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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedades neurodegenerativas a través de la inhibicion de Hsp90
Reivindicacioén de prioridad

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de EE. UU. N° 60/806.427, presentada el
30 de junio de 2006.

Declaracion de financiacion federal

Esta invencion fue apoyada en parte por la subvencion NIH AG09464. El gobierno de los Estados Unidos puede
tener ciertos derechos en esta invencion.

Antecedentes de la invencion

Esta solicitud se refiere al tratamiento de enfermedades neurodegenerativas a través de la inhibicion de la proteina
de choque térmico 90 (HSP90).

La familia HSP90 de proteinas tienen cuatro miembros reconocidos en células de mamifero: Hsp90 a y 3, Grp94 y
Trap-1. Hsp90 a y B existen en el citosol y el nucleo en asociacion con un numero de otras proteinas. Hsp90 en sus
diversas formar es la chaperona celular mas abundante, y se ha mostrado en sistemas experimentales que se
requiere para el replegamiento dependiente de ATP de proteinas desnaturalizadas o "desplegadas". Por lo tanto, se
ha propuesto que funciona como parte de la defensa celular contra el estrés. Cuando las células se exponen a calor
u otros estreses ambientales, la agregacion de proteinas desplegadas se evita mediante rutas que catalizan su
replegamiento o degradacion. Este proceso depende de la asociacion de la proteina desplegada de un modo
ordenado con multiples chaperonas (Hsp 60, 90 y 70 y p23), formando un "repliegosoma" y finalmente la liberacion
dependiente de ATP de las chaperonas a partir de la proteina replegada.

Hsp90 también puede representar un papel en el mantenimiento de la estabilidad y la funcién de proteinas mutadas.
Parece requerirse para la expresion de p53 y v-src mutadas hasta un grado mucho mayor que para sus homdélogos
silvestres. Se ha sugerido que esto se produce como resultado de la supresién mediada por Hsp90 de los fenotipos
de mutaciones que conducen al desplegamiento de proteinas.

Hsp90 también es necesaria para la maduraciéon conformacional de varias proteinas clave implicadas en la
respuesta de crecimiento de la célula a factores extracelulares. Estas incluyen los receptores de esteroides asi como
ciertas cinasas transmembranarias (es decir, serina cinasa Raf, v-src y Her2). El mecanismo por el que Hsp90 afecta
a estas proteinas no se entiende totalmente, pero parece ser similar a su papel en el replegamiento de proteinas. En
el caso del receptor de progesterona, se ha mostrado que la union y la liberacion de Hsp90 del receptor se produce
de un modo ciclico en conjunto con la liberacion de otras chaperonas e inmunofilinas y se requiere para la union de
alta afinidad del esteroide al receptor. Asi, Hsp90 podria funcionar como un regulador fisiolégico de rutas de
sefializacion, incluso en ausencia de estrés.

Se ha mostrado que Hsp90 se sobreexpresa en multiples tipos de tumores y como una funcién de la transformacion
oncogénica. Se desconoce si representa un papel en el mantenimiento de la transformacion, pero podria tener al
menos tres funciones a este respecto. Las células cancerosas crecen en un ambiente de hipoxia, pH bajo y baja
concentracion de nutrientes. También se adaptan rapidamente a o se seleccionan para hacerse resistentes a
radiacion y agentes quimioterapéuticos citotoxicos. Asi, el papel general de Hsp90 en el mantenimiento de la
estabilidad de proteinas bajo estrés puede ser necesario para la viabilidad celular bajo estas condiciones. En
segundo lugar, las células cancerosas alojan proteinas oncogénicas mutadas. Algunas de estas son mutaciones de
ganancia de funcidon que son necesarias para el fenotipo transformado. Hsp90 se puede requerir para mantener la
conformaciéon plegada funcionalmente activa de estas proteinas. En tercer lugar, la activaciéon de rutas de
sefializacion mediadas por receptores de esteroides, Raf y otras dianas de Hsp90 es necesaria para el crecimiento y
la supervivencia de muchos tumores que asi probablemente también requieren Hsp90 funcional.

Es probable que la neurodegeneracion, de forma similar al cancer, no sea el resultado de un solo episodio de
desregulacion, sino en cambio un proceso en varias etapas que implica episodios ambientales, epigenéticos y
genéticos que conducen a la creacion de un fenotipo transformado complejo manifestado por expresion anormal,
modificacion postraduccional y procesamiento de ciertas proteinas. El mantenimiento funcional de estas proteinas
desreguladas en neuronas puede requerir, analogamente a la célula afectada por cancer, que el mecanismo
regulador de chaperonas moleculares evoluciones junto con el proceso de transformacion.

En el contexto de las enfermedades neurodegenerativas, Hsp90 puede representar dos papeles. En primer lugar, las
cinasas (tales como cdk5/p35. gsk3beta) activadas aberrantemente en enfermedades neurodegenerativas pueden
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requerir Hsp90 para funcionar. Asi, la inhibicion de Hsp90 puede restaurar redes de sefalizacion danadas en el
cerebro enfermo al aliviar la fosforilacion aberrante, conduciendo a la reduccién de la agregacion de proteinas
aberrantes y la eliminacion o la reduccién de agregados y de su toxicidad asociada. En segundo lugar, los mutantes
patégenos (tales como de APP o presenilinas en AD o mtau en FTDP-17 o receptor de androgeno mutante en la
atrofia muscular bulbar) pueden requerir Hsp90 para corregir el plegamiento y el funcionamiento, asi, la inhibicién de
Hsp90 puede conducir a la eliminacion de estas proteinas y dar como resultado la reduccién de agregados y la
formacion consiguiente de placas u ovillos.

La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan probablemente tanto por mutantes como por
sefializacion aberrante, y asimismo Hsp90 puede representar un papel con respecto a mutantes patégenos. Las
mutaciones tau provocan demencia frontotemporal dominante autosémica. Las patologia conectadas a mutaciones
del receptor de andrégeno incluyen el sindrome de insensibilidad androgénica completo (CAIS) y la atrofia muscular
espinal y bulbar (SBMA o enfermedad de Kennedy). (4) Las mutaciones en los genes de presenilina son la principal
causa de AD familiar. El analisis de ratones con inactivacion génica condicional ha mostrado que la inactivacion de
presenilinas da como resultado un deterioro de la memoria progresivo y neurodegeneracion dependiente de la edad,
sugiriendo que la reduccion de la actividad de presenilina podria representar un mecanismo patégeno importante.
Las presenilinas regulan positivamente la transcripcion de genes que contienen elementos de respuesta a cAMP
(CRE), algunos de los cuales se sabe que son importantes para la formacion de la memoria y la supervivencia
neuronal. (5) La enfermedad de Alzheimer (AD) se caracteriza tanto por NFTs (agregados tau) como por placas
(depositos de AR). En la enfermedad de Alzheimer, las mutaciones en la proteina precursora de amiloide o en las
presenilinas provocan una enfermedad dominante autosémica. Estos son el sustrato y las proteasas responsables
de la produccién del péptido AR depositado. Las mutaciones pridnicas provocan el sindrome de Gerstmann
Straussler y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria, las mutaciones de alfa-sinucleina provocan enfermedad
de Parkinson dominante autosémica. En estos casos, la mutacion patégena esta en la proteina que se deposita en
el tejido enfermo y toda la proteina se deposita. La enfermedad de Huntington resulta de una huntingtina mutante.
(9) Asi, en todos los casos, las mutaciones conducen a la enfermedad mediante un mecanismo que implica el
proceso de deposicion.

Estas caracteristicas de Hsp90 la convierten en una diana viable para agentes terapéuticos. Los miembros de la
familia de HASP90 poseen un bolsillo Unico en su region N-terminal que es especifico para y se conserva entre
todas las Hsp90s desde bacterias hasta mamiferos, pero que no esta presente en otras chaperonas moleculares. El
ligando enddgeno para este bolsillo no se conoce, pero se une a ATP y ADP con baja afinidad y tiene una débil
actividad de ATPasa. Se ha mostrado que los antibidticos de ansamicina geldanamicina (GM) y herbimicina (HA) se
unen a este bolsillo conservado, y esta afinidad de unién se ha mostrado para todos los miembros de la familia de
HSP90. La Publicacion de Patente Internacional N° W098/51702 divulga el uso de antibidticos de ansamicina
acoplados a un resto de eleccién como diana para proporcionar el aporte dirigido de la ansamicina que conduce a la
degradacion de proteinas y a la muerte de las células elegidas como diana. La Publicacion de Patente Internacional
N° WOO00/61578 se refiere a moléculas bifuncionales que tienen dos restos que interactian con la proteina
chaperoénica Hsp90, incluyendo en particular homo- y heterodimeros de antibidticos de ansamicina. Estas moléculas
bifuncionales actian para promover la degradacion y/o la inhibicion de tirosina cinasas de la familia HER y son
eficaces para el tratamiento de canceres que sobreexpresan cinasas Her.

Agentes terapéuticos de molécula pequefa ejemplares que se unen al mismo bolsillo de uniéon de Hsp90 como ATP
y los antibidticos de ansamicina se divulgan en la Publicacion PCT N° WO002/36075, la Publicacion PCT N°
PCT/US06/03676 y las Publicaciones de Patente de EE. UU. 2005-0113339, 2005-0004026, 2005-0049263, 2005-
0256183, 2005-0119292, 2005-0113340 y 2005-0107343.

En organismos viejos, la sobrecarga de chaperonas conduce a una disminucion significativa en la robustez de redes
celulares que cambian su funcién hacia un comportamiento mas estocastico. El requerimiento de chaperonas y la
capacidad de las chaperonas desequilibrados ayudan a la acumulacion de proteinas plegadas incorrectamente y
agregadas especialmente en el sistema nervioso, debido al potencial de proliferacion muy limitado de las neuronas.
Ademas, las redes de sefializacién dafiadas pierden su rigor original, y se produce una fosforilacion de proteinas
irregular. Un enfoque atractivo para aliviar e invertir estos efectos dafinos es al modular la actividad de Hsp90. Los
inhibidores de la actividad de Hsp90 liberan HSF1 de complejos de Hsp90 y corrigen la regulacién defectuosa de la
actividad de HSF1 después de un estrés térmico que conduce a un incremento en los niveles celulares de
chaperonas, tales como Hsp70 y Hsp40. Se ha mostrado que la sobreexpresion de estas chaperonas representa un
modo general de reinstaurar el plegamiento y aliviar los efectos toxicos de proteinas plegadas incorrectamente.
Ademas de sus efectos sobre la reinstauracion del plegamiento correcto, los inhibidores de Hsp90 pueden regular
proteinas implicadas en redes de sefializacion de neuronas enfermas.

Sin embargo, la utilidad de los inhibidores de Hsp90 como agentes clinicos en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas dependera de si sus efectos se producen a concentraciones de farmaco que son tolerables para
el paciente y de si los farmacos se pueden administrar de tal modo que se alcancen estas concentraciones en el
cerebro. Desgraciadamente, los inhibidores de Hsp90 conocidos tales como geldanamicina y 17AAG, su derivado en
un ensayo clinico en Fase | para el cancer y el compuesto no relacionado radicicol tienen limitaciones significativas.
Son poco solubles, dificiles de formular y no cruzan la barrera hematoencefalica. Asi, a fin de conseguir el potencial
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para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, se necesitan agentes terapéuticos que inhiban Hsp90 y
que tengan suficiente solubilidad y la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica o se aporten de otro modo al
cerebro.

