describen moléculas pequeñas de unión a MEF2 que son útiles para 
unirse al sitio de unión interfacial definido por el marco molecular que se ha mencionado anteriormente. Las 
moléculas proporcionadas son moléculas pequeñas que se unen a MEF2 con una fórmula estructural 
general derivada del sitio de unión identificado derivado de la estructura cristalina de BML-210 unido a 
MEF2. Las moléculas pequeñas proporcionadas están diseñadas para unirse al pliegue estructural descrito 30
y potencialmente se unirían a MEF2 con alta afinidad y selectividad. Los compuestos que se describen en 
el presente documento incluyen compuestos de la fórmula general: Ra-L-Rb que se unen al sitio de unión a 
MEF2, en que: 

Ra es un grupo de reconocimiento que se une a la región hidrofóbica del MEF2 seleccionado de un 
grupo que incluye alquilo inferior, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, alquiltio, ariltio, 35
o RcRdNC(=0)-, RcRdN(SO2)-, en que: 

Rc y Rd se seleccionan independientemente entre un grupo constituido por hidrógeno, alquilo, 
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino o 
heteroarilamino.

L es un enlazador que consta de una cadena de hasta 20 átomos de carbono, con la condición de que 40
hasta tres átomos de carbono se puedan sustituir por un átomo de oxígeno, nitrógeno o azufre, y 
adicionalmente que puedan incluir sustituyentes seleccionados de un grupo que consiste en: 

alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, benzo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, oxa, ceto, amido, 
sulfonamido o fluoro

Rb es un grupo de reconocimiento que se une a la región hidrófila del sitio de unión a MEF2 45
seleccionado de un grupo que incluye alquilo inferior, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, 
ariloxi, alquiltio, ariltio, o RcRdNC(=0)-, RcRdN(SO2), en que 

Rc y Rd se seleccionan independientemente entre un grupo constituido por hidrógeno, alquilo, 
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino o 
heteroarilamino.50

Los compuestos que se describen en el presente documento tienen la estructura general Ar1-L1-
L 2-L3-Ar2 en que: 

Ar1 y Ar2 son anillos aromáticos independientemente seleccionados entre un grupo constituido por 
benceno, naftaleno, piridina, pirimidina, pirazina, quinolina, isoquinolina, pirrol, furano, tiofeno, 
imidazol, pirazol, oxazol, tiazol, isoxazol, indol, bencimidazol, benzotiazol, benzoxazol, siempre que el 55
anillo aromático pueda contener hasta siete sustituyentes seleccionados de un grupo que consiste en: 
hidrógeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, amino, alquilamino, dialquilamino, 
arilamino, heteroarilamino, hidroxi o halo. Los sustituyentes también pueden unirse para formar un 
anillo de hasta 12 átomos, 
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L1 y L3 son grupos de enlace seleccionados independientemente de un grupo que consiste en amino, 
alquilamino, arilamino, oxa, ceto, NHC(= O), NR(C = O), S(= O) o -S(= O)2.

L2 es un grupo de enlace seleccionado entre un grupo constituido por una cadena de hasta 10 átomos 
de carbono, con la condición de que hasta tres átomos de carbono pueden sustituirse por un átomo 
de oxıgeno, nitrógeno o azufre y, además, a condición de que estos átomos puedan contener 5
sustituyentes seleccionados entre un grupo constituido por: 

alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, benzo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, oxa, ceto , Amido, sulfonamido o 
fluoro

Los compuestos descritos tienen la fórmula general:

10

en que 

L 1 y L 3 son grupos de enlace seleccionados independientemente de un grupo que consiste en amino, 
alquilamino, arilamino, oxa, ceto, NHC(=O), NR(C=O), S(=O) o -S(=O)2.15

L 2 es un grupo de enlace seleccionado entre un grupo constituido por una cadena de hasta 10 átomos 
de carbono, con la condición de que hasta tres átomos de carbono pueden sustituirse por un átomo 
de oxígeno, nitrógeno o azufre y, además, a condición de que estos átomos puedan contener 
sustituyentes seleccionados entre un grupo constituido por: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, 
heteroarilo, benzo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, oxa, ceto, amido, sulfonamido o fluoro20

Los compuestos para su utilización de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se seleccionan de la 
siguiente lista de compuestos (Figura 2).

Estos compuestos mostraron una amplia gama de afinidad en la unión a MEF2 in vitro e in vivo, y podrían 
utilizarse como guía para desarrollar terapias basadas en MEF2 en sistemas musculares, inmunes y 
nerviosos como se ha mencionado anteriormente. De hecho, los compuestos mostraron efectos en la 25
promoción de funciones de células T reguladoras in vitro y en modelo de ratón y, por lo tanto, son 
potenciales derivaciones de fármacos para enfermedades autoinmunes y prevención del rechazo de 
trasplantes.

También se describen métodos para la preparación de las moléculas de unión a MEF2 proporcionadas.

En el presente documento, se describen compuestos y composiciones útiles para el tratamiento de 30
enfermedades que resultan de la desregulación de la transcripción dependiente de MEF2. Las 
composiciones incluirán uno o más de un compuesto capaz de bloquear la unión de MEF2 y sus cofactores. 
Los compuestos y composiciones proporcionados pueden usarse en aplicaciones terapéuticas que implican 
la modulación de la regulación epigenética asociada con la interacción de factores de transcripción y sus 
enzimas modificadoras de histonas reclutadas. En particular, las moléculas pequeñas que se unen a MEF2 35
pueden utilizarse para tratar una variedad de enfermedades que resultan de la desregulación de la 
transcripción dependiente de MEF2, que incluyen pero no se limitan a hipertrofia cardiaca, remodelación 
del tipo de fibra muscular y otras enfermedades musculares resultantes del desequilibrio de la función 
MEF2; enfermedades autoinmunes o deficiencia inmunológica que resultan de una excesiva o escasa 
expresión de genes dependientes de MEF2, y rechazo de trasplante; una variedad de enfermedades 40
neurodegenerativas (po ejemplo, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Huntington, etc.), autismo, 
trastornos psiquiátricos y deterioro del aprendizaje y la memoria que resultan de la función desregulada de 
MEF2. El método implica moléculas pequeñas que modulan la función del factor de transcripción FOXP3 
que pueden utilizarse para tratar una variedad de enfermedades que resultan de la desregulación de la 
transcripción dependiente de FOXP3. Estas enfermedades incluyen pero no se limitan a enfermedades 45
autoinmunes, rechazo de trasplante y cáncer.

En el presente documento se describe una preparación del fármaco: complejo de MEF2 y su cristalización 
para la determinación de la estructura. Este protocolo define el fragmento proteico específico de MEF2A (2-
78) y el intervalo de condiciones de amortiguación para obtener una alta calidad de cristales de compuestos 
unidos a MEF2. Este método de preparación y cristalización compleja es esencial para la caracterización 50
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estructural de moléculas pequeñas presentes y futuras unidas a MEF2 y para utilizar la estructura con el fin 
de orientar la optimización de los compuestos de guía.

Las características anteriormente mencionadas y otras de esta invención y la manera de obtenerlas y 
usarlas se harán más evidentes y se entenderán mejor, haciendo referencia a la siguiente descripción, 
tomada en conjunción con los dibujos adjuntos. Los dibujos representan sólo formas de realización 5
habituales de la invención y por lo tanto no limitan su alcance.

Otros aspectos y ventajas de la invención serán evidentes a partir de la siguiente descripción y de las 
reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra tres representaciones diferentes (a-c) de una estructura cristalina de MEF2 10
y el sitio de unión de ligando identificado; (d) muestra BML-210 unido a MEF2A (1-78) a una 
resolución de 2,4 Å, incluyendo los aminoácidos implicados en las interacciones de unión con 
BML-210. 

La Figura 2 muestra las estructuras de BML-210, PAOA y moléculas de unión a MEF2 15
ejemplares relacionadas.

La Figura 3 muestra un diagrama esquemático del HDACi del ensayo del marcador de luciferasa 
MEF2-HDAC.

20
La Figura 4 muestra la respuesta normalizada para la actividad de la luciferasa en el ensayo de 
marcador de luciferasa MEF2-HDAC 24 horas después del tratamiento con BML-210. La 
actividad de la luciferasa disminuyó de una manera dependiente de la dosis.

La Figura 5 (a) muestra la inhibición competitiva de la unión de MEF2 a HDAC después de la 25
incubación con BML - 210 en el ensayo Biacore; (b) Análisis estructural que muestra que BML-
210 y HDAC9 unen regiones de superposición en MEF2.

DESCRIPCIÓN DETALLADA

Una vez resumidos los diversos aspectos de esta invención, a continuación describiremos en detalle las 30
diversas formas de realización ejemplares para ilustrar adicionalmente la invención.

