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DESCRIPCION

Farmacos para inhibir la agregacion de proteinas implicadas en enfermedades relacionadas con enfermedades
neurodegenerativas y/o agregacion de proteinas

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere a un compuesto representado por la férmula (E). La presente invencion también se
refiere a un compuesto representado por la formula (E) para ser usado en el tratamiento o la prevencion de
enfermedades relacionadas con la agregacion de una proteina y/o enfermedades neurodegenerativas. Ademas, la
presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas y diagndsticas que comprenden el compuesto de la
invencion, asi como a un kit. Ademas, la presente invencién se refiere a un método para tomar imagenes de los
depdsitos de la proteina agregada. También se describe un kit para preparar un compuesto marcado detectablemente
de la presente invencion.

A lo largo del texto de esta especificacion se citan varios documentos. El contenido de la descripcion de los
documentos citados en la presente memoria (entre ellos cualquier especificacion del fabricante, instrucciones, etc.) se
incorpora en ella por referencia.

Antecedentes de la invencion

En M. Ono et al. (Bioorganic & Medicinal Chemistry 16 (2008) 6867-6872) se describen determinadas sondas de (-
amiloide basadas en los 3,5-difenil-1,2,4-oxadiazoles.

En la patente de los EE. UU. 2007/0276034 se describen determinados compuestos de bis- y trisdihidroxiarilo y sus
analogos de metilendioxi y ésteres farmacéuticamente aceptables, que presuntamente son idoneos para tratar
sinucleinopatias.

En la solicitud de patente internacional WO 2008/131148 se describen derivados de difenilheteroarilo especificos y su
uso para la fijacion y la toma de imagenes de las placas amiloides.

Los compuestos heterociclicos que son Utiles como activadores de NURR-1 se describen en la solicitud de patente
internacional WO 2004/072050.

El etilenglicol o el polietilenglicol radiomarcado se utiliza como un grupo de marcacién en los compuestos que pueden
ser Utiles para tomar imagenes de tejidos en la solicitud de patente internacional WO 2007/002540.

En la solicitud de patente internacional WO 98/17652 se describen determinados derivados de oxadiazol que se afirma
que son idéneos para tratar enfermedades neurodegenerativas y la isquemia cerebral.

Se conocen un gran numero de enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas, muchas de las cuales no se pueden
curar en la actualidad. Estas enfermedades incluyen afecciones médicas tales como enfermedad de Parkinson, corea
de Huntington, enfermedad de Hallervorden-Spatz, enfermedad de Alzheimer, demencia senil, enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, demencia arteriosclerética, tromboangitis obliterante cerebral, demencia con cuerpos de Lewy
(DCL), atrofia multisistémica (AMS) y muchas otras.

Las enfermedades causadas por los priones, que incluyen enfermedades tales como la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (ECJ), la tembladera de las ovejas y la encefalopatia espongiforme bovina (EEB), se caracterizan desde el
punto de vista anatomopatolégico por una degeneracion espongiforme del cerebro. Las enfermedades causadas por
los priones estan ocasionadas por un agente infeccioso no convencional que consiste principalmente en la isoforma
de la glucoproteina membranaria PrP® denominada PrPS¢, que es rica en laminas B por estar mal plegada, y forma
agregados.

Las enfermedades causadas por los priones han provocado una preocupaciéon importante con respecto a la salud
publica debido a la aparicion de la EEB. Las pruebas cientificas sugieren que la EEB se ha transmitido a los humanos
y ha ocasionado una nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (VECJ) (Will et al., 1996, Bruce et al.,
1997). Se desconoce cuantas personas estan en la actualidad incubando la enfermedad o se veran afectadas por la
vECJ en el futuro. Las pruebas disponibles no descartan una epidemia inminente que afecte a un gran nimero de
pacientes (Andrews et al. 2000). Esto eleva la necesidad de desarrollar un tratamiento eficaz ademas de aplicar
medidas que impidan una posterior diseminacion de la enfermedad. Ademas, las pruebas recientes sugieren que se
puede producir la transmision secundaria por transfusion de sangre (Llewelyn et al., 2004).

El acontecimiento central en la patogenia de las enfermedades causadas por los priones es la conversion de la proteina
priénica celular PrPC¢ en la isoforma patolégica PrPS¢, que se agrega en grandes agregados proteicos. Esta formacion
de agregados de PrPS¢ es un distintivo de la patogenia de las enfermedades causadas por los priones. Las pruebas
disponibles sugieren que la PrPS¢ actda de plantilla para esta conversion y también como un agente neurotoxico que
provoca disfuncion neuronal y muerte celular (Prusiner 1998, Giese y Kretzschmar, 2001). Por lo tanto, el método
terapéutico mas prometedor contra las enfermedades causadas por los priones pasa por interferir en la amplificacion
de la PrP®¢. Las pruebas procedentes del cultivo celular y de los estudios in vivo sugiere que una vez que se inhibe la
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formacion de la PrPS¢, puede tener lugar la eliminacion de la PrPS¢ (Mallucci, 2003). Asi pues, esta estrategia
terapéutica también podria ser eficaz mas tarde en el periodo de incubacion, e incluso después de la manifestacion
de los signos clinicos de la enfermedad, lo que es esencial para encontrarle uso en el tratamiento de la enfermedad
causada por los priones en los humanos.

Hay una serie de compuestos que se ha demostrado que son eficaces a la hora de interferir con la amplificacion de la
PrPS¢ in vitro, tales como los derivados de la acridina, rojo Congo, porfirinas/ftalocianinas, Cp-60, péptidos disruptores
de laminas B y variantes de PrP (Caughey et al., 1998, Chabry et al., 1998, Demaimay et al., 2000, Horiuchi et al, 2000,
Perrier et al. 2000, Rudyk et al. 2000, Soto et al, 2000). Sin embargo, ninguno de estos compuestos se han utilizado
hasta la fecha con éxito para el tratamiento de las enfermedades o como compuestos de partida para desarrollar
compuestos con un incremento de su potencial terapéutico y de sus propiedades farmacolégicas.

Las sustancias identificadas hasta la fecha con potencial terapéutico se han descubierto en su mayoria por casualidad.
Hasta ahora se han consolidado pocos ensayos in vitro idéneos para el cribado masivo de grandes colecciones de
compuestos en busca de farmacos con potencial antipriénico. Se han propuesto dos estrategias diferentes para el
cribado sistematico en los estudios publicados recientemente: uno que se basa en la levadura (Bach et al., 2003) y
otro que utiliza cultivos de células ScN2a infectadas (Kocisko et al., 2004, Kocisko et al., 2003). Sin embargo, estas
estrategias permitian el cribado de colecciones limitadas a 2500 y 2000 compuestos, respectivamente, y ademas
necesitaban mucho tiempo.

Ademas de las sustancias de masa molecular baja, en la actualidad se han analizado tres métodos posibles mas.
Primero, se estan utilizando anticuerpos contra PrP para suprimir la formacion de PrPSe, Este método se ha utilizado
con éxito en cultivos celulares, asi como con ratones por inyeccion intraperitoneal (Enari et al., 2001; White et al.,
2003). Otra estrategia es la aplicacion de oligonucleotidos con CpG, que se hallé6 que incrementaban el periodo de
incubacion en los ratones infectados con el prion de la tembladera de las ovejas (Sethi et al., 2002). Sin embargo, el
mecanismo de accion de este método no se ha elucidado hasta ahora. Finalmente, se esta debatiendo sobre los siRNA
que suprimen la expresion de PrPC en las neuronas de los animales o humanos infectados. Se ha demostrado que
este método inhibe la formacién de PrPS¢ en los cultivos de células (Daude et al., 2003). Los tres métodos se enfrentan
al mismo problema, a saber, que las moléculas atraviesen la barrera hematoencefalica. Debido a este inconveniente,
estas estrategias son solo idéneas para la profilaxis en los érganos periféricos después de la exposicion, pero no para
el tratamiento de la enfermedad en el sistema nervioso central.

Otra clase de enfermedades neurodegenerativas, las denominadas sinucleinopatias, se caracterizan por la
acumulacion intracelular de agregados, oligémeros, protofibrillas y fibrillas de proteina, que contienen principalmente
a-sinucleina. En los casos de las sinucleinopatias, se cree que los efectos patoldgicos sobre las células nerviosas
estan inducidos por la formacién de agregados oligoméricos de a-sinucleina y la posterior formacion de poros en la
membrana. Los ejemplos de sinucleinopatias son la enfermedad de Parkinson (EP), la demencia con cuerpos de Lewy
(DCL) y la atrofia multisistémica (AMS). Hasta la fecha, no hay disponible ninguna estrategia terapéutica para la
inhibicion de la agregacion de la a-sinucleina.

Por lo tanto, existe la necesidad de identificar nuevos compuestos iddneos para el tratamiento de las enfermedades
relacionadas con la agregacion de una proteina, tales como las enfermedades causadas por los priones y las
sinucleinopatias.

Asi pues, el problema técnico que subyace en la presente invencion es la provision de compuestos para el tratamiento
de las enfermedades causadas por los priones, las sinucleinopatias y otras enfermedades caracterizadas por la
agregacion de una proteina, en particular la enfermedad de Parkinson. Ademas, existe la necesidad de dar a conocer
compuestos que son sondas idoneas para tomar imagenes de los depdsitos de proteinas agregadas en los trastornos
mencionados mas arriba.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Mapa de REA generado para DIVERSet 1y 2, cribado mediante SIFT bidimensional y en cultivo celular. El
mapa muestra aglomeraciones de compuestos similares desde el punto de vista estructural (representados por
estrellas o cajas) construidas a partir de 837 compuestos positivos del cribado del cultivo celular primario de DIVERSet
1y 2. A su vez, las aglomeraciones estan distribuidas de tal manera que las aglomeraciones parecidas estan cercanas
unas de otras. Los simbolos que representan las aglomeraciones estan con la escala, con la forma y con el color que
se corresponden con su tamafio y las proporciones de los activos por SIFT y los activos por cultivo celular,
respectivamente, tal y como se explica en la leyenda. Asi pues, las aglomeraciones mas grandes, que contienen
grandes proporciones de activos por SIFT y por cultivo celular, estan representados por estrellas rojas grandes. Se
seleccionaron cinco aglomeraciones, denominadas de DPP_1 a DPP_5 y se muestran los compuestos prototipicos
que representan a estas aglomeraciones.

Figura 2: Todos los compuestos clasificados en las aglomeraciones identificadas (figura 1) se muestran en la figura 2
de A a F, junto con su actividad en los diferentes ensayos. Todos ellos pertenecen a la clase de compuestos quimicos
que se obtienen por modificacion del 3,5-difenilpirazol (DPP) (comparese con el motivo DPP mostrado en la figura 1).
En la figura 2F, se muestra otra aglomeracion, DPP_6, que no esta contenida en el mapa de REA de la figura 1y que
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contiene un unico compuesto activo, segun el cultivo celular, con un atomo de N unido al anillo de pirazol. En la figura
2F, se muestran adicionalmente 4 de los 33 compuestos de DPP de DIVERSet 1y 2, que se hallé que eran inactivos
en el cultivo celular y a los que el programa DM juzgo que eran diferentes a las seis clases de DPP. Hemos identificado
estos compuestos mediante una busqueda del motivo de DPP en la coleccion.

Figura 3: Lista de compuestos que se sintetizaron de acuerdo con los métodos descritos en el ejemplo 2 basandose
en los resultados del cribado inicial y en las consideraciones quimicas medicinales. Estos compuestos se analizaron
con el uso de diferentes ensayos de comprobacion (a saber, SIFT, ensayos con cultivos celulares de modelos de las
enfermedades causadas por los priones, pruebas in vivo con animales o ensayos bioquimicos de agregacion de la a-
sinucleina).