El documento WO 2006/130469 A1 se dirige a métodos para promover la regeneracion nerviosa que implican
administrar al menos un compuesto, tal como una purina, un derivado de purina o un analogo de purina, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

HE H y cols., JOURNAL OF MEDICINAL CHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, US, Vol. 49, N° 1,
paginas 381-390, describe la identificacion de inhibidores de la estructura purinica de la proteina de choque térmico
90.

SOTI CSABA y cols.,, BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, NATURE PUBLISHING GROUP,
BASINGSTOKE, HANTS; GB, Vol. 146, No. 6, paginas 769-780, analiza la idoneidad de proteinas de choque
térmico como diana terapéuticas.

LUO WENUJIE y cols., PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES
OF AMERICA, Vol. 104, N° 22, paginas 9511-9516, analiza los papeles de proteinas de choque térmico en las
tauopatias.

Sumario de la invenciéon

Segun la presente invencion, el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas se consigue usando compuestos
con estructura purinica de molécula pequefia como los definidos en la reivindicacion 1 que inhiben Hsp90 y que
poseen la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica. Asi, segun la presente invencion, se proporciona un uso
para el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de un compuesto con estructura purinica como el definido
en la reivindicacion 1 que inhibe Hsp90, y que cruza la barrera hematoencefalica o se aporta de otro modo al
cerebro.

En una realizacion, el compuesto con estructura purinica que se define en la reivindicacién 1 usando en la invencion
tiene un resto de purina conectado en la posicion 8 o 9 a través de un conector a un grupo sustituyente monociclico.
Estos compuestos se describen el la Publicacion PCT N° WO02/36075, la Publicacion PCT N° PCT/US06/03676 y
las Publicaciones de Patente de EE. UU. 2005-0113339,2005-0004026, 2005-0049263, 2005-0256183, 2005-
0119292, 2005-0113340 y 2005-0107343.

En una realizaciéon, el método de la invencion hace uso de un compuesto con estructura purinica de molécula
pequefa segun se define en la reivindicacion 1.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1A muestra la actividad de fosforilacién de tau en cerebro de ratéon después de la administracion a corto
plazo de PU24FCI.

La Fig. 1B muestra la concentracion de PU24FCI en cerebro de raton después de la administracion a corto plazo.

La Fig. 2 muestra los efectos de la inhibicion de Hsp90 a largo plazo con PU24FCI sobre la fosforilacion de tau y la
expresion de otras proteinas.

La Fig. 3 muestra los efectos de la inhibicion de Hsp90 a largo plazo con PU-DZ8 sobre la fosforilacion de tau.
La Fig. 4 muestra compuestos Utiles en el método de la invencion.

La Fig. 5 muestra un esquema sintético para elaborar compuestos utiles en la invencion.

La Fig. 6 muestra un esquema sintético para elaborar compuestos utiles en la invencion.

Las Figs. 7A y B muestran niveles de diversas proteinas en los cerebros de ratones tratados segun la invencion
mediante la administracion intraperitoneal de un compuesto con estructura purinica.

La Fig. 8 muestra la degradacion de la proteina mutante, mtau (HT7), después de la administracion de una dosis de
PU-DZ8. También muestra el cambio en los niveles de chaperonas (incremento de hsp70) la expresion de cinasas
(niveles de p35).
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La Fig. 9 muestra la dependencia de proteina tau mutante sobre la chaperonizaciéon de hsp90.

Las Figs. 10A y B muestran la unién a hsp90 y la induccién de hsp70 por compuestos con estructura purinica en
células de neuroblastoma.

La Figs. 11 muestra la afinidad de unidon de PU-DZ8, PU24FCl y 17AAG a hsp90 en extractos cerebrales de JNPL3.

La Fig. 12 muestra que PU-DZ8 alcanza concentraciones farmacolégicamente pertinentes en cerebro de raton
transgénico JNPL3 después de la administracion de una dosis de 75 mg/kg de PU-DZ8 administrados i.p .

La Fig. 13A muestra los efectos de la administracién a corto plazo de una dosis de PU-DZ8 sobre los niveles de tau
mutante soluble en el cerebro de raton JNPL3. Se presenta la region cerebral subcortical de ratones de 2,5 a 4
meses de edad. Los niveles de Tau humana se normalizaron a los de Hsp90.

La Fig. 13B muestra los efectos de la administracién a corto plazo de una dosis de PU-DZ8 sobre los niveles de tau
mutante insoluble en el cerebro de raton JNPL3. Se presenta el analisis de las fracciones de tau insoluble (P3)
extraidas de la region cerebral subcortical de ratones de 6 meses de edad tratados con PU-DZ8 (75 mg/kg) durante
4,8,12y 24 h.

La Fig. 14 muestra el efecto de la administracion de PU-DZ8 a largo plazo sobre tau hiperfosforilada en agregados
de tau toxicos.

La Fig. 15A muestra el efecto de PU-DZ8 sobre p35 en los ratones htau que expresan tau WT patégenamente
hiperfosforilada de forma similar a pacientes con enfermedad de Alzheimer.

La Fig. 15B muestra el efecto de PU-DZ8 fosforilacion de tau en los ratones htau que expresan tau WT
patégenamente hiperfosforilada de forma similar a pacientes con enfermedad de Alzheimer.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona un tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa, que comprende la etapa
de administrar a un individuo que necesite este tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
con estructura purinica segun se define en la reivindicacion 1 que inhibe Hsp90 y que cruza la barrera
hematoencefalica o se aporta de otro modo al cerebro.

Segun se usa en esta solicitud, el término "tratamiento" se refiere a retrasar el comienzo de los sintomas, reducir la
gravedad o retrasar el avance sintomatico de una enfermedad neurodegenerativa en el individuo. No se requiere una
curacién de la enfermedad para llenar el alcance del tratamiento. Ademas, se apreciara que los resultados
especificos de estos objetivos del tratamiento variaran de individuo a individuo, y que algun individuo puede obtener
beneficios mayores o menores que el promedio estadistico para una poblacion representativa. Asi, tratamiento se
refiere a la administraciéon de una composicién a un individuo que lo necesite, con la expectativa de que obtendran
un beneficio terapéutico.

El término "enfermedad neurodegenerativa" se refiera a una enfermedad caracterizada por anormalidades en las
rutas de sefializacion, por ejemplo una fosforilacion aberrante debida a una desregulacion de la actividad de cinasa,
proteinas mutantes (tau mutante, APP mutante) y desequilibrio de chaperonas que conduce a plegamiento
incorrecto e incremento de la apoptosis. En una realizacion especifica, la enfermedad neurodegenerativa es una
tauopatia, es decir, una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por anormalidades de la proteina tau que
comparten el rasgo de una proteina tau hiperfosforilada, y formacion de ovillos neurofibrilares intracelulares (NFT).
Sin limitacion, el término "enfermedad neurodegenerativa”, segun se usa en esta solicitud, se refiere a y abarca
neurodegeneracion inducida por alcohol (10)); enfermedad de Alzheimer (11); esclerosis lateral amiotrofica (13; 14);
isquemia cerebral (15; 20); adiccion a cocaina (21); enfermedad por cuerpos de Lewy difusos (22); ataques
electroconvulsivos (23); sindrome alcohdlico fetal (10); displasia cortical focal (24); atrofia muscular espinal canina
hereditaria (25); miositis por cuerpos de inclusion (26); atrofia sistémica multiple (27; 28); Niemann-Pick tipo C;
enfermedad de Parkinson (22); y lesion de los nervios periféricos (71).

El término "administrar" se refiere al acto de introducir en el individuo el compuesto terapéutico. En general, se
puede usar cualquier via de administracion. Debido a que los compuestos usados en el método de la invencién
pueden ser capaces de cruzar la barrera hematoencefalica, se puede usar la administracion sistémica. Asi, en cierta
realizacion de la invencion, es apropiada la administracion mediante inyeccién oral, intravenosa, intramuscular o
parenteral. También se puede realizar la administracion al cerebro mediante inhalacion debido a que hay un
compartimento en la parte superior de la nariz que conecta con el cerebro sin tener los capilares de la barrera
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hematoencefalica. Asimismo, los compuestos que cruzan la barrera hematoencefalica se prefieren para este modo
de administracién, aunque esta caracteristicas no se requiere estrictamente.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" abarca tanto la cantidad del compuesto administrado como el
esquema de administracion que sobre una base estadistica obtiene el resultado de prevenir, reducir la gravedad o
retrasar la progresion de una enfermedad neurodegenerativa en el individuo. Como se apreciara, las cantidades
preferidas variaran de compuesto a compuesto a fin de equilibrar la toxicidad/la tolerancia con la eficacia terapéutica
y el modo de administracion. La determinacién de la dosis tolerada maxima y del régimen de tratamiento en cuanto
al numero y la frecuencia de dosificacion es una parte habitual de la evaluacion clinica temprana de un compuesto.

El término "cruza la barrera hematoencefalica", seguin se usa en la presente, se refiere a la capacidad del compuesto
para transitar al cerebro en cantidades detectables después de la administracion sistémica. La capacidad de un
compuesto para cruzar la barrera hematoencefalica se puede evaluar usando modelos animales tales como ratones.
Segun se ilustra en los ejemplos posteriores, se puede emplear una administracion de una sola dosis, por ejemplo
en de 50 a 200 mg/kg, con animales sacrificados a intervalos, y se puede determinar la concentracion cerebral del
compuesto. Se apreciara que el grado hasta el que un compuesto transita al cerebro también tendra un impacto
sobre la cantidad del compuesto terapéutico que sea necesaria. En general, sin embargo, los compuestos que
cruzan la barrera hematoencefalica tendran pesos moleculares de menos de 400 daltons, un grado de
liposolubilidad, preferiblemente comparable a los compuestos divulgados en la presente, la ausencia de uniones de
proteinas plasmaticas restrictivas y la ausencia de una afinidad significativa para cualquiera de los varios
transportadores de aflujo activos para la barrera hematoencefalica tales como glicoproteina p. A este respecto, se
apunta que 17-AAG no cruza eficazmente la barrera hematoencefalica y es un sustrato de glicoproteina P.

El compuesto terapéutico empleado en el método de la presente invencion es adecuadamente un compuesto con
estructura purinica de molécula pequefa segun se define en la reivindicacion 1 que inhibe Hsp90 y que posee la
capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica. El término "compuesto con estructura purinica" se refiere a un
compuesto que tiene un resto purinico al que esta unido un anillo arilico o heteroarilico adicional en la posicién 8 o 9,
en donde el compuesto como un todo posee la flexibilidad necesaria y grupos sustituyentes que van a ser recibidos
dentro del bolsillo N-terminal de Hsp90. Estos requisitos generales se analizan en la Publicacion PCT N°
WO002/36075.