Inhibidores Interfaciales Específicos de HDAC y sus usos

Tal como se ha mencionado anteriormente, lo que hace que el estudio de los reguladores epigenéticos 
constituya todo un desafío es el hecho de que existe un gran número de isoformas enzimáticas, muchas de 
las cuales tienen funciones distintas. Por ejemplo, entre las cuatro super familias de enzimas HDAC, la 35
clase I (HDAC 1, 2, 3 y 8) y la clase II (HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10) son las dos clases principales implicadas 
en el cáncer. Aunque la función exclusiva de cada miembro individual puede ser estudiada por enfoques de 
biología molecular como exclusión génica o interferencia génica, sus papeles en la terapia basada en 
fármacos no pueden ser evaluados porque la mayoría de los inhibidores de HDAC actuales se dirigen al 
dominio catalítico común a la mayoría de las HDAC (clase I y II). De hecho, a menudo se observa que un 40
determinado inhibidor de HDAC induce efectos que parecen ser opuestos en diferentes condiciones 
celulares, presumiblemente afectando la actividad de diferentes isoformas de HDAC. Por lo tanto, la falta 
de especificidad isoforma de los HDACi actuales presenta una barrera importante a los estudios 
mecanísticos racionales de los efectos de los fármacos y la función individual de HDAC específicas. 
Además, no está claro si es más farmacológicamente beneficioso inhibir un gran número de HDAC o un 45
pequeño subconjunto o incluso un miembro específico. Es posible que ciertas aplicaciones clínicas (por 
ejemplo, terapia contra el cáncer) puedan requerir la primera, mientras que otras (por ejemplo 
neurodegeneración e inflamación) puedan beneficiarse de esta última.

Los inhibidores actualmente disponibles de HDAC de clase I y clase II pueden agruparse en seis categorías 
basadas en las características clave de sus estructuras químicas: (1) ácidos hidroxámicos; (2) moléculas 50
que contienen tiol; (3) cetonas electrofílicas; (4) ácidos grasos de cadena corta; (5) benzamidas (orto-
aminoanilidas); y (6) depsipéptidos cíclicos. Aunque está bien establecido que algunas de estas moléculas, 
incluyendo los ácidos hidroxámicos, los tioles y las cetonas electrofílicas, trabajan uniéndose al ion zinc del 
sitio activo de la HDAC, el mecanismo inhibidor de las otras categorías no está bien definido. Diferentes 
inhibidores de HDAC han mostrado diferentes actividades en diferentes clases de HDAC. Por ejemplo, 55
mientras que los miembros de la categoría de ácidos hidroxámicos, tales como TSA y SAHA, son inhibidores 
potentes en todas los HDAC de clase I y de clase II, algunos miembros de la familia de benzamidas (por 
ejemplo, pimeloilanilida orto-aminoanilida (PAOA), MS-275, CI-994, MGCD-0103), y la familia de péptidos 
cíclicos (por ejemplo, FK228), mostraron una selectividad modesta hacia ciertos miembros o subclases de 
HDAC. Sin embargo, debido a la falta general de comprensión de los mecanismos moleculares de los 60
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inhibidores de HDAC, la forma en que se consigue esta selectividad no está clara. En consecuencia, las 
observaciones empíricas de la selectividad en algunos inhibidores de HDAC no podrían guiar el diseño 
racional de los inhibidores de HDAC específicos de subtipos. Aunque se han resuelto las estructuras 
cristalinas del dominio catalítico de varios miembros de clase I (HDAC8) y de clase II (HDAC4 y HDAC7) y 
sus complejos con diferentes inhibidores, estas estructuras y las alineaciones de secuencias basadas en 5
estructuras de HDAC de clase I y clase II sugieren que el sitio activo está altamente conservado y muestra 
sólo pequeñas diferencias en la región circundante. Por lo tanto, tampoco proporcionan ninguna idea con 
respecto a los posibles mecanismos de selectividad. A partir de estos antecedentes, el diseño racional de 
los inhibidores específicos de subtipos contra el dominio catalítico altamente conservado es ampliamente 
considerado como muy difícil.10

Observando que las HDAC a menudo existen en grandes complejos multi-proteína con co-reguladores 
específicos y otras enzimas modificadoras de la cromatina, los inventores de esta invención postularon que 
un enfoque basado en mecanismos puede ofrecer una mejor vía para identificar y optimizar nuevos 
reguladores epigenéticos basados en HDAC. Es decir, en lugar de dirigirse al sitio activo de la enzima de 
acuerdo con lo dictado por los enfoques convencionales de diseño de fármacos, se desarrollarían moléculas 15
pequeñas dirigidas a las interacciones proteína-proteína entre las HDAC y sus asociados funcionales 
relevantes.

Por consiguiente, en un aspecto, esta invención proporciona un compuesto tal como se describe en la 
reivindicación 1 para su utilización en un método para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre 
un grupo que consiste en hipertrofia cardíaca, enfermedades del corazón, rechace de transplantes, 20
enfermedades autoinmunes, deficiencia inmunitaria, autismo e inflamación. Asimismo, en el presente 
documento se describe también un método para modular la función de las HDAC bloqueando la unión de 
HDAC a un factor de transcripción asociado. En general, este método tendrá las etapas de: poner en 
contacto el factor de transcripción con el inhibidor interfacial, en que el inhibidor interfacial es capaz de 
unirse selectivamente a un sitio dentro de la superficie interfacial entre el factor de transcripción y la HDAC, 25
evitando de esta manera que esta HDAC realice su actividad catalítica en sitios de proteínas que se 
encuentran en la proximidad del sitio de unión al ADN del factor de transcripción.

La HDAC puede ser cualquier isoforma HDAC de una HDAC clásica o un subconjunto de la misma. Los 
ejemplos de HDAC pueden incluir HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10, o cualquier subconjunto de las mismas. La HDAC 
puede ser una HDAC de clase IIa, o la HDAC puede ser también HDAC4 o HDAC9.30

El factor de transcripción puede ser cualquier factor de transcripción conocido para unirse a la HDAC. Los 
ejemplos de factores de transcripción pueden incluir MEF2, FOXP3, GATA3 y Cabin1, pero no están 
limitados a los mismos. Preferentemente, el factor de transcripción es MEF2.

El inhibidor interfacial puede ser una molécula pequeña.

Los métodos descritos anteriormente en el presente documento pueden utilizarse en un entorno de 35
investigación para obtener información con respecto a la función y los mecanismos de una HDAC y el factor 
de transcripción de contrapartida in vivo o in vitro. También pueden utilizarse en un entorno clínico para el 
tratamiento de enfermedades.

Las enfermedades que pueden ser tratadas con los métodos mencionados anteriormente son generalmente 
aquellas que implican hipertrofia cardiaca, remodelación del tipo de fibra muscular y otras enfermedades 40
relacionadas con el músculo que resultan de una función desequilibrada del MEF2; enfermedades 
autoinmunes o deficiencia inmunológica que son el resultado de una excesiva o escasa expresión de genes 
dependientes de MEF2, y rechazo de trasplante; una variedad de enfermedades neurodegenerativas (por 
ejemplo, la ataxia de Friedrich, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Huntington, etc.), el autismo, 
los trastornos psiquiátricos y el deterioro del aprendizaje y la memoria que resultan de la función 45
desregulada del MEF2. Los ejemplos de enfermedades pueden incluir enfermedades neurodegenerativas, 
enfermedades del corazón, enfermedades autoinmunes, inflamación y cáncer, pero no se limitan a estas.

Cuando se utilizan en un entorno clínico, los métodos citados anteriormente incluirán las etapas generales 
de: administrar a un paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente bloqueante, en que el 
agente bloqueante es capaz de bloquear la unión de una HDAC a un factor de transcripción.50

Cuando se utilizan en un entorno clínico diferente, los métodos citados anteriormente incluirán las etapas 
generales de: administrar a un paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente bloqueante, 
en el que el agente bloqueante es capaz de bloquear la unión de un Cabin1 a MEF2. Cabin1 es un co-
represor de transcripción del programa de transcripción dependiente de calcineurina. Está altamente 
expresado en células T y células neuronales.55

Cuando se utilizan en un entorno clínico diferente, los métodos citados anteriormente incluirán las etapas 
generales de: administrar a un paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente bloqueante, 
en que el agente bloqueante es capaz de bloquear la unión de un p300 a MEF2.
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Cuando se utilizan en un entorno clínico diferente, los métodos citados anteriormente incluirán las etapas 
generales de: administrar a un paciente una cantidad farmacéuticamente efectiva de un agente bloqueante, 
en que el agente bloqueante es capaz de bloquear la unión de un CBP a MEF2.

En un contexto más general, los métodos citados anteriormente incluirán las etapas generales de: 
administrar a un paciente una cantidad farmacéuticamente efectiva de un agente bloqueante, en que el 5
agente bloqueante es capaz de bloquear la unión de cualquier co -reguladores que se unen a MEF2.

Tal como se ha expuesto anteriormente, el HDAC puede ser cualquier HDAC clásica o un subconjunto de 
las mismas. El agente bloqueante puede ser una molécula pequeña, un peptidomimético helicoidal o una 
combinación de los mismos, siempre que el agente bloqueante sea capaz de unirse selectivamente a un 
sitio situado en la superficie interfacial entre la HDAC y el factor de transcripción. Preferentemente, el factor 10
de transcripción es MEF2.