Figura 4: Efectos del tratamiento sobre el tiempo de supervivencia de los ratones después de la infeccion intracerebral
con la cepa RML de la tembladera de las ovejas. Los compuestos se administraron diariamente durante 14 dias a
partir del dia 80 tras la infeccién (50 pl del compuesto a 10 mM). (A) El tratamiento con el compuesto 10353 F11
prolonga la supervivencia de los ratones infectados por via intracerebral (p < 0,05). En (B) se muestra la media de los
tiempos de supervivencia después del tratamiento con los diferentes compuestos. Una inyeccion intraperitoneal al dia
con los compuestos anle138b y sery149 prolonga significativamente el tiempo de supervivencia después de la
provocacion con la cepa RML de la tembladera de las ovejas (anle138b: p < 0,01; sery149: p < 0,05). La media de los
tiempos de supervivencia se expresa en dias + desviacion estandar.

Figura 5: Influencia del tratamiento sobre la cantidad de PrP%¢ en el bazo de los ratones infectados por via
intraperitoneal con la cepa RML de la tembladera de las ovejas. (A) Después de la inoculacion con priones de la
tembladera de las ovejas, los ratones se trataron una vez al dia con el compuesto (25 pl del compuesto a 100 mM
para la administracion intraperitoneal y 50 mg/kg para la administracion oral). (B) Analisis densitométrico de la cantidad
de PrPS¢ esplénicos en una inmunotransferencia por puntos. El tratamiento con anle138b indujo una fuerte reduccion
de la cantidad de PrPS¢ en comparacion con el control (p = 0,001). (C) Analisis inmunohistologico del bazo de los
ratones infectados con el prion de la tembladera de las ovejas. Después del tratamiento con anle138b, se incrementa
el porcentaje de bazos con poco depdsito de PrPS¢ (grado +), y desaparecen los depdsitos intensos de PrPS¢ (grado
+++). En (D) se muestran dos ejemplos de depositos de PrPS¢ tefiidos (flechas) en el bazo. La imagen de la izquierda
muestra una tincién intensa de PrPS¢ (grado +++), mientras que la de la derecha muestra poca tincién de PrPS¢ (grado
+). Las barras indican la cantidad media de PrPS¢ + error estandar.

Figura 6: Inmunotransferencia y analisis histologico del cerebro de los ratones. (A) El tratamiento de los ratones
después de la inoculacion intracerebral de ratones con la cepa RML de la tembladera de las ovejas comenzo 80 dias
después de la infeccion. Se administraron los compuestos en los momentos indicados (25 pl del compuesto a 100 mM
para la aplicacion i.p. y 50 mg/kg para la administracion oral). (B) Cuantificacion de la cantidad de PrPS¢ en los
homogeneizados de cerebro de los ratones inoculados con priones en los diferentes momentos. El tratamiento con
anle138b bloquea completamente la acumulacién de PrPSe en el cerebro. La cantidad de PrPS¢ el dia 106 esta todavia
en los valores del dia 80. El tratamiento con anle186b conduce a una reduccién de la acumulacion de PrPSc en el
cerebro de los ratones. (C) Cambio de la cantidad relativa de PrPS¢ después del tratamiento con los compuestos en
comparacion con el control sin tratar el dia 80. (D) Evaluacion histolégica de células apoptédsicas (flecha en (E)) en
cortes de cerebro tefiidos con hematoxilina y eosina (HE) en los momentos indicados. El grafico de lineas muestra el
numero medio de células apoptdsicas + error estandar. En (E) se muestra un corte tefiido con HE con una célula
apoptosica (flecha).

Figura 7: Prolongacion del tiempo de supervivencia mediante la administracion diaria de los compuestos de la
invencion. Los ratones, que se han infectado por via intracerebral con la cepa RML de la tembladera de las ovejas,
muestra una prolongacion del tiempo de supervivencia hasta alcanzar la etapa terminal de la infeccion de la tembladera
de las ovejas.

Figura 8: Supresion de la agregacion de la a-sinucleina por los compuestos de la invencion. (A) EI compuesto de DPP
351F11 es capaz de inhibir la formacion de complejos multiméricos de a-sinucleina de un modo dependiente de la
dosis. (B) (C) Deteccion del efecto inhibidor dependiente de la dosis sobre la agregacion de la a-sinucleina que
presentan otros compuestos relacionados con el DPP.

Figura 9: Cultivos celulares infectados con priones y tratados con los compuestos relacionados con DPP de la
invencion. Los compuestos relacionados con DPP mostraban una fuerte reduccion de PrPS¢ en el cultivo celular a unas
concentraciones micromolares bajas e incluso submicromolares.

Figura 10: Influencia del tratamiento diario con anle138b sobre la acumulacion de PrP*¢ y la enfermedad causada por
los priones en los ratones infectados con la cepa RML de la tembladera de las ovejas. (A) Los cortes de cerebro
tefiidos para la PrP3c (fila superior: corteza e hipocampo, fila inferior: cerebelo) muestran que el tratamiento con
anle138b reduce la acumulacion de PrPS¢ en comparacion con los animales tratados con DMSO. (B) La cuantificacion
de la cantidad de PrPS¢ en los homogeneizados de cerebro de los ratones inoculados con priones en los momentos
indicados demuestra que se reduce mucho la acumulacion de PrPSe en los ratones tratados con anle138b, incluso
después del comienzo del tratamiento en una etapa tardia de la enfermedad (120 dpi). (C) La cuantificacion histolégica
de las células apoptdsicas en el cerebelo en los cortes de cerebro tefiidos con HE demuestra que la inhibicién de la

4



10

15

20

25

30

35

40

ES 2714453 T3

acumulacion de PrPS¢ da lugar a la inhibicion de la muerte celular de las neuronas. (D) Los ratones de control tratados
con DMSO mas mantequilla de cacahuete sin el compuesto muestran un adelgazamiento progresivo. El tratamiento
con anle138b desde los 80 dpi en adelante impide el adelgazamiento durante aproximadamente 100 dias. El
tratamiento desde los 120 dpi inhibe el adelgazamiento durante aproximadamente 70 dias. Las barras de erroren By
C indican el error estandar (n = 4 ratones). La leyenda que se muestra en la figura B también se aplica a las figuras C
y D.

Figura 11: Comparacion de diferentes protocolos de tratamiento. El tratamiento con anle138b en diferentes momentos
y con diferentes pautas, tal y como se indica en la figura, prolongaron significativamente los tiempos de supervivencia
después de la provocacion con la cepa RML de la tembladera de las ovejas (p < 0,01). La media de los tiempos de
supervivencia se expresan en dias + desviacion estandar.

Figura 12: Efecto dependiente de la dosis que presenta la administracion de anle138b sobre la cantidad de PrPs¢ en
el cerebro. Los ratones C57BL/6 se inocularon por via intracerebral (i.c.) con 30 pl del homogeneizado de cerebro al
1% (cepa RML de la tembladera de las ovejas). El tratamiento comenzé 80 dias después de la infeccion con la
aplicacion de diferentes cantidades de anle138b (tal y como se muestra en la figura) por via oral mezclado con DMSO
y mantequilla de cacahuete. A los 120 dias de la infeccion, se sacrificaron los animales y se cuantificé la cantidad de
PrPScen el cerebro en comparacion con los animales sacrificados 80 dias después de la infeccion. Las barras de error
indican el error estandar (n = 4 ratones).

Figura 13: Cuantificacion de PrPS¢ por inmunotransferencia del tejido cerebral de los ratones sin infectar tratados con
1 mg al dia de anle138b mezclado con DMSO y mantequilla de cacahuete durante 1 semana. Cada barra representa
cuatro ratones en cada grupo.

Figura 14: Analisis farmacocinético de anle138b. A los ratones C57BL/6 sin infectar se les aplicé una dosis Unica de
anle138b tal y como esta indicado. En diferentes momentos después de la aplicacion, se midié por LC-MS la cantidad
del compuesto en el cerebro y en el suero para 2 animales por momento y el grupo experimental.

Figura 15: Inhibicion de la formacion de agregados de a-sinucleina debida a diferentes compuestos. Se muestra la
estructura de los compuestos ensayados en la tabla 2.

Figura 16: Cuantificacion de la pérdida de neuronas en los ratones tratados con MPTP en comparacion con los ratones
sin tratar con MPTP, seguin se evalué mediante la determinacion de las células de la sustancia negra compacta (SNc)
que dan positivo para la tirosina hidroxilasa (TH) en cortes de 50 pym inmunotefiidos con un anticuerpo anti-TH. Se
analiz6 un corte de cada dos a lo largo de la SNc con el programa informatico Stereo Investigator (MicroBrightfield,
Colchester, VT, EE. UU.). Las células inmunotefidas se contaron mediante el método del fraccionador éptico con un
objetivo de 20x. Los recuentos estereoldgicos los realizaron con anonimato dos investigadores independientes.

Figura 17: Efecto de anle138c en la agregacion de AB. La agregacion de AR se analizd6 mediante dispersion optica
dinamica. AB40 monomérica y oligomérica en ausencia (panel superior) y presencia (panel central) de anle138. El
panel inferior muestra la distribucién por tamafios del estado fibrilar amiloide de AB40, medido después de centrifugar
la muestra.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencién se resume mediante las realizaciones recogidas en las reivindicaciones. Se debe saber que las
combinaciones de todas las realizaciones preferidas recogidas de aqui en adelante y en las reivindicaciones se
considera que estan dentro del alcance de la presente descripcion.

La presente descripcion se refiere a un compuesto representado por la formula general (E)

2 R™" Hal
X—=Y
i
(RE3) . /N (RE%),
(E)

En el anillo, D, se seleccionan X, Y y L de manera independiente y no direccional de -C(R")(R?)-, -C(R%)=, -N(R*)-, -
N=, -N*(R%)=, -O-y -S-;

My Z se seleccionan de manera independiente y no direccional de
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- - - - representa un doble enlace optativo.
Es evidente por si mismo que X, Y, Z, L y M se seleccionaran segun lo permitan la valencia y la estabilidad.

R, R?, R?, R* RS R®y R’ se seleccionan independientemente de hidrogeno; alquilo(C+4); alquileno(C+.4)-halégeno; -
alquileno(C1.4)-OH; -alquileno(C1.4)-alcoxi(C1.4); -C(O)-alquilo(C1-4); y arilo(Ce-10), en donde el anillo de arilo puede estar
sustituido optativamente por alquilo(C1.4) o halégeno. El grupo arilo(Ce-10) no esta particularmente limitado y se puede,
p. €j., seleccionar de fenilo y naftilo. El atomo de halégeno puede ser F, Cl, Bro | y es tipicamente F o Cl.

Preferiblemente, R', R?, R3, R* R5 R® y R’ se seleccionan independientemente de hidrogeno; alquilo(Ci14); -
alquileno(C1.4)-halégeno; -alquileno(C1.4)-OH; -alquileno(C1.4)-alcoxi(C1.4); y -C(O)-alquilo(C1.4). Mas preferiblemente,
R', R?, R3, R* R® R®y R se seleccionan de hidrogeno; alquilo(C1.4); y -alquileno(C+.4)-haldgeno.

La eleccion del sustituyente puede depender del uso que se pretenda dar a los compuestos de la férmula (E). En una
realizacion preferida, al menos uno de R', R?, R3, R*, R®, R®y R’ (mas preferiblemente al menos uno de R*, Ry R?)
es -alquileno(C14)-haldégeno. Esto es particularmente util si los compuestos se han de emplear como una sonda para
tomar imagenes de los depositos de las proteinas agregadas, porque entonces es posible marcarlos con rapidez y
eficacia con un marcador detectable, tal como un is6topo de halégeno detectable. Los ejemplos de is6topos de
halégeno detectables incluyen "8F, 125, 123], 131] 77Br y 76Br, en concreto '®F. Por supuesto, es posible utilizar un isétopo
de halégeno detectable como cualquiera de los otros atomos de halégeno presentes en los compuestos de la formula
(E), tales como los atomos de halégeno unidos al anillo de fenilo.

Como alternativa, se puede utilizar ''C para marcar detectablemente los compuestos de la férmula (E). El ''C puede
estar presente en al menos uno de R, R%, R3, R*, R5 R8y R’ (mas preferiblemente, al menos uno de R*, R®y R7) o
en cualquier otra parte del compuesto de la formula (E).