En general, farmacos moderadamente lipdfilos tales como PUs cruza la barrera hematoencefalica mediante difusion
pasiva. Todavia falta una buena comprensién estructural para la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, pero
se cree que varios parametros facilitan este comportamiento. La lipofilia era el primero de los descriptores en ser
identificados como importantes para la penetracién en el SNC. Para varias clases de sustancias activas en el SNC,
Hansch y Leo (89) encuentran que la penetracion en la barrera hematoencefalica es 6ptima cuando los valores de
LogP estan en el intervalo de 1,5-2,7, con el valor medio de 2,1. El valor medio para ClogP para los farmacos para el
SNC comercializados es 2,5. PU-DZ8 tiene un valor de logP calculado de 1,73 (usando Molinspiration) y un valor
experimentalmente determinado de 1,53 (usando RP-HPLC). Los farmacos para el SNC tienen pesos moleculares
(PM) significativamente reducidos en comparacién con otros agentes terapéuticos. Se han revisado las reglas para
el peso molecular en farmacos para el SNC, donde las moléculas pequefias pueden sufrir un transporte pasivo
mediado por lipidos significativo a través de la barrera hematoencefalica, cuando la masa molecular se mantiene en
o por debajo de un intervalo de 400 a 600 Da (90). PU-DZ8 tiene un PM de 512. Todas las ecuaciones de QSAR
enfatizan la importancia de la unién de hidrégeno - la penetracion en el SNC requiere 5 o menos aceptores de
enlaces de hidrogeno (91). PU-DZ8 tiene 4. Se ha mostrado que la PSA es un descriptor muy bueno que caracteriza
la absorcion de farmaco, incluyendo la absorcion intestinal, la biodisponibilidad, la permeabilidad de Caco-2 y la
penetracién en la barrera hematoencefalica. La PSA ha sido usada como un predictor para la penetraciéon en la
barrera hematoencefalica por muchos investigadores (92). En general, los farmacos dirigidos al SNC tienden a tener
superficies polares inferiores que otras clases (93,94). La PSA para farmacos para el CNS es S|gn|f|cat|vamente
menor que para otros agentes terapéuticos con PSA para la penetracion en el SNC estimado en 60-70 A? hasta 90
AZ (95,96). El limite superlor para la PSA para que una molécula penetre en el cerebro es alrededor de 90 A% Dz8
tiene una PSA de 104 A% Cambiar la naturaleza de la cadena Ilgada a la posicion 9N de una amina secundaria a
una terciaria reduce la PSA hasta 90 A%. Se ha mostrado que el niumero de enlaces giratorios es un descriptor muy
bueno de la biodisponibilidad oral de farmacos (97-99). Se sugiere que los compuestos que cumplen solo los dos
criterios de (1) 10 0 menos enlaces giratorios y (2) una superficie especifica polar hasta o menor de 140 A? (0 12 o
menos donantes y aceptores de enlaces de H) tendran una alta probabilidad de buena biodisponibilidad oral en la
rata (99). Muchos farmacos para el SNC son basicos y existen en equilibrio entre sus estados cargado y neutro bajo
condiciones fisiologicas o son anfifilicos si también poseen un grupo acido. La posesion de una carga positiva a pH
7-8 tiende a favorecer la penetracion en el cerebro (100). Adicionalmente, los compuestos que poseen un nitrdgeno
terciario (un rasgo de muchos farmacos para el SNC) muestran un grado superior de penetracion en el cerebro.
Todas estas caracteristicas son modeladas en los compuestos con estructura purinica que se describen en la
presente.

Otra caracteristica que es indicativa de la capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica es la unién a proteinas.

La interaccion farmaco-proteina es un proceso reversible y un farmaco para el SNC satisfactorio no debe ser un
sustrato eficaz para glicoproteina P (in vivo) (102). No es suficiente para que un agente neuroterapéutico potencial
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se mueva a través de la barrera hematoencefalica - también tiene que permanecer en el cerebro suficiente tiempo
para que ejerza su accion deseada. Esto significa que también tiene que evitar se un sustrato para una variedad de
proteinas de transporte que trabajan para extruir compuestos desde el cerebro. El inhibidor de Hsp90 17AAG es un
sustrato para P-gp, sin embargo, el agente terapéutico con estructura purinica PU-DZ8 no es un sustrato de P-pg y
asi no se extruye facilmente desde el cerebro mediante este mecanismo.

Método sintéticos para elaborar compuestos utiles en el método de la invencion se describen en la Publicacion PCT
N° W002/36075, la solicitud PCT N° PCT/US06/03676 y las Publicaciones de Patente de EE. UU. 2005-0113339,
2005-0004026, 2005-0049263, 2005-0256183, 2005-0119292, 2005-0113340 y 2005-0107343. Las Figs 6 y 7
muestran esquemas sintéticos para elaborar compuestos con las estructuras que se muestran en la Fig. 4. En el
caso de un conector carbonado, se generan en primer lugar acidos fenilacéticos al reemplazar el puente de
metilendioxi con los isdsteros metabdlicamente estables representados en la Fig. 6. La sintesis comienza al acoplar
2,4,5,6-tetraaminopirimidina con el fluoruro de acido del acido carboxilico correspondiente. El fluoruro de acido se
genera al tratar el acido fenilacético con fluoruro cianurico y piridina en CH,Cl,. Después de un rapido lavado con
agua, el fluoruro de acido resultante se usa en la siguiente etapa sin purificacion adicional. La amida resultante del
acoplamiento de pirimidina-fluoruro de acido se cicla al calentar en NaOMe alcohdlico. La transformacion del grupo
amino en C2 en flior (NH2 en F) se efectia mediante una diazotizacion de modificada-fluorodesdiazoniacion del
derivado aminico en HF/piridina en presencia de NaNO.. Los presentes inventores y otros han determinado
previamente que el flior en esta posicion en general aumentaba la potencia de las purinas resultantes,
probablemente al incrementar la capacidad donante de hidrégeno de NH, en C6. La halogenacion selectiva adicional
usando bien NIS o bien NBS conduce a los correspondientes derivados yodados o bromados. Estos se alquilan en
primer lugar con 1,3-dibromopropano o 1,2-dibromobutano en presencia de Cs,COs. La formacion de dimero no se
detecta en esta reaccion. El bromo resultante se alquila adicionalmente en presencia de R1R;NH en exceso para dar
el producto final.

Para derivados que contienen un conector de azufre, la sintesis se lleva a cabo usando un método previamente
descrito por He y cols (1) y emplea el acoplamiento catalizado por cobre de 8-mercaptoadenina con el yoduro de
arilo (Fig. 7). La reaccion se produce en DMF anhidro a 110°C bajo nitrégeno. La 8-arilsulfaniladenina se yoda
adicionalmente selectivamente en la posicién 2 del resto arilico usando NIS como una fuente de yodo electrdfilo y
TFA como un catalizador. Esto se alquila adicionalmente en 9N en presencia de RiR:NH en exceso para dar el
producto final.

Aplicacion de la invencién a tauopatias

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el trastorno neurodegenerativo mas comun caracterizado por el deterioro
progresivo de la cognicion y la memoria en asociacion con la presencia de placas seniles, ovillos neurofibrilares y
pérdida masiva de neuronas, principalmente en la corteza cerebral y el hipocampo. Las placas seniles son depositos
extracelulares compuesto por fibrillas de amiloide B (AB), rodeadas por neuritas distréficas, microglias reactivas y
astrocitos. Las inclusiones filamentosas de Tau son crecientemente reconocidas como la marca distintiva de las
tauopatias, una familia creciente de enfermedades neurodegenerativas que incluyen AD, sindrome de Down (DS),
diversas variantes de enfermedades pridnicas, pardlisis supranuclear progresiva (PSP), esclerosis lateral
amiotrofica/complejo de parkinsonismo-demencia de Guam (ALS/PDC), demencia frontotemporal esporadica con
parkinsonismo (FTDP), enfermedad de Pick y sindromes de FTDP-17 familiares. Tau es un componente critico del
citoesqueleto neuronal. Algunos de los cambios morfolégicos asociados con la apoptosis neuronal implican una
modificacion significativa de la red citoesquelética, probablemente para contribuir a la posterior degeneracion de
neuronas, indicando que la alteracion de la red citoesquelética puede provocan neurodegeneracion. En los axones,
la proteina tau es una de las proteinas asociadas a los microtubulos predominantes (30). Estabiliza los microtdbulos
y promueve el crecimiento externo de neuritas. Este papel aparentemente beneficioso de tau contrasta con su
comportamiento anémalo en varias enfermedades neurodegenerativas, lo mas destacadamente AD, donde se
presenta en una forma altamente fosforilada, se separa de los microtubulos y se agrega. Las mutaciones patégenas
de tau o la fosforilaciéon anormal de tau (que se produce en AD y demencias frontotemporales) dan como resultado
un desarrollo mas rapido de NFTs y enfermedades neuroldgicas, un rasgo coherente con la visién de que estas
enfermedades resultan de la agregacion de tau (31).

Varias mutaciones en las isoformas humanas de tau sobre el cromosoma 17 da como resultado un conjunto de
enfermedades neurodegenerativas, denominadas "demencia frontotemporal y parkinsonismo conectado al
cromosoma 17 (FTDP-17)" y se caracterizan por la acumulacién de ovillos neurofibrilares similares a los de AD, en
regiones cerebrales afectadas. Estudios bioquimicos de estos mutantes de tau revelan que son menos estables que
tau normal y tienden a formar agregados fibrilares (32), de acuerdo con la visién de que las tauopatias son
enfermedades relacionadas con el plegamiento y la estabilidad de proteinas. Las proteinas tau en AD no estan
mutadas, y sin embargo comprenden NFTs. En AD, tau se hiperfosforila y se ha establecido como hipétesis que esto
deteriora el papel estabilizador de los microtubulos de tau.

Se cree que la tau hiperfosforilada se pliega incorrectamente, sufre disociacion neta desde los microtubulos, forma
agregados filamentosos anormales (filamentos helicoidales apareados, PHFs) y se polimeriza en NFTs (33). El papel
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central del plegamiento incorrecto de proteinas en este proceso esta ilustrado por observaciones de que las
diferentes mutaciones de tau conectadas a FDTP-17 difieren en sus niveles de fosforilacion y en sus efectos sobre
los microtubulos (34). Se ha mostrado una relacion inversa entre la tau agregada y los niveles de proteina de choque
térmico (Hsp)70/90 en ratones transgénicos para tau y cerebros con enfermedad de Alzheimer. En diversos modelos
celulares, el incremento de los niveles de Hsp70 y Hsp90 promovia la solubilidad de tau y la unién de tau a los
microtubulos, reducia tau insoluble y reducia la fosforilacion de tau. A la inversa, la disminucion de los niveles de
Hsp70 y Hsp90 daban como resultado los efectos opuestos. Los presentes inventores también han demostrado una
asociacion directa de las chaperonas con proteinas tau. Los resultados de los presentes inventores sugirieron que la
regulacion al alza de chaperonas moleculares puede suprimir la formacién de ovillos neurofibrilares al repartir tau en
una via de plegamiento productiva y evitar de ese modo la agregacion de tau (12).

Se encontré que los inhibidores de Hsp90 incrementan beneficiosamente los niveles de la chaperona Hsp70 en otros
sistemas neurodegenerativos. Se encontré que la induccién de chaperonas, especialmente Hsp70 y Hsp40, retrasa
el inicio o disminuye los sintomas en enfermedades del plegamiento (3). Se encontré que la GM activa una
respuesta de choque térmico e inhibe la agregacion de huntingtina en un modelo de cultivo celular de la enfermedad
de Huntington (16). Se presenté que la GM restaura la funcion para una respuesta de choque térmico defectuosa en
células infectadas por encefalopatia espongiforme ovina (17, 18). Auluck y cols (19) presentaron que el tratamiento
de un modelo en mosca de la enfermedad de Parkinson con GM protegia completamente contra toxicidad por a-
sinucleina. Estos efectos se observaron sin alterar la apariencia microscopica de inclusiones neuronales, sugiriendo
que las chaperonas "destoxifican" los agregados de proteina de un modo mas sutil que solo prevenir la formacién de
agregados de proteinas. Auluck también sugiri6 que solamente un cambio o una redistribucion moderados de
chaperonas podrian ser suficientes para la neuroproteccion (19).