Métodos y Herramientas para el Desarrollo de Inhibidores Interfaciales

En el presente documento se describe un ensayo para identificar un inhibidor interfacial capaz de unirse a 
un sitio interfacial entre una HDAC y un factor de transcripción para bloquear sus interacciones.

Los ensayos citados anteriormente generalmente tendrán las etapas de introducir un compuesto de prueba 15
en un elemento de evaluación, en que dicho elemento de evaluación comprende un sitio de unión interfacial 
sobre un dímero de MEF2 definido por la interfaz entre un primer grupo de elementos estructurales en el 
MEF2 y un segundo grupo de elementos estructurales. El primer grupo de elementos estructurales incluye 
las hebras beta S1, S2, S3 y la hélice H2 de cada uno de los monómeros MEF2 (Los elementos estructurales 
secundarios y las correspondientes gamas de residuos son tal como se describe en Han et al., Nature 20
2003). El segundo grupo incluye el motivo de hélice corta de Cabin1, HDAC4, HDAC9, HDAC5, HDAC7, 
p300 y CBP. El elemento de evaluación también puede estar acoplado operativamente con un elemento 
marcador para informar sobre información relacionada con la unión o no unión del compuesto de ensayo.

En el presente documento se describe un ensayo basado en un sistema de dos híbridos que incluye un 
dominio de unión fusionado con un cebo, un dominio de activación fusionado con una presa y un gen 25
marcador; y determinar un nivel de señal de marcador. El dominio de unión comprende un MEF2D fusionado 
con ADN GAL4 (GAL4-MEF2); El dominio de activación comprende el motivo de unión a MEF2 de HDAC4 
fusionado con VP-16 (HDAC4-VP16). El gen marcador es un plásmido marcador impulsado por GAL4 
(GAL4Luc), todos alojados en un huésped celular.

En el presente documento se describe un ensayo de luciferasa basado en células que permite un cribado 30
rápido y de alto rendimiento y optimización de moléculas pequeñas que se unen a un factor de transcripción 
como por ejemplo MEF2 y modulan su unión a co-reguladores de transcripción. El ensayo se desarrolla 
sobre la base de más de 10 años de estudios estructurales y bioquímicos de complejos de MEF2 por parte 
del laboratorio del inventor. Ello se basa en la interfaz proteína-proteína, identificada por primera vez por 
estudios de cristalografía, y demostrada además por estudios de mutación guiados por estructura, que 35
podría servir como base molecular para un cribado altamente específico y sensible para moléculas 
pequeñas que se unen a MEF2.

Cualquier ensayo basado en esta interfaz proteına-proteına puede incluir las hebras beta S1, S2 y S3 y la 
hélice H2 de cada monómero de MEF2 y el motivo de hélice corta de Cabin1 y HDAC4 y HDAC9. Otras 
implementaciones de ensayo ejemplares pueden incluir cualquier técnica de ensayo físico tal como, pero 40
no limitado a, pull-down, co-inmunoprecipitación; ensayos de unión basados en fluorescencia y ensayos 
funcionales que incluyen, pero no se limitan a, ensayo de marcador de luciferasa y ensayo de marcador 
transgénico que se basan en la interfaz proteína-proteína identificada por esta invención.

En particular, con el fin de establecer si un compuesto proporcionado puede perturbar la unión de las HDAC 
de Clase IIa dentro de las células, pueden utilizarse diversos tipos de ensayos, incluyendo el ensayo de 45
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). La construcción de plásmido HDAC4 se transfecta 
transitoriamente en células Hela. La ocupación de HDAC4 en promotores con la intervención de MEF2 se 
detecta mediante ChIP utilizando anticuerpos específicos apropiados y cebadores de PCR en presencia del 
compuesto ensayado y control del amortiguador. También se puede usar un método basado en imágenes 
de fluorescencia como un enfoque alternativo para el análisis de ChIP. El MEF2C fusionado con GFP y la50
HDAC4 se transfectan en células HeLa o C2C12 para estudiar su interacción. Cuando se expresa sola, 
GFP-HDAC4 se localiza en el citoplasma de manera difusiva, mientras que GFP-MEF2 se localiza en el 
núcleo, también en un patrón difusivo. Cuando se coexpresan, HDAC4 y MEF2 forman cuerpos punteados 
dentro del núcleo. Aunque la naturaleza de estos cuerpos nucleares punteados es desconocida, su 
formación depende aparentemente de la interacción MEF2: HDAC4, ya que una HDAC4 mutante que 55
carece de un motivo funcional de unión al MEF2 no consigue dirigir MEF2 a los cuerpos nucleares. Por 
último, un análisis de todo el genoma de los genes objetivo de MEF2 por perfilación de mRNA 
(microdisposición) y la ubicación de unión (ChIP-on-chip) puede facilitar este método, mediante la selección 
de genes objetivo de MEF2 bien conocidos que muestran amplias respuestas a represión o activación 
dependiente de MEF2 en el estado de reposo o activado (por ejemplo, con señal de calcio activada). 60
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Utilizando este método se puede establecer si estos genes están potencialmente regulados por una HDAC 
de clase II u otros co-represores de MEF2 (por ejemplo, Cabin1) mediante la detección de la presencia 
promotora de una HDAC de clase IIa utilizando ChIP y mediante el seguimiento de los cambios de expresión 
tras el tratamiento con fármacos o después de la interferencia génica de siRNA de HDAC4, 5, 7 o 9 (los 
cambios de expresión debidos a siRNA son evaluados en primer lugar). En general, este método puede 5
utilizarse para evaluar un compuesto a nivel del genoma a través del análisis de la expresión génica 
utilizando microarrays y mediante la detección del genoma de la unión de la HDAC de clase IIa en presencia 
de diversas concentraciones del compuesto proporcionado.

Con el fin de facilitar la realización del ensayo, en el presente documento también se describe una 
plataforma de cribado de alto rendimiento, altamente sensible y específica para buscar moléculas pequeñas 10
que se unen a MEF2. Esta plataforma comprende líneas celulares transformadas de forma estable que 
contienen el plásmido marcador impulsado por GAL4 (GAL4Luc), MEF2D fusionado con el dominio de unión 
al ADN de GAL4 (GAL4-MEF2), el motivo de unión a MEF2 de HDAC4 fusionado con VP-16 (HDAC4-VP16) 
GAL4 fusionado con VP-16 (control positivo) y diversos compuestos como controles negativos y positivos. 
Un kit que consiste en las líneas celulares, plásmidos y compuestos de control indicados anteriormente 15
puede ser preparado para el cribado por parte de usuarios que busquen nuevas moléculas de unión a MEF2 
y para optimizar los compuestos de guía existentes. Al cambiar MEF2D a MEF2A, MEF2B y MEF2C, 
también se puede utilizar este método para buscar compuestos que se unen selectivamente a una isoforma 
de la familia MEF2. Dichos compuestos pueden utilizarse para estudiar la función y la implicación de 
miembros de la familia de MEF2 específicos en enfermedades y pueden emplearse en el desarrollo de 20
agentes de diagnóstico y en la identificación de agentes terapéuticos más específicos para enfermedades 
asociadas con MEF2.

En el presente documento también se describe un método para identificar un inhibidor / modulador de HDAC 
específico de subtipo dirigiendo sus complejos reguladores y funcionales. El método que se describe 
anteriormente incluye generalmente las etapas de: 25

(1) resolver la estructura o subestructura que contiene interfaces funcionalmente importantes; (2) 
aplicar el análisis de acoplamiento a las estructuras resueltas mediante acoplamiento 
computacional de moléculas de prueba seleccionadas a partir de inhibidores de HDAC existentes 
o nuevos potenciales; (3) desarrollar un ensayo para detectar compuestos que pueden perturbar 
las interacciones proteína - proteína entre el complejo HDAC de interés; (4) caracterizar el 30
compuesto identificado en el paso (3); (5) optimizar el compuesto computacionalmente; y (6) 
sintetizar el compuesto optimizado y validar el compuesto utilizando el ensayo del paso (3).

Para el paso 1, la estructura se puede resolver mediante sustitución molecular utilizando la estructura 
existente como modelo de búsqueda. Si es necesario, se pueden obtener las fases experimentales MAD o 
MIR. Para el paso 2, el acoplamiento se puede realizar utilizando paquetes estándar como AutoDock. El 35
paso 3 es tal como se ha descrito anteriormente y se basará principalmente en un ensayo de dos híbridos 
de mamífero. El resto de los pasos dependerá de la naturaleza de los compuestos utilizando métodos 
conocidos en la técnica.

En el presente documento también se describen compuestos útiles como agentes bloqueantes para 
bloquear la unión entre una HDAC y un factor de transcripción. La HDAC puede ser cualquier HDAC clásica 40
o un subconjunto de las mismas. El factor de transcripción puede ser cualquier factor de transcripción 
conocido por unirse a HDAC, incluyendo pero sin limitarse a MEF2, FOXP3 y GATA3.