En una realizacion preferida alternativa, R, R?, R3, R*, R®, R® y R’ se seleccionan independientemente de hidrégeno
y alquilo(C+.), preferiblemente hidrégeno.

El anillo D no esta particularmente limitado. Ejemplos tipicos del mismo incluyen
8 8 8 8
R R R R
/ \ \

N—N N—N N N
/A / O\ / A\ /R
TN \\/// \/ \N//

N S N ‘Q‘N/
| 8 l 8
R R
N—O O—N

Ejemplos particularmente preferidos de anillo D son
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En las férmulas de mas arriba, R® se selecciona de hidrégeno; -alquilo(C1.4); -alquileno(C1.4)-halogeno; -alquileno(C-1.
4)-OH; -alquileno(C1.4)-alcoxi(C14); -C(O)-alquilo(C14); y arilo(Ce.10), en donde el anillo de arilo puede estar
optativamente sustituido por alquilo(C1.4) o halégeno. Preferiblemente R® se selecciona de hidrogeno; -alquilo(C14); -
alquileno(C1.4)-halégeno; -alquileno(C1.4)-OH; -alquileno(C1.4)-alcoxi(C1.4); y -C(O)-alquilo(C1.4). Mas preferiblemente,
R® se selecciona de hidrogeno; -alquilo(C14); -alquileno(C+4)-haldégeno. En una realizacion, R® se selecciona de
hidrogeno; y alquilo(C14), mas preferiblemente hidrogeno. En una realizacion alternativa, R® es -alquileno(C1.4)-
halégeno. Tal y como se explicé mas arriba, R® se puede marcar de manera detectable, si se desea.

En las formulas de mas arriba, R® se selecciona de hidrégeno; -alquilo(C1.4); -alquileno(C1.4)-haldgeno; -alquileno(C+.-
4)-OH; -alquileno(C14)-alcoxi(C14); -C(O)-alquilo(C14); y arilo(Ce.10), en donde el anillo de arilo puede estar
optativamente sustituido por alquilo(C1.4) 0 halégeno. Preferiblemente R® se selecciona de hidrogeno; -alquilo(C14); -
alquileno(C1.4)-halégeno; -alquileno(C1.4)-OH; -alquileno(C1.4)-alcoxi(C1.4); y -C(O)-alquilo(C1.4). Mas preferiblemente,
R® se selecciona de hidrogeno; -alquilo(C+4); -alquileno(C+4)-halégeno. En una realizacion, R® se selecciona de
hidrogeno; y alquilo(C14), mas preferiblemente hidrogeno. En una realizacion alternativa, R® es -alquileno(C1.4)-
halégeno. Tal y como se explicé mas arriba, R® se puede marcar de manera detectable, si se desea.

En una realizacion mas, R® y R® son hidrogeno. Aln en otra realizacion, R8 es -alquileno(C+.4)-halégeno y R® es
hidrégeno.

Hal se selecciona de F, Cl, Br e |, y es preferiblemente F, Cl o Br, mas preferiblemente Cl o Br, lo mas preferiblemente
Br.

RE' se selecciona de hidroxi, alcoxi(C1.) y -NRESRES,

RE? se selecciona de hidrogeno, halégeno, hidroxi, alcoxi(C1s) y -NRE®RES, preferiblemente R¥? se selecciona de
hidrogeno, hidroxi, alcoxi(C1) y -NRESRE®,

En una realizacién alternativa, R®' y RE? juntos pueden formar no direccionalmente una estructura -T-(CRE7RE®),-V-,
asi como las correspondientes estructuras en las que esta presente un doble enlace, si estan unidos a atomos de
carbono adyacentes. En esta estructura, T se selecciona de CRE°RE'?, NHy O, y V se selecciona de CRE°RE'?, NH y
O. Preferiblemente, al menos uno de Ty V es NH u O. Ejemplos de tales estructuras incluyen -O-(CH3),-O-, -O-(CF2),-
O-, -O-(CH2)s-CH2-, -NH-(CHz2)n-NH-, -NH-(CF2),-NH-, -NH-(CH.),-CH2- 0 una estructura correspondiente en la que
esta presente un doble enlace. Por ejemplo, si n = 1, entonces -N=CH-NH- es una estructura en la que esta presente
un doble enlace y que corresponde a -NH-CHx-NH-. Preferiblemente, RE' y RE? juntos forman una estructura -O-(CHy)n-
O-. Se supone que este grupo también podria hidrolizarse in vivo a los correspondientes grupos hidroxi.

n es de 1 a 3; preferiblemente n es 1 0 2, mas preferiblemente n es 1.

RE® y RE6 se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo(C1.s); preferiblemente RES y RF6 se seleccionan
independientemente de hidrogeno y alquilo(C1.4).

RE7 y RE® son independientemente H o F y son preferiblemente H.
RE® y RE'0 son independientemente H o F y son preferiblemente H.
Puede variar la posicion en la que RE' y RE? estan unidos al anillo fenilo.

En una realizacion, R®' y RE2 son independientemente hidroxi o alcoxi, estan unidos en meta y para por comparacion
con el atomo de carbono que une el anillo fenilo al anillo D.

En una segunda realizacion, RE' y RF? son una estructura -T-(CRE’RE8),-V- 0 una estructura correspondiente en la
que esta presente un doble enlace y estan unidos en meta y para por comparacion con el atomo de carbono que une
el anillo fenilo al anillo D. Las definiciones preferidas de mas arriba para la estructura -T-(CRF’RE®),-V- se aplican de
manera analoga a esta realizacion.

En una tercera realizacion, RE' es -NRF°R®8 y esta unido en posicion para por comparacion con el atomo de carbono
que une el anillo fenilo al anillo D.
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Otros sustituyentes RE® pueden estar optativamente presentes en el anillo fenilo ademas de RE' y RF2. RE3 puede ser
un grupo alquilo(C1.6) o un grupo arilo(Cs.10) (tal como un grupo fenilo o naftilo), preferiblemente un grupo alquilo(C+.-
6), mas preferiblemente un grupo alquilo(C1.4). El nUmero de sustituyentes, m, no esté particularmente limitado y esta
tipicamente en el margen de 0 a 2, preferiblemente de 0 o 1, tipicamente O.

También pueden estar presentes otros sustituyentes RE4. Son tipicamente un atomo de halégeno, un grupo alquilo(C-
6) 0 un grupo arilo(Cs.10) (tal como un grupo fenilo o naftilo), preferiblemente un atomo de halégeno o un grupo
alquilo(C+), mas preferiblemente un grupo alquilo(C1.s), lo mas preferiblemente un grupo alquilo(C1-4). El nimero de
sustituyentes, p, no esta particularmente limitado y esta tipicamente en el margen de 0 a 2, preferiblemente 0 o 1,
tipicamente 0.

En algunas realizaciones, los siguientes compuestos queda excluidos:
3(5)-(2-hidroxi-5-metilfenil)-5(3)-(4-clorofenil)-pirazol (DE 41 26 543: compuesto 26 en la tabla 1);
orto-hidroxifenil-5-dicloro-3'-4'-fenil-3-metil-2-pirazol (FR 2.104.932: ejemplo 1V);
orto-hidroxifenil-5-dicloro-3'-4'-fenil-3-fenil-2-pirazol (FR 2.104.932: ejemplo IV);

oHH F

/!
HaC
OH H /F /OHH\ /C!
~ s avew,
(\ / 3 / N . \\ / \
,\ // \// \ <\\ / N .
/ /
H,C F
y
F
7N\
AN

Estos compuestos se describen como los compuestos 1A-44, 1A-47, 1A-81, IA-106 e I1A-115 en la solicitud de patente
internacional WO 2004/080972.

En otras realizaciones de la descripcion, estos compuestos no quedan excluidos.

Los ejemplos preferidos del compuesto representado por la formula (E) incluyen los compuestos representados por la
férmula (A)

A1l
R Hal
- X—Y
A2 ?‘v’/i', \:\7 / \
I\\_/L
N7 T \ARM,
(R™)m
(A)
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Las definiciones de X, Y, Z, M, L, anillo D, m, p y Hal dadas mas arriba con respecto a la formula (E) se aplican de
manera analoga a la formula (A).

RA" y RA? se seleccionan cada uno independientemente de hidrogeno, haldgeno, hidroxi, alcoxi(Cis) y -NRASRAS,
siempre y cuando al menos uno de RA' y RA? sea hidroxi, alcoxi(C1.s) 0 -NRA’RA8, Preferiblemente, RA' y RA? se
seleccionan independientemente de hidrégeno, hidroxi, alcoxi(C1.s) y -NRASRAS,

Como alternativa, RA' y RA2 pueden formar juntos y no direccionalmente una estructura -T-(CRE’RE8),-V-. Las
explicaciones dadas mas arriba con respecto a RE' y RF? forman tal estructura y en particular las definiciones de mas
arriba de RF7, R®8, T, ny V se aplican de manera analoga a RA' y RA? que forman esta estructura.

En una realizacion, RA' y R*2 son de manera independiente hidroxi o alcoxi.

En una segunda realizacion, RA' y R*? son una estructura -T-(CRE’RE8),-V- 0 una estructura correspondiente en la
que esta presente un doble enlace. Las definiciones preferidas de mas arriba para la estructura -T-(CRE’RE8),-V- se
aplican de manera analoga a esta realizacion.

En una tercera realizacion, RA! es -NR?SRA¢ y RA2 gs hidrogeno.

Otros sustituyentes R*3 pueden estar optativamente presentes sobre el anillo de fenilo ademas de RA' y R*2. RA3 puede
ser un grupo alquilo(C1.6) o un grupo arilo(Cs.10) (tal como un grupo fenilo o naftilo), preferiblemente un grupo alquilo(C+-
6), mas preferiblemente un grupo alquilo(C1.4).

También pueden estar presentes otros sustituyentes RA*. Son tipicamente un atomo de halégeno, un grupo alquilo(C-
6) 0 un grupo arilo(Cs.10) (tal como un grupo fenilo o naftilo), preferiblemente un atomo de halégeno o un grupo
alquilo(C+), mas preferiblemente un grupo alquilo(C1.6), lo mas preferiblemente un grupo alquilo(C1.4).

RA% y RA% se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo(C1.¢); preferiblemente RS y RA® se seleccionan
independientemente de hidrégeno y alquilo(C1.4).

Los ejemplos preferidos del compuesto representado por la formula (E) incluyen compuestos representados por la
férmula (B)

B3
(R™)m — 4 A=Y —

Las definiciones de X, Y, Z, M, L, anillo D, m, p y Hal dadas mas arriba con respecto a la formula (E) se aplican de
manera analoga a la formula (B).

RB' se selecciona de hidroxi, alcoxi(C16) y -NRB°RB8, Preferiblemente, RB' es hidroxi o alcoxi(C1.s).

RB2 se selecciona de hidrogeno, halégeno, hidroxi, alcoxi(C1s) y -NRB5RB8, preferiblemente RB? se selecciona de
hidrogeno, hidroxi, alcoxi(C1.) y -NRBSRE®,

En una realizacion, RB' es hidroxi o alcoxi(C1.¢) y R®? es hidrogeno.

RB5 y RB6 se seleccionan independientemente de hidrogeno y alquilo(C1.s), preferiblemente RB5 y RB6 se seleccionan
independientemente de hidrégeno y alquilo(C1.4).

Otros sustituyentes RB3 pueden estar optativamente presentes sobre el anillo de fenilo ademas de RB' y RB2. RB3 puede
ser un grupo alquilo(C1.6) o un grupo arilo(Cs.10) (tal como un grupo fenilo o naftilo), preferiblemente un grupo alquilo(C+-
6), mas preferiblemente un grupo alquilo(C1.4).

También pueden estar presentes otros sustituyentes RB. Son tipicamente un atomo de halégeno, un grupo alquilo(C-
6) 0 un grupo arilo(Cs.10) (tal como un grupo fenilo o naftilo), preferiblemente un atomo de halégeno o un grupo
alquilo(C+), mas preferiblemente un grupo alquilo(C1.6), lo mas preferiblemente un grupo alquilo(C1.4).

