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Descripcion
Moduladores de Moléculas Pequefias de Regulacion Epigenética y sus Aplicaciones Terapéuticas
Descripcion

DECLARACION RELATIVA A LA INVESTIGACION Y EL DESARROLLO PATROCINADOS POR
FONDOS FEDERALES

Esta invencion se realizd con el apoyo en parte de las siguientes subvenciones de NIH R21AlI49905,
RO1HL076334 y RC1DA028790. Por lo tanto, el gobierno de EE.UU. posee ciertos derechos.

CAMPO DE LA INVENCION

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

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere al uso de moléculas pequefias para modular las funciones de factores de
transcripcion que estan asociados con ciertas enfermedades. Los factores de transcripcién son proteinas
que se unen a secuencias de ADN especificas y regulan la expresion génica directamente o a través de
proteinas asociadas tales como co-activadores y co-represores o reclutando enzimas modificadoras de
histonas tales como las histonas acetiliransferasas (HAT) e histona desacetilasas (HDAC). Los factores de
transcripcion desempeifian un papel clave en muchos procesos bioldgicos, asegurando el nivel adecuado
de expresion génica. También pueden asociarse con ciertos estados patoldgicos, si su capacidad para
regular la transcripcion se modifica de manera aberrante. La identificacion y desarrollo de moléculas
pequeiias que pueden modular selectivamente la funcién de ciertos factores de transcripcion, por lo tanto,
puede conducir a aplicaciones terapéuticas potencialmente nuevas. Esta invencién se basa en dos ideas
basicas. Una es desarrollar moléculas pequefias que se unen a factores de transcripcion especificos como
MEF2, FOXP3 y GATAS3 y modular su interaccion con los co-activadores y co-represores de la transcripcion.
La otra es desarrollar moléculas pequefias 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 remodelacion de la cromatina para regiones especificas de la
cromatina.

En particular, esta invencion se refiere al factor 2 de mejora de miocitos (MEF2) que desempefia papeles
criticos en el desarrollo y en las respuestas adaptativas de los sistemas muscular, inmunolégico 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 hipertréficas en las células del musculo cardiaco. La hipertrofia cardiaca inducida por
estimulos patoldgicos puede conducir a la insuficiencia cardiaca en muchas formas de enfermedades
cardiovasculares.

El MEF2 define generalmente una familia de factores de transcripcion con cuatro miembros: MEF2A,
MEF2B, MEF2C y MEF2D. La importancia de su funcion se ha demostrado en detalle mediante el uso de
la genética murina y de Drosophila (Potthoff y Olson, 2007). EI MEF2, en los musculos esqueléticos donde
se identificd inicialmente, junto con factores de transcripcion hélice-bucle-hélice miogénicos basicos como
MyoD, promueve y mantiene la miogénesis (Molkentin y Olson, 1996). EI MEF2A, un miembro de la familia
MEF2, ha sido acufiado recientemente como el "gen del ataque cardiaco" porque una mutacién en esta
proteina esta relacionada con la enfermedad arterial coronaria (CAD) y el infarto de miocardio (MI) (Wang
et al. Estos hallazgos subyacen en un papel critico del MEF2 en las enfermedades del corazén humano
(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 sefalizacion del
calcio en el desarrollo del sistema linfatico (Pan et al., 2004; Youn y Liu, 2000; Youn et al., 1999). El MEF2
regula la expresion de las citoquinas y las respuestas inmunes. EI MEF2 también regula los programas de
transcripcion subyacentes a la supervivencia neuronal y la remodelacion sinaptica (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 pequefias que modulan la funcién de MEF2 podrian tener un efecto terapéutico en la hipertrofia
cardiaca y la insuficiencia cardiaca, las enfermedades autoinmunes y el rechazo de trasplantes, las
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enfermedades neurodegenerativas y el deterioro patologico del aprendizaje y la memoria (Fischer et al.,
2007; Stefanko et al. 2009).

Dentro de las células, la accion de MEF2 incluye tres etapas distintas: (i) represion transcripcional; (li) de-
represion dependiente del calcio; y (iii) activacion de la transcripcion. La represion transcripcional por medio
de MEF2 depende de su asociaciéon con una variedad de co-represores transcripcionales con actividad
intrinseca 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 | como HDAC1, HADC2 y HDAC3 (Youn y Liu, 2000). En las células
musculares, el MEF2 se une directamente a HDAC de clase || como HDAC4, HDACS5 y HDACS9 e inhibe la
expresion de genes especificos implicados en el desarrollo y las respuestas adaptativas del musculo (Chan
et al., 2003; Gregoire et al., 2006; Gregoire y Yang, 2005, McKinsey et al., 2001, 2002, Miska et al., 1999,
Sparrow et al., 1999). Los ratones cuyo HDAC5 o HDAC9 ha sido eliminado mostraron una mayor
sensibilidad a los estimulos hipertroficos, lo que sugiere papeles importantes del HDAC de clase Il en la
hipertrofia del corazén (Potthoff y Olson, 2007). Estos y otros datos indican que el MEF2 y las histona
desacetilasas de clase Il (HDAC), y en particular HDAC5 y HDAC9, son mediadores clave de sefiales
hipertréficas en cardiomiocitos. Amplios datos han sugerido que la via MEF2/HDAC de Clase Il es un
objetivo terapéutico potencial para la hipertrofia del corazon.

En respuesta a sefiales de calcio especificas, Cabin1 y HDAC se eliminan de MEF2 (Potthoff y Olson,
2007). A continuacion MEF2 recluta co-activadores tales como p300 y CBP para activar programas distintos
por asociacion 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 pequefio aumento de
p300 es necesario y suficiente para inducir la hipertrofia cardiaca dependiente de MEF2. EI MEF2 tiene una
region N-terminal altamente conservada (residuos 2-93), que consiste en los bien caracterizados MADS-
box y un dominio especifico de MEF2 (Shore y Sharrocks, 1995). EI dominio MADS-box/MEF2 es
notablemente rico en funcién, unién por mediacion de ADN, dimerizacion e interacciones proteina-proteina
con una gran cantidad de socios de transcripcion de MEF2 (McKinsey et al., 2001, 2002), incluyendo
Cabin1, HDAC de Clase lla 'y p300/CBP. Se ha demostrado que el dominio MADS-box/MEF2 en MEF2 es
necesario y suficiente para unirse con un pequefio motivo conservado en HDAC de clase Il 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 implicaciéon de MEF2 en diversos procesos celulares disponibles
en la técnica, hasta ahora ha sido imposible aprovechar el conocimiento debido a la falta de herramientas
moleculares adecuadas. En particular, la forma de modular la actividad de MEF2 por medio de moléculas
pequefias ha constituido un desafio durante mucho tiempo. Esto se debe a que MEF2 es un factor de
transcripcion relativamente pequefio sin ninguna actividad enzimatica aparente; su funcién principal es
vincular ADN especifico y reclutar co-reguladores de transcripcion tales como Cabin1, HDAC de Clase Il y
p300/CBP a promotores especificos. Este modo de funcion generalmente se considera imposible de
producir como farmaco o al menos muy dificil de dirigir por medio de moléculas pequefias. El descubrimiento
o la creacién de tales moléculas facilitaran 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 inflamacién, enfermedades autoinmunes, enfermedades neurodegenerativas,
cancer y enfermedades cardiovasculares.

En el presente documento también se describe la modulacién de la actividad de otros factores de
transcripcion tales como el factor de transcripcion 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 transcripcion clave, critico
para el desarrollo y la funcion de las células T reguladoras (Tregs). Las Tregs son una poblacion especial
de células T necesaria para suprimir la activacion excesiva del sistema inmunolégico. La pérdida de funcién
de FOXP3 por mutaciones y otros mecanismos conducen a enfermedades autoinmunes fetales como por
ejemplo IPEX mientras que la expresion aumentada de FOXP3 o su actividad puede conferir funciéon de
supresion. La funcién elevada de FOXP3 puede ser beneficiosa en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes y el rechazo de trasplantes, mientras que la regulacion estratégica a la baja de la actividad de
FOXP3 puede utilizarse para desarrollar terapias antitumorales basadas en el sistema inmune (Zuo et al.,
2007a), (Zuo et al., 2007b). Asi, las moléculas pequefias que se unen a FOXP3 y modulan su interaccion
con co-represores y co-activadores podrian tener una aplicacion terapéutica en enfermedades
autoinmunes, rechazo de trasplantes y terapia de cancer.

De forma similar a MEF2, la funcion de FOXP3 esta estrechamente regulada por co-reguladores de
transcripcion que incluyen HAT (como por ejemplo TIP60) y HDAC (incluyendo HDAC de clase | y de clase
II) (Li et al., 2007). De este modo, las moléculas pequeinas podrian desarrollarse mediante métodos
descritos en el presente documento que se unen a FOXP3 y bloquean su interaccion con co-reguladores
que incluyen reguladores epigenéticos tales como enzimas modificadoras de histonas y maquinas de
remodelado de cromatina.

Del mismo modo, la focalizacion de los co-reguladores de la transcripcion también ha tenido que afrontar
una gran cantidad de desafios.
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Entre los co-reguladores de transcripcion de los factores de transcripcion como MEF2, las HDAC de Clase
Il son el grupo mejor estudiado.

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

Tal como su propio nombre indica, una de las principales funciones de las HDAC es eliminar los grupos
acetilo de las proteinas histonas. Las proteinas histonas son los principales componentes proteicos de la
cromatina. Actuan como bobinas alrededor de las cuales gira el ADN y desempefian un papel importante
en la regulacion de genes y empaquetamiento de ADN. Las proteinas de histonas tienen colas que
normalmente se cargan positivamente debido a los grupos amina presentes en sus aminoacidos 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 asociacion entre el ADN y la histona actia como un mecanismo de control vital en la regulacién de la
capacidad de los factores de transcripcion para acceder al ADN. La fuerte asociacion entre el ADN vy las
histonas restringe el acceso por medio de factores de transcripcion y por lo tanto reprime la transcripcion
de genes (Morrison et al., 2007). La modificacion de las histonas o del ADN puede alterar la fuerza de su
asociacion y, por tanto, modular la actividad transcripcional (Morrison et al., 2007). Se ha demostrado que
la adicion covalente de restos de metilo, fosfato o acetilo altera el estado del nucleosoma y, en
consecuencia, afecta a la transcripcion. La acetilacion es el resultado de la adicion de un grupo acetilo al
grupo g-amino de residuos de lisina N-terminales conservados en las histonas. La adicion de grupos acetilo
a las histonas reduce la fuerza de atraccién entre las proteinas de histonas cargadas positivamente y el
esqueleto de fosfato de ADN cargado negativamente, lo que da como resultado una estructura de cromatina
mas relajada y accesible. Los HATSs facilitan la acetilaciéon de histonas y, por lo tanto, se cree que son
activadores transcripcionales. Por el contrario, las HDAC sirven para eliminar los grupos acetilo de las
histonas y, por lo tanto, reprimir la transcripcion. Por lo tanto, es la interaccion entre la actividad de las HAT
y las HDAC lo que regula principalmente la estructura de la cromatina local y la expresion génica. Las HDAC
alteran la transcripcion genética global a través de la desacetilacion de la cromatina. Debe observarse que
las HDAC no se unen directamente a la secuencia de ADN y requieren factores adicionales para el
reconocimiento del gen objetivo (Morrison et al., 2007).

Existen 4 subtipos reconocidos de proteinas HDAC (clase I-1V) sobre la base de la funcién y las similitudes
de la secuencia de ADN. Los dos primeros subtipos se consideran HDAC "clasicas" cuya actividad es
inhibida por la tricostatina A (TSA). Las HDAC de Clase | incluyen HDAC 1, 2, 3 y 8, que se expresan de
forma ubicua (Zhang y Olsen, 2000). Las HDAC de Clase Il tienen dos subgrupos, lla que incluye 4, 5, 7 y
9, y lib que incluye HDAC6 y HDAC10. La Clase Ila comparte una organizacion estructural comun, con el
dominio catalitico carboxilo terminal y una extension amino-terminal que interviene en las interacciones con
los miembros de la familia de factores de transcripcion del factor 2 potenciador de miocitos (MEF2). Las
HDAC también difieren en términos de su localizaciéon subcelular con la clase | que se encuentran
generalmente en el nicleo, la clase IIb se encuentran principalmente en el citoplasma, mientras que la clase
Ila se mueven entre el nucleo y el citoplasma. A diferencia de las HDAC de clase |, las HDAC de clase lla
estan restringidas por tejido, con niveles especialmente altos de expresion en el corazon, el musculo
esquelético y el cerebro (Zhang et al., 2002). La clase Il es una familia de proteinas dependientes de NAD*
que no se ven afectadas por TSAy la clase IV se considera una categoria atipica propia. HDAC11 se agrupa
enlaclase V.

Dado el papel importante que desempefian las HDAC en los procesos celulares, las aplicaciones médicas
de los inhibidores de las HDAC (HDAC:) son un area de investigacion intensa. Sin embargo, muchos usos
de los HDACi en medicina se descubrieron sin conocimiento del mecanismo subyacente. Por ejemplo, en
psiquiatria y neurologia, existe una larga historia de uso de acido valproico como estabilizador del estado
de animo y antiepilépticos. La propiedad anticonvulsiva del acido valproico fue descubierta accidentalmente
cuando se estaba utilizando como vehiculo para una serie de otros compuestos que se estaban
investigando como anticonvulsivos. No fue hasta mas tarde que el acido valproico fue identificado como un
HDACI. En los ultimos afos, los HDACi se estan 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 cancer. Por ejemplo, el Vorinostat (SAHA) ha sido recientemente
aprobado para el tratamiento del linfoma cutaneo de células T (CTCL). Un agente alternativo bajo
evaluacion clinica para CTCL es el producto natural depsipeptidico ciclico FK228 (Romidepsina) que es un
potente inhibidor de HDAC de Clase |. Ademas, un ensayo clinico esta estudiando los efectos del acido
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
compuestos todavia no son bien conocidos. Por lo tanto, estos esfuerzos estan 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 mayoria de las moléculas pequefias conocidas
que inhiben la actividad de las HDAC estan disefiadas para funcionar dirigiendo la actividad catalitica de
las HDAC. Sin embargo, dado que el sitio activo es una caracteristica conservada compartida por un gran
numero de diferentes isoformas de las HDAC, es inherentemente dificil identificar el HDACi selectivo de las
isoformas. Por lo tanto, la mayoria de HDACi tienen una especificidad baja y son incapaces de dirigirse de
forma especifica de cualquier especie particular de HDAC. Por ejemplo, la tricostatina A (TSA) se encuentra
entre los HDACi reversibles mas potentes actualmente conocidas, con una ICsg de bajo intervalo nanomolar.
TSA con su grupo acido hidroxamico y su enlace de cinco atomos de carbono al grupo fenilo, tiene la
conformacién 6ptima 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 inhibicion por TSA (de Ruijter
et al., 2003).