Preferentemente, el factor de transcripción es MEF2.

Los compuestos pueden incluir moléculas orgánicas pequeñas y peptidomiméticos helicoidales.

Las moléculas pequeñas que se unen a MEF2 pueden identificarse utilizando el método proporcionado en 45
el presente documento, utilizando el sitio de unión a MEF2 descrito como guía. Las moléculas pequeñas 
proporcionadas tienen una fórmula estructural general derivada del sitio de unión identificado revelado a 
partir de la estructura cristalina de BML-210 unido a MEF2. Las moléculas pequeñas proporcionadas están 
diseñadas para unirse al pliegue estructural descrito y potencialmente se unirían a MEF2 con una alta 
afinidad y selectividad. Con el fin de identificar compuestos más potentes y selectivos utilizando este 50
enfoque, pueden utilizarse métodos conocidos en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a: diseño basado 
en la estructura asistido por ordenador combinado con cribado in silico, diseño de biblioteca combinatoria 
combinado con alto rendimiento de detección y descubrimiento de fármacos basados en fragmentos para 
la identificación de prototipos seguido de la optimización de prototipos.

En el presente documento se describen compuestos que se unen al sitio de unión a MEF2 con la fórmula 55
general:

Ra-L-Rb, en que: 
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Ra es un grupo de reconocimiento que se une a la región hidrofóbica del MEF2 seleccionado de 
un grupo que incluye alquilo inferior, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, alquiltio, 
ariltio, o RcRdNC(=0), RcRdN(SO2), en que: 

Rc y Rd se seleccionan independientemente entre un grupo constituido por hidrógeno, alquilo, 5
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino o heteroarilamino.

L es un enlazador que consta de una cadena de hasta 20 átomos de carbono, con la condición de que 
hasta tres átomos de carbono se puedan sustituir por un átomo de oxígeno, nitrógeno o azufre, y 
adicionalmente que puedan incluir sustituyentes seleccionados de un grupo que consiste en: 10

alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, benzo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, oxa, ceto, amido, 
sulfonamido o fluoro

Rb es un grupo de reconocimiento que se une a la región hidrófila del sitio de unión a MEF2 15
seleccionado de un grupo que incluye alquilo inferior, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, 
ariloxi, alquiltio, ariltio, o RcRdNC(=0)- RcRdN(SO2), en que 

Rc y Rd se seleccionan independientemente entre un grupo constituido por hidrógeno, alquilo, 
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino o 20
heteroarilamino.

En el presente documento se describen compuestos que tienen la estructura general Ar1-L1-L2-L3-Ar2 en 
que: 

25
Ar1 y Ar2 son anillos aromáticos seleccionados independientemente entre un grupo constituido por 
benceno, naftaleno, piridina, pirimidina, pirazina, quinolina, isoquinolina, pirrol, furano, tiofeno, 
imidazol, pirazol, oxazol, tiazol, isoxazol, indol, bencimidazol, benzotiazol, benzoxazol, siempre que el 
anillo aromático pueda contener hasta siete sustituyentes seleccionados de un grupo que consiste en: 
hidrógeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, amino, alquilamino, dialquilamino, 30
arilamino, heteroarilamino, hidroxi o halo. Los sustituyentes también pueden unirse para formar un 
anillo de hasta 12 átomos, 

L1 y L3 son grupos de enlace seleccionados independientemente de un grupo que consiste en amino, 
alquilamino, arilamino, oxa, ceto, NHC(= O), NR(C = O), S(= O) o -S (= O)2.35

L2 es un grupo de enlace seleccionado entre un grupo constituido por una cadena de hasta 10 átomos 
de carbono, con la condición de que hasta tres átomos de carbono pueden sustituirse por un átomo 
de oxıgeno, nitrógeno o azufre y, además, a condición de que estos átomos puedan contener 
sustituyentes seleccionados entre un grupo constituido por: 40

alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, benzo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, oxa, ceto, Amido, 
sulfonamido o fluoro

En el presente documento también se describen compuestos que tienen la fórmula general:45

en que 

L 1 y L 3 son grupos de enlace seleccionados independientemente de un grupo que consiste en 50
amino, alquilamino, arilamino, oxa, ceto, NHC(= O), NR(C = O), S(= O) o -S(= O)2.

L 2 es un grupo de enlace seleccionado entre un grupo constituido por una cadena de hasta 10 
átomos de carbono, con la condición de que hasta tres átomos de carbono pueden ser sustituidos 
por un átomo de oxıgeno, nitrógeno o azufre y, además, a condición de que estos átomos puedan 
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contener sustituyentes seleccionados entre un grupo constituido por: alquilo, alquenilo, alquinilo, 
arilo, heteroarilo, benzo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, oxa, ceto, amido, sulfonamido o fluoro

Los compuestos para su utilización de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se seleccionan a partir de 
la siguiente lista de compuestos (Figura 2).

5

Con el fin de facilitar aun más una comprensión completa de los diversos aspectos y ramificaciones de esta 
invención, se proporcionan los siguientes ejemplos ilustrativos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Estrategia para la identificación de inhibidores/moduladores de HDAC específicos de 10
subtipos

En el presente documento se describe una nueva estrategia para identificar compuestos de prototipos que 
pueden actuar como inhibidores/moduladores de HDAC específicos de subtipos. La estrategia consta de 
varios pasos iterativos: 

Paso 1: para un determinado complejo HDAC de interés, se resuelve la estructura o subestructura 15
de la HDAC unido a su proteína reguladora asociada o se obtiene su estructura o subestructura 
que contiene interfaces funcionalmente importantes. 

Paso 2: se utiliza la estructura para el análisis de acoplamiento de inhibidores de HDAC existentes 
o nuevos potenciales que pueden unirse a la interfaz proteína-proteína. El cribado virtual se guiará 
por datos funcionales como por ejemplo si el inhibidor de HDAC mostró efecto en procesos 20
celulares que implican el complejo de HDAC objetivo y si el inhibidor de HDAC parece actuar a 
través de mecanismos distintos de la inhibición del sitio activo. 

Paso 3: la estructura y la información bioquímica relacionada también se utilizan para guiar el 
desarrollo de ensayos que pueden utilizarse para cribar compuestos que pueden interrumpir la 
interfaz proteína-proteína deseada.25
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Paso 4: una vez que se encuentran dichos prototipos guías, sus complejos con la proteína objetivo 
se caracterizan utilizando el sistema de estudio estructural establecido en el Paso 1. 

Paso 5: la información estructural, en combinación con metodologías de química relevantes, se 
utiliza para guiar el diseño de análogos que pueden unirse a la proteína diana con mayor afinidad 
y especificidad. Los métodos utilizados son similares a los del Paso 2. 5

Paso 6: los análogos diseñados se sintetizan y analizan mediante ensayos establecidos en el Paso 
3. Finalmente, los compuestos optimizados se utilizan para estudios in vivo para probar si pueden 
imitar los efectos del compuesto original pero con mayor potencia y menos efectos secundarios/no 
específicos.

Utilizando el enfoque basado en el mecanismo anterior, los inventores han demostrado que un inhibidor de 10
HDAC previamente conocido, PAOA, identificado como un compuesto de guía que puede alterar 
específicamente la función de HDAC de Clase IIa actuando como un inhibidor de MEF2 (MEF2i). Además, 
se diseñaron, sintetizaron y evaluaron análogos estructurales representativos de PAOA con el método 
descrito en el presente documento, y se identificaron varios MEF2i más potentes (Figura 2), demostrando 
de este modo otros aspectos de este enfoque.15

Ejemplo 2. Usos de inhibidores de HDAC específicos de subtipos en aplicaciones terapéuticas

Las HDAC de Clase IIa juegan un papel crucial en la supervivencia neuronal/formación de sinapsis, 
selección/activación de células T y remodelación muscular. La desregulación de estas actividades está 
implicada en una serie de enfermedades, incluyendo neurodegeneración, inflamación e hipertrofia cardíaca. 
Algunos HDACi desarrollados para la terapia del cáncer mostraron efectos beneficiosos contra estos 20
trastornos. Aunque la naturaleza no específica de estos inhibidores de HDAC evitan su aplicación clínica 
en estas enfermedades, estas observaciones plantean una cuestión intrigante sobre si los efectos 
terapéuticos observados estaban relacionados con HDAC de Clase IIa y si la interrupción selectiva de la 
función HDAC de Clase IIa podría ser una estrategia viable para el tratamiento de estas enfermedades. 
Para abordar estas preguntas, se necesitan pequeñas moléculas que puedan perturbar específicamente la 25
función de HDAC de clase IIa.