Estos efectos de los inhibidores de Hsp90 se producen por su modulacion de los complejos de HSF1-hsp90. En
células normales, la presencia de proteinas plegadas incorrectamente o agregadas desencadena una respuesta
biolégica compleja, denominada choque térmico (6). Estos implica la expresion de proteinas de choque térmico
(HSPs, chaperonas moleculares) y de proteinas implicadas en la ruta de ubiquitina-proteasoma. La evolucién de una
magquinaria tan compleja atestigué el hecho de que es necesario aislar las células y depurar rapidamente proteinas
desplegadas tan pronto como aparezcan. En células no estresadas, HSF1 forma un complejo dinamico con Hsp90
(7). Cuando se incrementa el desplegamiento de proteinas, estas proteinas no naturales compiten con HSF1 por la
unién a Hsp90 dando como resultado un incremento en HSF1 no unido e induccién de HSPs. Cuando la sintesis de
chaperonas inducida por estrés se deteriora, son posibles enfermedades de plegamiento (8). Segun se sugiere por
su regulacion de la actividad de HSF1, la interferencia con la actividad de Hsp90 por inhibidores de Hsp90
desencadena una respuesta de choque térmico. La actividad de cinasas activadas por enfermedades neuronales es
regulada por Hsp90.

También se ha mostrado que los niveles de fosforilacion de tau en sitios patologicos se reducia después del
tratamiento con el inhibidor de Hsp90 geldanamicina (GM) en modelos celulares de AD. Cdk5, Gsk3 y MAPK son
tres cinasas importantes que pueden fosforilar tau en sitios patolégicos. Debido a que la fosforilacion libera tau de
los microtubulos y debido a que tau en el PHF esta muy fosforilada, las cinasas se han observado con recelo por un
posible papel en la patogénesis. Existe una evidencia creciente de que CDK5 y GSK3a pueden estar implicadas en
la patogénesis de varios trastornos neurodegenerativos. En neuronas que ya no se dividen, la desregulacion de
Cdks, especialmente Cdk5, se produce en muchos trastornos neurolégicos, incluyendo la enfermedad de Alzheimer
(AD) y la enfermedad de Parkinson (PD). Fath y cols. ha mostrado que la sustitucion de ciertos aminoacidos en sitios
de fosforilacion conocidos por un aminoacido cargado creaba tau 'pseudohiperfosforilada’ que puede imitar aspectos
estructural y funcionales de tau hiperfosforilada (35). La evidencia in vivo de una interacciéon con tau existe para
Cdk5 y Gsk3. La sobreexpresion de p25 humano (un activador de Cdk5) en ratones inducia la hiperfosforilacion de
tau y alteraciones citoesqueléticas reminiscentes de la AD, pero no depésitos filamentosos (36). Noble y cols.
cruzaron ratones transgénicos que sobreexpresaban el activador de Cdk5 p25 con ratones transgénicos se
sobreexpresaban tau humana mutante (P301L). Tau se hiperfosforilaba en varios sitios en los dobles transgénicos, y
se producia una acumulaciéon muy significativa de tau agregada en el tronco encefalico y la corteza. Un incremento
de los numeros de ovillos neurofibrilares (NFTs) tefiidos con plata acompafiaba a estos cambios asi como una
asociacion de GSK activa con tau insoluble (37). La sobreexpresion de GSK-3 bajo el control de un transactivador
sensible a tetraciclina también incluia hiperfosforilacion de tau, deslocalizacién somatodendritica de tau y apoptosis
neuronal (38). Estudios recientes han mostrado que el péptido B-amiloide (AB) induce una desregulacion de Cdk5 en
células cerebrales cultivadas, y surge la cuestion sobre posibles papeles de esta proteina cinasa hiperfosforilante en
la secuencia de episodios moleculares que conducen a muerte neuronal desencadenada por AB. En este contexto,
existe una evidencia de que Cdk5 esta implicada en la hiperfosforilacion de tau promovida por AR en sus forma
oligébmera (42). Los inhibidores de Cdk5 protegen a las neuronas del hipocampo tanto de fosforilaciones anémalas
de tau como de muerte neuronal. Las conexiones entre los estudios sobre el sistema Cdk5/p35 en la neurogénesis
normal y su participacion pretendida en la neurodegeneracién, proporcionan en marco para comprender la
importancia reguladora de este sistema de cinasa, y cambios en su regulacién que pueden estar implicados en
alteraciones tales como las que se producen en la enfermedad de Alzheimer (70). En general, estos estudios
implican la hiperfosforilacion de tau en la neurodegeneracion relacionada con tau y aluden a Cdk5, Gsk3 y MAPK
como actores principales en el proceso.
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Segun se demuestra en los ejemplos indicados posteriormente, compuestos con estructura purinica de molécula
pequefia son capaces de inactivas las cinasas implicadas en la fosforilacion de tau y, cunado se seleccionan los
patrones de sustitucion apropiados, son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica. Ademas, la adicion del
inhibidor de Hsp90 PU24FCI a un conjunto de células transformadas condujo a una induccion dependiente de la
dosis de Hsp70 y Hsp40. Este fendmeno se producia en todas las lineas celulares probadas independientemente de
su tejido de procedencia y se duplicaba en neuronas primarias corticales de rata. Dosis de PU24FCl y PU29FCI (otro
compuesto de la clase de PU previo) que inducen una respuesta de estrés no eran téxicas contra células normales,
segun se demostrd en un conjunto de células epiteliales y fibroblastos normales.

Aplicacion de la invencion a otras enfermedades neurodegenerativas

La esclerosis lateral amiotréfica es un trastorno neurolégico que afecta selectivamente a neuronas motrices del
cerebro y la médula espinal. La esclerosis lateral amiotréfica (ALS) se caracteriza por una degeneracion progresiva
de neuronas motrices que da como resultado debilidad intensa y atrofia de musculos esqueléticos. La enfermedad
es progresiva y habitualmente los pacientes sucumben a paralisis bulbar, caquexia o insuficiencia respiratoria a los
2-5 afios del comienzo (44). Un rasgo distintivo de la ALS es la acumulacion de neurofilamentos en los pericariones
y los axones de las neuronas motrices espinales (para una revision, véase Julien 2001, 45). NF-H y NF-M son
sustratos de CDKS5, y los cuerpos de inclusion de neuronas motrices que se presentan en casos de ALS contienen
NF-H hiperfosforilado (para una revision, véase Julien 1999, 47). Una evidencia emergente indica una implicacion de
la serina/treonina cinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) en la patogénesis. La desregulacion de Cdk5 por sus
coactivadores truncados, p25 y p29, contribuye a la neurodegeneracion al alterar el estado de fosforilacion de
proteinas citosdlicas y citoesqueléticas y, posiblemente a través de la induccion de reguladores del ciclo celular.

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por bradicinesia en la mayoria de los pacientes y muchos pacientes
pueden desarrollar un temblor de reposo (para una revision, véase Fahn 2003, 48). Hallazgos patoldgicos clasicos
incluyen pérdida de neuronas que contienen neuromelanina dentro de la sustancia negra y la presencia de cuerpos
de Lewy (48). El cuerpo de Lewy es una inclusion neuronal citoplasmica eosinofilica (para una revision, véase Fahn
2003, 48), y se produce inmunorreactividad a CDK5 en los cuerpos de Lewy en el mesencéfalo de pacientes con
enfermedad de Parkinson (22). En ratas, la induccion de la apoptosis en neuronas de la sustancia negra daba como
resultado niveles y actividad crecientes de CDK5 en los estadios tardios de la apoptosis (49). Ademas, se observo
inmunorreactividad para CDK5 y p35 en el pericarion y los nicleos de neuronas apoptoticas, mientras que la
inmunorreactividad en neuronas sanas se confinaba a los axones (49).

Otras cinasas que también se desregulan en la PD, y para las que se han identificado mutaciones patdgenas en
pacientes de PD esporadica, son buenos candidatos como clientes de HSP90. Estos incluyen el gen de cinasa 2 con
repeticion rica en leucina (LRRK2) donde las mutaciones patdgenas provocan enfermedad de Parkinson autosémica
dominante y ciertos casos de esporadica. La sustitucion G2019S en LRRK2 es el determinante genético mas comun
de la enfermedad de Parkinson identificado hasta ahora, y se cartografia a una region especifica del dominio de
cinasa llamada el segmento de activacion. Se muestra aqui que la autofosforilacion de LRRK2 es una reaccion
intermolecular y elige como diana dos residuos dentro del segmento de activacion. La destacada mutacion G2019S
patégena en LRRK2 da como resultado una alteracion de la autofosforilacion y un incremento de la autofosforilacion
y la fosforilacién del sustrato, a través de un proceso que parece implicar la reorganizacion del segmento de
activacion. Otra cinasa mutante en el PTEN inducia el gen de cinasa 1 putativa (PINK1). Estas mutaciones se
descubrieron originalmente en tres arboles genealdgicos con PD heredada recesivamente. Se identificaron
inicialmente dos mutaciones de PINK1 homocigéticas: una mutacion sin sentido truncada (W437X) y una mutacion
de sentido incorrecto G309D. Posteriormente, se han presentado multiples tipos adicionales de mutaciones o
truncamientos asociados a PD en PINK 1, convirtiendo a PINK1 en el segundo gen causal mas comun de la PD
recesiva. De forma interesante, a pesar de la transmision recesiva autosémica de la PD de comienzo temprano
asociada a PINK1, un nimero de mutaciones heterocigéticas que afectan solamente a un alelo de PINK1 se han
asociado con la PD de comienzo tardio. Se desconocen los mecanismos patdgenos por los que las mutaciones
PINK1 conducen a la neurodegeneracion.

PINK1 codifica una proteina de 581 aminoacidos con una secuencia de eleccién como diana mitocondrial N-terminal
predicha y un dominio de serina/treonina cinasa conservado. Se ha mostrado que la proteina PINK1 se localiza en la
mitocondria y exhibe actividad de autofosforilacion in vitro. El sustrato o los sustratos y la funcion bioquimica in vivo
de PINK1 siguen siendo desconocidos. En células de mamifero cultivadas, la sobreexpresion de PINK1 silvestre
protege a las células contra estimulos apoptéticos mientras que el agotamiento de PINK1 mediado por ARN
interferente pequefio (ARNSsi) incrementa la propension a la muerte apoptética. En Drosophila, la pérdida de PINK1
conduce a defectos mitocondriales y degeneracion de neuronas musculares y dopaminérgicas. A pesar de la amplia
evidencia que indica un papel esencial de PINK1 en la citoproteccion, no se entiende el mecanismo por el que
PINK1 protege contra la apoptosis.