Por lo tanto, un impedimento principal para el descubrimiento de moléculas pequefias que inhiben la funcién
de HDAC y que por lo tanto modulan la actividad de factores de transcripcion relacionados es que el estado
actual de la técnica se centra en el descubrimiento y optimizacién de HDACi que son identificadas y
evaluadas a través de su capacidad para unirse al sitio activo de las enzimas HDAC. Habitualmente, estos
HDAC: tienen la estructura general R-L-Z, donde R es un grupo de reconocimiento de superficie de proteina
conectado a través de un ligador graso L corto a un grupo quelante Zn?* Z que se une al atomo de zinc del
sitio activo. Los grupos quelantes mas comunes (Z) presentados en los HDACi conocidos son: acidos
hidroxamicos (TSA, vorinostat, LAQ824, belinostat), derivados de tiol (FK228, largazol) o cetonas
electrofilicas (trapoxina A). Un inconveniente potencial de dichos grupos que se unen estrechamente a
cationes metalicos como Zn?* es que pueden carecer de selectividad suficiente para una proteina particular,
dando como resultado diversos efectos secundarios.

Otra clase de HDACi conocidos son las benzamidas que presentan una fraccion de orto-aminoanilida (2-
aminoanilida), incluyendo MS-725, MGCDO0103, orto-aminoanilida de pimeloylanilida (PAOA) y el
compuesto 106 (N'-(2-aminofenil) N7-p-tolil-heptanodiamida), que se investigé como un potencial
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 accion molecular de esta clase de
HDACI, se postulé que estas moléculas implicaban la unién del grupo o-aminoanilida al atomo de cinc del
sitio activo de HDAC, a pesar de la falta de evidencia directa con respecto a dicho motivo de unién. Ademas,
se encontré que dichas moléculas muestran actividad biolégica que implica la inhibiciéon de la funcion de las
HDAC, aunque otros HDACIi no selectivas no muestran una actividad similar. Por ejemplo, se demostré que
el compuesto 106 era muy activo para la induccion de frataxina, a pesar de la débil inhibicion de las HDAC,
mientras que HDACi estrechamente relacionados como SAHA no tenian este tipo de actividad. En
consecuencia, a la luz de la ausencia de un mecanismo molecular para las acciones de esta clase de
compuestos, se han presentado dificultades en la optimizacién de su potencial terapéutico.

Varios factores adicionales que resultan de los papeles biolégicos bien regulados de las diversas isoformas
de HDAC imponen nuevos retos para los enfoques convencionales para el disefio 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 transcripcion unidos a ADN da lugar a la
formacién de complejos reguladores de transcripcion de multiples proteinas que confieren la especificidad
del tipo de células y la regulacion dependiente de la sefal a disposiciones de genes subordinados. Utilizar
un HDAC: que inhibe indiscriminadamente HDAC es similar a poner a dirigir una maquina de alta precision
a una persona sin ninguna capacidad para ello. Esto explica los numerosos efectos secundarios
indeseables observados en muchos de los ensayos que implican HDACI.

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

La alteracion de la regulacion epigenética es una marca distintiva de muchas enfermedades, especialmente
el cancer. Pequefias moléculas que se estan desarrollando como farmacos en el tratamiento de estas
enfermedades, que se encuentran tipicamente a través de la seleccién fenotipica, actian modulando el
control epigenético del proceso celular. Como tales, los mecanismos fundamentales de la regulacion
epigenética son un area de intenso interés. Al mismo tiempo, la busqueda de pequefios reguladores
epigenéticos de moléculas se esta convirtiendo en un area muy prometedora para el descubrimiento de
farmacos.

Debido a que la regulacion epigenética se consigue en gran parte a través de modificaciones quimicas de
la estructura de la cromatina por medio de enzimas que actuan sobre el ADN (por ejemplo, ADN citosina
metiltransferasa) o proteinas (p. HAT, HDAC, histonas metilas y histonas desmetilasas), en este contexto,
el papel de las HDAC en la regulacion de la transcripcion de ADN puede ser visto como un componente de
la regulacion epigenética. Al igual que los HDACI, la mayoria de los moduladores quimicos actuales de los
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reguladores epigenéticos inhiben estas enzimas mediante la union a su sitio catalitico, que es a menudo
compartido por multiples 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, paginas 9-18)
describen que el compuesto BML-210 inhibe la proliferacion de células cancerosas y concluye que el BML-
210 es un agente antileucémico prometedor. Borutinskaite et al. (Borutinskaite, V. V. Et al. (2008) Biologija,
vol. 54(3) paginas 217-220) describen que el compuesto BML-210 inhibe la proliferacion de células
cancerosas y llega a la conclusion de que el BML-210 puede resultar efectivo en el tratamiento del cancer.
Thomas et al. (Thomas E. Et al. (2008) PNAS, vol. 105 paginas 15564-15569) describe que el compuesto
de benzamida HDACi 4b N'-(2-aminofenil)-N’-fenilneptanodiamida) mejora el fenotipo de la enfermedad y
las anormalidades transcripcionales en los ratones transgénicos de la enfermedad de Huntington.

WO 2004/094591 describe compuestos utiles como inhibidores interfaciales de MEF2 para el tratamiento
de la cardiomiopatica hipertréfica y de enfermedades autoinmunes, asi como para el rechazo en trasplantes.

A pesar de los recientes avances en cuanto al papel de los factores de transcripcion como MEF2, y su
implicacién en diversas enfermedades importantes, no ha sido posible identificar las pequefias moléculas
que son capaces de modular la funcion de MEF2. Dichas moléculas facilitarian avances adicionales en este
campo y podrian 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 area de investigacion ha sido la falta de moléculas pequefas que
pueden dirigirse a una enzima o proteina reguladora epigenética especifica. Otro problema ha sido la falta
de métodos para el disefio, evaluacion y optimizacion de dichas moléculas pequefias, 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 proteinas. Dichas moléculas tendran importantes
aplicaciones como herramientas moleculares en el estudio del mecanismo basico de la regulacion
epigenética, asi como agentes terapéuticos para intervenciones terapéuticas dirigidas.

RESUMEN DE LA INVENCION

A través de extensos estudios bioquimicos y estructurales (Guo et al., 2007, Han et al., 2005, Han et al.,
2003), los inventores han descubierto inesperadamente una caracteristica estructural unica de MEF2 que
hizo posible modular su actividad utilizando moléculas pequeinas. Este descubrimiento esta en el centro de
la invencion, ya que va en contra de la sabiduria 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 transcripcion 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 pequefia que son capaces de unirse a un sitio situado en la superficie
interfacial del complejo factor-cofactor, con lo cual se interrumpe la formacién del complejo.

Por lo tanto, esta invencion ha resuelto el problema de larga duracion de dirigir los factores de transcripcion
que hasta ahora no se pueden constituir en farmaco, como por ejemplo MEF2.

Con respecto al problema de especificidad al que se enfrentan los HDACI, esta invencién proporciona un
enfoque alternativo para el desarrollo de moduladores de moléculas pequenas de la funcién de las HDAC.
En lugar de dirigir el sitio activo de una HDAC particular, la presente invencion se dirige al sitio de unién de
la HDAC con un factor de transcripcion asociado que se requiere para regular la transcripcion. Debido a
que diferentes subtipos de HDAC tendran diferentes superficies de unién a diferentes factores de
transcripcion, mediante la orientacion de la interfaz de estas interacciones proteina-proteina, se resuelve la
cuestion de la especificidad planteada por el conservador sitio activo.

En particular, se puede afrontar la interaccion entre el factor de transcripcion MEF2 y HDAC de Clase lla.
La actividad de MEF2 esta controlada por HDAC de clase lla que se unen a MEF2 en promotores
especificos para reprimir la expresion génica objetivo (Potthoff y Olson, 2007). Algunos inhibidores de
moléculas pequefias de HDAC (HDACI) que se estan desarrollando para el tratamiento de una variedad de
canceres también muestran potencial terapéutico en enfermedades en las que esta implicada la
desregulacion de la actividad de MEF2 y HDAC, incluyendo hipertrofia cardiaca, trastornos
neurodegenerativos y disfuncion inmune (Morrison et al., 2007, Paris et al., 2008). Estas observaciones
sugieren que las moléculas pequefias que bloguean la interaccion HDAC de clase lla: MEF2 podrian ofrecer
beneficios clinicos similares a los del HDACi especifico para cada elemento (Guo et al., 2007, Han et al.,
2003).

Las HDAC de Clase lla funcionan estrechamente con MEF2 en el musculo, las neuronas y las células T.
Las HDAC de Clase lla no se unen al ADN sino que dependen de su interaccién con el MEF2 unido al ADN
para la orientacion del promotor. Esta interaccion esta mediada por una hélice anfipatica corta conservada
en las HDAC de clase lla pero no en otras HDAC que se unen a un surco hidrofébico 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 unidn sugiere que podria ser posible utilizar pequefias moléculas para bloquear el
reclutamiento de HDAC de Clase lla a promotores especificos de MEF2 (Guo et al., 2007; Han et al., 2005;
Han et al., 2003).

La invencion se basa en una estructura sistematica y en estudios bioquimicos (Guo et al., 2007, Han et al.,
2005, Han et al., 2003) que sugieren que las moléculas pequefias que se unen a MEF2 pueden modular su
actividad en el reclutamiento de co- Regulador como por ejemplo Cabin1, HDAC de Clase lla y p300/CBP.
La mayoria de estos co-reguladores tienen una funcion intrinseca 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 lla). Asi, las
moléculas pequefias que se unen a MEF2 y modulan sus interacciones con otros co-reguladores de
transcripcion pueden servir como moduladores epigenéticos en tejidos donde los MEF2 desempefian
papeles reguladores clave. Estas moléculas pequefias pueden por lo tanto ser utilizadas para tratar
enfermedades en las que la actividad de la expresidon génica dependiente de MEF2 esta desregulada. La
desregulacion podria ser el resultado de mutaciones genéticas de MEF2 y sus factores asociados, sefiales
disminuidas o excesivas que llevan a una funcién de MEF2 reducida o excesivamente activada, una infra-
expresion o sobre-expresion anormal de cofactores que se unen e interactian con MEF2. Las aplicaciones
clinicas potenciales de las moléculas pequefias que se unen a MEF2 incluyen, pero no se limitan a,
enfermedades del sistema muscular, inmunolégico y nervioso. En el sistema muscular se encuentran la
hipertrofia cardiaca, la remodelacion del tipo de fibra muscular y otras enfermedades relacionadas con el
musculo que son el resultado de la funciéon desequilibrada del MEF2. En el sistema inmune existe una
variedad de enfermedades autoinmunes o deficiencias inmunoldgicas que resultan de excesiva o muy poca
expresion de genes dependiente de MEF2. Las moléculas pequefias que se unen a MEF2 también pueden
utilizarse para manipular la funcién de las células T reguladoras y la respuesta inmune global para prevenir
el rechazo del trasplante. Dado que la expresion del gen dependiente de MEF2 esta intimamente ligada a
la remodelacion de las sinapsis y la supervivencia neuronal, las moléculas pequefias 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 psiquiatricos y aprendizaje
y memoria deteriorados que resultan de la funcién desregulada de MEF2.

Debido a que los moduladores de moléculas pequefias de esta invencion operan dirigiéndose a sitios de
union situados en la interfaz de interaccion proteina-proteina de los factores de transcripcion y sus
cofactores, también se denominan en la presente memoria descriptiva como inhibidores interfaciales.

Una vez explicados los principios basicos de esta invencién, a continuacion resumimos los diversos
aspectos y formas de realizacion de la invencion:

En un primer aspecto, la invencién proporciona un compuesto tal como se describe en las
reivindicaciones adjuntas para su utilizacion como medicamento. Asimismo, en el presente
documento se describe un ensayo para cribar, identificar u optimizar un inhibidor interfacial
candidato. Los ensayos incluiran generalmente las etapas de poner en contacto el inhibidor
interfacial candidato con un elemento de evaluacién que comprende una superficie molecular
definida por una interfaz proteina-proteina que incluye las hebras beta S1, S2 y S3 y la hélice H2
de cada monémero de MEF2 y el motivo de hélice corta de Cabin1 y HDAC4 y HDAC 9. El
elemento de evaluacién puede estar operativamente acoplado con un elemento de reporte que
proporciona informacion sobre el inhibidor candidato. El ensayo puede ser un ensayo de luciferasa
basado en células que permite un cribado rapido y de alto rendimiento y la optimizaciéon de
moléculas pequenas que se unen a MEF2 y modulan su unién a co-reguladores de transcripcion.
Este ensayo se desarrolla sobre la base de mas de 10 afios de estudios estructurales y bioquimicos
de complejos MEF2 por el laboratorio del inventor. Se describe que la interfaz proteina-proteina,
identificada por primera vez mediante estudios de cristalografia, y demostrada ademas por
estudios de mutacion guiados por estructura en la invencion, podria servir como base molecular
para un cribado altamente especifico y sensible para moléculas pequefias que se unen a MEF2.
El elemento de evaluacion del ensayo puede implementarse con ensayos fisicos que incluyen pero
no se limitan a pull down, coimmunoprecipitacion o desactivacion fluorescente y anisotropia o
cualquier ensayo de union in vitro y ensayo de marcador de luciferasa basado en células, ensayo
de marcadores transgénicos que se basan en la interfaz proteina-proteina identificada por esta
invencion.

En un segundo aspecto, esta invencion también proporciona compuestos para su utilizacion en un método
para el tratamiento de una enferemedad seleccionada entre un grupo que consiste en hipertrofia cardiaca,
enfermedades del corazén, rechazo a trasplantes, enfermedades autoinmunes, deficiencia inmunitaria,
autismo e inflamacion.