Basándose en las funciones celulares conocidas de MEF2 y de HDAC de Clase IIa, así como en los efectos 
de algunos inhibidores de HDAC en sistemas musculares, inmunes y neuronales, se propone que podrían 
utilizarse métodos y compuestos de esta invención para tratar hipertrofia cardiaca, remodelación de tipo 
fibra muscular y otras enfermedades relacionadas con el músculo resultantes de una función de MEF2 30
desequilibrada; enfermedades autoinmunes o deficiencia inmunitaria que resultan de una excesiva o escasa 
expresión de genes dependientes de MEF2, y rechazo de trasplante; una variedad de enfermedades 
neurodegenerativas (por ejemplo, la ataxia de Friedrich, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de 
Huntington, etc.), el autismo, trastornos psiquiátricos y el deterioro del aprendizaje y la memoria que resultan 
de la función desregulada del MEF2.35

Las moléculas de unión a MEF2 desarrolladas para tratar diversas enfermedades humanas mencionadas 
anteriormente podrían administrarse por inyección oral, intramuscular, intraperitoneal, subcutánea e 
intravenosa. Otros métodos de suministro son también posibles, y el protocolo exacto dependerá de las 
condiciones que se están tratando. La dosis también podría variar de acuerdo con las aplicaciones clínicas 
específicas. Sin embargo, los ensayos estándar en los que el compuesto muestra efecto in vitro es de 40
aproximadamente 0.1-10 μM in vitro y 1-10 mg por Kg de masa corporal en estudios en modelos animales.

Los compuestos preferentes proporcionados bajo esta invención que se muestran en la Figura 2 mostraron 
un amplio espectro de afinidad en la unión a MEF2 in vitro e in vivo, y podrían servir como compuestos de 
guía para desarrollar terapias basadas en MEF2 en músculos, sistema inmunológico y nervioso como se 
ha mencionado anteriormente. De hecho, los compuestos mostraron efecto en la promoción de funciones 45
de células T reguladoras in vitro y en modelo de ratón y, por lo tanto, son potenciales prototipos de fármacos 
para enfermedades autoinmunes y prevención del rechazo de trasplantes. Por ejemplo, la molécula de 
unión a MEF2 NKL30 a 0.15\µM aumentó considerablemente la función de las células T reguladoras tal 
como resulta evidente a partir de la actividad de supresión mejorada in vivo. En un modelo de ratón de 
ensayo de proliferación homeostática, el compuesto a 1 mg/Kg de masa corporal administrado por inyección 50
intravenosa también aumentó en gran medida la función Treg in vivo. Estos datos sugieren con firmeza que 
las moléculas de unión a MEF2 podrían utilizarse para tratar enfermedades autoinmunes y para prevenir el 
rechazo de trasplantes.

Ejemplo 3. Objetivación de HDAC de Clase IIa para la modulación funcional

En comparación con otras HDAC, la familia de la clase IIa es única en diversos aspectos de la función y la 55
regulación. En primer lugar, las HDAC de clase IIa se expresan selectivamente en el músculo, el cerebro y 
las células T, en consonancia con sus funciones en estos tejidos. En segundo lugar, la actividad de las 
HDAC de Clase IIa está estrechamente regulada por la señal de calcio, un segundo mensajero 
predominante en tejidos en los que se expresan en las HDAC de clase IIa. En tercer lugar, las HDAC de 
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Clase II contienen un gran N-terminal de dominio regulador para el dominio catalítico, que confiere 
propiedades únicas a esta subclase de HDAC. La región reguladora N-terminal contiene dominios y motivos 
que interaccionan con una variedad de proteínas, incluyendo aquellas que regulan la respuesta de calcio 
de HDAC de clase II, como por ejemplo CaM, CaMK y 14-3-3, y aquellas que dirigen HDAC de Clase II a 
promotores específicos como por ejemplo MEF2 y BCL-6, y otros reguladores epigenéticos y efectores 5
como por ejemplo HDAC de clase I, CtBP y HP-1 que funcionan cooperativamente con HDAC de Clase IIa. 
Las estructuras de una serie de estos complejos se investigan como objetivos potenciales para la 
interrupción específica.

Entre los muchos complejos implicados en la regulación y función de las HDAC de Clase IIa, el mejor 
caracterizado es el complejo MEF2 en términos de bioquímica y estructura. MEF2 es una familia de factores 10
de transcripción específicos de secuencia (MEF2A-D) que tiene el mismo patrón de expresión que las HDAC 
de Clase IIa y también está implicado en neurodegeneración, inflamación y enfermedades cardíacas. La 
familia de factores de transcripción MEF2 comparten una región N-terminal altamente conservada, 
denominada dominio MADS-box/MEF2S, que interviene en la unión al ADN, la dimerización y las 
interacciones proteína-proteína con una variedad de factores de transcripción y co-reguladores. Las HDAC 15
de Clase IIa no se unen al ADN sino que dependen de la interacción con MEF2 para dirigirse a regiones de 
cromatina específicas para desacetilación. El bloqueo de esta interacción se selecciona como una forma 
potencial de interrumpir la función de las HDAC de Clase IIa.

La interacción entre las HDAC de Clase IIa y MEF2 ha sido objeto de extensos análisis funcionales y 
bioquímicos, que revelan que un motivo de secuencia corto (motivo de unión a MEF2) conservado en las 20
HDAC de Clase IIa y el dominio MADS-box/MEF2S de MEF2 son necesarios y suficientes para su unión. 
Se realizaron estudios estructurales y biofísicos sistemáticos sobre la interacción entre MEF2 y HDAC de 
Clase IIa y una represión de transcripción relacionada (Cabin1) que contiene un motivo de unión a MEF2 
similar. Las estructuras cristalinas revelan que el motivo de unión a MEF2 adopta una estructura de hélice 
anfipática corta para unir un surco hidrofóbico en el dominio MADS-box/MEF2 de MEF2. Dicho 25
ligando/receptor como el mecanismo de unión sugiere que podría ser posible utilizar pequeñas moléculas 
para bloquear el reclutamiento de las HDAC de Clase IIa a promotores de MEF2 específicos (referencias
Han Nature y 2005).

Ejemplo 4. Desarrollo de un Ensayo de Inhibición de una HDAC Específica de Subclase

Inicialmente se utilizaron una serie de ensayos de marcadores de luciferasa dependientes de MEF2 con 30
MEF2D, HDAC4 transitoriamente transfectados y el co-activador p300 para escrutar diversos compuestos. 
Sin embargo, estos ensayos dieron una señal débil y una alta frecuencia de falsos positivos, probablemente 
debido a los complejos mecanismos de activación de la transcripción de MEF2 y a la interferencia de 
factores endógenos. A través de estas observaciones, se descubrió que resulta esencial un ensayo 
altamente sensible y específico que puede recapitular la interacción molecular entre HDAC4 y MEF2 dentro 35
de las células. Para resolver este problema, los inventores idearon un sistema de dos híbridos de mamífero 
que es capaz de detectar la interacción entre HDAC4 y MEF2D con una mínima interferencia de factores 
endógenos (Figura 3).

En este sistema de ensayo, MEF2D se fusiona con el dominio de unión al ADN de GAL4 (GAL4-MEF2D) y 
el motivo de unión a MEF2 de HDAC4 (aa 155-220) se fusiona con VP-16 (HDAC4-VP16). El análisis 40
preliminar mostró que las células Hela transfectadas transitoriamente con ambas construcciones y el 
plásmido informador GAL4-impulsado (GAL4Luc) produjeron una señal fuerte comparable a la generada 
por el control positivo de GAL4-VP16, mientras que un mutante MEF2D Leu67Asp (L67D) que 
anteriormente se había mostrado como defectuoso en la unión a HDAC4 no pudo activar al marcador (no 
se muestran los datos). Los niveles de expresión de proteínas en todos los ensayos de indicador de 45
luciferasa se confirmaron mediante transferencia Western.

Aprovechando las ideas estructurales, además del mutante MEF2D L67D mencionado anteriormente, se 
introdujeron un número de mutaciones en HDAC4 que anteriormente se había demostrado que interrumpían 
la interacción HDAC4:MEF2 in vitro. Estas mutaciones también disminuyeron la señal de luciferasa en el 
ensayo basado en células (Figura 3b). Lo más interesante es que la mutación de Val180Lys en HDCA4, 50
que debilitó la unión de MEF2 en un ~60% in vitro (Kd de unión a MEF2 por el tipo salvaje y el mutante 
HDAC4 son 0,47 μM y 0,81 μM, respectivamente), redujo parcialmente la señal de luciferasa en el ensayo 
basado en células (Figura 3b). Estas observaciones demuestran que la señal del ensayo de dos híbridos 
de mamíferos se correlaciona muy bien con la interacción molecular entre HDAC4 y MEF2. Estos resultados 
no sólo proporcionan un soporte adicional para el modelo estructural de la interacción HDAC4:MEF2 sino 55
que también establecen un método sensible y específico para detectar la interacción HDAC4: MEF2 dentro 
de las células.