Los compuestos de la presente invencion son:
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Los compuestos preferidos de la presente descripcion incluyen
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Las definiciones dadas mas arriba con respecto a R¥’, R® y Hal se aplican de manera analoga a estos compuestos.

5 R se selecciona de hidrégeno; alquilo(C1.4); -alquileno(C+.4)-halégeno; y arilo(Cs-10) (tal como fenilo y naftilo), en donde
el anillo de arilo puede optativamente estar sustituido por alquilo(C+.4) 0 halégeno. Preferiblemente, R se selecciona
de hidrogeno; alquilo(C14); -alquileno(C+.4)-halégeno. En una realizacion, R se selecciona de hidrogeno; y alquilo(C+-
4), mas preferiblemente hidrégeno. En una realizacioén alternativa, R es -alquileno(C+.4)-halégeno. Tal y como se explicd
mas arriba, R se puede marcar de manera detectable, si se desea.

10 RA7 es H o alquilo(C1.s), preferiblemente H o alquilo(C1-4).
RA8 es H o alquilo(C1.s), preferiblemente H o alquilo(C1-4).
RA% es H o alquilo(C1.g), preferiblemente H o alquilo(C1.4).
RA10 es H o alquilo(C+.5), preferiblemente H o alquilo(C1.4).
RB7 es H o alquilo(C1.s), preferiblemente H o alquilo(C1-4).

15 Los siguientes compuestos de la presente invencion son particularmente preferidos porque se ha hallado que tienen
una eficacia elevada a la hora de inhibir la agregacion de una proteina o de tomar imagenes de las proteinas agregadas:

AQN—Z
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en donde Hal es Cl o Br, preferiblemente Hal es Br.
El compuesto mas preferido de la presente invencién es actualmente el siguiente compuesto

H
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Los siguientes compuestos de esta descripcion son particularmente preferidos porque se ha hallado que tienen una
eficacia elevada a la hora de inhibir la agregacion de una proteina o de tomar imagenes de proteinas agregadas:

10
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en donde Hal es Cl o Br, preferiblemente Hal es Br.

Los compuestos mas preferidos de esta descripcion son en la actualidad los compuestos siguientes
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Los compuestos de la formula (E) pueden estar también presentes en forma de profarmacos, ésteres, solvatos o sales
de los mismos.

Los compuestos de la férmula (E) forman sales que estan también dentro del alcance de esta invencion. La referencia
a un compuesto de la férmula (E) en la presente memoria se entiende que incluye la referencia a las sales del mismo,
amenos que se indique otra cosa. El término «sal» o «salesy, tal y como se emplea en la presente memoria, representa
sales acidas y/o basicas formadas con acidos y bases inorganicos y/u organicos. Ademas, cuando un compuesto
contiene tanto un resto basico como un resto acido, se pueden formar zwitterions («sales internas») y estan incluidos
dentro del término «sal» o «sales», tal y como se utiliza en la presente memoria. Se prefieren sales farmacéuticamente
aceptables (a saber, que no son téxicas y son fisioldgicamente aceptables), aunque son también Utiles otras sales, p.
€j., en las etapas de aislamiento o purificacion que se pueden emplear durante la preparacion. Las sales de los
compuestos de la presente invencion se pueden formar, por ejemplo, al hacer reaccionar un compuesto con una
cantidad de acido o base, tal como una cantidad equivalente, en un medio, tal como uno en el cual la sal se precipita,
0 en un medio acuoso Y luego la liofilizacion.

Los compuestos que contienen un resto basico pueden formar sales con numerosos acidos organicos e inorganicos.
Las sales por adicion de acido de ejemplo incluyen acetatos (tales como los formados con acido acético o acido
trihaloacético, por ejemplo, acido trifluoroacético), adipatos, alginatos, ascorbatos, aspartatos, benzoatos,
bencenosulfonatos, bisulfatos, boratos, butiratos, citratos, canforatos, canforsulfonatos, ciclopentanopropionatos,
digluconatos, dodecilsulfatos, etanosulfonatos, fumaratos, glucoheptanoatos, glicerofosfatos, hemisulfatos,
heptanoatos, hexanoatos, hidrocloruros, hidrobromuros, hidroyoduros, hidroxietanosulfonatos (p. ej., 2-
hidroxietanosulfonatos), lactatos, maleatos, metanosulfonatos, naftalenosulfonatos (p. ej., 2-naftlalenosulfonatos),

11
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nicotinatos, nitratos, oxalatos, pectinatos, persulfatos, fenilpropionatos (p. e€j., 3-fenilpropionatos), fosfatos, picratos,
pivalatos, propionatos, salicilatos, succinatos, sulfatos (p. €j., los formados con acido sulfurico), sulfonatos (p. €j., los
mencionados en la presente memoria), tartratos, tiocianatos, toluenosulfonatos, tales como tosilatos, undecanoatos y
similares.

Los compuestos que contienen un resto acido pueden formar sales con numerosas bases organicas e inorganicas.
Las sales basicas de ejemplo incluyen sales de amonio, sales de metales alcalinos, tales como sales de sodio, litio y
potasio, sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de calcio y magnesio, sales con bases organicas (p. €j.,
aminas organicas) tales como benzatinas, diciclohexilaminas, hidrabaminas (formadas con N,N-
bis(deshidroabietil)etilendiamina), N-metil-D-glucaminas, N-metil-D-glucamidas, t-butilaminas, y sales con
aminoacidos, tales como arginina, lisina y similares. Los grupos basicos que contienen nitrogeno se pueden
cuaternizar con agentes tales como haluros de alquilo inferiores (p. €j., cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo,
propilo y butilo), sulfatos de dialquilo (p. €j., sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo y diamilo), haluros de cadena larga (p.
€j., cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo), haluros de aralquilo (p. ej., bromuros de bencilo
y fenetilo), y otros.

Los profarmacos (referencia) y los solvatos de los compuestos de la formula (E) también estan contemplados en la
presente memoria. El término «profarmaco», tal y como se emplea en la presente memoria, representa un compuesto
que, tras la administracion a un sujeto, sufre una conversion quimica mediante procesos metabdlicos o quimicos para
producir un compuesto de la formula (E) o una sal y/o solvato del mismo.

Los solvatos de los compuestos de la férmula (E) incluyen, por ejemplo, hidratos.
Los ésteres de los compuestos de la féormula (E) incluyen ésteres de alquilo(C1.6), preferiblemente de alquilo(C1.4).

Los compuestos de la formula (E) pueden existir en su forma tautomérica (p. ej., como un éter de amida o imino).
Todas estas formas tautoméricas estan contempladas en la presente memoria como parte de la presente invencion o
descripcioén, respectivamente.

Todos los estereoisdmeros de los presentes compuestos (p. €j., los que pueden existir debido a carbonos asimétricos
en diferentes sustituyentes), entre ellos las formas enantioméricas y las formas diastereoméricas, estan contempladas
dentro del alcance de esta invencion o descripcion, respectivamente. Cada uno de los estereoisémeros de los
compuestos de la formula (E) pueden, por ejemplo, estar sustancialmente libres de otros isémeros (p. €j., como un
isdbmero optico puro o sustancialmente puro que tiene una actividad especificada) o pueden estar mezclados, por
ejemplo, como racematos o con todos los otros, o solo los seleccionados, estereoisdémeros. Los centros quirales de
los compuestos de la formula (E) pueden tener la configuracion S o R, tal y como se define segun las recomendaciones
de 1974 de la IUPAC.

Las formas racémicas se pueden resolver mediante métodos fisicos, tales como cristalizacion fraccionada, separacion
o cristalizacion de derivados diastereoméricos, o separacion por cromatografia de columna en columna quiral. Cada
uno de los isdbmeros Opticos se puede obtener a partir de los racematos mediante cualquier método idéneo que incluye,
entre otros, la formacioén de sales con un acido épticamente activo seguida de la cristalizacion.

Todos los isémeros configuracionales de los compuestos de la férmula (E) estan contemplados, bien en mezcla o bien
en una forma pura o sustancialmente pura. La definicioén de los compuestos de la formula (E) abarca tanto los isémeros
de alqueno cis (2) y trans (E) como los isémeros cis y trans de los hidrocarburos ciclicos o anillos de heterociclo.

A lo largo de la especificacion, los grupos y sustituyentes de los mismos se pueden elegir para dar a conocer restos
estables y compuestos.

Los compuestos de la formula (E) se pueden dar a conocer en forma de una composicion farmacéutica o diagndstica
que incluye optativamente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La aplicacién de un sistema de ensayo bioquimico basado en la técnica de «cribado de dianas intensamente
fluorescentes (SIFT)» en combinacion con ensayos celulares por cultivo celular de los modelos de enfermedades
causadas por priones, los presentes inventores han cribado grandes colecciones de compuestos sintéticos in vitro en
busca de inhibidores de los procesos de agregacion que acompafian a las enfermedades neurodegenerativas y, en
particular, las enfermedades causadas por los priones y las sinucleinopatias a nivel molecular. Tales inhibidores tienen
la capacidad de ser nuevos tratamientos para estas enfermedades.

Este sistema de ensayo sobrepasa con mucho los sistemas de ensayo en uso para la busqueda de nuevos farmacos
que inhiban la agregacion de una proteina con respecto al grado de automatizacion, la velocidad de medicion (75
segundos por muestra), la cantidad de compuestos quimicos (solo 200 picomoles por ensayo primario), asi como el
agente utilizado (p. €j., solo el equivalente de 0,2 mg de cerebro de un caso de ECJ por ensayo) necesarios. Solo
estos requisitos relativamente bajos de recursos y tiempo permiten el cribado de tales cantidades elevadas de
compuestos (a saber, 20 000). Ademas, el mapeo de todos los datos de cribado sobre una base de datos centralizada
y su analisis automatico permite la evaluacion eficaz y el analisis de las relaciones entre la estructura y la actividad.
La combinacioén con los procedimientos de cribado en cultivo celular, que se incluyen en la presente invencion, permite
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la identificacion de los compuestos que son activos tanto en los ensayos bioquimicos como en los ensayos con células.
Asi pues, se identifican compuestos que no son solo activos in vitro, sino también en un contexto celular, p. €j., lo que
asegura la estabilidad y reactividad apropiadas de los compuestos identificados para el posterior desarrollo para
aplicaciones in vivo.

Asi pues, los presentes inventores identificaron una serie de compuestos activos en este cribado primario, que
posteriormente se validaron con diluciones seriadas para identificar los compuestos activos incluso a concentraciones
muy bajas. Los compuestos caracterizados como «activos» en el cribado primario se sometieron a un analisis de
aglomeracion, lo que reveld un grupo de cinco aglomeraciones cercanas (DPP_1 a DPP_5; figura 1), que comprenden
compuestos muy activos, que pertenecen a la clase de compuestos quimicos de los derivados del 3,5-difenilpirazol
(DPP) (comparese con el motivo DPP mostrado en la figura 1).