También se describe en el presente documento un marco molecular definido por el sitio de unién a BML-
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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cristalizd BML-210 con un dimero de MEF2A (1-78) unido a ADN. Los cristales se difractarona 2,4 A, y la
estructura se resolvid por sustitucion molecular utilizando el complejo MEF2A (1-78): ADN como modelo de
busqueda (Santelli y Richmond, 2000). BML-210 adopta una conformacion extendida para unirse en la
cavidad hidrofébica del MEF2 (Figura 1d). Un extremo de la molécula, el grupo fenilamida, esta rodeado
por una serie de residuos hidrofobicos que incluyen Leu66, Leu67, Thr70, Leu66' (el signo prima denota
residuos del otro mondémero) y Thr70'. El grupo amida en este extremo se encuentra también en posicion
para realizar interacciones de enlace de hidrégeno con Thr70y Thr70 ', respectivamente. En el otro extremo
del BML-210, la densidad electronica del anillo-enlace se encuentra en un entorno mas hidréfilo rodeado
por Asn73, GIn56', Asp61' y Asp63'. Esta region corresponde al grupo orto-aminoanilida. Aqui el resto de
orto-aminoanilida con su grupo amida realiza extensos contactos de van der waals e interacciones
potenciales de enlace de hidrogeno 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 mayoria de
naturaleza hidréfoba (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 estan muy préximos al contacto con
BML-210 y PAOA pueden utilizarse para guiar el disefio y el cribado de moléculas pequefias 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 estan expuestos. Este marco estructural,
junto con el ensayo de alto rendimiento, especifico y sensible, permitira disefiar y optimizar rapidamente
moléculas pequefias que unen MEF2 que incluyen derivados y moléculas de BML210 y PAOA basadas en
nuevos andamios moleculares. La estructura cristalina de BML-210 enlazada a MEF2, ademas de definir el
sitio de unién a MEF2 de pequefia molécula tal como se describe en el presente documento, también revela
por primera vez un sitio de union 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 unién es diferente del sitio
activo de la enzima HDAC tal como se ha postulado anteriormente para esta clase de inhibidores de HDAC.

En el presente documento también se describen moléculas pequefias de unién a MEF2 que son Utiles para
unirse al sitio de unién interfacial definido por el marco molecular que se ha mencionado anteriormente. Las
moléculas proporcionadas son moléculas pequefias que se unen a MEF2 con una férmula estructural
general derivada del sitio de unién identificado derivado de la estructura cristalina de BML-210 unido a
MEF2. Las moléculas pequeiias proporcionadas estan disefiadas para unirse al pliegue estructural descrito
y potencialmente se unirian a MEF2 con alta afinidad y selectividad. Los compuestos que se describen en
el presente documento incluyen compuestos de la férmula general: R3-L-RP que se unen al sitio de union a
MEF2, en que:

R?2 es un grupo de reconocimiento que se une a la regién hidrofobica del MEF2 seleccionado de un
grupo que incluye alquilo inferior, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, alquiltio, ariltio,
0 R°RYNC(=0)-, R°RIN(SO3)-, en que:

R° y RY se seleccionan independientemente entre un grupo constituido por hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino o
heteroarilamino.

L es un enlazador que consta de una cadena de hasta 20 atomos de carbono, con la condicién de que
hasta tres atomos de carbono se puedan sustituir por un atomo de oxigeno, nitrégeno 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

RP es un grupo de reconocimiento que se une a la region hidréfila del sitio de union a MEF2
seleccionado de un grupo que incluye alquilo inferior, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alcoxi,
ariloxi, alquiltio, ariltio, 0 R°RINC(=0)-, R°RIN(SOy), en que

R° y RY se seleccionan independientemente entre un grupo constituido por hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino o
heteroarilamino.

Los compuestos que se describen en el presente documento tienen la estructura general Ar'-L'-
L 2-L3-Ar? en que:

Ar' y Ar? son anillos aromaticos 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
anillo aromatico pueda contener hasta siete sustituyentes seleccionados de un grupo que consiste en:
hidrégeno, 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 atomos,
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L" 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) o0 -S(= O)a.

L2 es un grupo de enlace seleccionado entre un grupo constituido por una cadena de hasta 10 atomos
de carbono, con la condiciéon de que hasta tres atomos de carbono pueden sustituirse por un atomo
de oxigeno, nitrogeno o azufre y, ademas, a condicién de que estos atomos puedan 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 descritos tienen la férmula general:

en que

L 'y L 3 son grupos de enlace seleccionados independientemente de un grupo que consiste en amino,
alquilamino, arilamino, oxa, ceto, NHC(=0), NR(C=0), S(=0) o -S(=0)s.

L 2 es un grupo de enlace seleccionado entre un grupo constituido por una cadena de hasta 10 atomos
de carbono, con la condiciéon de que hasta tres atomos de carbono pueden sustituirse por un atomo
de oxigeno, nitrogeno o azufre y, ademas, a condicién de que estos atomos puedan 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 utilizacion 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 unién a MEF2 in vitro e in vivo, y podrian
utilizarse como guia 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
promocion de funciones de células T reguladoras in vitro y en modelo de ratéon y, por lo tanto, son
potenciales derivaciones de farmacos para enfermedades autoinmunes y prevencion del rechazo de
trasplantes.

También se describen métodos para la preparacion de las moléculas de uniéon a MEF2 proporcionadas.

En el presente documento, se describen compuestos y composiciones Utiles para el tratamiento de
enfermedades que resultan de la desregulacion de la transcripcion dependiente de MEF2. Las
composiciones incluiran uno o mas de un compuesto capaz de bloquear la union de MEF2 y sus cofactores.
Los compuestos y composiciones proporcionados pueden usarse en aplicaciones terapéuticas que implican
la modulacién de la regulacion epigenética asociada con la interaccion de factores de transcripcion y sus
enzimas modificadoras de histonas reclutadas. En particular, las moléculas pequefias que se unen a MEF2
pueden utilizarse para tratar una variedad de enfermedades que resultan de la desregulacion de la
transcripcion dependiente de MEF2, que incluyen pero no se limitan a hipertrofia cardiaca, remodelacion
del tipo de fibra muscular y otras enfermedades musculares resultantes del desequilibrio de la funcion
MEF2; enfermedades autoinmunes o deficiencia inmunoldgica que resultan de una excesiva o escasa
expresion de genes dependientes de MEF2, y rechazo de trasplante; una variedad de enfermedades
neurodegenerativas (po ejemplo, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Huntington, etc.), autismo,
trastornos psiquiatricos y deterioro del aprendizaje y la memoria que resultan de la funcion desregulada de
MEF2. El método implica moléculas pequefias que modulan la funcién del factor de transcripcion FOXP3
que pueden utilizarse para tratar una variedad de enfermedades que resultan de la desregulacion de la
transcripcion dependiente de FOXP3. Estas enfermedades incluyen pero no se limitan a enfermedades
autoinmunes, rechazo de trasplante y cancer.

En el presente documento se describe una preparacion del farmaco: complejo de MEF2 y su cristalizacion
para la determinacion de la estructura. Este protocolo define el fragmento proteico especifico de MEF2A (2-
78) y el intervalo de condiciones de amortiguacion para obtener una alta calidad de cristales de compuestos
unidos a MEF2. Este método de preparacion y cristalizacion compleja es esencial para la caracterizacion
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estructural de moléculas pequefias presentes y futuras unidas a MEF2 y para utilizar la estructura con el fin
de orientar la optimizacion de los compuestos de guia.

Las caracteristicas anteriormente mencionadas y otras de esta invencion y la manera de obtenerlas y
usarlas se haran mas evidentes y se entenderan mejor, haciendo referencia a la siguiente descripcion,
tomada en conjuncién con los dibujos adjuntos. Los dibujos representan solo formas de realizacion
habituales de la invencién y por lo tanto no limitan su alcance.

Otros aspectos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion y de las
reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

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

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

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

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 disminuyé de una manera dependiente de la dosis.

La Figura 5 (a) muestra la inhibicién competitiva de la union de MEF2 a HDAC después de la
incubacion con BML - 210 en el ensayo Biacore; (b) Analisis estructural que muestra que BML-
210 y HDACS9 unen regiones de superposicion en MEF2.

DESCRIPCION DETALLADA

Una vez resumidos los diversos aspectos de esta invencion, a continuacién describiremos en detalle las
diversas formas de realizacion ejemplares para ilustrar adicionalmente la invencion.

Inhibidores Interfaciales Especificos de HDAC y sus usos

Tal como se ha mencionado anteriormente, lo que hace que el estudio de los reguladores epigenéticos
constituya todo un desafio es el hecho de que existe un gran nimero de isoformas enzimaticas, muchas de
las cuales tienen funciones distintas. Por ejemplo, entre las cuatro super familias de enzimas HDAC, la
clase | (HDAC 1, 2,3y 8) ylaclase Il (HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10) son las dos clases principales implicadas
en el cancer. Aunque la funcién exclusiva de cada miembro individual puede ser estudiada por enfoques de
biologia molecular como exclusiéon génica o interferencia génica, sus papeles en la terapia basada en
farmacos no pueden ser evaluados porque la mayoria de los inhibidores de HDAC actuales se dirigen al
dominio catalitico comun a la mayoria de las HDAC (clase | y Il). De hecho, a menudo se observa que un
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
mecanisticos racionales de los efectos de los farmacos y la funcion individual de HDAC especificas.
Ademas, no esta claro si es mas farmacoldgicamente beneficioso inhibir un gran niumero de HDAC o un
pequefio subconjunto o incluso un miembro especifico. Es posible que ciertas aplicaciones clinicas (por
ejemplo, terapia contra el cancer) puedan requerir la primera, mientras que otras (por ejemplo
neurodegeneracion e inflamacion) puedan beneficiarse de esta ultima.

Los inhibidores actualmente disponibles de HDAC de clase | y clase Il pueden agruparse en seis categorias
basadas en las caracteristicas clave de sus estructuras quimicas: (1) acidos hidroxamicos; (2) moléculas
que contienen tiol; (3) cetonas electrofilicas; (4) acidos grasos de cadena corta; (5) benzamidas (orto-
aminoanilidas); y (6) depsipéptidos ciclicos. Aunque esta bien establecido que algunas de estas moléculas,
incluyendo los acidos hidroxamicos, los tioles y las cetonas electrofilicas, trabajan uniéndose al ion zinc del
sitio activo de la HDAC, el mecanismo inhibidor de las otras categorias no esta bien definido. Diferentes
inhibidores de HDAC han mostrado diferentes actividades en diferentes clases de HDAC. Por ejemplo,
mientras que los miembros de la categoria de acidos hidroxamicos, tales como TSA y SAHA, son inhibidores
potentes en todas los HDAC de clase | y de clase Il, algunos miembros de la familia de benzamidas (por
ejemplo, pimeloilanilida orto-aminoanilida (PAOA), MS-275, CI-994, MGCD-0103), y la familia de péptidos
ciclicos (por ejemplo, FK228), mostraron una selectividad modesta hacia ciertos miembros o subclases de
HDAC. Sin embargo, debido a la falta general de comprension de los mecanismos moleculares de los
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inhibidores de HDAC, la forma en que se consigue esta selectividad no esta clara. En consecuencia, las
observaciones empiricas de la selectividad en algunos inhibidores de HDAC no podrian guiar el disefio
racional de los inhibidores de HDAC especificos de subtipos. Aunque se han resuelto las estructuras
cristalinas del dominio catalitico de varios miembros de clase | (HDACS8) y de clase Il (HDAC4 y HDAC7) y
sus complejos con diferentes inhibidores, estas estructuras y las alineaciones de secuencias basadas en
estructuras de HDAC de clase | y clase Il sugieren que el sitio activo esta altamente conservado y muestra
s6lo pequefias diferencias en la region circundante. Por lo tanto, tampoco proporcionan ninguna idea con
respecto a los posibles mecanismos de selectividad. A partir de estos antecedentes, el disefio racional de
los inhibidores especificos de subtipos contra el dominio catalitico altamente conservado es ampliamente
considerado como muy dificil.

Observando que las HDAC a menudo existen en grandes complejos multi-proteina con co-reguladores
especificos y otras enzimas modificadoras de la cromatina, los inventores de esta invencién postularon que
un enfoque basado en mecanismos puede ofrecer una mejor via 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 disefio de farmacos, se desarrollarian moléculas
pequefias dirigidas a las interacciones proteina-proteina entre las HDAC y sus asociados funcionales
relevantes.

Por consiguiente, en un aspecto, esta invencion proporciona un compuesto tal como se describe en la
reivindicacion 1 para su utilizaciéon en un método para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre
un grupo que consiste en hipertrofia cardiaca, enfermedades del corazon, rechace de transplantes,
enfermedades autoinmunes, deficiencia inmunitaria, autismo e inflamacion. Asimismo, en el presente
documento se describe también un método para modular la funcién de las HDAC blogueando la unién de
HDAC a un factor de transcripcion asociado. En general, este método tendra las etapas de: poner en
contacto el factor de transcripcion 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 transcripcion y la HDAC,
evitando de esta manera que esta HDAC realice su actividad catalitica en sitios de proteinas que se
encuentran en la proximidad del sitio de unién al ADN del factor de transcripcion.

La HDAC puede ser cualquier isoforma HDAC de una HDAC clasica 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 lla, o la HDAC puede ser también HDAC4 o HDACO.

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

El inhibidor interfacial puede ser una molécula pequeia.

Los métodos descritos anteriormente en el presente documento pueden utilizarse en un entorno de
investigacion para obtener informacién con respecto a la funcion y los mecanismos de una HDAC y el factor
de transcripcion de contrapartida in vivo o in vitro. También pueden utilizarse en un entorno clinico para el
tratamiento de enfermedades.

Las enfermedades que pueden ser tratadas con los métodos mencionados anteriormente son generalmente
aquellas que implican hipertrofia cardiaca, remodelacion del tipo de fibra muscular y otras enfermedades
relacionadas con el musculo que resultan de una funcién desequilibrada del MEF2; enfermedades
autoinmunes o deficiencia inmunolégica que son el resultado de una excesiva o escasa expresion 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 psiquiatricos y el deterioro del aprendizaje y la memoria que resultan de la funcion
desregulada del MEF2. Los ejemplos de enfermedades pueden incluir enfermedades neurodegenerativas,
enfermedades del corazén, enfermedades autoinmunes, inflamacion y cancer, pero no se limitan a estas.

Cuando se utilizan en un entorno clinico, los métodos citados anteriormente incluiran 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 unién de una HDAC a un factor de transcripcion.

Cuando se utilizan en un entorno clinico diferente, los métodos citados anteriormente incluiran 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 unién de un Cabin1 a MEF2. Cabin1 es un co-
represor de transcripcion del programa de transcripcion dependiente de calcineurina. Esta altamente
expresado en células T y células neuronales.