Los presentes resultados mostraron que al menos Cdk5 y P35 son proteinas clientes de Hsp90. La inhibicién de
Hsp90 podria disminuir el nivel de proteinas Cdk5/P35 in vitro y el nivel de P35 in vivo. Puesto que la evidencia
acumulada implica que Cdk5/P35 esta relacionada con esas enfermedades neurodegenerativas, también se puede
usar un inhibidor de Hsp90 en el tratamiento de esas enfermedades.
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La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplo de referencia 1 (util para la comprensién de la invencion)

Ratones jovenes: Se obtuvieron ratones atimicos hembra nu/nu de cuatro a seis semanas de edad de the National
Cancer Institute-Frederick Cancer Center y se mantuvieron enjaulados con ventilacion. Los experimentos se llevaron
a cabo bajo un protocolo aprobado por Institutional Animal Care and Use Committee y se siguieron las directrices
para el uso apropiado y humanitario de animales en la investigacion. Antes de la administracion, se preparé una
solucién de PU24FCl a la concentracion deseada en 50 pl de vehiculo (PBS:DMSO:EtOH en una relacion 1:1:1). En
experimentos disefiados para definir los efectos a corto plazo de PU24FCI sobre la fosforilacion de tau, los ratones
(2 por momento) se trataron con 200 mg/kg de PU24FCl o con vehiculo solo. En el momento del sacrificio, los
cerebros se recogieron e inmediatamente se congelaron instantaneamente. Para el analisis de proteinas, los
cerebros se homogeneizaron en tampoén de lisis de SDS (Tris 50 mM pH 7,4, 2% de SDS). Para los estudios de
administracion a largo plazo, los ratones (n = 5) se trataron cada dos dias durante 30 dias con las dosis indicadas de
PU24FCI. Se comprobaron los cambios en el peso y el comportamiento para todos los animales. Los ratones fueron
sacrificados mediante eutanasia con CO; a las 8 h después de la ultima inyeccién de PU24FCl. Los cerebros se
recogieron y se procesaron como se menciona anteriormente. Las proteinas se analizaron adicionalmente mediante
transferencia Western.

La fosforilacion de tau en cerebros jovenes y embrionarios se potencia (50) y es similar a un cerebro afectado por
AD (51; 52). Ademas, los ratones atimicos lampifios de 4-6 semanas de edad pueden expresar tau fosforilada en
epitopos de enfermedad pertinentes. En un primer experimento in vivo, se evalud la modulacién a corto plazo de
Hsp90 en los cerebros de estos animales. Una dosis de PU24FCI (200 mg/kg) se administrd intraperitonealmente a
estos ratones y los animales fueron sacrificados a las 0, 6, 12, 24, 36 y 48 horas. Los cerebros enteros se
homogeneizaron en tampon de lisis y la fosforilacion de tau en S202/T205 se evalué mediante transferencia
Western. Se observé un aumento brusco en la fosforilacion de tau en este epitopo 12 h después de la
administracion, con una disminucion hasta niveles basales poco después (Fig. 1A). Los niveles de farmaco en el
tejido cerebral se analizaron mediante LC-MS y mostraban la presencia en tejido cerebral a niveles terapéuticamente
pertinentes con un pico alrededor de las 24 horas (Fig. 1B). En estos mismos ratones, PU24FCl se depuraba
rapidamente del higado, el suero y el utero.

En un segundo experimento, se analizaron los efectos de la inhibicion de Hsp90 a largo plazo sobre la fosforilacion
de tau. Los ratones se trataron en dias alternos durante 30 dias con PU24FCl sin observar toxicidad o pérdida de
peso notables en estos animales. Como se observa en la Fig. 2, una disminucioén significativa en la fosforilacion de
tau en S202/T205 era evidente en todos los ratones tratados. Esta diferencia en los efectos entre la modulacion a
corto y largo plazo de Hsp90 se ha documentado para otras proteinas chaperonadas por Hsp90. El tratamiento de
células con inhibidores de Hsp90 provocaba la degradacion de Raf-1 a lo largo de un transcurso de tiempo
prolongado, mientras que inducia un aumento brusco transitorio de actividad de Raf-1 cuando se administraba
durante un tiempo breve (53). Se ha demostrado una evidencia similar para la actividad de la cinasa dependiente de
ARN PKR, que se vuelve activa con un tratamiento breve con GM (54). Estas observaciones sugieren que Hsp90
puede actuar para contener la sefalizacion basal de estas cinasas. Ejemplos adicionales se encuentran en la
regulacion de receptores de hormonas esteroideas. La Hsp90 enmascara la dimerizacion e inhibe la unién a ADN de
receptores de hormonas esteroideas hasta que las interacciones chaperoénicas se interrumpen, tipicamente como
consecuencia de la unién a hormonas. Asi, los receptores de hormonas esteroideas separados de chaperonas son
competentes para la dimerizacion y la unién a ADN en ausencia de hormona (55). Aunque esta funcion de Hsp90
puede no seguir siendo cierta para todas sus proteinas clientes, en el caso de p35/cdk5, Hsp90 puede desempefias
un papel similar que contiene la actividad intrinseca del complejo, mientras que lo retiene en una conformacion
cebada, lista para la interaccion con tau.

La reduccion en la fosforilacion de tau en el experimento de tratamiento a largo plazo se asocié con una disminucion
de 60 a 70% en la expresion de p35 (Fig. 2). Ademas, se observo en estos ratones un incremento en la expresion de
la Hsp70 inducible (Fig. 2). La expresion de cdk5 en el cerebro entero no se veia afectada. La proteina cdk5 esta
ampliamente distribuida en tejidos de mamifero y en lineas celulares cultivadas y se compleja con una serie de otras
proteinas, sirviendo cada asociacion para un papel celular diverso. La cinasa asociada con cdk5/p35 se ha mostrado
solamente en la corteza cerebral (56, 57). Cuando se examinaba la actividad de cdk5 inmunoprecipitada en cerebros
con AD, se encontr6 que era elevada en la corteza prefrontal (58). La localizacién limitada de p35/cdk5 en la corteza
puede explicar por qué la expresion de cdk5 total en el cerebro entero estaba inalterada durante la inhibicién de
Hsp90. Muy probablemente, el alto fondo provocado por cdk5 localizada en otros compartimentos hacia imposible
comprobar un cambio pequefio en los estados estacionarios de cdk5 mediante transferencia Western. Estos
resultados también pueden sugerir que el manejo de cdk5 por Hsp90 en el cerebro esta probablemente limitado a
regular la actividad del complejo p35/cdk5.

Ejemplo de referencia 2 (util para la comprension de la invencion)
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Ratones transgénicos: Se usaron en este estudio ratones transgénicos, linea JNPL3 (59), que sobreexpresan tau
humana mutante (P301L, 4RON). Los ratones eran heterocigéticos y en un fondo genético hibrido mixto estaban
compuestos por C57BL/DBA2/SW, segun se publica en la ref. 59. Estos ratones desarrollaban NFTs en el
telencéfalo basal, el diencéfalo, el tronco encefalico y la médula espinal, con patologia grave acompafiada por
degeneracion en la médula espinal que conducia a distonia, paralisis y muerte en ratones >12 meses de edad.
Ratones JNPL3 macho de nueve meses de edad (n = 2) se trataron intraperitonealmente con PU-DZ8 o vehiculo
durante 5 dias. Los ratones fueron sacrificados 12 h después del ultimo tratamiento mediante dislocacion cervical
bajo anestesia.

Para examinar adicionalmente el efecto de Hsp90 sobre la fosforilacién de tau, se usoé la linea JNPL3 de ratones que
expresaban proteina tau mutante (P301L) (59). Los analisis genéticos tienen mutaciones conectadas en el gen de
tau a FTDP-17 (60, 61). Se han identificado mas de 20 mutaciones patégenas distintas, con P301L como la
mutacién mas comun en las tauopatias (33). Los ratones JNPL3 exhiben un incremento dependiente de la edad y la
dosis de gen en la fosforilacion de tau y el desarrollo de NFTs (59, 62). La proteina tau en JNPL3 es
predominantemente humana y esta fosforilada en multiples sitios: T181 (AT270), S202/T205 (AT8), T212 (AT100),
T231 (AT180), S262, S396/S404, S409 y S422 (59, 62). De acuerdo con los experimentos en los ratones atimicos
lampifios jovenes, un tratamiento de cinco dias de ratones JNPL3 macho de nueve meses de edad con PU-DZ8, un
derivado hidrosoluble de PU24FCI (2), reducia los niveles de p35 en cerebros enteros y conducia a una mejora
significativa de fosforilacion de tau en los sitios de cdk5 putativa, S202/T205 y T212. El grado de expresion de p35
se traducia bien en el alivio de la fosforilacion. Una reduccion de 50% en los niveles de p35 se traducia en un efecto
aproximadamente similar sobre S202/T205 (Ab AT-8), mientras que reducia la fosforilacién sobre T212/S214 (Ab
AT-100) caso completamente. No se observé un efecto significativo sobre tau fosforilada en T231 (Ab AT-180),
asociado con tau en PHF y ovillos (63, 64) con una reduccion de 50% en la expresion de p35. Sin embargo, en
ratones en los que los efectos eran mas destacados y la expresion de p35 disminuia hasta aproximadamente 20%
en comparacion con el control, se observaba un efecto significativo sobre la fosforilacion de tau en S202/T205 y
T212/S214 y una reduccion de 50% sobre T231. No se podia detectar una cantidad significativa de la fosforilacion
de tau en T181, un sitio que se encuentra que esta hiperfosforilado en PHF, ovillos y neurofilamentos (65). De
nuevo, la expresion en cerebro entero de cdk5 no se veia afectada (Fig. 3).

Se registraron niveles farmacolégicamente pertinentes de PU-DZ8 en estos cerebros.
Ejemplo de referencia 3 (util para la comprension de la invencion)

Ratones JNPL3 hembra de 6,5 meses de edad se trataron durante 30 dias, 5 dias/semana, con el inhibidor de
Hsp90 PU-DZ8 (Fig. 5) o vehiculo, o se sacrificaron para un tiempo cero, n=4/grupo. Los cerebros se dividieron en
regiones subcorticales y corticales y se procesaron usando el protocolo de extraccion de Greenberg y Davies. (77)
Se analizaron fracciones solubles en lauroilsarcosinato sédico (S1) mediante WB para p35 y Hsp70, y para epitopos
de tau encontrados anormalmente hiperfosforilados en cerebros con AD tales como: S202 y T205 reconocido por
AT8, T181 por AT270, T231 por AT180. Estos son sitios de cdk5/p35 putativa. Las bandas de proteina se
normalizaron para Hsp90 y se representaron como unidades relativas. Los resultados se muestran en la Fig. 8A 'y B.
Puesto que la tauopatia, caracterizada por la fosforilacion patégena de tau, se puede deber a la actividad de cinasa
aberrante, el inhibidor de hsp90 es eficaz debido a que afecta la expresién de la proteina p35, un activador de cdk5
que se sabe que fosforila tau en sitios patégenos, y asi alivia la fosforilacion de tau en estos sitios.

Ejemplo de referencia 4 (util para la comprension de la invencion)

Ratones JNPL3 hembra se 6 meses de edad se trataron IP con el inhibidor de Hsp90 PU-DZ8 (75 mg/kg) y se
sacrificaron en diversos momentos segun se indica en la Fig. 9. Los cerebros se dividieron en regiones subcorticales
y corticales y se procesaron usando el protocolo de extraccion de Greenberg y Davies (77). Se analizaron fracciones
solubles en lauroilsarcosinato soédico (S1) extraidas de la region subcortical mediante WB para p35, cdk5, tau
mutante (HT7), Hsp90 y Hsp70. Las bandas de proteina se normalizaron para actina y se representaron como un
cambio relativo con respecto a los ratones no tratados. La Fig. 9 muestra la degradacion de la proteina mutante,
mtau (HT7), después de la administracion de una dosis de DZ8. También muestra el cambio en los niveles de
chaperonas (incremento de hsp70) y la expresion de cinasa (niveles de p35).