Los presentes inventores sustituyeron ademas diferentes sustituyentes de la clase de compuestos identificados para
identificar los compuestos relacionados idéneos como inhibidores de los procesos de agregacion que acompafian a
las enfermedades neurodegenerativas y, en particular, las enfermedades causadas por priones y las sinucleinopatias
a nivel molecular. Mediante el uso de este método medicino-quimico, se sintetizaron una serie de compuestos
adicionales. Estos compuestos, junto con las sustancias seleccionadas del cribado inicial, se sometieron a mas
pruebas, entre ellas los ensayos de SIFT, ensayos con cultivos celulares, experimentos in vivo con ratones, asi como
ensayos bioquimicos dirigidos a la agregacion de la a-sinucleina (véanse los ejemplos). Asi pues, se verifico, la
actividad de estos compuestos tanto in vifro como in vivo. El hallazgo de que estos compuestos son también capaces
de inhibir con eficacia la formaciéon de multimeros de la a-sinucleina a concentraciones micromolares bajas en los
modelos in vitro para esta agregacion patologica de proteinas hallada en las sinucleinopatias es una indicacion clara
de que los compuestos identificados no pueden funcionar solo como compuestos antipridnicos, sino que también
tienen potencial terapéutico para las sinucleinopatias, como la enfermedad de Parkinson, DCL y AMS, al actuar
selectivamente sobre el mecanismo patoldgico a nivel molecular. Ademas, la actividad inhibidora de estos compuestos
sobre ambos, agregacion de proteinas pridnicas y de la a-sinucleina in vitro, puede ser reflejo de su actividad
antiagregante general contra un abanico mas amplio de enfermedades por agregacion de una proteina, en donde el
plegamiento incorrecto de las proteinas en conformaciones en las que predominan las laminas 8 conforma la base
para la posterior agregacion de la proteina en las fibrillas de amiloide. Asi pues, estos compuestos y los compuestos
relacionados con los miembros de la clase de sustancias de DPP es posible que resulten Utiles como tratamiento para
el tratamiento causativo de un panel entero de enfermedades por agregacion de una proteina (neurodegenerativas),
entre ellas, pero sin limitarse a ellas, enfermedad de Parkinson, enfermedad causada por priones, enfermedad de
Alzheimer, atrofia multisistémica, enfermedad difusa con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal, esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad de Huntington, ataxias espinocerebelosas y otras enfermedades por poli-Q, angiopatia
amiloide cerebral hereditaria, polineuropatia amiloidética familiar, amiloidosis sistémica primaria (amiloidosis AL),
amiloidosis sistémica reactiva (amiloidosis AA), diabetes de tipo 2, amiloidosis localizada por inyeccion, amiloidosis de
microglobulina 32, amiloidosis no neuropatica hereditaria, amiloidosis sistémica hereditaria finlandesa.

La presente invencion se refiere ademas al compuesto de la presente invencién, asi como a un éster, solvato o sal del
mismo, para ser usado en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad relacionada con la agregacion de una
proteina y/o una enfermedad neurodegenerativa. Otras realizaciones son el uso de un compuesto de la presente
invencion para la preparacion de una composicién farmacéutica para tratar o prevenir una enfermedad relacionada
con la agregacion de una proteina y/o una enfermedad neurodegenerativa.

El término «agregacion», de acuerdo con la presente invencion, se refiere a la formacién de complejos oligoméricos o
multiméricos de tipicamente uno o varios tipos de proteinas, que pueden estar acompafadas por la integracion de
biomoléculas adicionales, como glucidos, acidos nucleicos y lipidos, en los complejos.

El término «proteina implicada en una enfermedad relacionada con la agregacion de una proteina y/o una enfermedad
neurodegenerativay, tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a las enfermedades que se caracterizan
por la presencia de proteinas agregadas. Tales proteinas agregadas pueden formar depdésitos en determinados tejidos,
mas preferiblemente en el tejido nervioso o en el tejido del cerebro. La extension de la agregacion depende de la
enfermedad concreta.

La presente invencion se refiere ademas al uso de un compuesto de la presente invencion tal y como esta definido
mas arriba para preparar una composicion farmacéutica para tratar o prevenir una enfermedad relacionada con la
agregacion de una proteina y/o una enfermedad neurodegenerativa.

De acuerdo con la presente invencion, el término «composicién farmacéutica» se refiere a una composicion para la
administracion a un paciente, preferiblemente un paciente humano. La composicién farmacéutica de la invencion
comprende los compuestos citados mas arriba y, optativamente, otras moléculas capaces de alterar las caracteristicas
de los compuestos de la invencion, con lo que, por ejemplo, se estabiliza, se modula y/o se activa su funcion. La
composicion puede estar en forma soélida, liquida o gaseosa y puede estar, entre otros, en forma de uno o varios
polvos, uno o varios comprimidos, una o varias soluciones, o uno o varios aerosoles. La composicién farmacéutica de
la presente invencion puede, optativamente y ademas, comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los
ejemplos de vehiculos farmacéuticos idoneos se conocen bien en la técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas
con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, diferentes tipos de humectantes, soluciones
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estériles, solventes organicos entre ellos DMSO, etc. Las composiciones que comprenden tales vehiculos se pueden
formular mediante los métodos convencionales bien conocidos.

La composicion farmacéutica se formulara y se dosificara en consonancia con las buenas practicas médicas, y tendra
en cuenta la afeccién clinica de cada paciente, el sitio de administracion de la composicion farmacéutica, el método
de administracion, la pauta de administracion y otros factores conocidos por los médicos encargados del tratamiento.
La «cantidad eficaz» de la composicion farmacéutica para los propédsitos de la presente memoria se determina, asi
pues, mediante tales consideraciones. El experto en la técnica sabe que la cantidad eficaz de las composiciones
farmacéuticas administradas a un individuo dependeran, entre otras cosas, de la naturaleza del compuesto.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion o descripcién se pueden administrar por via oral, rectal, parenteral,
intracisterna, intravaginal, intraperitoneal, tépica (tal como mediante polvos, unglientos, gotas o parche transdérmico),
bucal, o como un pulverizador oral o nasal. Con «vehiculo farmacéuticamente aceptable» se quiere hacer referencia
a un relleno solido, semisolido o liquido, diluyente, material de encapsulacion o formulacién auxiliar de cualquier tipo
que no es toxico. El término «parenteral», tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a los modos de
administracion que incluyen la inyeccién e infusion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal,
subcutanea e intraarticular.

La composicion farmacéutica también se administra idéneamente mediante sistemas de liberacion prolongada. Los
ejemplos idoneos de composiciones de liberacién prolongada incluyen matrices de polimero semipermeable en forma
de articulos conformados, p. €j., peliculas o microcapsulas. Las matrices de liberacién prolongada incluyen polilactidas
(patente de los EE. UU. n.° 3 773 919, patente europea EP 58 481), copolimeros de acido L-glutamico y y-etil-L-
glutamato (Sidman. U et al., Biopolymers 22: 547-556 (1983)), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (R. Langer et al., J.
Biomed. Mater. Res. 15: 167-277 (1981) y R. Langer, Chem. Tech. 12: 98-105 (1982)), acetato de etileno y vinilo (R.
Langer et al., véase mas arriba) o acido poli-D-(—)-3-hidroxibutirico (patente europea EP 133 988). La composicion
farmacéutica de liberacion prolongada también incluye un compuesto atrapado en liposomas. Los liposomas que
contienen la composicién farmacéutica se preparan mediante los métodos conocidos de por si: patente alemana DE
32 18 121; Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 82: 3688-3692 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA):
77:4030-4034 (1980); patente europea EP 52 322; patente europea EP 36 676; patente europea EP 88 046; patente
europea EP 143 949; patente europea EP 142 641; solicitud de patente japonesa 83-118008; patentes de los EE. UU.
n° 4 485 045 y 4 544 545; y patente europea EP 102 324. Habitualmente, los liposomas son de tipo unilaminar
pequefio (aproximadamente 200 a 800 A) en los que el contenido de lipidos es superior a aproximadamente el 30%
en moles de colesterol, en donde la proporcion seleccionada se ajusta para el tratamiento 6ptimo.

Para la administracion parenteral, la composicion farmacéutica se formula en lineas generales mezclandola al grado
deseado de pureza, en una forma inyectable de dosis unitaria (solucién, suspensiéon o emulsion), con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, a saber, uno que no es téxico para los destinatarios en las dosis y concentraciones
empleadas, y que es compatible con otros ingredientes de la formulacion.

Por lo general, las formulaciones se preparan al poner en contacto los componentes de la composicion farmacéutica
de manera uniforme e intima con los vehiculos liquidos o con los vehiculos sélidos molidos en un polvo fino, o ambos.
Entonces, si es necesario, se conforma el producto en la formulacién deseada. Preferiblemente, el vehiculo es un
vehiculo parenteral, mas preferiblemente una solucidon que es isoténica con la sangre del destinatario. Los ejemplos
de tales vehiculos incluyen agua, solucion salina, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Los vehiculos no acuosos,
tales como aceites no volatiles y oleato de etilo son también utiles en la presente memoria, asi como los liposomas. El
vehiculo contiene idoneamente cantidades minusculas de aditivos, tales como sustancias que refuerzan la isotonia y
la estabilidad quimica. Tales materiales no son toxicos para los destinatarios en las dosis y las concentraciones
empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato, succinato, acido acético y otros acidos organicos y sus
sales; antioxidantes tales como acido ascorbico; (poli)péptidos de baja masa molecular (menos de aproximadamente
diez restos), p. €j., poliarginina o tripéptidos; proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidrofilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos, tales como glicina, acido glutamico, acido aspartico
0 arginina; monosacaridos, disacaridos y otros glucidos que incluyen la celulosa o sus derivados, glucosa, manosa o
dextrinas; quelantes, tales como EDTA; gltcidos polialcohdlicos, tales como manitol o sorbitol; contraiones, tales como
sodio; y/o tensioactivos no idnicos, tales como polisorbatos, poloxameros o PEG.

Los componentes de la composicion farmacéutica a ser utilizada para la administracion terapéutica deben estar
estériles. La esterilidad se lleva a cabo con facilidad mediante la filtracion a través de membranas de filtracion estériles
(p. €j., membranas de 0,2 ym). Los componentes terapéuticos de la composicion farmacéutica se colocan por lo
general en un contenedor que tiene un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o vial de solucion intravenosa
que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica.

Los componentes de la composicion farmacéutica se almacenaran habitualmente en contenedores de dosis unitarias
o de varias dosis, por ejemplo, ampollas o viales sellados, como una solucién acuosa o como una formulacion liofilizada
para la reconstitucion. A modo de ejemplo de una formulacion liofilizada, los viales de 10 ml se llenan con 5 ml de
solucion acuosa al 1% (p/v) esterilizada por filtracion y se liofiliza la mezcla resultante. La solucion de infusién se
prepara mediante la reconstitucion del compuesto o compuestos liofilizados mediante el uso de agua bacteriostatica
para inyeccion.
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Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «cantidad terapéuticamente eficaz» se refiere a una cantidad
suficiente para desencadenar la respuesta biolégica deseada. En la presente invencion, la respuesta biolégica
deseada es la inhibicion de la agregacion de una proteina.

Se describe un método para identificar un compuesto con una mejora de la eficacia para inhibir la agregacion de una
proteina implicada en una enfermedad relacionada con la agregacion de una proteina y/o una enfermedad
neurodegenerativa, que comprende las etapas de (a) poner en contacto una proteina monomérica marcada y un
agregado marcado de manera diferente de dicha proteina en (1) presencia y/o (2) ausencia de un candidato a inhibidor
de la agregacion que es un derivado de un compuesto tal y como esta definido mas arriba; (b) determinar la cantidad
de marcaciones colocalizadas que representan la extension de la fijacion de la proteina monomeérica al agregado de
dicha proteina; y (c) comparar el resultado obtenido en presencia o ausencia de dicho compuesto, en donde una
disminucion de las marcaciones colocalizadas en presencia de dicho compuesto es indicativa de la capacidad del
compuesto para inhibir la agregacion de dicha proteina.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «proteina monomérica» se refiere a una unidad molecular
compuesta por una sola cadena (poli)peptidica con una conformacion tridimensional especifica de cada proteina
concreta que es preferiblemente soluble en las soluciones acuosas hasta concentraciones tipicamente nanomolares,
micromolares o milimolares, y pueden estar modificadas mediante la union covalente de uno o varios glucidos,
derivados de glucidos, lipidos, fosfato, sulfato, acidos grasos y nucleétidos a determinados aminoacidos en la cadena.
Preferiblemente, dicha modificacion es una fosforilacion, glucosilacion, procesamiento proteolitico, glucacion,
oxidacion y nitracion. El término «(poli)péptido», tal y como se utiliza en la presente memoria, describe un grupo de
moléculas que comprende el grupo de péptidos, que consiste en 30 aminoacidos o menos, asi como el grupo de
polipéptidos, que consiste en mas de 30 aminoacidos. Tal y como se utiliza a lo largo de la presente especificacion, el
término «proteina» también se refiere a (poli)péptidos.

El término «proteina agregada» significa oligdmeros o multimeros unidos no covalentemente de uno o mas tipos de
«proteina(s) o polipéptido(s) monomérico(s)», tal y como esta definido mas arriba, que se caracterizan por una
alteracion de la conformacion tridimensional de las unidades de proteina con las que forman complejos con respecto
a las unidades de las proteinas monoméricas y una solubilidad tipicamente baja de los complejos en las soluciones
acuosas.