Cuando se utilizan en un entorno clinico diferente, los métodos citados anteriormente incluiran 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 unién de un p300 a MEF2.
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Cuando se utilizan en un entorno clinico diferente, los métodos citados anteriormente incluiran 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 unién de un CBP a MEF2.

En un contexto mas general, los métodos citados anteriormente incluiran 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 unidn de cualquier co -reguladores que se unen a MEF2.

Tal como se ha expuesto anteriormente, el HDAC puede ser cualquier HDAC clasica o un subconjunto de
las mismas. El agente bloqueante puede ser una molécula pequefia, un peptidomimético helicoidal o una
combinacién de los mismos, siempre que el agente bloqueante sea capaz de unirse selectivamente a un
sitio situado en la superficie interfacial entre la HDAC vy el factor de transcripcion. Preferentemente, el factor
de transcripcion 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 transcripcion para bloquear sus interacciones.

Los ensayos citados anteriormente generalmente tendran las etapas de introducir un compuesto de prueba
en un elemento de evaluacion, en que dicho elemento de evaluacidon comprende un sitio de unién interfacial
sobre un dimero 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 yla hélice H2 de cada uno de los mondmeros MEF2 (Los elementos estructurales
secundarios y las correspondientes gamas de residuos son tal como se describe en Han et al., Nature
2003). El segundo grupo incluye el motivo de hélice corta de Cabin1, HDAC4, HDAC9, HDAC5, HDAC?,
p300 y CBP. El elemento de evaluacion también puede estar acoplado operativamente con un elemento
marcador para informar sobre informacion relacionada con la unién o no unién del compuesto de ensayo.

En el presente documento se describe un ensayo basado en un sistema de dos hibridos que incluye un
dominio de union fusionado con un cebo, un dominio de activacion fusionado con una presa y un gen
marcador; y determinar un nivel de sefial de marcador. El dominio de unién comprende un MEF2D fusionado
con ADN GAL4 (GAL4-MEF2); El dominio de activacion comprende el motivo de union a MEF2 de HDAC4
fusionado con VP-16 (HDAC4-VP16). El gen marcador es un plasmido 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
rapido y de alto rendimiento y optimizacion de moléculas pequefias que se unen a un factor de transcripcion
como por ejemplo MEF2 y modulan su unién a co-reguladores de transcripcion. El ensayo se desarrolla
sobre la base de mas de 10 afios de estudios estructurales y bioquimicos de complejos de MEF2 por parte
del laboratorio del inventor. Ello se basa en la interfaz proteina-proteina, identificada por primera vez por
estudios de cristalografia, y demostrada ademas por estudios de mutacién guiados por estructura, que
podria servir como base molecular para un cribado altamente especifico y sensible para moléculas
pequefias que se unen a MEF2.

Cualquier ensayo basado en esta interfaz proteina-proteina puede incluir las hebras beta S1, S2 y S3 vy la
hélice H2 de cada monémero 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 fisico tal como, pero
no limitado a, pull-down, co-inmunoprecipitacion; ensayos de unién 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 proteina-proteina identificada por esta invencion.

En particular, con el fin de establecer si un compuesto proporcionado puede perturbar la unién de las HDAC
de Clase lla dentro de las células, pueden utilizarse diversos tipos de ensayos, incluyendo el ensayo de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). La construcciéon de plasmido HDAC4 se transfecta
transitoriamente en células Hela. La ocupaciéon de HDAC4 en promotores con la intervencién de MEF2 se
detecta mediante ChlP utilizando anticuerpos especificos apropiados y cebadores de PCR en presencia del
compuesto ensayado y control del amortiguador. También se puede usar un método basado en imagenes
de fluorescencia como un enfoque alternativo para el analisis de ChIP. EI MEF2C fusionado con GFP y la
HDAC4 se transfectan en células HeLa o C2C12 para estudiar su interaccion. Cuando se expresa sola,
GFP-HDAC4 se localiza en el citoplasma de manera difusiva, mientras que GFP-MEF2 se localiza en el
nucleo, también en un patron difusivo. Cuando se coexpresan, HDAC4 y MEF2 forman cuerpos punteados
dentro del nucleo. Aunque la naturaleza de estos cuerpos nucleares punteados es desconocida, su
formacion depende aparentemente de la interaccion MEF2: HDAC4, ya que una HDAC4 mutante que
carece de un motivo funcional de union al MEF2 no consigue dirigir MEF2 a los cuerpos nucleares. Por
Ultimo, un analisis de todo el genoma de los genes objetivo de MEF2 por perfilacion de mRNA
(microdisposicion) y la ubicacién de unién (ChlP-on-chip) puede facilitar este método, mediante la seleccion
de genes objetivo de MEF2 bien conocidos que muestran amplias respuestas a represion o activacion
dependiente de MEF2 en el estado de reposo o activado (por ejemplo, con sefial de calcio activada).
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Utilizando este método se puede establecer si estos genes estan potencialmente regulados por una HDAC
de clase Il u otros co-represores de MEF2 (por ejemplo, Cabin1) mediante la deteccion de la presencia
promotora de una HDAC de clase lla utilizando ChIP y mediante el seguimiento de los cambios de expresion
tras el tratamiento con farmacos o después de la interferencia génica de siRNA de HDAC4, 5, 7 0 9 (los
cambios de expresion debidos a siRNA son evaluados en primer lugar). En general, este método puede
utilizarse para evaluar un compuesto a nivel del genoma a través del analisis de la expresion génica
utilizando microarrays y mediante la deteccion del genoma de la unién de la HDAC de clase lla en presencia
de diversas concentraciones del compuesto proporcionado.

Con el fin de facilitar la realizacion del ensayo, en el presente documento también se describe una
plataforma de cribado de alto rendimiento, altamente sensible y especifica para buscar moléculas pequefas
que se unen a MEF2. Esta plataforma comprende lineas celulares transformadas de forma estable que
contienen el plasmido marcador impulsado por GAL4 (GAL4Luc), MEF2D fusionado con el dominio de unién
al ADN de GAL4 (GAL4-MEF2), el motivo de unién 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 lineas celulares, plasmidos y compuestos de control indicados anteriormente
puede ser preparado para el cribado por parte de usuarios que busquen nuevas moléculas de unién a MEF2
y para optimizar los compuestos de guia 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 funciéon y la implicacion de
miembros de la familia de MEF2 especificos en enfermedades y pueden emplearse en el desarrollo de
agentes de diagnéstico y en la identificacion de agentes terapéuticos mas especificos para enfermedades
asociadas con MEF2.

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

(1) resolver la estructura o subestructura que contiene interfaces funcionalmente importantes; (2)
aplicar el analisis de acoplamiento a las estructuras resueltas mediante acoplamiento
computacional de moléculas de prueba seleccionadas a partir de inhibidores de HDAC existentes
0 nuevos potenciales; (3) desarrollar un ensayo para detectar compuestos que pueden perturbar
las interacciones proteina - proteina entre el complejo HDAC de interés; (4) caracterizar el
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 sustitucion molecular utilizando la estructura
existente como modelo de busqueda. Si es necesario, se pueden obtener las fases experimentales MAD o
MIR. Para el paso 2, el acoplamiento se puede realizar utilizando paquetes estandar como AutoDock. El
paso 3 es tal como se ha descrito anteriormente y se basara principalmente en un ensayo de dos hibridos
de mamifero. El resto de los pasos dependera de la naturaleza de los compuestos utilizando métodos
conocidos en la técnica.

En el presente documento también se describen compuestos utiles como agentes bloqueantes para
bloquear la unién entre una HDAC y un factor de transcripcion. La HDAC puede ser cualquier HDAC clasica
0 un subconjunto de las mismas. El factor de transcripcion puede ser cualquier factor de transcripcion
conocido por unirse a HDAC, incluyendo pero sin limitarse a MEF2, FOXP3 y GATAS.

Preferentemente, el factor de transcripcion es MEF2.
Los compuestos pueden incluir moléculas organicas pequefias y peptidomiméticos helicoidales.

Las moléculas pequefias que se unen a MEF2 pueden identificarse utilizando el método proporcionado en
el presente documento, utilizando el sitio de unién a MEF2 descrito como guia. Las moléculas pequefias
proporcionadas tienen una férmula estructural general derivada del sitio de unién identificado revelado a
partir de la estructura cristalina de BML-210 unido a MEF2. Las moléculas pequefas proporcionadas estan
disefiadas para unirse al pliegue estructural descrito y potencialmente se unirian a MEF2 con una alta
afinidad y selectividad. Con el fin de identificar compuestos mas potentes y selectivos utilizando este
enfoque, pueden utilizarse métodos conocidos en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a: disefio basado
en la estructura asistido por ordenador combinado con cribado in silico, disefio de biblioteca combinatoria
combinado con alto rendimiento de deteccion y descubrimiento de farmacos basados en fragmentos para
la identificacion de prototipos seguido de la optimizacion de prototipos.

En el presente documento se describen compuestos que se unen al sitio de union a MEF2 con la formula
general:

R2-L-Rb, en que:
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R? es un grupo de reconocimiento que se une a la region hidrofébica del MEF2 seleccionado de
un grupo que incluye alquilo inferior, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, alquiltio,
ariltio, o R°RINC(=0), R°RIN(SO.), en que:

Re y RY se seleccionan independientemente entre un grupo constituido por hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino o heteroarilamino.

L es un enlazador que consta de una cadena de hasta 20 atomos de carbono, con la condicién de que
hasta tres atomos de carbono se puedan sustituir por un atomo de oxigeno, nitrégeno 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

RP es un grupo de reconocimiento que se une a la region hidréfila del sitio de union a MEF2
seleccionado de un grupo que incluye alquilo inferior, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alcoxi,
ariloxi, alquiltio, ariltio, 0 R°RINC(=0)- R°RIN(SQ,), en que

R° y RY se seleccionan independientemente entre un grupo constituido por hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, alquilamino, dialquilamino, arilamino o
heteroarilamino.

En el presente documento se describen compuestos que tienen la estructura general Ar'-L'-L2-L3-Ar? en

Ar' y Ar? son anillos aromaticos 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 aromatico pueda contener hasta siete sustituyentes seleccionados de un grupo que consiste en:
hidrégeno, 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 atomos,

L" 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) o0 -S (= O)..

L2 es un grupo de enlace seleccionado entre un grupo constituido por una cadena de hasta 10 atomos
de carbono, con la condiciéon de que hasta tres atomos de carbono pueden sustituirse por un atomo
de oxigeno, nitrogeno o azufre y, ademas, a condicién de que estos atomos puedan contener
sustituyentes seleccionados entre un grupo constituido por:

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 férmula general:

en que

L "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) 0 -S(= O)s.

L 2 es un grupo de enlace seleccionado entre un grupo constituido por una cadena de hasta 10

atomos de carbono, con la condiciéon de que hasta tres atomos de carbono pueden ser sustituidos
por un atomo de oxigeno, nitrégeno o azufre y, ademas, a condicion de que estos atomos 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 utilizacion de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se seleccionan a partir de
la siguiente lista de compuestos (Figura 2).

Con el fin de facilitar aun mas una comprension completa de los diversos aspectos y ramificaciones de esta
invencion, se proporcionan los siguientes ejemplos ilustrativos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Estrategia para la identificacion de inhibidores/moduladores de HDAC especificos de
subtipos

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

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

Paso 2: se utiliza la estructura para el analisis de acoplamiento de inhibidores de HDAC existentes
0 nuevos potenciales que pueden unirse a la interfaz proteina-proteina. El cribado virtual se guiara
por datos funcionales como por ejemplo si el inhibidor de HDAC mostrd efecto en procesos
celulares que implican el complejo de HDAC objetivo y si el inhibidor de HDAC parece actuar a
través de mecanismos distintos de la inhibicién del sitio activo.

Paso 3: la estructura y la informacién bioquimica relacionada también se utilizan para guiar el
desarrollo de ensayos que pueden utilizarse para cribar compuestos que pueden interrumpir la
interfaz proteina-proteina deseada.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2622 148 T3

Paso 4: una vez que se encuentran dichos prototipos guias, sus complejos con la proteina objetivo
se caracterizan utilizando el sistema de estudio estructural establecido en el Paso 1.

Paso 5: la informacioén estructural, en combinacion con metodologias de quimica relevantes, se
utiliza para guiar el disefio de analogos que pueden unirse a la proteina diana con mayor afinidad
y especificidad. Los métodos utilizados son similares a los del Paso 2.

Paso 6: los analogos disefiados 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
especificos.

Utilizando el enfoque basado en el mecanismo anterior, los inventores han demostrado que un inhibidor de
HDAC previamente conocido, PAOA, identificado como un compuesto de guia que puede alterar
especificamente la funcion de HDAC de Clase lla actuando como un inhibidor de MEF2 (MEF2i). Ademas,
se disefiaron, sintetizaron y evaluaron analogos estructurales representativos de PAOA con el método
descrito en el presente documento, y se identificaron varios MEF2i mas potentes (Figura 2), demostrando
de este modo otros aspectos de este enfoque.

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

Las HDAC de Clase lla juegan un papel crucial en la supervivencia neuronal/formacion de sinapsis,
seleccion/activacion de células T y remodelacion muscular. La desregulacion de estas actividades esta
implicada en una serie de enfermedades, incluyendo neurodegeneracion, inflamacién e hipertrofia cardiaca.
Algunos HDACI desarrollados para la terapia del cancer mostraron efectos beneficiosos contra estos
trastornos. Aunque la naturaleza no especifica de estos inhibidores de HDAC evitan su aplicacion clinica
en estas enfermedades, estas observaciones plantean una cuestion intrigante sobre si los efectos
terapéuticos observados estaban relacionados con HDAC de Clase lla y si la interrupcion selectiva de la
funcién HDAC de Clase lla podria ser una estrategia viable para el tratamiento de estas enfermedades.
Para abordar estas preguntas, se necesitan pequefias moléculas que puedan perturbar especificamente la
funcion de HDAC de clase lla.

Basandose en las funciones celulares conocidas de MEF2 y de HDAC de Clase lla, asi como en los efectos
de algunos inhibidores de HDAC en sistemas musculares, inmunes y neuronales, se propone que podrian
utilizarse métodos y compuestos de esta invencion para tratar hipertrofia cardiaca, remodelacién de tipo
fibra muscular y otras enfermedades relacionadas con el musculo resultantes de una funcion de MEF2
desequilibrada; enfermedades autoinmunes o deficiencia inmunitaria que resultan de una excesiva o escasa
expresion 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 psiquiatricos y el deterioro del aprendizaje y la memoria que resultan
de la funcion desregulada del MEF2.