Ejemplo de referencia 5 (util para la comprension de la invencion)

Células de COS-7 se transfectaron con ADNcs correspondientes a WT y mTau y las células se trataron
adicionalmente con PU24FCI durante 24 h. Las células se sometieron a lisis y el contenido de proteinas se analizé
mediante transferencia Western. Los resultados se muestran en la Fig. 10. Segun se muestra, la Tau mutante
(P301L) es muy sensible al inhibidor de Hsp90 PU24FCI, mientras que la tau WT no se ve afectada por dosis
similares de farmaco.
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Ejemplo de referencia 6 (util para la comprension de la invencion)

La capacidad de la composicion segun las invenciones inhibidores de Hsp90 para unirse a Hsp90 se probd usando
un ensayo de polarizacion fluorescente desarrollado por Chiosis y cols (documento W02005012482.66.67.68).
Células de neuroblastoma SK-N-SH se trataron con inhibidores de Hsp90 durante 24 h los niveles de Hsp70 se
detectaron mediante un ensayo fenotipico basado en células desarrollado por Chiosis y cols (documento
W02005012482.69). Los resultados se resumen en las Figs. 11A y B. Segun se muestra, los inhibidores inducen
una respuesta de estrés en las células de neuroblastoma SK-N-SH y la induccién de Hsp70 por inhibidores de
Hsp90 se correlaciona con su potencia en la unién al bolsillo regulador de ATP de la chaperona Hsp90.

Ejemplo de referencia 7 (util para la comprension de la invencion)

Neuronas corticales primarias embrionarias de rata y células COS-7 transfectadas con ADNcs correspondientes bien
a p35 sola (COS-7/p35) o bien tanto a p35 como a Tau (COS-7/p35/Tau) son sistemas experimentales pertinentes
para estudiar la actividad aberrante de cinasa neuronal debido a que la fosforilacion de Tau en sitios de cdk5
putativa tanto esta potenciada en estas células y en cerebros embrionarios y jévenes (50, 52) como es similar a
aquella en cerebros afectados por AD (50). Células COS-7 transfectadas con ADNcs correspondientes bien a Tau
WT humana (COS-7/Tau) o bien a Tau que aloja la mutacion P301L caracteristica de la demencia frontotemporal y
el parkinsonismo asociados con el cromosoma 7 (COS-7/TauP301L) son modelos celulares que se pueden usar
para diferenciar el efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre una proteina mutante en comparacion con su homoélogo
normal.

Para examinar adicionalmente los papeles representados por Hsp90 en una tauopatia, se hizo uso tanto de
PU24FCI como de 17-(alilamino)-17-desmetoxigeldanamicina (17AAG) y se investigaron sus efectos tanto sobre
cdk5/p35 como sobre TauP301L en cultivos de células neuronales primarias y COS-7. Se derivaron cultivos neuronal
primarios de las cortezas cerebrales de embriones de rata del dia embrionario 17 y se mantuvieron segun se
describe previamente (105). Para determinar los efectos de PU24FCI sobre estados estacionarios de proteina y
sobre la fosforilacion de Tau, se afadié PU24FCl el dia 6 de cultivo y las células se incubaron a 37°C segun se
indica. Células COS-7 desarrolladas en DMEM con FBS al 10% y penicilina/estreptomicina (50 unidades y 50 ug/ml,
respectivamente) se transfectaron transitoriamente al usar el reactivo FUGENE 6 (Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, IN) para sobreexpresar p35 bien en Tau WT o bien en Tau que aloja una mutaciéon P301L. A las 12 h
después de la transfeccion, las células se incubaron durante 24 h con la concentracion indicada de PU24FCI.
Después de la incubacion, las células se recogieron y se sometieron a lisis en SDS al 2%, y las muestras resultantes
se analizaron mediante transferencia Western.

La fosforilacion de Tau por cdk5 se inicia a través de la activacion mediante la formacion de complejo con una de las
proteinas especificas de las neuronas p35 o p39. Sin embargo, solo la supresion de p35 por el tratamiento con
oligonucledtidos antisentido pero no de la isoforma p39 muy relacionada reduce selectivamente la actividad de cdk5.
Ademas los niveles de p35 pero no de proteina cdk5 son limitativos de la velocidad para la actividad de cdk5. En
concordancia, se evalud la influencia de la inhibicion de Hsp90 sobre la expresion celular de p35. Una degradacion
dependiente de la dosis y el tiempo de p35 por PU24FCl fue detectada en neuronas primarias mediante
inmunotransferencia y mediante técnicas de inmunofluorescencia, asi como en células COS-7/p35 y COS-
7/p35/Tau. Se observaron efectos a ~1-5 yM de PU24FCl y eran maximos a 10 yM de inhibidor de Hsp90, de
acuerdo con la afinidad de este compuesto para Hsp90. p35 exdgenamente introducida era mas sensible a la
inhibicién de Hsp90 que la proteina enddgena, sugiriendo que por analogia con oncoproteinas de Hsp90, la
regulacion y la estabilizacion de proteinas aberrantes en una tauopatia se pueden efectuar al coelegir Hsp90. La
reduccion de los niveles de p35 mediante la inhibicion de Hsp90 afectaba a la actividad del complejo cdk5/p35,
segun se mide al usar un sustrato de cdk5, la histona-H1, y reducia la fosforilacion de Tau en cdk5 putativa que se
mostraba que se fosforilaba en cerebros con AD sin afectar a la expresion de Tau normal. Sin embargo, la mTau era
sensible a concentraciones de PU24FCI que no interferia con la expresion de Tau WT. La sensibilidad superior a la
inhibicion de Hsp90 de mTau en comparacién con Tau WT esta de acuerdo con la labilidad observada de los
clientes oncoproteinicos mutantes de Hsp90. Se observaron efectos analogos sobre p35 y mTau con 17AAG. El
efecto de PU24FCI sobre proteinas neuronales estaba bien definido y era selectivo, ya que la expresiéon de varias
cinasas y fosfatasas que regulan la actividad de Tau normal (PKA, CK-1, CK-2, PP-1-alfa, PP-1-gamma y PP2A) no
se veia afectada por el inhibidor de Hsp90.

La induccion de Hsp70 por inhibidores de Hsp90 estd documentada en varios modelos de enfermedades
neurodegenerativas (12, 16, 19). La expresion de Hsp70 esta indirectamente regulada por Hsp90 (7). Segun esto, el
tratamiento bien de neuronas primarias o bien de células COS-7 transfectadas con PU24FCl condujo a un
incremento dependiente de la dosis en Hsp70. La induccién de Hsp70 se producia en dosis de PU24FCI que
también modulaban tanto p35 como mTau, sugiriendo que la degradacién de proteinas aberrantes y la induccion de
una respuesta de choque térmico son ambas consecuencias directas de la inhibicién de Hsp90 por PU24FCI.

Ejemplo de referencia 8 (util para la comprension de la invencion)
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Para examinar si Hsp90 representa un papel directo en el mantenimiento de la estabilidad de estas p35 y mTau, se
probd si la inhibicién de la funcion de Hsp90 por PU24FCI afectaba a su semivida. Se trataron cultivos neuronales
primarios con inhibidor o vehiculo en presencia de cicloheximida. La cuantificacion de los niveles de proteina
demostraba que la semivida de p35 endogena era 120 min en presencia de vehiculo y disminuia hasta 60 min
cuando se afiadia PU24FCl al sistema. La p35 exdgena era mas labil y tenia una semivida significativamente mas
corta que la proteina enddgena (t12 = 60 min en presencia de vehiculo y 30 min en presencia de PU24FCl) tanto
para células COS-7/p35/Tau como para neuronas primarias. Se observaban resultados similares para mTau:
mientras que 50% de la proteina se degradaba a las 2-4 h en presencia del inhibidor de Hsp90, la semivida de mTau
en células tratadas con vehiculo superaba 10 h. El inhibidor no tenia efecto sobre el nivel de Tau WT. Por otra parte,
mTau y p35 se degradaban durante el tratamiento con PU24FCl incluso cuando la inducciéon de Hsp70 era
bloqueada por cicloheximida. Estos hallazgos sitian con fuerza a la Hsp90 como un regulador directo e importante
de la estabilidad tanto de p35 como de Tau mutante.

Ejemplo de referencia 9 (util para la comprension de la invencion)

Para examinar si Hsp90 regula la estabilidad de estas proteinas a través de la formacion de complejos proteinicos,
se hizo uso de varias herramientas quimicas e inmunolégicas que se unen selectivamente bien a Hsp90 o bien a sus
proteinas clientes putativas. Se observo la asociacion de Hsp90 con p35 asi como con mTau. No se observé una
asociacion significativa cuando las células estaban inmunopurificadas con una IgG de control. Cdc37, una
cochaperona de Hsp90 encontrada asociada con varios ensamblajes chaperona-cinasa, estaba ausente en los
complejos inmunopurificados con p35, de acuerdo con las observaciones previas de Lamphere y cols. (106). El
pretratamiento de células con PU24FCl alteraba la interaccién de Hsp90 con p35.

Los modelos celulares presentados anteriormente demuestran que una interaccion entre Hsp90 y proteinas
neuronales aberrantes es posible a nivel molecular. Sin embargo, la introduccién exdgena de proteinas mediante
transfeccion puede desestabilizar el contenido de proteinas de la célula e imponer una regulacién de la estabilidad
de la proteina extrafia mediante Hsp90. Por lo tanto, para evaluar la interaccion de Hsp90 con TauP301L y p35 en
un ambiente endégeno, se hizo uso de homogenados cerebrales obtenidos de modelos animales de tauopatia. La
linea JNPL3 de ratones de expresan proteina Tau humana (hTau) mutante (P301L) exhiben un incremento
dependiente de la edad, el género y la dosis de gen en la fosforilacién de Tau y depdsitos de Tau insolubles. Para
aislar proteinas asociadas con Hsp90 en estos cerebros, se hizo uso de homogenados cerebrales obtenidos de
ratones JNPL3 hembra (n = 4) de 10 meses de edad y se usoé bien un derivado de PU biotinilado inmovilizado sobre
cuentas de estreptavidina o bien un anticuerpo anti-Hsp90 especifico. Hsp90 aislada mediante cuentas de PU se
unia a mTau especificamente. La presencia del extremo C de proteina que interactia con cognado 70 de proteina
de choque térmico, una ubiquitina E3 ligasa que se encuentra que colabora con chaperonas moleculares para
facilitar el plegamiento de proteinas, también se identifico en el complejo de Hsp90, de acuerdo con los hallazgos de
Sahara y cols. (62). Un anticuerpo para Hsp90 identificaba especificamente la chaperona en complejo con p35 y su
socio de cinasa cdk5. Colectivamente, estos datos sitan a Hsp90 como un regulador de la estabilidad de p35 y
mTau a través de la formacion directa de complejos proteinicos.