El término «compuesto para inhibir la agregacion de una proteina» se refiere a un compuesto que es capaz de impedir
la formacion de agregados de proteinas y/o que es capaz de desintegrar o degradar los agregados de proteina que
ya existen, en donde dichos compuestos se derivan por modificacion de los compuestos de la formula (E).
Preferiblemente, tales compuestos estan disefiador por modelado computacional, en donde el modelado
computacional significa el uso de herramientas de cribado virtual para la busqueda de compuestos que se fijan a la
forma monomérica o a la forma agregada de la proteina, o a ambas. Por lo general, estos métodos se basan en la
estructura tridimensional de las proteinas, preferiblemente de las proteinas cristalizadas junto con el sustrato. Mas
preferiblemente, el sustrato se remplaza por un candidato a modulador o inhibidor.

El término «proteina... marcada» se refiere a una proteina a la cual se une un marcador. Dicho marcador puede estar
unido de manera directa o indirecta. La marcacion indirecta hace referencia en particular a los (poli)péptidos marcados,
mas en concreto a anticuerpos marcados. La uniéon del marcador se puede realizar mediante una serie de técnicas
que conoce el experto en la materia y que estan descritas en los manuales de texto estandares (véase, por ejemplo,
Harlow y Lane, «Antobodies, A Laboratory Manual», CSH Press, Cold Spring Harbor, 1998).

El término «proteina marcada diferencialmente» significa que la isoforma agregada y la monomérica de la proteina
llevan unidas diferentes marcadores. Un ejemplo tipico es la unién de «FITC» a la proteina agregada y del «rojo
Texas» a la proteina monomérica. Ya que estos marcadores son detectables con luz de diferente longitud de onda, se
puede determinar la cantidad y/o la localizacion de las isoformas de la proteina. Mas en particular, el uso de diferentes
marcadores permite cuantificar la presencia de marcadores colocalizados, a saber, de marcadores que se encuentran
muy cerca los unos de los otros.

La «determinacion de la cantidad de marcadores colocalizados» se puede llevar a cabo, p. €j., con la medicion por
separado (a saber, especifica de la longitud de onda) del nimero de fotones sueltos de al menos dos longitudes de
onda diferentes que vienen desde el mismo elemento de volumen pequefio de tipicamente menos de 1 femtolitro de
una muestra en un periodo de tiempo muy breve de tipicamente menos de 100 ys seguido de la comparacion
computarizada del ndmero de fotones respectivo, que se pueden representar graficamente en un histograma
multidimensional con un eje para el nimero de fotones de una longitud de onda concreta. En el caso de dos longitudes
de onda, el numero de fotones de un periodo de tiempo concreto se puede representar, asi pues, como puntos Unicos
en un histograma de intensidad de fluorescencia bidimensional.

El término «comparar el resultado obtenido en presencia o ausencia de dicho compuesto» significa valorar el efecto
del compuesto sobre la formacién y/o la cantidad de agregados de proteina. Tal y como se utiliza en la presente
memoria, una disminucién de los marcadores colocalizados de mas del 10%, mas preferiblemente de mas del 25%,
incluso mas preferiblemente de mas del 50% y lo mas preferiblemente de mas del 95%, en presencia de un compuesto
candidato a inhibir la agregacion, es indicativa de la capacidad que tienen los compuestos para inhibir la agregacion
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de una proteina. El término «ausencia de dicho compuesto» significa que ningun inhibidor ni candidato a inhibidor es,
o ha sido, afiadido a la proteina agregante. En casos concretos, puede ser util la adicion de controles negativos, a
saber, compuestos que no tienen ningun efecto sobre la agregacion de una proteina. El término «ausencia de dicho
compuesto» también hace referencia a estos casos. De igual modo, ninguno de los compuestos de la formula (E) que
inhiben la agregacion de una proteina se puede utilizar como control positivo en los ensayos para la identificacion de
nuevos compuestos inhibidores. Es evidente que el término «presencia» también se refiere a la cantidad. Por razones
obvias, los compuestos a los que se hace referencia en la presente especificacion tienen diferente concentracion
eficaz. Preferiblemente, la concentracion eficaz es de menos de 100 uM, mas preferiblemente por debajo de 10 yM e
incluso mas preferiblemente por debajo de 1 pM.

El método de la presente especificacion es particularmente Util para identificar nuevos compuestos capaces de
interferir con la agregacion de una proteina con una mayor eficacia. Permite el cribado de grandes colecciones de
compuestos derivados y permite identificar los compuestos que inhiben con una alta fidelidad. En un aspecto de la
presente invencion, el método se basa en la espectroscopia de correlacién de fluorescencia. En los ultimos afos, la
espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS, por su nombre en inglés) se ha reconocido como un método que
permite el analisis muy sensible de la agregacion de una proteina en las enfermedades neurodegenerativas, tales
como las enfermedades causadas por los priones, a nivel molecular (Bieschke y Schwille, 1997, Bieschke et al. 2000,
Giese et al., 2000, Post et al., 1998). Ademas, la FCS se presta por si misma a la miniaturizacién y a la automatizacion,
y se ha convertido en un método consolidado para el cribado masivo en la industria farmacéutica (Koltermann et al.
1998). La espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) en su forma confocal actual analiza las fluctuaciones
de las sefales causadas por la difusién de las moléculas marcadas con una Unica fluorescencia a través de un
elemento de volumen abierto definido por un haz de un laser de excitacion enfocado a través de un objetivo de
microscopio de gran abertura y que toma imagenes de manera confocal en un detector de recuento de fotones sueltos
(Schwille et al. 1997). En su realizacion mas preferida, el método se basa en esta tecnologia. Este método es idoneo
para el cribado masivo basandose en la inhibicion de, por ejemplo, la fijacion de PrPC a agregados de PrPS¢ o la
formacion de oligémeros o protofibrillas o fibrillas de a-sinucleina.

Este sistema de ensayo para la deteccién de inhibidores de la agregacion de una proteina se puede utilizar para la
busqueda de nuevas sustancias terapéuticas para cualquier enfermedad neurodegenerativa que esta relacionada con
la agregacion de proteinas especificas, tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.
Ademas, debe ser posible buscar sustancias con potencial terapéutico para todas las enfermedades en las que la
formacion de multimeros desempefia una funcidon crucial en la patogenia, independientemente de la naturaleza
quimica de sus componentes.

En una realizacioén preferida de la presente descripcion, dichos marcadores son marcadores fluorescentes.

Preferiblemente, el marcador se selecciona del grupo que consiste en fluorocromos, p. €j., isotiocianato de fluoresceina
(FITC), rodamina, rojo Texas, Alexa 488, Alexa 647, ficoeritrina, aloficocianina, 6-carboxifluoresceina (6-FAM), 2',7'-
dimetoxi-4',5'-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), 6-carboxi-X-rodamina (ROX), 6-carboxi-2'4',7',4,7-
hexaclorofluoresceina (HEX), 5-carboxifluoresceina (5-FAM) o N,N,N',N'-tetrametil-6-carboxirrodamina (TAMRA),
marcadores radiactivos, p. ej., 32P, S, 3H, etc. El marcador también puede ser un sistema de dos etapas, en donde,
p. €j., la proteina o el (poli)péptido o el compuesto de la presente invencion esta conjugado a biotina, haptenos, etc.,
que llevan un compafiero de fijacion de alta afinidad, p. ej., avidina, anticuerpos especificos, etc., en donde el
compafiero de fijacion esta conjugado a un marcador detectable.

En otra realizacion preferida de la presente descripcion, dichos marcadores estan unidos a un anticuerpo o a un
fragmento de un anticuerpo que se fija especificamente a dicha proteina.

El término «fijacion especifica» de los anticuerpos se puede describir, por ejemplo, en términos de su reactividad
cruzada. Preferiblemente, «anticuerpo que se fija especificamente a...» se refiere a los anticuerpos que no se fijan a
(poli)péptidos con una identidad de menos del 98%, de menos del 95%, de menos del 90%, de menos del 85%, de
menos del 80%, de menos del 75%, de menos del 70% y de menos del 65% (segun se calcula con los métodos
conocidos en la técnica) con un (poli)péptido codificado por la proteina agregante. No obstante, los anticuerpos pueden
también describirse o especificarse en términos de su afinidad de fijacion. Las afinidades de fijacion preferidas incluyen
las que tienen una constante de disociacion o K4 de menos de 5 x 106 M, 106 M, 5 x 107 M, 107 M, 5 x 108 M, 108
M, 5x 10°M, 10° M, 5 x 1019 M, 10" M, 5 x 10" M, 10" M, 5 x 102 M, 102 M, 5 x 1073 M, 5 x 10-'* M, 104 M,
5x10"°My 105 M.

El término «anticuerpo» se refiere a anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos, humanizados, de cadena
Unica, Fv de cadena unica, o a fragmentos de anticuerpos como, entre otros, los fragmentos Fab. Los fragmentos o
derivados de anticuerpos comprenden ademas los fragmentos F(ab'),, Fv o scFv; véase, por ejemplo, Harlow y Lane
(1988) y (1999), loc. cit. En la técnica se conocen diferentes procedimientos y se pueden utilizar para la produccion de
tales anticuerpos y/o fragmentos. Asi pues, los derivados (de anticuerpo) se pueden producir mediante
peptidomimética. Ademas, las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de cadena Unica (véase, entre
otras, la patente de los EE. UU. n.° 4 946 778) se pueden adaptar para producir anticuerpos de cadena Unica
especificos contra uno o varios polipéptidos y proteinas de fusion de esta invencién. De igual forma, los animales
transgénicos se pueden utilizar para expresar anticuerpos humanizados especificos contra los polipéptidos y proteinas
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de fusion de esta invencion. Lo mas preferiblemente, el anticuerpo de esta invenciéon es un anticuerpo monoclonal.
Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, se puede utilizar cualquier técnica que proporciona anticuerpos
producidos mediante el cultivo continuo de lineas celulares. Ejemplos de tales técnicas incluyen la técnica de
hibridomas (Kéhler y Milstein, Nature 256 (1975), 495-497), la técnica de triomas, la técnica de hibridomas de linfocitos
B de humano (Kozbor, Immunology Today 4 (1983), 72) y la técnica de hibridomas con EBV para producir anticuerpos
monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc, (1985), 77-96). La
resonancia de plasmones superficiales segun se emplea en el sistema de BlAcore se puede utilizar para incrementar
la eficacia de los anticuerpos fagicos que se fijan a un epitopo de un polipéptido de la invencion (Schier, Human
Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13). También se contempla
en el contexto de esta invencion que el término «anticuerpo» comprende construcciones de anticuerpos que se pueden
expresar en las células, p. €j., construcciones de anticuerpos que se pueden transfectar y/o transducir a través de,
entre otros, virus o vectores plasmidicos. El experto en la técnica sabe que, en muchos casos, los anticuerpos pueden
ser remplazados por otros compuestos de fijacion especifica, tales como los péptidos expuestos sobre la superficie
de fagos (exposicion en fagos) o con (poli)péptidos aislados. El anticuerpo o los (poli)péptidos pueden estar sin marcar
o marcados con cualquiera de los marcadores descritos en la presente invencién. Preferiblemente, los anticuerpos se
pueden obtener de humano, ratén, rata, cabra o conejo.

En una realizacion mas preferida de la presente descripcion, dicho anticuerpo es capaz de discriminar entre la proteina
agregada y la proteina monomeérica.

El término «capaz de discriminar» se refiere a un anticuerpo que es especifico de la isoforma monomérica o de la
agregada de la proteina. Preferiblemente, dicho anticuerpo tiene una Ky disminuida en 5 veces por una isoforma de la
proteina, mas preferiblemente la Ky esta disminuida 10 veces. Como consecuencia, dicho anticuerpo es capaz de
fijarse a una isoforma de la proteina, mientras que es esencialmente incapaz de unirse a la otra isoforma.