Las moléculas de unién a MEF2 desarrolladas para tratar diversas enfermedades humanas mencionadas
anteriormente podrian administrarse por inyeccion oral, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea e
intravenosa. Otros métodos de suministro son también posibles, y el protocolo exacto dependera de las
condiciones que se estan tratando. La dosis también podria variar de acuerdo con las aplicaciones clinicas
especificas. Sin embargo, los ensayos estandar en los que el compuesto muestra efecto in vitro es de
aproximadamente 0.1-10 yM in vitro y 1-10 mg por Kg de masa corporal en estudios en modelos animales.

Los compuestos preferentes proporcionados bajo esta invencién que se muestran en la Figura 2 mostraron
un amplio espectro de afinidad en la uniéon a MEF2 in vitro e in vivo, y podrian servir como compuestos de
guia para desarrollar terapias basadas en MEF2 en musculos, sistema inmunoldgico y nervioso como se
ha mencionado anteriormente. De hecho, los compuestos mostraron efecto en la promocioén de funciones
de células T reguladoras in vitro y en modelo de ratén y, por lo tanto, son potenciales prototipos de farmacos
para enfermedades autoinmunes y prevencion del rechazo de trasplantes. Por ejemplo, la molécula de
union a MEF2 NKL30 a 0.15\uM aumenté considerablemente la funcion de las células T reguladoras tal
como resulta evidente a partir de la actividad de supresion mejorada in vivo. En un modelo de ratén de
ensayo de proliferacion homeostatica, el compuesto a 1 mg/Kg de masa corporal administrado por inyeccion
intravenosa también aumentd en gran medida la funcién Treg in vivo. Estos datos sugieren con firmeza que
las moléculas de unién a MEF2 podrian utilizarse para tratar enfermedades autoinmunes y para prevenir el
rechazo de trasplantes.

Ejemplo 3. Objetivacion de HDAC de Clase lla para la modulacién funcional

En comparacioén con otras HDAC, la familia de la clase lla es Unica en diversos aspectos de la funcion y la
regulacion. En primer lugar, las HDAC de clase lla se expresan selectivamente en el musculo, el cerebro y
las células T, en consonancia con sus funciones en estos tejidos. En segundo lugar, la actividad de las
HDAC de Clase lla esta estrechamente regulada por la sefial de calcio, un segundo mensajero
predominante en tejidos en los que se expresan en las HDAC de clase lla. En tercer lugar, las HDAC de
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Clase Il contienen un gran N-terminal de dominio regulador para el dominio catalitico, que confiere
propiedades Unicas a esta subclase de HDAC. La region reguladora N-terminal contiene dominios y motivos
que interaccionan con una variedad de proteinas, incluyendo aquellas que regulan la respuesta de calcio
de HDAC de clase I, como por ejemplo CaM, CaMK y 14-3-3, y aquellas que dirigen HDAC de Clase Il a
promotores especificos como por ejemplo MEF2 y BCL-6, y otros reguladores epigenéticos y efectores
como por ejemplo HDAC de clase |, CtBP y HP-1 que funcionan cooperativamente con HDAC de Clase lla.
Las estructuras de una serie de estos complejos se investigan como objetivos potenciales para la
interrupcion especifica.

Entre los muchos complejos implicados en la regulacién y funcion de las HDAC de Clase lla, el mejor
caracterizado es el complejo MEF2 en términos de bioquimica y estructura. MEF2 es una familia de factores
de transcripcion especificos de secuencia (MEF2A-D) que tiene el mismo patrén de expresion que las HDAC
de Clase lla y también esta implicado en neurodegeneracion, inflamacion y enfermedades cardiacas. La
familia de factores de transcripcion MEF2 comparten una region N-terminal altamente conservada,
denominada dominio MADS-box/MEF2S, que interviene en la unién al ADN, la dimerizacion y las
interacciones proteina-proteina con una variedad de factores de transcripcién y co-reguladores. Las HDAC
de Clase lla no se unen al ADN sino que dependen de la interaccién con MEF2 para dirigirse a regiones de
cromatina especificas para desacetilacion. El bloqueo de esta interaccion se selecciona como una forma
potencial de interrumpir la funcién de las HDAC de Clase lla.

La interaccion entre las HDAC de Clase lla y MEF2 ha sido objeto de extensos analisis funcionales y
bioquimicos, que revelan que un motivo de secuencia corto (motivo de uniéon a MEF2) conservado en las
HDAC de Clase lla y el dominio MADS-box/MEF2S de MEF2 son necesarios y suficientes para su union.
Se realizaron estudios estructurales y biofisicos sistematicos sobre la interaccion entre MEF2 y HDAC de
Clase lla y una represion de transcripcion relacionada (Cabin1) que contiene un motivo de unién a MEF2
similar. Las estructuras cristalinas revelan que el motivo de uniéon a MEF2 adopta una estructura de hélice
anfipatica corta para unir un surco hidrofébico en el dominio MADS-box/MEF2 de MEF2. Dicho
ligando/receptor como el mecanismo de unién sugiere que podria ser posible utilizar pequefias moléculas
para bloquear el reclutamiento de las HDAC de Clase Ila a promotores de MEF2 especificos (referencias
Han Nature y 2005).

Ejemplo 4. Desarrollo de un Ensayo de Inhibicion de una HDAC Especifica de Subclase

Inicialmente se utilizaron una serie de ensayos de marcadores de luciferasa dependientes de MEF2 con
MEF2D, HDAC4 transitoriamente transfectados y el co-activador p300 para escrutar diversos compuestos.
Sin embargo, estos ensayos dieron una sefal débil y una alta frecuencia de falsos positivos, probablemente
debido a los complejos mecanismos de activaciéon de la transcripcion de MEF2 y a la interferencia de
factores enddgenos. A través de estas observaciones, se descubrid que resulta esencial un ensayo
altamente sensible y especifico que puede recapitular la interaccion molecular entre HDAC4 y MEF2 dentro
de las células. Para resolver este problema, los inventores idearon un sistema de dos hibridos de mamifero
que es capaz de detectar la interaccion entre HDAC4 y MEF2D con una minima interferencia de factores
enddgenos (Figura 3).

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

Aprovechando las ideas estructurales, ademas del mutante MEF2D L67D mencionado anteriormente, se
introdujeron un nimero de mutaciones en HDAC4 que anteriormente se habia demostrado que interrumpian
la interaccion HDAC4:MEF2 in vitro. Estas mutaciones también disminuyeron la sefial de luciferasa en el
ensayo basado en células (Figura 3b). Lo mas interesante es que la mutacion de Val180Lys en HDCA4,
que debilitd la unién de MEF2 en un ~60% in vitro (Kd de unién a MEF2 por el tipo salvaje y el mutante
HDAC4 son 0,47 uM y 0,81 uM, respectivamente), redujo parcialmente la sefal de luciferasa en el ensayo
basado en células (Figura 3b). Estas observaciones demuestran que la sefial del ensayo de dos hibridos
de mamiferos se correlaciona muy bien con la interacciéon molecular entre HDAC4 y MEF2. Estos resultados
no solo proporcionan un soporte adicional para el modelo estructural de la interacciéon HDAC4:MEF2 sino
que también establecen un método sensible y especifico para detectar la interaccion HDAC4: MEF2 dentro
de las células.

Ejemplo 5. Identificacion de inhibidores selectivos de la interaccion MEF2/HDAC

Para reducir la complejidad del cribado, se utilizé la gran cantidad de datos funcionales sobre los inhibidores
de HDAC existentes. Aunque la mayoria de estos inhibidores se dirigen al dominio catalitico, algunos de
los compuestos descubiertos a través de los ensayos de acetilacion de histonas basados en células pueden
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afectar otros aspectos de la funcién de HDAC, incluyendo la unién de HDAC de Clase lla a MEF2. Teniendo
en cuenta este hecho, hemos realizado el cribado virtual (acoplamiento 3D) sobre una base de datos de
moléculas pequeias utilizando un modelo farmacéforo derivado de la estructura cristalina del complejo
HDAC9:MEF2. Aunque esta busqueda no produjo un nuevo objetivo, mostré que la bolsa hidrofoba de
MEF?2 prefiere compuestos con dos anillos aromaticos conectados por un enlazador de cierta longitud. Este
resultado es consistente con el andlisis cristalografico que muestra que el dimero MEF2 contiene dos sitios
relacionados con la simetria que pueden unirse a una fenilalanina de HDAC9 (ref. Han et Nature y JMB).
Por lo tanto, se busco por inhibidores de HDAC conocidos que llevan dichas caracteristicas estructurales y
se probd su efecto en la interaccion HDAC4:MEF2 utilizando el ensayo de dos hibridos de mamifero.

El cribado de un grupo de inhibidores de HDAC seleccionados utilizando el ensayo de dos hibridos de
mamifero reveld que PAOA (Figura 2), un compuesto previamente estudiado, inhibia la sefial informadora
de una manera dependiente de la dosis (Figura 4). PAOA no afect6 a la expresion de HDAC4-VP16 pero
redujo la sefial de marcador impulsado por GAL4-VP16 por 5,6 veces a 10 uM (no se muestran los datos),
lo que indica la inhibicién no especifica por este compuesto sobre la expresion de la actividad de luciferasa
en nuestras condiciones experimentales. Sin embargo, la misma concentracion de PAOA disminuyo la sefial
de marcador impulsado por GAL4-MEF2D y HDAC4-VP16 aproximadamente 26 veces, lo que sugiere que
la PAOA tiene un efecto especifico sobre la disrupcion de la interaccion HDAC4:MEF2 mas alla 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, mostré un efecto inhibidor similar sobre las sefiales informadoras impulsadas por GAL4-
VP16 y GAL4-MEF2D/HDAC4-VP16 (no se muestran los datos). Estos resultados sugieren que PAOA pero
no TSA puede interrumpir la interaccion entre HDAC4 y MEF2D.

La IC50 de PAOA en la interaccion HDAC4: MEF2 es de aproximadamente 5 uM basandose en el ensayo
de dos hibridos de mamifero, similar al determinado mediante el ensayo de inhibicion de la acetilacion de
histonas. El Kd para la union de HDAC4 a MEF2 se determind previamente que era de 0.47 pM. Si
asumimos que la concentracion de equilibrio de HDAC4 es de 0.5 uM bajo nuestras condiciones de ensayo,
se estima que el Kd para la unién de PAOA a MEF2 es de 5 pM. Sin embargo, el Kd estimado podria ser
mayor si la concentracion de HDACA4 libre es menor en el ensayo basado en células.

También se evalué si PAOA se unia a MEF2 competitivamente con HDAC4 in vitro utilizando la resonancia
de Plasmon de superficie (SPR) en Biacore T-100. En este caso se inmovilizo6 HDAC4 (aa 155-220) en un
chip de sensor CM5 y se utilizd6 MEF2A purificado (1-95) como analito. La union de MEF2A a HDAC4 a
diversas concentraciones generé una serie de sensorgramas bien definidos (no se muestran los datos). El
MEF2A incubado con concentraciones crecientes de PAOA mostré una disminucion dependiente de la dosis
de unién a la HDAC4 inmovilizada (Figura 5). El analisis de los datos de Biacore indica que la reaccion de
unién competitiva es compleja, mientras que la unién directa de BML-210 a MEF2 estaba mas alla del limite
de deteccion del instrumento. Estas limitaciones técnicas dificultaron la obtencion de una constante de unién
cuantitativa. Sin embargo, los datos preliminares sugieren que BML-210 de hecho se une a MEF2
competitivamente con HDAC4 in vitro.

La PAOA se descubrio originalmente como parte de un grupo de compuestos que inducen selectivamente
la acetilacién de histona pero no de tubulina, presumiblemente a través de la inhibicion de HDAC distintas
de HDACSG6, una HDAC especifica de tubulina. PAOA se une a MEF2 competitivamente con HDAC4 in vitro.
Las inserciones a la derecha ilustran el ensayo por Biacore. HDAC4: hélice roja; MEF2: Cruz verde.
Desacetilasa. Aungque no se conoce la base molecular de esta selectividad, cabe destacar que HDACG, que
pertenece a la subfamilia de la clase llb, no tiene el motivo de union a MEF2 conservado en la clase lla'y
parece requerir MEF2 para la funcion. Recientemente se ha demostrado que PAOA y sus derivados mejoran
la expresion de frataxina en la ataxia de Friedreich. Aunque el mecanismo parece implicar la acetilacion
histona inducida, inhibidores de HDAC mas potentes pero menos especificos como TSA y SAHA no
mostraron ningun efecto sobre la expresion de frataxina a pesar de ser capaces de inducir un nivel mas alto
de acetilacion de histonas totales en células que PAOA. Estas observaciones sugieren que PAOA y sus
derivados poseen una funcion Unica para inhibir un complejo de HDAC o HDAC especifico implicado en el
silenciamiento de frataxin. Ademas, la base molecular para la accion de PAOA puede aclararse
adicionalmente con la estructura cristalina de BML-210 unida a MEF2. Ademas de definir el sitio de union a
MEF2 de molécula pequeia tal como se describe en el presente documento, esta estructura también revela
por primera vez un sitio de unién probable para el resto de orto-aminoanilida presente en BML-210, asi
como PAOA vy en otros inhibidores de HDAC que contienen benzamida. En particular, este sitio de union es
diferente del sitio activo de la enzima HDAC tal como se ha postulado anteriormente para esta clase de
inhibidores de HDAC.

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

Con el fin de caracterizar la interaccion detallada de BML-210 unido a MEF2 y utilizar la informacion
estructural para guiar el disefio de moléculas de unién de MEF2 mas potentes, se determind la estructura
cristalina del BML-210 unido a MEF2 en el ADN. El gen que codifica MEF2A1-78 se cre6 mediante
amplificacion de PCR por medio de MEF2AFL y clonacién en el vector de expresion pET30b. La proteina
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se expreso en cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS, 25 °C, durante la noche y se purificd por etapas
cromatograficas sucesivas sobre Sp-Sefarosa, y filtracion en gel a 4 °C 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/I. Los oligonucledtidos (Santelli y
Richmond, 2000) se adquirieron a partir de tecnologias de DNA IDT, se purificaron utilizando columna
MonoQ FPLC seguido de didlisis, liofilizacion y hibridacion utilizando un termociclador.