Ejemplo 10

Unién a Hsp90 cerebral JNPL3. El tampén de ensayo (HFB) contenia 20 mM de HEPES (K) pH 7,3, 50 mM de KClI,
5 mM de MgCl;, 20 mM de Na;MoOQs4, 0,01% de NP40. Antes de cada uso, se afadieron recientemente 0,1 mg/ml de
gammaglobulina bovina (BGG) (Panvera Corporation, Madison, WI) y 2 mM de DTT (Fisher Biotech, Fair Lawn, NJ).
GM-cy3B, un ligando de Hsp90 especifico, se sintetiz6 como se presenta previamente (10) y se disolvio en DMSO
para formar soluciones 10 uM. Los cerebros se homogeneizaron en HFB con inhibidores de proteasa y fosfatasa
afnadidos. Se registraron curvas de saturacion en las que GM-cy3B (3 nM) se trataba con cantidades crecientes de
homogenados cerebrales. Se construyeron analisis de la grafica de Hill y Scatchard del experimento para mostrar
que a las bajas cantidades de homogenados cerebrales requeridas para alcanzar la saturacion, se evitaba la
interaccion a partir de otro material celular. La cantidad de homogenado cerebral para el que mas de 90% de GM-
cy3B estaba unido a Hsp90 en el equilibrio (24 h) se eligid para el estudio de competicion. Para los experimentos de
competicion, cada uno de los 96 pocillos contenia 3 nM de GM-cy3B, homogenado cerebral e inhibidor probado
(reserva inicial en DMSO) en un volumen final de 100 yl. La placa se dejé sobre un agitador a 4°C durante 24 h 'y se
registraron los valores de polarizacion fluorescente en mP. Los valores de ECs, se determinaron como las
concentraciones de competidor a las que se desplazaba 50% de GM-cy3B. Las medidas de polarizacion
fluorescente se realizaron en un instrumento Analyst GT (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Para GM-cy3B, se
usaron un filtro de excitacion a 545 nm y un filtro de emision a de 610 a 675 nm con un espejo dicroico de 565 nm.
Las medidas se tomaron en placas de microvaloracion negras de 96 pocillos.

La Figs. 12 muestra la afinidad de unidon de PU-DZ8, PU24FCl y 17AAG a hsp90 en extractos cerebrales JNPL3

determinada usado este procedimiento. Segun se muestra, la ECsy para PU-DZ8 es inferior que la de los otros
compuestos. (46,71 nM, en oposicion a 822,6 nM para PU24FCl y 98,40 nM para 17AAG).
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Se repitid6 en mismo procedimiento usando los compuestos de la Fig. 5. Los valores de ECsy determinados para
estos compuestos se indican en la Tabla 1. Se determiné la induccién de Hsp70 en células de neuroblastoma por los
diversos compuestos con estructura purinica. La potencia para la induccion de hsp70 corresponde a la afinidad de
unién a hsp90.

Tabla 1

Compuesto EC50 unién de Hsp90 cerebral JNPL3 (nM)
PU-HZ150 57
PU-HZ151 6,9
PU-DZ13 8,1
PU-DZ14 8,4
PU-BSI12 39,3
PU-BSI8 30,2
PU-BSI6 60,8
PU-BSI11 29,9
PU-BSI7 43,5
PU-BSI13 445
PU-BSI14 42,8
PU-BSI5 26,8
PU-DZ16 35,6
PU-DZ15 165,6
PU-DZz17 92,3
PU-DZ18 107,1

Ejemplo de referencia 11 (util para la comprension de la invencion)

Evaluacion de niveles cerebrales de PU-DZ8. Las concentraciones de compuesto se determinaron y se cuantificaron
mediante un modo de MRM usando una cromatografia de liquidos de alta resolucion-espectrometria de
masas/masas (HPLC/MS/MS) en tandem. Un trozo de cerebro pesado se enjuagdé con solucidn salina isotonica, se
secO con una gamuza y a continuacion se homogeneizé en fase movil (acetonitrilo (ACN)/acido férmico al 0,1% =
1,2/2,8, viv). Se afiadio haloperidol como patrén interno. Se extrajo PU-DZ8 en cloruro de metileno, la capa organica
se separo, se seco rapidamente bajo vacio y se reconstituy6 en fase movil. El analisis de los compuestos se realizé
en el APl 4000™ LC/MS/MS (Applied Biosystems) que estaba acoplado con un sistema Shimadzu LC y un
automuestreador de placas de 96 pocillos. Se us6 una columna Gemini C18 (tamafio de particula 5 py, 50 x 4,6 mm
D.l.) para la separacion por LC. El analito se eluyd bajo una condicion isocratica durante 4 min a un caudal de 0,4
ml/min.

Una dosis de PU-DZ8 (75 mg/kg) se administrd intraperitonealmente (i.p.) a ratones hembra de 2,5-4 meses de edad
(n = 32) y los animales se sacrificaron en el intervalo de 0 a 36 h. Se prepararon fracciones de Tau tanto libres de
agregados (S1) como insolubles (P3) a partir de las regiones subcortical y cortical de estos ratones. Los niveles de
PU-DZ8 en el cerebro alcanzaban 0,35 ug/g (~700 nM) a las 4 h, y la dosis farmacoldgicamente pertinente se retuvo
durante al menos 12 h después de la administracion (0,2 pg/g, ~390 nM). Los resultados se muestran en la Fig. 13.

La Fig. 13 muestra que PU-DZ8 alcanza concentraciones farmacolégicamente pertinentes en cerebro de raton
transgénico JNPL3 después de la administracion de una dosis de 75 mg/kg de PU-DZ8 administrada i.p. Esto
muestra que PU-DZ8 llegaba al cerebro mucho antes que PU24FCI (Fig. 1B).

Ejemplo de referencia 12 (util para la comprension de la invencion)
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En un conjunto de tauopatias denominado "demencia frontotemporal y parkinsonismo ligados al cromosoma 17
(FTDP-17)", la transformacion esta provocada por varias mutaciones en las isoformas de Tau humana sobre el
cromosoma 17, que dan como resultado y se caracterizan por la acumulacion de Tau agregada similar a la de la AD
(10, 11). Se han identificado mas de 20 mutaciones patégenas distintas, con P301L como la mutacion mas comun
en las tauopatias.

Para investigar si la liberacion de mTau y p35 de a partir de la regulacién de Hsp90 restaura la actividad neuronal
normal y da como resultado la eliminacion de agregados de Tau téxicos, se hizo uso del modelo de tauopatia en
ratones JNPL3. Los tejidos cerebrales de ratones JNPL3 contienen proteinas Tau con diferentes solubilidades y
estas se pueden separar en fracciones extraibles con tampén (S1), extraibles con alto contenido de sal (S2) y
extraibles con lauroilsarcosinato sédico (P3). Las fracciones S1 contienen una proteina Tau humana de 50-60 kDa,
mientras que se detectan proteinas Tau insolubles en lauroilsarcosinato sédico de 64 kDa y pesos moleculares
superiores en las regiones cerebrales subcorticales de ratones JNPL3 tan pronto como 3 meses en hembras
hemicigdticas. Estas contienen Tau toxica insoluble fosforilada en multiples sitios tales como T181, S202/T205, T212
y T231 (37, 38).

Para investigar si la TauP301L humana presente en la linea JNPL3 de ratones es una diana sensible para la
inhibicion de Hsp90, los animales se trataron con el inhibidor de Hps90 permeable a la barrera hematoencefalica
PU-DZ8. Este agente es un derivado hidrosoluble de potencia superior de PU24FCI (Hsp 90 cerebral EC50JNPL3 =
70 nM). Una dosis de PU-DZ8 (75 mg/kg) se administro intraperitonealmente (i.p.) a ratones hembra de 2,5-4 meses
de edad (n = 32) y los animales fueron sacrificados en el intervalo de 0 a 36 h. Se prepararon fracciones tanto de
Tau libre de agregados (S1) como de Tau insoluble (P3) a partir de las regiones subcortical y cortical de estos
ratones. Los niveles de Tau humana se evaluaron mediante inmunotransferencia con un anticuerpo anti-Tau
especifico humano (HT-7). A las 4 h después de la administracion, el inhibidor de Hsp90 inducia una disminucién
significativa en la mTau de la fraccién reunida de precursores solubles que esta presente en las regiones cerebrales
subcorticales (P = 0,0031 a las 4 h), con estos efectos mantenidos hasta 36 h (P = 0,0066 a las 8 h, 0,0030 a las 12
h, 0,111 alas 24 h y 0,042 a las 36 h) (Fig. 14A). A continuacion se examind en un grupo de ratones de 4 a 6 meses
de edad (n = 15) si la estabilidad de mTau que estaba presente en agregados de tau (fraccion P3) se regulaba
adicionalmente mediante Hsp90. Segun se demostraba en la Fig. 14B, se observd una reduccion significativa de Tau
insoluble (P < 0,0001) e hiperfosforilada (P = 0,001) Tau en ratones tratados (n = 8), como comparacién con los
ratones que no recibian inhibidor de Hsp90 (n = 7).

No se detectaron cambios significativos en la expresion de cdk5, indicando que el manejo de cdk5 por Hsp90 en el
cerebro puede estar limitado a regular la actividad del complejo p35/cdk5. Las expresiones de Akt y Raf-1, proteinas
nodulares en las rutas de la supervivencia y el crecimiento celular, respectivamente, estrechamente reguladas por
Hsp90 en células malignas no eran alteradas por PU-DZ8.

Para experimentos disefiados para probar la cinética de la modulacién de mTau y p35 por inhibidores de Hsp90, se
les administraron a los animales intraperitonealmente (i.p.) 75 mg/kg de PU-DZ8 en PBS (DMSO al 6%). Los ratones
fueron sacrificados mediante eutanasia con CO, en los momentos indicados después de la administracion de PU-
DZ8. Los hemicerebros se separaron en regiones corticolimbica (corteza, nucleo amigdalino e hipocampo) y
subcortical (ganglios basales, diencéfalo, tronco encefalico y cerebelo), se congelaron rapidamente sobre hielo seco
y se almacenaron a -80°C y se procesaron. En resumen, cada trozo de cerebro se pes6 y se homogeneizé en tres
volumenes de solucién salina tamponada con Tris (TBS) que contenia inhibidores de proteasas y fosfatasas (25 mM
de Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 5 mM de pirofosfato sédico, 30 mM de 3-
glicerofosfato, 30 mM de fluoruro sédico, 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)). Los homogenados se
centrifugaron a 27.000 g durante 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se recogieron como fraccion S1 y las pellas (P1)
se rehomogeneizaron en tres volimenes de tampo6n de sal/sacarosa (0,8 M de NaCl, 10% de sacarosa, 10 mM de
Tris/HCI, pH 7,4, 1 mM de EGTA, 1 mM de PMSF) y se centrifugaron como anteriormente. Las pellas resultantes se
descartaron y los sobrenadantes se incubaron con lauroilsarcosinato sédico (Sigma, St Louis, MO, USA;
concentracion final 1%) durante 1 h a 37°C. A continuacion, las mezclas de lauroilsarcosinato sodico se
centrifugaron a 150.000 g durante 30 min a 4°C. Los sobrenadantes (fraccion S2) se recogieron y las pellas (P3) se
resuspendieron en 50 ul de SDS al 2% en TBS y se almacenaron a -80°C para la transferencia Western. Las
proteinas se analizaron mediante transferencia Western.

La Fig. 14A. muestra los efectos de la administracion a corto plazo de una dosis de PU-DZ8 sobre los niveles de tau
mutante soluble en el cerebro de ratones JNPL3. Se presenta la region cerebral subcortical de ratones de 2,5 a 4
meses de edad. Los niveles de Tau humana se normalizaron a los de Hsp90. La Fig. 14B muestra el efecto de la
administraciéon a corto plazo de una dosis de PU-DZ8 sobre los niveles de tau mutante insoluble en el cerebro de
ratones JNPL3. Se presenta el analisis de las fracciones de insolubles de tau (P3) extraidas de la region cerebral
subcortical de ratones de 6 meses de edad tratados con PU-DZ8 (75 mg/kg) durante 4, 8, 12y 24 h.