En otra realizacién preferida de la presente descripcion, la cantidad de marcador colocalizado se determina con el uso
del método de «cribado de dianas intensamente fluorescentes (SIFT)» (Bieschke et al., 2000), FRET o toma confocal
de imagenes de alta resolucion.

Preferiblemente, dicha toma confocal de imagenes de alta resolucion se realiza con un microscopio de barrido con
laser confocal o con un microscopio que utiliza la tecnologia de discos giratorios.

En otra realizacion preferida de la presente descripcion, dichas proteinas monoméricas o agregantes se seleccionan
del grupo que consiste en proteina prionica, proteina precursora del amiloide (PPA), a-sinucleina, superdxido
dismutasa, proteina 1, inmunoglobulina, amiloide A, transtirretina, microglobulina 32, cistatina C, apolipoproteina A1,
TDP-43, amilina, ANF, gelsolina, insulina, lisozima, fibrindgeno, huntingtina y ataxina, y otras proteinas con un tramo
de poli-Q, y fragmentos o derivados de dichas proteinas. En una realizacion preferida, las proteinas monoméricas y
agregantes se seleccionan del grupo que consiste en proteina precursora del amiloide (PPA) y a-sinucleina. En una
realizacion mas preferida, las proteinas monomeéricas y agregantes son la a-sinucleina.

Preferiblemente, dichas proteinas con un tramo de poli-Q son proteinas que tienen al menos 36 restos de glutamina
consecutivos. Mas preferiblemente, dichas proteinas con el tramo de poli-Q se seleccionan del grupo que consiste en
huntingtina y ataxina.

Preferiblemente, dichos fragmentos o derivados se seleccionan del grupo modificado por fosforilacion, glucosilacion,
procesamiento proteolitico, glucacion, oxidacion y nitracion. Los (poli)péptidos mencionados en la presente invencion
pueden contener uno o varios glucidos, derivados de glucidos, lipidos, fosfato, sulfato, acidos grasos y nucleétidos
unidos a aminoacidos independientes en la cadena. Preferiblemente, dicha modificacion es una fosforilacion,
glucosilacién, procesamiento proteolitico, glucacion, oxidacion y nitracion.

La proteina puede ser una proteina de vertebrado o de invertebrado. Preferiblemente, la proteina es una proteina de
mamifero o de ave. Mas preferiblemente, la proteina de mamifero se selecciona de primate, humano, ratén, rata,
ganado bovino (vacuno), cerdo y oveja. En casos concretos, puede ser preferible utilizar isoformas mezcladas, a saber,
por ejemplo, la forma agregada de PrPS¢ derivada de humano y la forma monomérica derivada de raton.

Las proteinas se pueden aislar de un animal o de un cultivo de tejidos, o se pueden preparar por medios recombinantes.
Los inventores han contemplado que las proteinas puedan estar modificadas quimicamente o que puedan estar
tratadas con enzimas, tales como proteasas o glucosidasas, para mejorar la manipulacién en el sistema de ensayo.

En otra realizacion mas preferida de la presente descripcion, la proteina monomérica es la proteina pridnica y la
proteina agregada es la PrPS¢ (Prusiner, 1998).

En ofra realizacion mas preferida de la presente descripcion, la proteina monomeérica es la a-sinucleina y dicha
proteina agregada se selecciona del grupo que consiste en oligémeros o protofibrillas o fibrillas de la a-sinucleina.

Se describe un método para seleccionar compuestos que hayan mejorado su eficacia in vivo para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con la agregacion de una proteina y/o enfermedades neurodegenerativas, que comprende
(a) administrar un compuesto candidato, que es un derivado del compuesto de la formula (E), a un cultivo celular o a
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un animal que tiene la isoforma agregable de la proteina segun se define en la presente invencion; (b) cuantificar la
cantidad de agregados observables; y (c) identificar y seleccionar un compuesto que es capaz de reducir los agregados
o la formacion de agregados de dicha proteina.

Este método permite analizar los compuestos candidatos in vivo, a saber, en el interior de las células, o ex vivo, a
saber, fuera de un organismo vivo. El analisis de los compuestos candidatos in vivo y ex vivo se muestra, por ejemplo,
en los ejemplos (véase mas adelante). El analisis de los compuestos candidatos in vivo y ex vivo da una informacion
adicional importante que incluye datos en cuanto a toxicidad, estabilidad en presencia de un complejo quimico en el
entorno, y la capacidad para alcanzar la ubicacion donde se consigue un efecto molecular deseado.

Preferiblemente, el compuesto se administra a varias concentraciones para determinar una concentracién en la que
se puede observar un efecto sobre la agregacion de una proteina y para calcular la CEsg, en donde el término CEsp se
refiere a la concentracion (molar) de un compuesto que produce el 50% de la respuesta maxima posible para dicho
compuesto.

La presente invencion o descripcion también se refiere al uso de un compuesto de la férmula (E) tal y como esta
definido mas arriba para inhibir la agregacion de una proteina en un animal (referencia), in vitro o ex vivo.

En una realizacién preferida, el animal es un animal no humano.

La presente invencion o descripcion se refiere ademas a una composicion farmacéutica o diagndstica que comprende
el compuesto de la invencidon o descripcion, respectivamente y, optativamente, un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con la presente especificacion, el término «composicion diagnoéstica» se refiere a las composiciones para
diagnosticar en cada uno de los pacientes su posible respuesta o capacidad de curacion debidas a las composiciones
farmacéuticas de la especificacion. El término «composicion diagnostica» también se refiere a las composiciones para
determinar la presencia de las proteinas agregadas que subyacen en las enfermedades citadas mas arriba. La
composicion diagndstica comprende los compuestos citados mas arriba. La composicion diagnostica puede
comprender ademas los tampones adecuados y las enzimas, tales como la transcriptasa inversa, polimerasas
termoestables, etc. Las composiciones diagndsticas se pueden empaquetar en un envase o en varios envases.

En una realizacion preferida mas, la eficacia de dicho compuesto se mejora adicionalmente por derivacion.

El término «derivacién», de acuerdo con la presente especificacion, se refiere a la generacion de compuestos
relacionados desde el punto de vista quimico que tienen modificaciones en al menos una posicién de la molécula.

En una realizacion preferida de la presente invencion o descripcién, dicho compuesto es detectable o esta marcado
de manera detectable. Se entiende que un compuesto es detectable o estda marcado de manera detectable si su
presencia se puede seguir mediante técnicas convencionales, tales como espectroscopia de RMN, deteccion optica,
tomografia de emisién de positrones (TEP), microscopia electronica, toma de imagenes por resonancia magnética
(RMN), espectrometria, cromatografia, ELISA, deteccion de emision de radiactividad, preferiblemente mediante
recuento de centelleo o recuento y, preferiblemente TEP.

Cuando los compuestos de la férmula (E) se han de utilizar como sondas para la toma de imagenes de proteinas
agregadas, en concreto de los depdsitos de amiloide, deben estar marcadas. La naturaleza especifica del marcador
dependera del método que se ha de utilizar para la toma de imagenes. Tipicamente, seran utiles los marcadores
radiactivos que emiten positrones (TEP) y que tienen una semivida breve, tales como '8F, 1'C, 123, 13| 31| 77Bry 76Br,
en concreto '8F y "'C. Debido a su semivida breve, los compuestos marcados de la férmula (E) se deben preparar
poco antes de ser usados para el analisis.

En consecuencia, la composicion diagnostica también se puede dar a conocer en forma de un kit, que consiste en
precursores de los compuestos de la férmula (E), que se hacen reaccionar para formar el compuesto deseado. Tal kit
es particularmente comodo, si el compuesto de la férmula (E) contiene al menos un resto que es X, Y o L que es -
N(R*)- y R* comprende un marcador detectable.

En una realizacion preferida, el compuesto que se utiliza para tomar imagenes posee un resto -N(R*)- como X, Y o L,
en el que R* es -alquileno(C1.4)-halégeno, en donde el atomo de halégeno es radiactivo. En otra realizacién preferida,
el compuesto que se utiliza para tomar imagenes posee un resto -N(R*)- como X, Y o L, en el que R* es -alquilo(C1.4),
que contiene al menos un isotopo de ''C.

El experto en la técnica sera capaz de idear métodos con los cuales el marcador detectable se puede unir a los
compuestos de la férmula (E). Los siguientes esquemas pueden servir como ejemplos ilustrativos.

El tosilato de 2-['®F]fluoroetilo 2 es un precursor til para incorporar '®F (semivida de 109,8 min) a través de la
fluoroetilacién de los compuestos que contienen los nucledfilos oxigeno, azufre y nitrégeno, o mediante diferentes
metilaciones mediadas por metales (R. Schirrmacher et al., J. Label. Compd. Radiopharm. 2002, 45, 763-774). El
tosilato de 2-['8F]fluoroetilo se puede sintetizar en una sintesis de dos etapas, mediante la sustitucion nucledfila directa

18



10

15

20

25

ES 2714453 T3

del 1,2-ditosilato de etilenglicol 1 por la sustitucion nucledfila directa con K['8F]/Kryptofix 2.2.2 para producir el agente
8F-fluoroetilante 2. El reactivo no radiactivo 2 se utilizé para la sintesis de sery 363A, sery 363B y sery 388B no
radiactivos de acuerdo con el esquema A. Se pueden utilizar las mismas condiciones para la sintesis de los analogos
radioactivos de estos compuestos.

K["®F/Kryptofix 2.2.2

OTos acetonitrilo 80 °C
TosO

1 2 F

Br /"/ Br 7\ Br
N-NH N-N N"\{
I 2, 1N NaOH [, O
0 4 DMF, 100 °C, 16 min O~ o =
DMP 100 10m 7Y + <

73% e o
© anle 138B sery 363A sery 363B
MeO oH 2 NaH o)
¢ 2C\©/ DMF, 20 °C, 15 h Meo?c\@/ ~ N
78%
3 4 o F
3,4-(metilendioxi)acetof 11 N,H '\!"NH
,4-(metllendioxi)acetorenona oHy Y
. NaH, DMSO, 20 °C, 15 h <0 S O~F EtOH, 65°C, 12 <O B
N 54% o 82% 0P
5 sery 388B
Esquema A

Un emisor de positrones mas util, el ''C (semivida de 20,38 min), se puede introducir mediante el yoduro de [''C]metilo
(J. Eriksson et al., J. Label. Compd. Radiopharm. 2006, 49, 1177-1186) con el mismo tipo de sustitucion nucledfila. Se
utilizé el yoduro de metilo no radiactivo para la sintesis de sery 392A y sery 392B no radiactivos de acuerdo con el
esquema B. Se pueden utilizar las mismas condiciones para la sintesis de analogos radiactivos de estos compuestos.

NH Br N/y JBi’ N . Br
Nt = N~ — N-N
(O\! Y Acetona, 20 °C, 2 d <OI\/ ~ N/ + <O:“\/\|
o 79% o \,,/J 0 ~F
anle 138B sery 363A sery 363B

Esquema B

Aunque se prefiere unir el resto detectable al anillo D porque estos compuestos son particularmente faciles de sintetizar,
esto no es esencial. Es igualmente posible dar a conocer compuestos de la invencion en los que el resto detectable
esta en una posicion diferente en la molécula.

La presente descripcion da a conocer un método para tomar imagenes de depdsitos de proteinas agregadas, que
comprende las etapas de:

(i) introducir una cantidad detectable de una composicién que comprende un compuesto marcado de manera
detectable de la presente invencion en un sujeto;

(i) dar el tiempo suficiente para que el compuesto se asocie a la proteina agregada; y
(iii) detectar el compuesto asociado a la proteina agregada.

En una realizacion preferida del método de toma de imagenes, la proteina agregada se selecciona del grupo que
consiste en la proteina precursora del amiloide (PPA) y la a-sinucleina. En una realizacién mas preferida, la proteina
agregada es la a-sinucleina.