Se afadio 1/10° de volumen de muestra de proteina de BML 210 10 mM a las muestras de proteina a 0.5
mg/ml y se concentré hasta aproximadamente 17 mg/ml (0.9 mM) y el duplex de ADN se afadi6é a una
proporcién de 1:1 antes de colocar bandejas (concentracion final de DMSO al 10%). Los cristales de tipo
placa se obtuvieron suspendiendo las condiciones de difusion de vapor de gota a 18 °C usando PEG4000
al 24%, NaCl 140 mM, MgCl; 5 mM, CaCl, 10 mM, NaN3 0.004%, glicerol al 3.3%, TrisHCI 50 mM (pH 5,8-
pH 8,18). Se obtuvieron cristales con una densidad de farmaco a pH 8.18. El cristal difractd a una resolucion
de 2,4 Ay pertenece al grupo espacial P1 (a=41.567 A, b=61.622 Ac=61.478 A 0=114.12 ° B=89.99° y =
89.95°. La estructura se resuelve mediante la sustitucion molecular usando 1TQE.pdb como modelo de
busqueda (ref. Richmond 2000). El modelo final tiene un Rfree del 26% y un Rw del 23%. Se adjuntan las
coordenadas (11.1-001_nr_nh_bml.pdb).

Ejemplo 6. Optimizacion de prototipos utilizando disefio estructurado y metodologias quimicas

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

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

Basandose en el anadlisis 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 farmaco puede encajar
preferentemente en la densidad de electrones observada experimentalmente, demostrando la eficacia
relativa del protocolo ICM-Docking (Molsoft LLC) para el disefio de nuevos compuestos similares a PAOA
para la union a MEF2. Este enfoque de acoplamiento puede usarse para disefiar y analizar nuevos analogos
de PAOA con afinidad y selectividad potencialmente mayores. Algunas de las caracteristicas de la
estructura se describen brevemente a continuacion para ilustrar los principios que se utilizaran en el disefio
de nuevas moléculas que pueden unirse a MEF2 con mayor afinidad.

BML-210 adopta una conformacion extendida para unirse a la bolsa hidréfoba de MEF2 (Fig. 1). Este es
también el sitio de unién para el motivo de union a MEF2 conservado en HDAC de Clase lla y Cabin1. Dado
que un extremo de la densidad electronica se asemeja a un anillo aromatico simple y esta rodeado por una
serie de residuos hidrofébicos que incluyen Leu66, Leu67, Thr70, Leu66', Leu67'y Thr70 '(el signo prima
denota residuos del otro mondmero), hemos asignado esta densidad al grupo fenilo. El grupo carbonilo en
este extremo esta también en posicion de acoplarse en interacciones de enlace de hidrogeno con Thr70'

(Fig. 1).

El disefio basado en la estructura de pequefias moléculas nuevas y optimizadas que unen MEF2 se puede
lograr utilizando varias estructuras conocidas de MEF2. Ahora hemos resuelto las estructuras cristalinas de
tres complejos de MEF2. Dos de ellas contienen un péptido derivado del motivo de unién a MEF2 de Cabin1
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y HDACS9, 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 como
una molécula pequefia puede unirse a MEF2. En los tres complejos, el ligando de molécula pequefia, ya
sea un péptido natural o una molécula sintética, se une a la ranura profunda de la superficie del dimero de
MEF2 (Fig. 1). Nuestros estudios anteriores demuestran que Cabin1 y HDAC9 se unen a MEF2 a través
de interacciones proteina-proteina tanto similares como distintas (Fig. 1). Curiosamente, BML-210 parece
imitar algunos aspectos de los ligandos naturales en la uniéon a MEF2. Por ejemplo, la unién del anillo de
fenilo de PAOA a la bolsa hidrofébica central formada por Leu66, Leu67, Thr70, Leu66', Leu67'y Thr70’ es
una reminiscencia de la de Leu147 en HDAC9 (Fig. 1). A través de analisis detallados de las tres
estructuras, se ha identificado una variedad de caracteristicas estructurales en el surco de MEF2 que puede
ser explorado para la unién de pequefias moléculas, incluyendo una serie de bolsas hidréfobas discretas,
dadores y aceptores de enlaces de hidrégeno, y varios residuos cargados. En el presente documento
también se describe que esta informacion estructural se puede utilizar para disefiar y optimizar nuevas
series de moléculas pequefas que pueden unirse selectivamente a MEF2.

Ejemplo 7. Disefo Estructurado-Guiado de Pequeiios Inhibidores Moléculares de la Interaccion
MEF2/HDAC

Utilizando las estructuras cristalinas como guia, se disefid un gran numero de anadlogos de PAOA que
pueden proporcionar la base para identificar nuevas moléculas pequefias activas con MEF2. El primer grupo
de analogos fue disefiado para explorar dos elementos generales de la estructura de PAOA. El primero es
la longitud y la rigidez del enlazador. En segundo lugar estan los grupos funcionales y sus posiciones sobre
las dos unidades de unién aromatica. La densidad electronica del enlazador indica que adopta multiples
conformaciones, lo que sugiere una unién no 6ptima entre PAOA y MEF2 en esta region. En HDAC9, por
otra parte, la cadena lateral alifatica de Lys144 y Val143 llenan la ranura de MEF2 6ptimamente para
establecer un contacto extenso de Van der Waals y un enlace de hidrégeno. Los grupos funcionales
introducidos en el enlazador PAOA para imitar/mejorar estas interacciones naturales pueden aumentar la
afinidad de unién. Los compuestos disefiados se sometieron a un andlisis de acoplamiento mencionado
anteriormente para filtrar los enérgicamente desfavorables. Las moléculas restantes se sintetizaron usando
técnicas estandar y se sometieron a analisis in vitro e in vivo tal como se ha descrito anteriormente.

Se sintetizd6 una primera serie de inhibidores potenciales (Fig. 2), y ya se encontré que diferentes
compuestos mostraron una actividad significativamente diferente en su capacidad para inhibir la sefal
marcadora en el ensayo de dos hibridos de mamifero. Lo mas interesante es que uno de ellos, el compuesto
4, mostré una actividad similar a PAOA pero sin efecto sobre la sefial de control impulsada por GAL-VP-16,
lo que sugiere que este nuevo derivado es mas especifico que PAOA. La fraccion 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 | y de Clase I, pero aun no se ha obtenido evidencia directa de este modo de accion. En
el compuesto 4, este grupo quelante de zinc se elimina moviendo el grupo amino a la posicion meta. Sin
embargo, este derivado es tan activo como PAOA con menos efecto inespecifico, lo que sugiere que el
efecto observado de PAOA dentro de las células, bajo nuestra condicion de ensayo, se debe principalmente
a su capacidad para interrumpir la interacciéon MEF2:HDAC4 mas que inhibir la actividad catalitica.

Ejemplo 8. Sintesis del Compuesto 10

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

Se prepar6 mediante los siguientes pasos:

Paso 1: Se afiadieron acido pimélico (1 equiv.) Y 3-bromoanilina (1 equiv.) a un matraz y se agit6 a 130 °C
durante la noche. La mezcla de reaccion se diluy6 en EtOAc y se extrajo con hidroxido de potasio al 10%.
La capa acuosa se acidificé a pH~2 con conc. HCI y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se
redujo a vacio y se recristalizé con acetonitrilo/agua.

Paso 2. A una soluciéon de fenilendiamina en diclorometano se afiadié (Boc)2O (1 equiv.) a ta y la mezcla
se agité durante la noche. La reaccién se concentrd a vacio, se diluyé con acetato de etilo y se extrajo tres
veces con agua y salmuera. La capa organica se redujo bajo vacio y se recristalizd en cloroformo/hexanos.
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Paso 3. Se disolvid el producto del Paso 1 (100 mg) en DMSO (3 ml) y a esta solucion se le afadio base
de Hunig (1 equiv.), HBTU (1 equiv.), y el producto de fenilendiamina monoprotegido del Paso 2. La solucién
resultante se agité durante la noche a ta. La solucion se diluyd con acetato de etilo y se extrajo tres veces
con salmuera. La capa organica se redujo en vacio y se purificé por cromatografia en columna (gradiente
hexanos/acetato de etilo). El producto aislado se disolvio en diclorometano, se enfrié a 0 °C y se traté con
acido trifluoroacético (1 ml). La solucion se dejé calentar a ta y se agité durante la noche. La reaccion se
neutralizdé con bicarbonato sédico y se concentré en vacio. El sélido resultante se disolvié en acetato de
etilo y se extrajo con una solucién saturada de cloruro de sodio. La capa organica se seco con sulfato de
magnesio, se filtrd, se concentré a vacio y se purifico por cromatografia en columna (gradiente de
hexanos/acetato de etilo y diclorometano/metanol). La evaporacion de los disolventes a vacio proporcioné
el producto puro 10, cuya estructura y pureza se verificd por espectroscopia de RMN.
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Tabla 1

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

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

RESUMEN DE REFINAMIENTO : CIFRAS PRINCIPALES
Inicio: r_trabajo = 0. 2261 r_ libre = 0.2662 uniones = 0. 010 angulos = 1. 585
Final: r_trabajo = 0. 2300 r_ libre = 0.2625 uniones = 0. 004 angulos = 0. 999

ESTADISTICAS DE REFINAMIENTO : PASO A PASO
El digito inicial, como 1_, significa nimero de macro-ciclo
Estadisticas al principio de todo, cuando todavia no se ha hecho nada
Correcciodn de solvente a granel y / o escalado (anisotrépico)
Refinamiento de las coordenadas
Refinamiento de hibridacion simulada de x, y, z
Refinamiento de factor B de grupo

Factores R, valores obietivo de ravos X v norma de gradiente de obietivo de rayos X
Paso r-trabajo r-libre rayos x_ objetivo_w rayos x objetivo_t

Paso

Paso

Paso

Desviaciones maximas :
Paso
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Paso

Desviacion del modelo refinado
respecto al modelo inicial
max min med

Paso

CONTENIDO DE MODELO
ELEMENTO CONTEO DE REGISTRO DE ATOMOS SUMA DE OCUPACION

SI ESTE ARCHIVO ES PARA DEPOSICION DE PDB: ELIMINAR TODO DESDE ESTA LINEA HACIA ARRIBA

REFINAMIENTO.
AUTORES DEL
PROGRAMA

OBJETIVO DE REFINAMIENTO : ML

DATOS UTILIZADOS EN EL REFINAMIENTO
INTERVALO DE RESOLUCION ALTO (ANGSTROMS)
INTERVALO DE RESOLUCION BAJO (ANGSTROMS)
MIN (FOBS / SIGMA_FOBS)

INTEGRIDAD DEL INTERVALO (%)
NUMERO DE REFLEXIONES

DATOS DE ADAPTACION UTILIZADOS EN EL REFIN.
VALORR  (CONJUNTO DE TRABAJO + PRUEBA)
VALORR (CONJUNTO DE TRABAJO)
VALOR R LIBRE
VALOR R LIBRE TAMANO CONJUNTO PRUEBA (%)
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CONTEO DE CONJUNTO DE PRUEBA VALOR R LIBRE 11026
ADAPTACION A DATOS UTILIZADOS EN REFINAMIENTO (EN RECIPIENTES)

RECIP. INTERVALO DE RESOLUCION ~ COMPL. NTRABAJO NLIBRE RTRABAJO RLIBRE

MODELIZACION DE DISOLVENTE A GRANEL
METODO UTILIZADO : MODELO DE DISOLVENTE A GRANEL SIMPLE
RADIO DE DISOLVENTE
RADIO DE ENCOGIMIENTO
FACTOR DE FASE DE
RETICULA
K_SOL

ESTIMACIONES DE ERROR.

ERROR DE COORDINACION (BASADO EN MlAXIMO - PROBABILIDAD)
ERROR DE FASE (GRADOS, BASADO EN MAXIMO — PROBABILIDAD)

FACTORES DE ESCALA GLOBALES
ESCALA = SUMA i
ELEMENTOS DE MATRIZ DE ESCALA ANISOTROPICA (EN BASE CARTESIANA)

FORMULA DE FACTOR R
FACTOR DE ESTRUCTURA DE MODELO TOTAL

F_CALC_ATOMS = FACTORES DE ESTRUCTURA DE MODELO DE ATOMO

A = matriz de ortogonalizacién, H = iNDICE DE MILLER
(t) TRANSPONER, (-1) = INVERTIR

ALGORITMO DE CALCULO DE FACTORES DE ESTRUCTURA :
DESVIACIONES DE LOS VALORES IDEALES

UNION

ANGULO

QUIRALIDAD

PLANARIDAD

DIHEDRAL |

DISTANCIA MINIMA NO UNIDA

PARAMETROS DE DESPLAZAMIENTO ATOMICO

RMS (B_ISO O UNIDOS DE FORMA EQUIVALENTE
ATOMOS NUMERO DE ATOMOS
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DISOLVENTE
NO DISOLVENTE
HIDROGENOS

25



ES 2622 148 T3

26



ES 2622 148 T3

27



ES 2622 148 T3

28



ES 2622 148 T3

29



ES 2622 148 T3

30



ES 2622 148 T3

31



ES 2622 148 T3

32



ES 2622 148 T3

33



ES 2622 148 T3

34



ES 2622 148 T3

35



ES 2622 148 T3

36



ES 2622 148 T3

37



ES 2622 148 T3

38



ES 2622 148 T3

39



ES 2622 148 T3

40



ES 2622 148 T3

41



ES 2622 148 T3

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM'

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM .

ATOM
ATOM

ATOM -

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM .

ATOM
ATOM
ATOM
TER

ATOM
ATOM
ATOM

G2

ND2
05"
c4'

LEV
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS

LYS,

LYS
LYS
LYS
TYR

TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
TYR
TYR

TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN

ADE
ADE
ADE

mmim mmD:m.mwmmmmmmmmmmmwmmwmwmmmmmwwwmwmwmwmmwmmwmwmmmmwwwmwmmmww

ES 2622 148 T3

-18,730
~18,988
-17.709

43

-20.442

-22.611
-24.028

-15.198

-9.736
-11.075
~-11.792

23.053

-18.656
-19.073
-18.477

QOO0

sleielal-ldslslslslalelelalslslalolel+T==T]

.00

PRHEPREERERM R R RHRRRRRRERE R R R R R R
5 MR
S

HERE RRRPRREERRERERRR R
(=]
(=]

mmm mwdmmmwwwwmwmmwmwwmmmcuwmmmmu:Uumwmmwmmmwwwmmmmmwmmmmmmmwwwwmm

0onNno zonnonnzonnnnnnnonnznonnznononnzo_nnnnnnnonnzznnnnonnznnnnon



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ATOM
ATOM
ATOM

-ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM -

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE

ADE .

ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ABE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
GUA
GUA
GUA
GUA
GUA
GUA

mmmmmmmmmmrﬂmmmrnmmmrrlrnmrnmmmmrrlrnrnrnrnrnrnrnmmmmmmm'mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

B P P U 00 00 A G0 LA 0 B (0 0 A A0 R G O L 0 0 a3 0 G N N NI R N N N NG NS NS R NI N NI N N NI NI NI NI I 8 e e o 43 3 30 e et ok 1 4 P s 3

ES 2622 148 T3

PR L N T I §

11 1 =
NN O
ROUOSOWN

t

w
i
w
X

-2.061
-3.173
-3.445
-3.525
-4.139

44

~-11.116

-10.885

HERPRPRERERRHEERPRRERRRRRB R EER PR R R e

=
(=]
o

HEHRRREBRERHEBRR R R R

OOOOOOOOOOOOOOObOOOOOOOOOOOOOOOO

e

jolelslalalalolelelelelelelolelvlolololele)

jolwlele]
(slel =1 =]

Sisisisi=l-lolelslslslslslelolalvlololelo ool ool olololeTalw oo o lolal=T=1=1=]=1=l=l=T=1vl=TululuT = = =]
~ N

mmmmmmmmmmmmmmmrnrnrnmmrnrnrrlmrnrnrnrnrnrnmrnmmrnrrlrrlrnrnmmmmmmmr‘nmmmmmmmmmmmmmmmm

NOOOCTNZNZZNNZNZNNONONNOROTNZNZZANZNZNAN0ONONACO0INZNZZANZAZANONAC



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

"ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

GUA
GUA
GUA

GUA

THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmrﬁmmmrnrrlmrnrnmmmmmmmmmmmmmmmrﬂmmmmmmrnmrnrnrnrnrnrnrnmrnrn
\l'\l\l\l\l\]Nﬂmmmmmmmmmmmmmmmmmm&mwmmmmmmu—;mmmmmmmmmmm.pa.p.pn.n.p.&.ph.p.p;ﬁ-.p.p

ES 2622 148 T3

45

COJLU1~IQQ

Q00O N W= WO
N
OO R =N

Hurw
PODN
AN

-12.988
-12.489

-14.332
-16.554

-15.662
-15.612
-14.196
-13.434
-13.380

PHPHRRREEEERPRRRRRR PR R R R R R
RO 0000000000000 00000000000000000000DDDO0o

PRRRRRR

.

OO‘OOO
OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODO

[olelelels]leloleleY el

HEPHPRRRPRPRHRRR R RR RO PR e el m
SESISSSSES

rnrnrnrnrnrnmmrnmmrnrnrn'mmmrnmmmrnrrimmmmmrnrnmmmmmmmmmmmmrnrnrnmrnrnmrnmmmmmmrnrnrnrnrnrnm

ﬁOﬁﬁOOO'Ut’)(‘!ﬁOﬁZOﬁZOﬁO(\OﬁﬁOOO'BﬂﬂZﬁZOﬁZﬂﬁOﬂOﬁﬁOOC“O{‘)ZZHZOOOZOZ(}OOHO



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCOM
ATOM

03’ ADE
C2' ADE
Cl' ADE
N9 ADE
C8 ADE
N7 ADE
C5 ADE
C6 ADE
N6 ADE
N1 ADE
C2 ADRE
N3 ADE
C4 ADE
P  THY
OP1 THY
OP2 THY
05' THY
C5' THY
Cc4' THY
04' THY
c3' THY
03' THY
C2' THY
cl' THY
N1 THY
C2 THY
02 THY
N3 THY
C4 THY

n
w1
=
I
<=

C7 THY
C6 THY
P THY
OP1 THY
0P2 THY
05' THY
C5' THY
c4' THY
04" THY
C3' THY
03' THY
c2' THY
CL" THY
N1 THY
€2 THY
02 THY

C4 THY
04 THY
C5 THY
C7 THY
C6 THY
P ADE
0Pl ADE
OP2Z ADE
05’ ADE
C5' ADE
Cc4' ADE
04' ADE
C3' ADE
03' ADE
C2' ADE

mmmmmmmmammmamamammmmmAammmmmEammMmmmEmmamnmmmMmmmMmmmmameafEmmmMmmAmmmmmmmm

ES 2622 148 T3

(O D DO W DD DD D WD WO DD DO 1D L0 L O 00 &7 00 09 O3 G 00 ©0 £0 00 00 O3 £ 69 G0 00 00 00 00 00 I I ™ ™ S = = =] =~ =g~

=
[e=]

1
=
<o
&
o
K]

1 11
B
SES
I W
[R5, 1T
PNy et

11
=t
Y
T
[
RN

N
H
o
(=]
w1
N

11
i
oo
Wi
~F
(=3

46

11,704

PR R PR R R R PR R R R R R ER R R R R R RERR R PR R R RRRR R R R R R R R R R R R R

.

-

R -

[=l=j=i=ielvirislolelalslalolololwlwloll"l=Iv]alalalalalalalelalelalelalolviolalalelalslalelelelelelolal=lwlnle e lalnlo] = = =]

[elelel=l=lslslslslolslaolslslalalslslolalol o folvlalolelelalalalalalelatatalalslololulvlalalalalalel oo loletolw v vl e e el e leyw]
N

Irnrnrrlrnrnrnmrnrnmmmmmmmmmrﬂmmmmmmmmmmmmmrﬂmmmmmmmmmmmmmmmmi‘nmmmmmrnrnmmmrnrnrn

NO0AO0ONNOOCTNNNONZONZNNONONNOCOTNNNONZONZNNONOCNNOOO0TNZANZZNANZAZAN0



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

-CL' ADE

N9 ADE
C8 ADE
N7 ADE
C5 ADE
C6 ADE
N6 ADE
N1 ADE
C2 ADE
N3 ADE
C4 ADPE

o
—
T
<

OP1l THY
OP2 THY
05" THY
C5' THY
C4' THY
04' THY
C3' THY
03’ THY
c2' THY
cl' THY
N1 THY

z

w
AA4-44
LZTITITIT=T
g g

C5 THY
C7 THY
C6 THY
P THY
OP1l THY
OP2 THY
05" THY
C5' THY
c4' THY
04' THY
C3' THY
03' THY
c2' THY
cl' THY
NL THY
€2 THY
02 THY
N3 THY
C4 THY
04 THY
C5 THY

- €7 THY

C6 THY
P  ADE
OFl ADE
OPZ2 ADE
05' ADE
C5' ADE
c4' ADE
04' ADE
C3' ADE
03' ADE
Cc2' ADE
Cl' ADE
N9 ADE

mmrnmrnmmmmmmmmmmmmmmrnrrlrnrrlmmmmmmmmmmmmmrﬂmmmmmmmrﬂmmmmmmmmmmrﬂmrﬂmmmmrﬂ

ES 2622 148 T3

9.149
7.913

47

8.050

9.897
10.036

fy
o
2%}

-y
(2]
v

FPHERRERHERRRRHERBRERR R R

.

PREHPRRRERRRERERRERPEREHRER R RRR R R R R R R R R R R

[=3=l=Tw]

mmmAammamMmmMAmMARmMmMmMmmMAammOmMMmMRAmMOOmMOnmaEmEmMmAmMmammmamaaRamM A A mmmmmmm

ZﬁOOﬂOﬁﬁOOO'l;nnﬁOﬁZOOZﬁﬁOﬁOﬁﬁOOO‘UOOﬂOﬁZOOZﬁﬁOnOﬂﬁOOO'UHZHZZﬂﬁZﬁZn



ES 2622 148 T3

48



15

20

25

30

40

55

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
TER
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
_ATOM
* ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY

THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY

© THY

THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE

ADE
ADE
ADE

TMTTTMANTAA AR TN T TN AT A A AT TN T NAT T AT LTI F0 M T T LS Moo 10 & Mmoo omom e

ES 2622 148 T3

49

18.179

12.194
12.392
12.146
12.606
11.309
10.988
10.843
10.689

- 10.012

10.672

19,255
18,268
17.681
16.815
16.841
16,157
15.272
16.421

[=l=l=Telololalol=totelel=t=twlnlelal=loL=]

i e e e Y e e o Sy NSV o

BRE R

.

QOOOOOOOOOOOOOOOOOO‘OOQ =lolelele]e]

-

[elelelelelw]]

L o e e et a et ET e
f=g=Y=Tot=t=t

COQCOOoO

jelelalalalslsislslolelelslclslolelelelolelelalalalelele =) (wleleiejelalslalelolelslolalslalalalals ol e falelolale]

MTATNT T AT T AR NAAT AN TMATNT AT AT TR TN M@ M [ MW m e T m mom o meom mommomomomoen

Z2ZONZNZNNOoON0NN00CoTNNNONZONZNNoNoNNo ANOO0ONZONZNANOCOACANCOOTNNNCNZO



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM ~

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM

ATOM -

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
CATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATCM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
GUA
GUA
GUA

GUA
GUA

'n‘ﬂ‘ﬂ'ﬁ'ﬂ'ﬂﬂ'ﬂ'l'l'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂﬂ'ﬂ'n'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'l'l'ﬂ'l'l'l'l'l'[‘l‘lﬂ"l'l"ﬂ'ﬂ'n'I'I'l'['l'l'l'l'ﬂ'l'l'l'l'ﬂ'l'l'ﬂ'ﬂ'l'l'l'l'l'l'n'ﬂ'l'!'ﬂ’ﬂ'l'l'ﬂ“l'l“l'l'l'l’ﬂ'l'l'ﬁ'l'l'ﬂ

mmmu:l.nv.nmmLnt.nmmmmmmm-h-h-h-h.h-h‘h‘h-h-h-h-h-h-b-h-h-h-h-h-h-b.h-wwwmwwwwwwwwwwwwwwujwwmmm

ES 2622 148 T3

50

oooooooooooobbgg

[=l=l=l=l=l=lolllslslololololsls et wTw]
[ ™

(==Y =T lele]

B B ot o e o o ot e e e e 8 et e e e D

et = e e )
Yot o s Yo o= ==t =R =Rt R st =ttt =t L= s Pt et s D)

f*r{f‘kﬂkdrdfdkdrikdkﬂbdk*bdkdrdkﬂkikﬂﬂFJFJFAPJFHJLJFAFAPJFHAFAPdebdbdrdkA
COVO0ODODOO 5

[elslalslalalslelsle]
lelolelclslalolslels]

'|1'|1'|'I'I'l'l1'|'l'l'l"'f'ﬂ'ﬂ'l'l'ﬂ‘I'I'TI'I'I'HTI'I'I'HTITI‘I1TI'I']'ﬂ'ﬂ"ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'l'lTl'l'l'ﬂﬂ'ﬂ'ﬂ"ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ_'ﬂﬂ‘ﬂ'ﬂﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ’ﬂ"ﬂ"ﬂ“'ﬂ

znzonznnononnOOO‘uozznzOnnznznnononnooovnznzzﬁnznznnononnooo-unzn



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM

ATOM -

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

YT
YT
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
THY
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE

ADE

ADE
ADE

"ADE

ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE

ADE -

ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE

. ADE

ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE
ADE

'ﬂ“ﬂﬂﬂ'ﬂﬂ'ﬂ‘ﬂ‘ﬂ'ﬂﬂﬂﬂ'ﬂ'ﬂ'I1"I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'l1'11'ﬂ‘l'l'l'i'l'!'11"l'['ﬂ'ﬂ'l'l'ﬂ'ﬂ‘ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬁ'ﬂ'ﬂ'ﬂ‘ﬂ‘ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ‘ﬁ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'!'l'ﬂ"l'l"ﬂ"l'l"l‘l‘l'l

ES 2622 148 T3

5 2,218 15.058 9.741
5 1.973 16.347 9.477
& 0.911 21.797 6.257
G 1.340 23.204 6.087
6 -0.527 21.445 6.242
6 1.645 20.899 5.156
6 2.993 21.162 4.785
6 3.362 20.354 3.556
6 3.682 18.997 3.962
6 2.234 20.213 2.540
6 2.758 19,997  1.240
6 1.555 18.940 3.018
6 2,810 18.118 3.277
6 2.575 16,902 4.08%
6 3.531 15.917 4.063
6 4.553 16.018 3.409
6 3.244 14.819 4.836
6 2,113 14.623 5.607
6 1.944 13.601 6.265
6 1.146 15.697 5.580
6 ~0.125 15.596 6.376
6 1.420 16.773 4.831
7 3.087 21.237 0.286
7 3.511 22.361 1.152
7 1.946 21.41C0 -0,.641
7 4.337 20.696 -0.558
7 5.573 20.439 0.091
7 6.250 19,186 -0.442
7 5.668 17.997 0.158
7 6.159 18.965 -1.945
7 7.365 18.325 -2.373
7 4,922 18.068 -2.076
7 5.045 17.190 -0.831
7 3.796 16.716 -0.234
7 2.603 17.380 -0.136
7 1.664 16.695 0.484
7 2.284 15.502 0.826
7 1.838 14.346 1.503
7 0.599 14.190 1.983
7 2.723 13.340 1.670
7 3.964 13.483 1.198
7 4.500 14.518 0.551
7- 3.601 15.505 0.395
8 7.584 17.995 -3.924
8 9.025 18.154 -4.225
8 6.546 18.735 -4.687
8 7.234 16.441 -4.011
8 7.986 15.526 -3.241
8 7.318 14.166 -3.261
8 6.068 14.237 -2.542
8 6.962 13.635 -4.648
8 7.876 12.598 -4,962
8 5.523 13.126 -4.513
8 5.279 13.168 -3,007
8 3.897 13.418 -2.605
8 3,136 14.523 -2.874
8 1.924 14.470 -2.372
8 1.890 13.243 -1.730
8 0.881 12.586 -1.000
8 -0.330 13.117 -~0.802
8 1.168 11.366 -0.482
8 2.390 10.849 -0.691
8 3.421 11.372 -1.364
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8 3.099- 12.581
9 7.678 11.637
9 9.021 11,281
9 6.669 12.226
9 7.060 10.340
9 7.848  9.687
9 7.066  8.560
9 5.808 9.079
9 6.722  7.390
9 6.955 6.202
9 5.248 - 7.620
9 4,753  8.259
9 3.561 9,140
9 2.512  8.921
9 2,528 8.038
9 1.451  9.776
9 1.345 10.805
9 0.357 11.526
9 2,477 10.978
9 2,450 12.071
bl 3.522 10.151
10 6.614 4.738
10 7.397  3.770
10 6.742 4.742
10 5.071  4.571
10 4.732  4.500
10 3.369 3.873
10 2.313 " 4.838
10 2,998 2.665
10 2.352  1.741
10 2.059 3,247
10 1.340 4.328
10 0.878  5.487
10 1.593 6.194
10 0.930 7.207
10 -0.296 7.166
10 -1.445 7.976
10 -1.537 9.028
10 -2.502 7.663
10 -2.404 6.608
10 -1.373  5.777
10 ~0.343  6.115
11 1.831  0.323
11 2.148 -0.677
11 2.267 0.111
11 0.251 0.571
11 -0.359 1,033
11 -1.850 1.245
11 -2.088 2.375
11 -2.629 0.077
11 -3.869 0.048
11 -2.785 0.484
11 -2.949 1,997
11 -2.484 2.813
11 -1.310 2.670
11 -1.138 3.568
11 -2.274  4.357
11 ~2.693  5.484
11 -1.962 6.001
11 -3.880 6.043
11 -4,594 5,498
11 -4,296  4.433
11 -3.113 3.912
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10.428
11.117
12.042
12.010
12.914
12.183
14.115
15,155
13.604
12.558
11.324
10.877
-9.718
-9.372
-8.249
-7.222
-8.224
-9.251
-10.355
-10.352
-16.572
-17.581
-16.732
-16.417
-16.239
-15.866
-14.568
-16,849
-17.292
-16.046
-14.601
-13.629
~-13.734
-12.690
-11.835
-10.554