Ejemplo 5. Identificación de inhibidores selectivos de la interacción MEF2/HDAC

Para reducir la complejidad del cribado, se utilizó la gran cantidad de datos funcionales sobre los inhibidores 
de HDAC existentes. Aunque la mayoría de estos inhibidores se dirigen al dominio catalítico, algunos de 60
los compuestos descubiertos a través de los ensayos de acetilación de histonas basados en células pueden 
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afectar otros aspectos de la función de HDAC, incluyendo la unión de HDAC de Clase IIa a MEF2. Teniendo 
en cuenta este hecho, hemos realizado el cribado virtual (acoplamiento 3D) sobre una base de datos de 
moléculas pequeñas utilizando un modelo farmacóforo derivado de la estructura cristalina del complejo 
HDAC9:MEF2. Aunque esta búsqueda no produjo un nuevo objetivo, mostró que la bolsa hidrófoba de 
MEF2 prefiere compuestos con dos anillos aromáticos conectados por un enlazador de cierta longitud. Este 5
resultado es consistente con el análisis cristalográfico que muestra que el dímero MEF2 contiene dos sitios 
relacionados con la simetría que pueden unirse a una fenilalanina de HDAC9 (ref. Han et Nature y JMB). 
Por lo tanto, se buscó por inhibidores de HDAC conocidos que llevan dichas características estructurales y 
se probó su efecto en la interacción HDAC4:MEF2 utilizando el ensayo de dos híbridos de mamífero.

El cribado de un grupo de inhibidores de HDAC seleccionados utilizando el ensayo de dos híbridos de 10
mamífero reveló que PAOA (Figura 2), un compuesto previamente estudiado, inhibía la señal informadora 
de una manera dependiente de la dosis (Figura 4). PAOA no afectó a la expresión de HDAC4-VP16 pero 
redujo la señal de marcador impulsado por GAL4-VP16 por 5,6 veces a 10 μM (no se muestran los datos), 
lo que indica la inhibición no específica por este compuesto sobre la expresión de la actividad de luciferasa 
en nuestras condiciones experimentales. Sin embargo, la misma concentración de PAOA disminuyó la señal 15
de marcador impulsado por GAL4-MEF2D y HDAC4-VP16 aproximadamente 26 veces, lo que sugiere que 
la PAOA tiene un efecto específico sobre la disrupción de la interacción HDAC4:MEF2 más allá de su efecto 
inhibidor general. Por el contrario, la tricostatina A (TSA), un potente inhibidor de HDAC que se dirige al 
sitio activo de zinc, mostró un efecto inhibidor similar sobre las señales informadoras impulsadas por GAL4-
VP16 y GAL4-MEF2D/HDAC4-VP16 (no se muestran los datos). Estos resultados sugieren que PAOA pero 20
no TSA puede interrumpir la interacción entre HDAC4 y MEF2D.

La IC50 de PAOA en la interacción HDAC4: MEF2 es de aproximadamente 5 μM basándose en el ensayo 
de dos híbridos de mamífero, similar al determinado mediante el ensayo de inhibición de la acetilación de 
histonas. El Kd para la unión de HDAC4 a MEF2 se determinó previamente que era de 0.47 μM. Si 
asumimos que la concentración de equilibrio de HDAC4 es de 0.5 μM bajo nuestras condiciones de ensayo, 25
se estima que el Kd para la unión de PAOA a MEF2 es de 5 μM. Sin embargo, el Kd estimado podría ser 
mayor si la concentración de HDAC4 libre es menor en el ensayo basado en células.

También se evaluó si PAOA se unía a MEF2 competitivamente con HDAC4 in vitro utilizando la resonancia 
de Plasmon de superficie (SPR) en Biacore T-100. En este caso se inmovilizó HDAC4 (aa 155-220) en un 
chip de sensor CM5 y se utilizó MEF2A purificado (1-95) como analito. La unión de MEF2A a HDAC4 a 30
diversas concentraciones generó una serie de sensorgramas bien definidos (no se muestran los datos). El 
MEF2A incubado con concentraciones crecientes de PAOA mostró una disminución dependiente de la dosis 
de unión a la HDAC4 inmovilizada (Figura 5). El análisis de los datos de Biacore indica que la reacción de 
unión competitiva es compleja, mientras que la unión directa de BML-210 a MEF2 estaba más allá del límite 
de detección del instrumento. Estas limitaciones técnicas dificultaron la obtención de una constante de unión 35
cuantitativa. Sin embargo, los datos preliminares sugieren que BML-210 de hecho se une a MEF2 
competitivamente con HDAC4 in vitro.

La PAOA se descubrió originalmente como parte de un grupo de compuestos que inducen selectivamente 
la acetilación de histona pero no de tubulina, presumiblemente a través de la inhibición de HDAC distintas 
de HDAC6, una HDAC específica de tubulina. PAOA se une a MEF2 competitivamente con HDAC4 in vitro. 40
Las inserciones a la derecha ilustran el ensayo por Biacore. HDAC4: hélice roja; MEF2: Cruz verde. 
Desacetilasa. Aunque no se conoce la base molecular de esta selectividad, cabe destacar que HDAC6, que 
pertenece a la subfamilia de la clase IIb, no tiene el motivo de unión a MEF2 conservado en la clase IIa y 
parece requerir MEF2 para la función. Recientemente se ha demostrado que PAOA y sus derivados mejoran 
la expresión de frataxina en la ataxia de Friedreich. Aunque el mecanismo parece implicar la acetilación 45
histona inducida, inhibidores de HDAC más potentes pero menos específicos como TSA y SAHA no 
mostraron ningún efecto sobre la expresión de frataxina a pesar de ser capaces de inducir un nivel más alto 
de acetilación de histonas totales en células que PAOA. Estas observaciones sugieren que PAOA y sus 
derivados poseen una función única para inhibir un complejo de HDAC o HDAC específico implicado en el 
silenciamiento de frataxin. Además, la base molecular para la acción de PAOA puede aclararse 50
adicionalmente con la estructura cristalina de BML-210 unida a MEF2. Además de definir el sitio de unión a 
MEF2 de molécula pequeña tal como se describe en el presente documento, esta estructura también revela 
por primera vez un sitio de unión probable para el resto de orto-aminoanilida presente en BML-210, así 
como PAOA y en otros inhibidores de HDAC que contienen benzamida. En particular, este sitio de unión es 
diferente del sitio activo de la enzima HDAC tal como se ha postulado anteriormente para esta clase de 55
inhibidores de HDAC.

Ejemplo 5. Preparación de complejos de BML-210 unido a MEF2 sobre ADN y los cristales del 
complejo BML-210: MEF2:ADN y los detalles atómicos de la estructura del complejo

Con el fin de caracterizar la interacción detallada de BML-210 unido a MEF2 y utilizar la información 
estructural para guiar el diseño de moléculas de unión de MEF2 más potentes, se determinó la estructura 60
cristalina del BML-210 unido a MEF2 en el ADN. El gen que codifica MEF2A1-78 se creó mediante 
amplificación de PCR por medio de MEF2AFL y clonación en el vector de expresión pET30b. La proteína 
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se expresó en cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS, 25 ºC, durante la noche y se purificó por etapas 
cromatográficas sucesivas sobre Sp-Sefarosa, y filtración en gel a 4 ºC en NaCl 250 mM, Hepes 10 mM 
(pH 7.6), EDTA 1 mM, DTT 1 mM para dar un rendimiento final de 0.6 mg/l. Los oligonucleótidos (Santelli y 
Richmond, 2000) se adquirieron a partir de tecnologías de DNA IDT, se purificaron utilizando columna 
MonoQ FPLC seguido de diálisis, liofilización y hibridación utilizando un termociclador.5

Se añadió 1/10º de volumen de muestra de proteína de BML 210 10 mM a las muestras de proteína a 0.5 
mg/ml y se concentró hasta aproximadamente 17 mg/ml (0.9 mM) y el dúplex de ADN se añadió a una 
proporción de 1:1 antes de colocar bandejas (concentración final de DMSO al 10%). Los cristales de tipo 
placa se obtuvieron suspendiendo las condiciones de difusión de vapor de gota a 18 ºC usando PEG4000 10
al 24%, NaCl 140 mM, MgCl2 5 mM, CaCl2 10 mM, NaN3 0.004%, glicerol al 3.3%, TrisHCl 50 mM (pH 5,8-
pH 8,18). Se obtuvieron cristales con una densidad de fármaco a pH 8.18. El cristal difractó a una resolución 
de 2,4 Å y pertenece al grupo espacial P1 (a=41.567 Å, b=61.622 Åc=61.478 Å α=114.12 ° β=89.99° γ = 
89.95°. La estructura se resuelve mediante la sustitución molecular usando 1TQE.pdb como modelo de 
búsqueda (ref. Richmond 2000). El modelo final tiene un Rfree del 26% y un Rw del 23%. Se adjuntan las 15
coordenadas (11.1-001_nr_nh_bml.pdb).