Ejemplo de referencia 13 (util para la comprension de la invencion)
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Para investigar si la modulacion de mTau se podia mantener a lo largo de un periodo de tratamiento con inhibidor de
Hsp90 mas prolongado, sin ser toxico para los ratones. Ratones JNPL3 se sometieron durante 30 dias a estos
agentes. A ratones JNPL3 hembra de 6,5 meses de edad (n = 10) se les administrd i.p. vehiculo (n = 5) o uno de los
inhibidores de Hsp90, PU24FCI (200 mg/kg) o PU-DZ8 (75 mg/kg) (n = 5), con un esquema diario de cinco veces a
la semana y los animales fueron sacrificados a las 8 h después de la Ultima dosis de inhibidor administrada. No se
observo toxicidad segun se evidenciaba por la falta de un cambio significativo en el peso del animal, el aspecto del
pelaje, el apetito y la postura. Por otra parte, no se detectaba un dafio visible a los 6rganos internos en el sacrificio
con una inspeccion somera. Las fracciones tanto S1 como P3 extraidas de la region cerebral subcortical de estos
ratones se analizaron con respecto a la expresion y la fosforilacion de mTau. Se observaba una reduccion
significativa en la expresion y la fosforilacion de Tau tanto en las fracciones reunidas de proteina precursora
(fraccion S1) (hTau, P < 0,0001) como en el agregado téxico (fraccion P3) (Tau fosforilada en T231, P = 0,0034)
(Fig. 15), asi como la reduccion de p35 en la fraccion S1 en ratones tratados con el inhibidor de Hsp90.

Colectivamente, la cinética rapida de degradacion de Tau tanto en las fracciones reunidas solubles como en la forma
agregada por los inhibidores de Hsp90 sugiere que Hsp90 regula el agregado de Tau téxico y facilita su formacion y
acumulacion. Estos datos también sugieren que se puede usar un inhibidor de Hsp90 en el tratamiento de
tauopatias tanto para prevenir la formacion de agregados toxicos como para solubilizar la tau tdxica ya agregada.

La Figura 15 muestra el efecto de la administracion de PU-DZ8 a largo plazo sobre tau hiperfosforilada en
agregados de tau toxicos.

Ejemplo de referencia 14 (util para la comprension de la invencion)

En las tauopatias, la transformacién se caracteriza por anormalidades en la proteina Tau que conducen a una
acumulaciéon de Tau hiperfosforilada y agregada (5-7). En la enfermedad de Alzheimer (AD), se sugiere que la
hiperfosforilacion de Tau es un proceso patégeno provocado por la activacion aberrante de varias cinasas, en
particular proteina cinasa 5 dependiente de ciclina (cdk5) y glucogeno sintasa cinasa-3 beta (gsk3 3, que conduce a
la fosforilacion de Tau en sitios patdgenos. Se cree que la Tau hiperfosforilada en la AD se pliega incorrectamente,
sufre disociacion neta a partir de los microtibulos y forma agregados de Tau toxicos (9, 10). La fosforilacion de of
Tau por cdk5 se inicia a través de activacion mediante la formacion de complejos con una de las proteinas
especificas de neuronas p35 o p39 (22, 23). Sin embargo, solamente la supresion de p35 mediante el tratamiento
con oligonucleétidos antisentido, y no de la isoforma altamente relacionada p39, reduce selectivamente la actividad
de cdk5 (24). Ademas, los niveles de p35 pero no de proteina cdk5 son limitativos de la velocidad para la actividad
de cdk5 (25). De acuerdo con esto, se evalud la influencia de la inhibicion de Hsp90 sobre la expresiéon de p35.

Se detectd una degradacion dependiente de la dosis y el tiempo de p35 por PU24FCI en neuronas primarias, asi
como en células COS-7/p35 y COS-7/p35/Tau. Neuronas corticales primarias embrionarias de rata y células COS-7
transfectadas con ADNcs correspondientes bien p35 sola (COS-7/p35) o bien tanto a p35 como a Tau (COS-
7/p35/Tau) son sistemas celulares que permiten la evaluacion de estos inhibidores sobre la actividad y la estabilidad
de cdk5/p35 y también sobre la fosforilacion de Tau en sitios de cdk5 putativos. Estos son sistemas experimentales
pertinentes para estudiar la actividad de cinasa neuronal aberrante debido a que la fosforilacion de Tau en estos
sitios se potencia en cerebros embrionarios y juveniles (20) y es similar a cerebros afectados de AD (21). Ademas,
las células COS-7 transfectadas con el activador de cdk5 p35 expresan Tau fosforilada en sitios patégenos (21). Los
efectos se observaron en PU24FCl aproximadamente 1-5 yM y eran maximos con inhibidor de Hsp90 10 uM, de
acuerdo con la afinidad de este compuesto para Hsp90. La p35 introducida exégenamente era mas sensible a la
inhibicién de Hsp90 que la proteina enddgena, sugiriendo que por analogia con oncoproteinas de Hsp90, la
regulacion y la estabilizacion de proteinas aberrante en una tauopatia pueden estar acompafados de coeleccion de
Hsp90. La reduccioén de los niveles de p35 por inhibicion de Hsp90 afectaba a la actividad del complejo cdk5/p35,
segun se media usando un sustrato de cdk5, la histona-H1.

Para investigar su la disminucién de la expresion de p35 daba como resultado una fosforilacion reducida de Tau, se
midio la fosforilacién de Tau sobre tres sitios de cdk5 putativos, a saber S202/T205, T231 y T181 (26, 27). Se ha
mostrado que estos sitios se fosforilan anormalmente en cerebros con AD (28). PU24FClI reducia la fosforilacion en
estos sitios de un modo dependiente de la dosis sin afectar a la expresioén de proteina Tau normal. Segun se
observaba para los niveles y la actividad de p35, los efectos eran evidentes con 5 yM y maximos con 10 uM de
inhibidor. Ademas, la cinética de degradacion de p35 era similar a la observada para la reduccioén en la fosforilacion
de Tau.

Para investigar el efecto in vivo de la inhibicion de Hsp90 sobre p35 en un ambiente de WT Tau, se hizo uso de
ratones hTau (41). Los ratones hTau desarrollan patologia de Tau con una distribuciéon que es comparable a la que
se produce en los estadios tempranos de AD. La mayoria de la patologia de Tau en ratones hTau esta situada en la
region cerebral cortical. Estos ratones expresan seis isoformas de Tau humana no mutante, pero desarrollan
patologia de Tau similar a AD. Las fracciones termoestables (S1) preparadas a partir de homogenados corticales de
estos ratones indican una acumulacion relacionada con la edad de Tau fosforilada en sitios de cdk5 putativos. Se
examind si la inhibicion de Hsp90 en estos cerebros puede conducir a una reduccion en la expresion de p35 y un
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alivio consiguiente de la fosforilacion de Tau. A ratones hTau hembra (n = 10) de 4 y 8-10 meses de edad se les
administré bien vehiculo o bien una dosis de PU-DZ8 (75 mg/kg) i.p. y los animales fueron sacrificados alas 4 h u 8
h después de la administracion. Se prepararon fraccion de Tau libres de agregados (S1) a partir de la region cortical
de estos ratones y los niveles de Tau humana se evaluaron mediante inmunotransferencia con un anticuerpo
especifico para la Tau de dominio de 3 repeticiones (RD3). Por analogia con experimentos sobre cultivos neuronales
primarios y células transfectadas con WT Tau, el inhibidor de Hsp90 no tenia efecto sobre la expresion de WT Tau
soluble. Sin embargo, tanto una reduccién dependiente del tiempo significativa en los niveles de p35 (P = 0,0019)
(Figura 16A) como un alivio de la fosforilacion de Tau en Ser202, segun se detectaba por el anticuerpo CP13 (P =
0,0078), eran evidentes a las 8 h después de la administracion del inhibidor de Hsp90 (figura 16B). El anticuerpo
monoclonal CP13 se usa comunmente para detectar una patologia de Tau en los estadios tanto tempranos como
mas avanzados de la acumulacion de agregados de Tau (41). Colectivamente, estos datos situan a p35/cdk5 como
un complejo de cinasas propenso a fosforilar aberrantemente Tau WT y mutante, y sugieren Hsp90 como un
regulador de su actividad en ambos ambientes de Tau.

La Fig.16A muestra el efecto de PU-DZ8 sobre p35 en los ratones htau que expresan tau WT patégenamente
hiperfosforilada de forma similar a pacientes con enfermedad de Alzheimer. La Fig. 16B muestra el efecto de la
fosforilacion de tau con PU-DZ8 en los ratones htau que expresan tau WT patégenamente hiperfosforilada de forma
similar a pacientes con enfermedad de Alzheimer.
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REIVINDICACIONES

1.Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en PU-BSI12, PU-BSI8, PU-BSI6, PU-BSI11, PU-BSI7, PU-
BSI13, PU-BSI14, PU-BSI5, PU-HZ150, PU-HZ151, PU-DZ13, PU-DZ14 y PU-DZ16, que tiene las siguientes
formulas

O/\O O/\O O/\O
NH, NH, NH,
je [os=ATN S ~A
F7ONT N F7>NT N F7 N7 N
,N7/ \,«N7/ HO™N N
PU-BSI12 PU-BSIS PU-BSI6
O/\O O/\O O/\O
NH, O NH, NH,
XN N7 XN ~p-N
A I I
N F">N" N F7ONT N
N
PU-BSI11 PU-BSI7 PU-BSI13
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O/\O O/\O
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F7NT N N ;
4\/< g
PU-BSI14 PU-BSI5 PU-HZ150
oo /\Q oo
NH, NHy
NN NEE N
P P
s %
N ? F7ON ;
NH NH
PU-HZ151 PU-DZ13 PU-DZ14
0" o
NH;
NN
A2 ‘
F7ON :)‘
NH
PU-DZ16

para el uso en el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa.

2. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es PU-HZ150.
3. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es PU-HZ151.
4. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es PU-BSI5.
5. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es PU-DZ13.
6. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es PU-DZ14.
7. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es PU-BSI-11.

8. El compuesto para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el compuesto cruza la barrera
hematoencefaliza.

9. El compuesto para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la enfermedad
neurodegenerativa se selecciona del grupo que consiste en neurodegeneracion inducida por alcohol; enfermedad de
Alzheimer; esclerosis lateral amiotréfica; isquemia cerebral; adiccion a la cocaina; enfermedad por cuerpos de Lewy
difusa; ataques electroconvulsivos; sindrome alcohdlico fetal; displasia cortical focal; atrofia muscular espinal canina
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hereditaria; miositis por cuerpos de inclusion; atrofia sistémica multiple; Niemann-Pick tipo C; enfermedad de
Parkinson; y lesién de los nervios periféricos.

10. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 9, en el que la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad
de Alzheimer.

11. EI compuesto para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la enfermedad
neurodegenerativa es una tauopatia.

12. Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa.

13. El uso segun la reivindicacion 12, en el que la enfermedad neurodegenerativa se selecciona del grupo que
consiste en neurodegeneracion inducida por alcohol; enfermedad de Alzheimer; esclerosis lateral amiotréfica;
isquemia cerebral; adiccién a la cocaina; enfermedad por cuerpos de Lewy difusa; ataques electroconvulsivos;
sindrome alcohdlico fetal; displasia cortical focal; atrofia muscular espinal canina hereditaria; miositis por cuerpos de
inclusion; atrofia sistémica mudltiple; Niemann-Pick tipo C; enfermedad de Parkinson; y lesién de los nervios
periféricos.

14. El uso segun la reivindicacion 13, en el que la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer.

15. El uso segun la reivindicacion 12, en el que la enfermedad neurodegenerativa es una tauopatia.
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Fig. 4, Parte 2
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*Ejemplo de referencia (Util para la comprension de la invencion)
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Fig. 5
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