-9.8%4
-10.039
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-10.040
-11.882
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15 ~-17.994  3.944
15 -18.880  5.065
15 -18.533 2.569
15 -16.765  3.919
15 -16.011  5.107
15 ~14.957  4.886
15 -14.016 3.870
15 -15.507  4.415
15 -14,.833  5.094
15 -15.220 2,915
15 13,925 2.848
15 -13.730  1.550
15 -12.553  0.820
15 -11.691  1.262
15 -12.390 -0.357
15 -13.338 -0.803
15 -13.119 -1.972
15 -14.546 -0.071
15 ~-14.696  1.089
16 -15.377  5.023
16 -15.380  6.409
16 -16.614 4,202
16 -14.242  4.186
16 -12.868 4.527
16 -12.005  3.433
16 -11.933 2.288
16 -12.522  2.903
16 -11.448 2.856
16 -13.065 1.514
16 -12.146 1.106
16 -12.712  0.088
16 -11.930 -0.987
16 -10.789 -1.154
16 -12.540 -1.862
16 -13.817 -1.771
16 ~-14,279 -2.606
16 -14,576 -0.625%
16 -15.975 -0.438
16 -13.998 0.241
17 -11.767 2.951
17 -10.777  3.861
17 ~-13.218  3.216
17 -11.493  1.459
17 -10.171 0,932
17 -106.213 -0.575
17 -10.789 -1,183
17 -11.042 -1.060
17 -10.284 -1.985
17 -12.265 -1.721
17 -11.714 -2.172
17 -12.743 -2.246
17 -12,611 -3.176
17 -11.674 -3.955
17 -13.627 -~3.153
17 -14.726 -2.314
17 -15.585 -2.370
17 -14.795 -1.367
17 -15.944 -0.406
¢ 17 -13.813 -1.379
2 26.102 -30.410
2 27.225 -30.891
2 27.997 -31.98¢%
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ATOM 1879 0 GLY C 2 27.938 ~32.110 -20.958 1.00 42.86
ATOM 1880 N . ARG C 3 28.721 -32.793 -22.956 1.00 39.84
ATOM 1881 CA ARG C 3 29.520 -33.876 -22.393 1.00 40.18
ATOM 1882 € ARG C 3 30.538 ~33.327 -21.,398 1.00 43.21
ATOM 1883 © ARG C 3 30.820 -33.945 -20.369 1.00 45.60
ATOM 1884 CB ARG C 3 30.219 -34.661 -23.504 1.00 39.06
ATOM 1885 CG ARG C 3 29,272 ~35.479 -24.372 1.00 38.76
ATOM 1886 CDp ARG C 3 28.414 -36.403 -23.522 1,00 43.44
ATOM 1887 NE ARG C 3 27.577 -37.286 -24.330 1.00 39.28
ATOM 1888 CZ ARG C 3 27.994 -38.428 -24.868 1,00 44.32
ATOM 1889 NH1 ARG C 3 29.247 ~-38.828 -24.698 1.00 35.70
ATOM 1890 NH2 ARG C 3 27.159 -39.,167 -25.583 1.00 41.27°
ATOM 1891 N LYS ¢ 4 31.082 -32.159 -21.716 1.00 38.21
ATOM - 1892 CA LYS C 4 31.986 ~31.455 -20.817 1.00 40.07
ATOM 1893 ¢ LYS C 4 31.589 -29.985 -20.733 1.00 44.07
ATOM 1894 0 LYSC 4 31,123 -29.404 -21.713 1.00 36.32
ATOM ©~ 1895 CB LYS C 4 33.437 -31.575 -21,299 1.00 41.27
ATOM 1896 ¢G LYS C 4 34.023 -32.977 -21.180 1.00 43.87
ATOM 1897 CD LYsS C 4 33.886 -33.497 -19.754 1.00 44.62
ATOM 1898 CE LYS C 4 33.899 -35.016 -19.705 1.00 58.07
-ATOM 1899 NzZ LYS C 4 '33.253 ~35.524 -18.459 1.00 51,82
ATOM 1900 N LYS C 5 31.768 -29.387 -19.561 1.00 44.47
ATOM 1901 CA LYS C 5 31.606 -27.947 -19.433 _1.00 41.82
ATOM 1902 C LYS C 5 32,702 -27.261 -20,233 1:00 44.25
ATOM 1903 o© LYS C 5 33,806 -27.791 -20.359 1.00 49.21
ATOM 1904 CB LYS C 5 31.682 -27.513 -17.971 1.00 39.15
ATOM 1905 CG6 LYS C 5 31.691 -26.002 -17.792 1.00 46.63
ATOM 1906 CD LYS C 5 31.374 ~25.594 -16.363 1.00 42.50
ATOM 1907 CE LYS C 5 31.225 -24.090 -16.258 1.00 46.51
ATOM 1908 Nz LYS C 5 30.818 -23.663 -14.892 1.00 51,90
ATOM 1909 N ILE C 6 32.398 -26.089 -20.782 1.00 37.05
ATOM 1910 ¢ca ILE C 6 33,394 -25.321 -21.521 1.00 35.04
ATOM 1911 cC ILEC 6 33.581 -23,914 -20.958 1,00 40.67
ATOM 1912 © ILE C 6 32.791 -23.446 -20,136 1,00 41.66
ATOM 1913 CB ILE C 6 33,041 -25.223 -23.013 1.00 38.26
ATOM 1914 <Gl ILE C 6 31.877 -24.255 -23.235 1.00 33.65
ATOM 1915 CG2 ILE C 6 32.721 -26.603 -23.569 1.00 41.12
ATOM 1916 CDL ILEC 6 31.712 -23.841 -24.682 1.00 34.76
ATOM 1917 N GLNC 7 34.644 -23,249 -21,396 1.00 46.96
ATOM. 1918 CA GLN C 7 34,892 -21.873 -20.999 1.00 46.22
ATOM 1919 ¢ GLNC 7 34.452 -20.956 -22.120 1.00 44.41
ATOM 1920 0 GLN C 7 34.662 -21.257 -23.296 1.00 43.97
ATOM 1921 CB GLN C 7 36.374 -21.649 -20.687 1.00 54.97
ATOM 1922 CG GLNC 7 36.843 -22.323 -19.409 1.00 57.18
ATOM 1923 Cp GLN C 7 35,980 -21.963 -18.213 1.00 73.60
ATOM 1924 OEl1 GLNC 7 35.636 -20.797 -18.008 1.00 77.65
ATOM 1925 NE2Z GLN C 7 35.629 -22.966 -17.413 1.00 72.99
ATOM 1926 N ILE C 8 33.830 -19.839 -21.761 1,00 28.39
ATOM 1927 cA ILEC 8 33.363 -18.899 -22.767 1.00 21.10
ATOM 1928 C ILE C 8 34,548 -18.138 -23.353 1.00 24.35
ATOM 1929 o0 ILEC 8 34,920 -17.062 -22.879 1.00 25.10
ATOM 1930 CB ILE C 8 32,292 -17.944 -22.211 1.00 20.86
ATOM 1931 ¢GlL ILEC 8 31.062 -18.743 -21.773 1.00 27.03
ATOM 1932 CG2 ILEC 8 31.895 -16.916 -23.249 1.00 18.08
ATOM 1933 ¢Cpl ILE C 8 30.547 -19,712 -22.835 1.00 21.56
ATOM 1934 N THRC 9 35.149 -18,718 -24.386 1.00 18.31
ATOM 1935 cA THR C 9 36.265 ~-18.074 -25.064 1.00 18.73.
ATOM 1936 ¢ THR C 9 36.330 -18.510 -26.528 1.00 16.20
ATOM 1937 0 THRC § 35.998 -19.652 -26.865 1.00 19.80
ATOM 1938 CB THR C 9 37.604 -18.337 -24.335 1,00 22.75
ATOM 1939 0G1l THR C 9 38.643 ~17.538 -24.920 " 1.00 29.46
ATOM 1940 C¢G2 THR C 9 37.976 -19.817 -24,395 1.00 15.15
ATOM 1941 N ARG ¢ 10 36.736 -17.577 -27.385 1.00 22.69

55

ONNNOOO 00N NN NNONNNNOONO0NNNNONONONNNNANAONNNONNANANNNOONANAOAN
ZOONOON ZNONNONAZ Z0NONONOZNONN0CNNZZNNANNAONNZZONNAO0NNZZZAZANN0OANZO



20

25

30

35

40

45

50

55

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

1959 cpl

ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
MET
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
GLYU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ASN

ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ARG

nnnnnnnnnnnnnnnnnhﬁnnnnnnnnnanﬁnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

ES 2622 148 T3

36.805
37.364
38.497
37.635
37.636
38.512

38.533

39,313
40.138
39.269
36.546
36.954
37.985
37.745
35.741
34.750
36.177
33.463
39.138
40.267
40.202
40.707
41.59%4
41,796

35.103
34.151
33.053
34.576
34.237
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-22.642 -41.705
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"-26.496 -36.843
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~-27.814 -38.111
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34.618 -21.851

35.704 -19.201
36.9247 -19.533
37.775 -20.055
37.366 -19.328
32.531 -23.336
31.417 -23.314
30.264 -24.158
29.106 -23.745
31.855 -23,839
30.779 -23.713
30.429 -22.266
31,245 -21.517
29,211 -21.867
30.603 -25.338
29,631 -26,274
28,932 -25.697
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30.314 -27.597
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29.718 -25,167
29.167 -24.575
28.283 -23.392
27.247 -23.149
30.279 -24.114
30.934 -25.264
29.705 -23.271
28.693 -22.665
27.948 -21.,492
26.587 -21.851
25.603 -21,162
28.757 -20.679
27.948 -19.642
27.773 -18.379
27.349 -19.932
27.027 -17.419
26.594 -18.976
26.434 -17.719
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24.775 -26.114
25.091 -27.443
25.900 -28.341
26.088 -29,726
27.012 -30.536
24,302 -23.153
23.895 -22.083
23.079 -20.973
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22.246
25.106
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15.530
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16.838
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17.603
19.065
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14.565
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12.881
14.945
13.752
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"17.018 -19.903

17.024 -21.223
15.661 -21.584
14,725 -16.476
14,263 ~-15,148
12.793 -15.201

“ 11,980 -14.402
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Reivindicaciones

1.

Un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:

para su utilizaciéon en un método para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre un
grupo que consiste en hipertrofia cardiaca, enfermedades del corazén, rechazo a transplante,
enfermedades autoinmunes, deficiencia inmunitaria, autismo e inflamacién, en que dicho método
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente efectiva de dicho compuesto a un
paciente.

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

El compuesto para su utilizacién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en que dicho compuesto
se administra por via oral.

El compuesto para su utilizacién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en que dicho compuesto
se administra por medio de una inyeccion intramuscular, intraperitoneal, subcutanea o intravenosa.

Compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:
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para su utilizacion como un medicamento.
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Figurala-b
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Figuralc
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Identificacion de un sitio de union de moléculas pequefias en MEF2 (a) la estructura de Cabin1 (hélice roja)
unida a MEF2 en ADN; (b) vista superior de (a) que muestra la superficie de unién compuesta de S1, S2,
S2 y hélice H2 de cada monédmero de MEF2: (c) Un modo de unién deducido de ligando general (péptido o
molécula pequefia que une la bolsa en MEF2. (d) BML-210 unido a MEF2 La densidad electrénica es un
mapa que omite SA y que encaja con la forma de BML-210. Izquierda: modelo de lazo; izquierda: modelo.
de superficie.

Figurald
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Figura 2
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Luciferasa
de .
” Luciferasa
Luciérnaga de
Luciérnaga

Marcador de luciferasa de luciérnaga GAL4 . .
Marcador de luciferasa de luciérnaga GAL4

Un ensayo sensitivo altamente especifico para moléculas de unién de MEF2 (a) la configuracion esquematica

del ensayo (b) la prueba del ensayo que utiliza mutaciones guiadas por la estructura. Los resultados muestran

que la mutacion en la interfaz MEF:HDAC interrumpe la sefial de marcador mientras que las mutaciones fuera
de la interfaz no muestran ningun efecto

Figura 3 a
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Muestra

Respuesta Normalizada M1/M2 102

Figura3 b
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BML-210 inhibe el ensayo de marcador MEF2: HDAC en una forma que depende de la dosis

Figura 4
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Sensorgrama ajustado

Tiempo (0 = linea de base)

Figura5a
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BML-210 compite con HDAC4 para unir MEF2

(a) Estudios Biacore que muestran que BML-210 inhibe la unién de MEF2 a HDAC4 in vitro; (b)
Izquierda: BML-210 y HDAC9 unen la misma zona de superficie de la proteina, derecha: el
anillo aromatico de BML-210 y Leu de HDAC9 unen una bolsa hidrofébica central en MEF2.

Figura5b
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