Ejemplo 6. Optimización de prototipos utilizando diseño estructurado y metodologías químicas

La mayoría de los inhibidores de HDAC descubiertos por cribado funcional tienen una potencia modesta 
con IC50 en el espectro micromolar o incluso milimolar. La optimización de guía se realiza habitualamente 
mediante modificaciones sistemáticas de los estudios de la estructura química y de las relaciones 20
estructura-actividad (SAR). Sin embargo, sin conocer el objetivo y las interacciones vinculantes detalladas 
entre el compuesto y su objetivo, dicho enfoque empírico suele ser intensivo en mano de obra y de una 
eficacia limitada. Este es de hecho el caso de PAOA en que se sintetizó una serie de análogos para buscar 
compuestos más potentes que se pueden usar para tratar la ataxia de Friedreich. Aunque algunos análogos 
de PAOA mostraron mayor actividad que el compuesto original, el efecto fue muy modesto y el mecanismo 25
de mejora no fue claro.

Sorprendentemente, la capacidad por la cual estos derivados de PAOA activan la expresión de frataxina no 
se correlaciona con su actividad de inhibición de HDAC. Por ejemplo, algunos de los derivados eran muy 
débiles en el ensayo de inhibición de desacetilación de histonas y, sin embargo, muy activos en la inducción 
de frataxina. Los hallazgos preliminares de que PAOA se une a MEF2 y bloquean el reclutamiento de HDAC 30
de clase IIa proporcionan un potencial mecanismo molecular para estos intrigantes resultados. Las HDAC 
de Clase IIa pueden reprimir la transcripción independiente de la actividad de la deacetilasa. Por ejemplo, 
una variante de empalme natural de HDAC9 que carece de todo el dominio catalítico de terminal C, también 
conocido como MITR, es un potente represor de transcripción de la expresión génica dependiente de MEF2, 
presumiblemente reclutando otros efectores epigenéticos tales como HP1 y CtBP. En este sentido, los 35
inhibidores de moléculas pequeñas que se dirigen al dominio catalítico de HDAC de Clase IIa no pueden 
eliminar el potencial silenciador epigenético completo de estas proteínas, lo que puede explicar la ineficacia 
de TSA y SAHA en reactivar la expresión de frataxina. PAOA, por otro lado, puede bloquear el reclutamiento 
de actividad de HDAC y otros represores de transcripción conjuntamente. Aunque el MEF2 también está 
implicado en la activación génica mediante el reclutamiento de activadores de transcripción como por 40
ejemplo CBP/p300, los datos actuales sugieren que el efecto principal de PAOA en la expresión de genes 
dependientes de MEF2 está aliviando el efecto silenciador de HDAC de Clase IIa y otros represores de 
transcripción.

Basándose en el análisis anterior y en la estructura descrita de BML-210:MEF2:DNA, y empleando 
soluciones de acoplamiento de PAOA a MEF2A, se muestra que esta molécula de fármaco puede encajar 45
preferentemente en la densidad de electrones observada experimentalmente, demostrando la eficacia 
relativa del protocolo ICM-Docking (Molsoft LLC) para el diseño de nuevos compuestos similares a PAOA 
para la unión a MEF2. Este enfoque de acoplamiento puede usarse para diseñar y analizar nuevos análogos 
de PAOA con afinidad y selectividad potencialmente mayores. Algunas de las características de la 
estructura se describen brevemente a continuación para ilustrar los principios que se utilizarán en el diseño 50
de nuevas moléculas que pueden unirse a MEF2 con mayor afinidad.

BML-210 adopta una conformación extendida para unirse a la bolsa hidrófoba de MEF2 (Fig. 1). Este es 
también el sitio de unión para el motivo de unión a MEF2 conservado en HDAC de Clase IIa y Cabin1. Dado 
que un extremo de la densidad electrónica se asemeja a un anillo aromático simple y está rodeado por una 
serie de residuos hidrofóbicos que incluyen Leu66, Leu67, Thr70, Leu66', Leu67' y Thr70 '(el signo prima 55
denota residuos del otro monómero), hemos asignado esta densidad al grupo fenilo. El grupo carbonilo en 
este extremo está también en posición de acoplarse en interacciones de enlace de hidrógeno con Thr70' 
(Fig. 1).

El diseño basado en la estructura de pequeñas moléculas nuevas y optimizadas que unen MEF2 se puede 
lograr utilizando varias estructuras conocidas de MEF2. Ahora hemos resuelto las estructuras cristalinas de 60
tres complejos de MEF2. Dos de ellas contienen un péptido derivado del motivo de unión a MEF2 de Cabin1 
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y HDAC9, respectivamente (Guo et al., 2007, Han y col., 2005, Han et al., 2003), mientras que el tercero es 
el complejo BML-210 descrito en el presente documento, que es la primera estructura que muestra cómo 
una molécula pequeña puede unirse a MEF2. En los tres complejos, el ligando de molécula pequeña, ya 
sea un péptido natural o una molécula sintética, se une a la ranura profunda de la superficie del dímero de 
MEF2 (Fig. 1). Nuestros estudios anteriores demuestran que Cabin1 y HDAC9 se unen a MEF2 a través 5
de interacciones proteína-proteína tanto similares como distintas (Fig. 1). Curiosamente, BML-210 parece 
imitar algunos aspectos de los ligandos naturales en la unión a MEF2. Por ejemplo, la unión del anillo de 
fenilo de PAOA a la bolsa hidrofóbica central formada por Leu66, Leu67, Thr70, Leu66', Leu67' y Thr70’ es 
una reminiscencia de la de Leu147 en HDAC9 (Fig. 1). A través de análisis detallados de las tres 
estructuras, se ha identificado una variedad de características estructurales en el surco de MEF2 que puede 10
ser explorado para la unión de pequeñas moléculas, incluyendo una serie de bolsas hidrófobas discretas, 
dadores y aceptores de enlaces de hidrógeno, y varios residuos cargados. En el presente documento 
también se describe que esta información estructural se puede utilizar para diseñar y optimizar nuevas 
series de moléculas pequeñas que pueden unirse selectivamente a MEF2.

Ejemplo 7. Diseño Estructurado-Guiado de Pequeños Inhibidores Moléculares de la Interacción 15
MEF2/HDAC

Utilizando las estructuras cristalinas como guía, se diseñó un gran número de análogos de PAOA que 
pueden proporcionar la base para identificar nuevas moléculas pequeñas activas con MEF2. El primer grupo 
de análogos fue diseñado para explorar dos elementos generales de la estructura de PAOA. El primero es 
la longitud y la rigidez del enlazador. En segundo lugar están los grupos funcionales y sus posiciones sobre 20
las dos unidades de unión aromática. La densidad electrónica del enlazador indica que adopta múltiples 
conformaciones, lo que sugiere una unión no óptima entre PAOA y MEF2 en esta región. En HDAC9, por 
otra parte, la cadena lateral alifática de Lys144 y Val143 llenan la ranura de MEF2 óptimamente para 
establecer un contacto extenso de Van der Waals y un enlace de hidrógeno. Los grupos funcionales 
introducidos en el enlazador PAOA para imitar/mejorar estas interacciones naturales pueden aumentar la 25
afinidad de unión. Los compuestos diseñados se sometieron a un análisis de acoplamiento mencionado 
anteriormente para filtrar los enérgicamente desfavorables. Las moléculas restantes se sintetizaron usando 
técnicas estándar y se sometieron a análisis in vitro e in vivo tal como se ha descrito anteriormente.

Se sintetizó una primera serie de inhibidores potenciales (Fig. 2), y ya se encontró que diferentes 
compuestos mostraron una actividad significativamente diferente en su capacidad para inhibir la señal 30
marcadora en el ensayo de dos híbridos de mamífero. Lo más interesante es que uno de ellos, el compuesto 
4, mostró una actividad similar a PAOA pero sin efecto sobre la señal de control impulsada por GAL-VP-16, 
lo que sugiere que este nuevo derivado es más específico que PAOA. La fracción de orto-aminoanilida en 
PAOA se ha postulado previamente que es un grupo quelante de zinc que puede unirse al sitio activo de 
HDAC de Clase I y de Clase II, pero aún no se ha obtenido evidencia directa de este modo de acción. En 35
el compuesto 4, este grupo quelante de zinc se elimina moviendo el grupo amino a la posición meta. Sin 
embargo, este derivado es tan activo como PAOA con menos efecto inespecífico, lo que sugiere que el 
efecto observado de PAOA dentro de las células, bajo nuestra condición de ensayo, se debe principalmente 
a su capacidad para interrumpir la interacción MEF2:HDAC4 más que inhibir la actividad catalítica.

Ejemplo 8. Síntesis del Compuesto 1040

Los compuestos proporcionados se pueden preparar por adaptación de métodos conocidos en la técnica. 
Por ejemplo, la síntesis del compuesto 10:

Se preparó mediante los siguientes pasos: 45

Paso 1: Se añadieron ácido pimélico (1 equiv.) Y 3-bromoanilina (1 equiv.) a un matraz y se agitó a 130 ºC 
durante la noche. La mezcla de reacción se diluyó en EtOAc y se extrajo con hidróxido de potasio al 10%. 
La capa acuosa se acidificó a pH~2 con conc. HCl y se extrajo con acetato de etilo. La capa orgánica se 
redujo a vacío y se recristalizó con acetonitrilo/agua. 

Paso 2. A una solución de fenilendiamina en diclorometano se añadió (Boc)2O (1 equiv.) a ta y la mezcla 50
se agitó durante la noche. La reacción se concentró a vacío, se diluyó con acetato de etilo y se extrajo tres 
veces con agua y salmuera. La capa orgánica se redujo bajo vacío y se recristalizó en cloroformo/hexanos. 
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Paso 3. Se disolvió el producto del Paso 1 (100 mg) en DMSO (3 ml) y a esta solución se le añadió base 
de Hunig (1 equiv.), HBTU (1 equiv.), y el producto de fenilendiamina monoprotegido del Paso 2. La solución 
resultante se agitó durante la noche a ta. La solución se diluyó con acetato de etilo y se extrajo tres veces 
con salmuera. La capa orgánica se redujo en vacío y se purificó por cromatografía en columna (gradiente 
hexanos/acetato de etilo). El producto aislado se disolvió en diclorometano, se enfrió a 0 ºC y se trató con 5
ácido trifluoroacético (1 ml). La solución se dejó calentar a ta y se agitó durante la noche. La reacción se 
neutralizó con bicarbonato sódico y se concentró en vacío. El sólido resultante se disolvió en acetato de 
etilo y se extrajo con una solución saturada de cloruro de sodio. La capa orgánica se secó con sulfato de 
magnesio, se filtró, se concentró a vacío y se purificó por cromatografía en columna (gradiente de 
hexanos/acetato de etilo y diclorometano/metanol). La evaporación de los disolventes a vacío proporcionó 10
el producto puro 10, cuya estructura y pureza se verificó por espectroscopia de RMN.
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Tabla 1

ARCHIVOS Y ETIQUETAS INTRODUCIDOS

Desviaciones máximas :

Factores R, valores objetivo de rayos X y norma de gradiente de objetivo de rayos X

Estadísticas al principio de todo, cuando todavía no se ha hecho nada
Corrección de solvente a granel y / o escalado (anisotrópico)
Refinamiento de las coordenadas
Refinamiento de hibridación simulada de x, y, z
Refinamiento de factor B de grupo

El dígito inicial, como 1_, significa número de macro-ciclo

RESUMEN DE REFINAMIENTO : CIFRAS PRINCIPALES

ESTADÍSTICAS DE REFINAMIENTO : PASO A PASO

Reflexiones:
Nombre de archivo           
Etiquetas
Etiquetas R-libre
Nombre de archivo
Etiquetas
Valor etiqueta prueba
Nombre(s) de archivo de modelo

Fecha 2009-01-07   Hora 10:43:15 PST-0800 (1231353795.26 s)
Refinamiento PHENIX

Paso

Paso

Paso

Paso

Paso                 r-trabajo   r-libre        rayos x_ objetivo_w       rayos x objetivo_t

Inicio: r_trabajo = 0. 2261 r_ libre = 0.2662 uniones = 0. 010 ángulos = 1. 585
Final: r_trabajo = 0. 2300 r_ libre = 0.2625 uniones = 0. 004 ángulos = 0. 999
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Desviación del modelo refinado 
respecto al modelo inicial       

máx            min            med

CONTENIDO DE MODELO 
ELEMENTO                  CONTEO DE REGISTRO DE ÁTOMOS          SUMA DE OCUPACIÓN

SI ESTE ARCHIVO ES PARA DEPOSICIÓN DE PDB: ELIMINAR TODO DESDE ESTA LÍNEA HACIA ARRIBA

REFINAMIENTO.
AUTORES DEL 

PROGRAMA

OBJETIVO DE REFINAMIENTO : ML

DATOS UTILIZADOS EN EL REFINAMIENTO
  INTERVALO DE RESOLUCIÓN ALTO (ANGSTROMS) 
  INTERVALO DE RESOLUCIÓN BAJO (ANGSTROMS)
  MIN (FOBS / SIGMA_FOBS)
  INTEGRIDAD DEL INTERVALO                              (%)
  NÚMERO DE REFLEXIONES

DATOS DE ADAPTACIÓN UTILIZADOS EN EL REFIN.
  VALOR R      (CONJUNTO DE TRABAJO  + PRUEBA)
  VALOR R                          (CONJUNTO DE TRABAJO)
  VALOR R LIBRE
  VALOR R LIBRE TAMAÑO CONJUNTO PRUEBA (%)

Paso

Paso
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FACTORES DE ESCALA GLOBALES

ESTIMACIONES DE ERROR.
  ERROR DE COORDINACIÓN (BASADO EN MÁXIMO - PROBABILIDAD)
  ERROR DE FASE (GRADOS, BASADO EN MÁXIMO – PROBABILIDAD)

FÓRMULA DE FACTOR R

ELEMENTOS DE MATRIZ DE ESCALA ANISOTRÓPICA (EN BASE CARTESIANA)

FACTOR DE ESTRUCTURA DE MODELO TOTAL 

PARÁMETROS DE DESPLAZAMIENTO ATÓMICO

ESCALA = SUMA

ALGORITMO DE CÁLCULO DE FACTORES DE ESTRUCTURA : 
FFT
DESVIACIONES DE LOS VALORES IDEALES

RMS (B_ISO O UNIDOS DE FORMA EQUIVALENTE
       ÁTOMOS                     NÚMERO DE ÁTOMOS

UNIÓN
ÁNGULO
QUIRALIDAD
PLANARIDAD
DIHEDRAL
DISTANCIA MÍNIMA NO UNIDA

MODELIZACIÓN DE  DISOLVENTE A GRANEL
  MÉTODO UTILIZADO                   :    MODELO DE DISOLVENTE A GRANEL SIMPLE

CONTEO DE CONJUNTO DE PRUEBA VALOR R LIBRE         : 1026

ADAPTACIÓN A DATOS UTILIZADOS EN REFINAMIENTO (EN RECIPIENTES)

RECIP.   INTERVALO DE RESOLUCIÓN      COMPL.       NTRABAJO   NLIBRE      RTRABAJO   RLIBRE

RADIO DE DISOLVENTE
RADIO DE ENCOGIMIENTO
FACTOR DE FASE DE 
RETÍCULA
K_SOL
B_SOL

F_CALC_ATOMS = FACTORES DE ESTRUCTURA DE MODELO DE ÁTOMO

A = matriz de ortogonalización, H = ÍNDICE DE MILLER
(t) TRANSPONER,     (-1) = INVERTIR
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DISOLVENTE
NO DISOLVENTE
HIDRÓGENOS
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Reivindicaciones

1. Un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:

5
para su utilización en un método para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre un 
grupo que consiste en hipertrofia cardíaca, enfermedades del corazón, rechazo a transplante, 
enfermedades autoinmunes, deficiencia inmunitaria, autismo e inflamación, en que dicho método 
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente efectiva de dicho compuesto a un 
paciente.10

2. El compuesto para su utilización de acuerdo con la reivindicación 1, en que dicha cantidad 
farmacéuticamente efectiva es de 1 a 10 mg por cada Kg de masa corporal.

3. El compuesto para su utilización de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en que dicho compuesto 15
se administra por vía oral.

4. El compuesto para su utilización de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en que dicho compuesto 
se administra por medio de una inyección intramuscular, intraperitoneal, subcutánea o intravenosa.

20
5. Compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:
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y

  
para su utilización como un medicamento.
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Figura 1 a - b
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Figura 1 c
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Figura 1 d

Identificación de un sitio de unión de moléculas pequeñas en MEF2 (a) la estructura de Cabin1 (hélice roja) 
unida a MEF2 en ADN; (b) vista superior de (a) que muestra la superficie de unión compuesta de S1, S2, 

S2 y hélice H2 de cada monómero de MEF2: (c) Un modo de unión deducido de ligando general (péptido o 
molécula pequeña que une la bolsa en MEF2. (d) BML-210 unido a MEF2 La densidad electrónica es un 

mapa que omite SA y que encaja con la forma de BML-210. Izquierda: modelo de lazo; izquierda: modelo. 
de superficie. 
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Figura 2
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Figura 3 a

Un ensayo sensitivo altamente específico para moléculas de unión de MEF2 (a) la configuración esquemática 
del ensayo (b) la prueba del ensayo que utiliza mutaciones guiadas por la estructura. Los resultados muestran 
que la mutación en la interfaz MEF:HDAC  interrumpe la señal de marcador mientras que las mutaciones fuera 

de la interfaz no muestran ningún efecto
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Figura 3 b
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Figura 4

BML-210 inhibe el ensayo de marcador MEF2: HDAC en una forma que depende de la dosis
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Figura 5 a

Sensorgrama ajustado
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Figura 5 b

BML-210 compite con HDAC4 para unir MEF2

(a) Estudios Biacore que muestran que BML-210 inhibe la unión de MEF2 a HDAC4 in vitro; (b) 
Izquierda: BML-210 y HDAC9 unen la misma zona de superfície de la proteína, derecha: el 
anillo aromático de BML-210 y Leu de HDAC9 unen una bolsa hidrofóbica central en MEF2.
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