La composicion que comprende el compuesto marcado de manera detectable se puede introducir en el sujeto
mediante cualquiera de las administraciones descritas mas arriba, tales como, por ejemplo, por via oral o parenteral.
El compuesto marcado se puede introducir en un paciente y después de un intervalo de tiempo suficiente para que el
compuesto se termine asociando a la proteina agregada, el compuesto marcado se detecta de manera no invasiva
dentro del paciente. Como alternativa, el compuesto marcado se puede introducir en un paciente, se deja un tiempo

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2714453 T3

suficiente para que el compuesto se termine asociando a la proteina agregada y, a continuacion, se toma una muestra
de tejido del paciente y se detecta el compuesto marcado en el tejido al margen del paciente. También se puede retirar
una muestra de tejido de un paciente antes de introducir el compuesto marcado en la muestra de tejido. Se puede
detectar el compuesto después de dejar una cantidad de tiempo suficiente para que el compuesto se termine por fijar
a la proteina agregada.

Los métodos para la deteccion del compuesto marcado asociado a la proteina agregada se conocen bien en la técnica
e incluyen, sin limitacion, resonancia magnética nuclear (RMN), tomografia de emision de positrones (TEP) o la
tomografia computarizada de emision monofotonica (SPECT) para la deteccion de los compuestos radiomarcados. El
marcador que se introduce en el compuesto depende del método de deteccion a utilizar. Asi pues, por ejemplo, si se
selecciona la TEP como método de deteccién, el compuesto debe poseer un atomo emisor de positrones, tal como
"C o "8F.

La toma de imagenes de las proteinas agregadas también se puede realizar de manera cuantitativa, de tal forma que
se puede determinar la cantidad de proteina agregada.

En una realizacion preferida de la invencion o descripcion, dicha enfermedad relacionada con la agregacion de una
proteina se caracteriza por la presencia de formas agregadas de al menos una proteina o un fragmento o derivado de
la misma, en donde esta proteina se selecciona del grupo que consiste en proteina pridnica, proteina precursora del
amiloide (PPA), o-sinucleina, superdxido dismutasa, proteina T, inmunoglobulina, amiloide A, transtirretina,
microglobulina B2, cistatina C, apolipoproteina A1, TDP-43, amilina, ANF, gelsolina, insulina, lisozima, fibrindgeno,
huntingtina y ataxina, y otras proteinas con un tramo de poli-Q. En una realizacion preferida, la proteina se selecciona
del grupo que consiste en proteina precursora del amiloide (PPA) y a-sinucleina. En una realizacion mas preferida, la
proteina es la a-sinucleina.

Preferiblemente, dichas proteinas con un tramo de poli-Q son proteinas que tienen al menos 36 restos consecutivos
de glutamina. Mas preferiblemente, dichas proteinas con tramo de poli-Q se seleccionan del grupo que consiste en
huntingtina y ataxina.

El experto en la técnica sabe que dichas proteinas pueden existir en diferentes isoformas, que incluyen las proteinas
modificadas por fosforilacion, glucosilacion, procesamiento proteolitico y similares. El término «al menos un...» se
refiere al hecho conocido por el experto en la técnica de que las enfermedades pueden estar relacionadas con la
presencia de mas de una proteina en la forma agregada. Por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer, los agregados
de fragmentos de la proteina precursora del amiloide (PPA) y los agregados de T suelen ser detectables.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «enfermedades neurodegenerativas» comprende
enfermedades tales como la enfermedad de Parkinson, enfermedad causada por los priones, enfermedad de
Alzheimer, atrofia multisistémica, enfermedad difusa con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal, esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad de Huntington, ataxias espinocerebelosas y otras enfermedades por poli-Q, angiopatia
amiloide cerebral hereditaria, polineuropatia amiloidética familiar. Ademas, tal y como se utiliza en la presente memoria,
el término «enfermedad por agregacion de una proteina» se refiere a las enfermedades que se manifiestan
predominantemente fuera del sistema nervioso e incluye enfermedades tales como la amiloidosis sistematica primaria
(amiloidosis AL), la amiloidosis sistémica reactiva (amiloidosis AA), diabetes de tipo 2, amiloidosis localizada por
inyeccion, amiloidosis de la microglobulina 32, amiloidosis no neuropatica hereditaria y amiloidosis sistémica
hereditaria finlandesa.

En otra realizacion preferida de la invencion, la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en enfermedad de
Parkinson, enfermedad causada por los priones, enfermedad de Alzheimer, atrofia multisistémica, enfermedad difusa
con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal, esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Huntington, ataxias
espinocerebelosas y otras enfermedades por poli-Q, angiopatia amiloide cerebral hereditaria, polineuropatia
amiloidotica familiar, amiloidosis sistémica primaria (amiloidosis AL), amiloidosis sistémica reactiva (amiloidosis AA),
diabetes de tipo 2, amiloidosis localizada por inyeccion, amiloidosis de la microglobulina 32, amiloidosis no neuropatica
hereditaria, amiloidosis sistémica hereditaria finlandesa. En una realizacién mas preferida, la enfermedad es la
enfermedad de Parkinson.

En una realizacion preferida de la invencién o descripcion, dicha enfermedad causada por los priones se selecciona
de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakon, enfermedad genética humana
causada por priones, encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y tembladera de las ovejas.

Finalmente, se describe un kit que comprende el compuesto de la férmula (E) y, ademas, un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo que se fija especificamente a dicho compuesto; y/o proteina monomérica o agregada tal y como esta
definido mas arriba; y/o proteina monomérica o agregada tal y como esta definido mas arriba, optativamente formando
un complejo con dicho compuesto e instrucciones para el uso, en uno o0 mas envases.

Procedimientos experimentales generales

Los compuestos de la formula (E) se pueden preparar mediante cualquiera de las técnicas aplicables de la sintesis
organica. Muchas de tales técnicas aparecen elaboradas en L. F. Tietze, Th. Eicher «Reaktionen und Syntheseny, 2.
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Auflage (Georg Thieme Verlag, Stuttgart, NY, 1991), T. W. Greene, P. G. M. Wuts «Protective Groups in Organic
Synthesis», tercera edicion (John Wiley & Sons, NY, 1999), asi como J. March «Advanced Organic Chemistry», tercera
edicién (John Wiley & Sons, NY, 1985).

A continuacion, se dan a conocer una serie de métodos de ejemplo para preparar los compuestos de la formula (E).
Estos métodos estan destinados a ilustrar la naturaleza de tales preparaciones y no estan destinados a limitar el
alcance de los métodos aplicables.

Por lo general, las condiciones de reaccion, tales como temperatura, tiempo de reaccion, solventes, procedimientos
de aislamiento y purificacion, y similares, seran los habituales en la técnica para realizar en concreto esta reaccion. El
material de referencia citado, junto con el material citado en él, contiene descripciones detalladas de tales condiciones.
Tipicamente, las temperaturas seran de -80 °C a 150 °C, los solventes seran apréticos o proticos, y los tiempos de
reaccion seran de 10 segundos a 10 dias. El aislamiento y la purificacion tipicamente consisten en extinguir cualquier
reactivo que no haya reaccionado seguido del reparto entre un sistema de capas de agua/organico (extraccion), y la
separacion de la capa que contiene el producto.

Las técnicas sintéticas estandares, tales como el uso de las condiciones de reaccion anhidras (p. €j., entornos de gas
inerte) son frecuentes en la técnica y se aplicaran cuando sea aplicable.

Las modificaciones de cada uno de los esquemas que vienen a continuacion conduce a diferentes analogos de los
materiales de ejemplo especificos que se producen a continuacion. Las citas dadas mas adelante que describen
métodos idoneos de sintesis organica son aplicables a tales modificaciones.

En cada uno de los esquemas de ejemplo que aparecen mas abajo, puede ser ventajoso separar los productos de
reaccion los unos de los otros y/o de los materiales de partida. Los productos deseados de cada etapa se separan y/o
purifican (a partir de ahora, se separan) hasta el grado deseado de homogeneidad mediante las técnicas habituales
en el campo. Tipicamente, tales separaciones implican extracciones multifasicas, la cristalizacion desde un solvente
o una mezcla de solventes, destilacion, sublimacion o cromatografia. La cromatografia puede conllevar cualquier
cantidad de métodos, entre ellos, por ejemplo, la cromatografia de exclusion por tamafios o la cromatografia de
intercambio iénico, la cromatografia de alta, media o baja presion, la cromatografia preparativa y a pequefa escala en
capa fina o gruesa, asi como técnicas de cromatografia a pequefia escala rapida y en capa fina.

Otra clase de métodos de separacion conlleva el tratamiento de una mezcla con un reactivo seleccionado por fijarse,
o si no por producir en forma separable, un producto deseado, material de partida sin reaccionar, producto secundario
de la reaccion, o similares. Tales reactivos incluyen absorbentes, tales como carbén activado, tamices moleculares,
medios de intercambio idnico o similares. Como alternativa, los reactivos pueden ser acidos en el caso de un material
basico, bases en el caso de un material acido, reactivos de fijacion tales como anticuerpos, proteinas de fijacion,
quelantes selectivos tales como éteres de corona, extraccion de iones liquido/liquido, o similares.

La seleccion de métodos de separacion apropiados depende de la naturaleza de los materiales implicados. Por
ejemplo, el punto de ebulliciéon y la masa molecular en la destilacion y la sublimacion, la presencia o ausencia de
grupos funcionales polares en la cromatografia, la estabilidad de los materiales en los medios acidos y basicos en la
extraccion multifasica, y similares. El experto en la técnica aplicara las técnicas que con mas probabilidad consigan la
separacion deseada.

En concreto, los compuestos de la férmula (E) se pueden preparar de una manera que es analoga a los procedimientos
que se describen, por ejemplo, en M. Ono et al. (Bioorganic & Medicinal Chemistry 16 (2008) 6867-6872), solicitudes
de patente internacional WO 2008/131148, WO 2004/080972, 2004/072050 y WO 98/17652. Las vias alternativas se
ejemplifican también en el apartado de los ejemplos de la presente especificacion.

Los siguientes ejemplos tienen el proposito de ilustrar. Sin embargo, no se han de considerar como limitantes.

Los compuestos o realizaciones que no formen parte de la invencion tal y como se define en las reivindicaciones se
han de considerar solo a modo de ilustracion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Identificacion de una nueva clase de compuestos para inhibir la agregacion de una proteina.

Dos subconjuntos de la coleccion de compuestos comerciales DIVERSet (ChemBridge Corp., San Diego, CA, USA),
cada uno con 10 000 compuestos, y llamados DIVERSet 1 y 2 por nosotros, se han cribado en busca de los inhibidores
de la propagacion de los priones mediante el uso del ensayo antipridnico de SIFT bidimensional (Bertsch et al., 2005)
y un modelo de cultivo celular de la enfermedad causada por los priones. En ambos ensayos, se obtuvieron positivos
primarios al analizar los compuestos a una sola concentracion y posteriormente se verificaron en diluciones seriadas.
Ademas, los positivos del cultivo celular se analizaron con otra linea celular.

Cribado por SIFT bidimensional

Para analizar el efecto inhibidor de los farmacos sobre la asociacién entre PrP® y PrPS¢ en un ensayo de cribado
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masivo y de alto contenido, aplicamos la técnica de «cribado de dianas intensamente fluorescentes» (SIFT, por su
nombre en inglés), que utiliza una configuracion del microscopio confocal de dos colores invertido con detectores de
fotones Unicos para dos colores de luz fluorescente. Se preparan las muestras en placas de microtitulacion de 96 y
384 pocillos con fondo de portaobjetos de cristal. La mezcla del ensayo consiste en la PrP recombinante de raton
(rPrP), el anticuerpo monoclonal (Acm) L42, que no reconoce la PrP de ratén sino la PrP de humano, y agregados de
PrPS¢ preparados a partir del cerebro de humano con ECJ. Las moléculas de rPrP y del Acm se marcan con fluoréforos
verde y rojo, respectivamente. La fijacién de varias moléculas de rPrP y del Acm a los agregados de PrPS¢ dara lugar
a la formacion de complejos terciarios que muestran muchos fluoréforos unidos rojos y verdes. Tales agregados se
pueden identificar y analizar mediante el método de SIFT, porque dan lugar simultaneamente a intensidades elevadas
en ambos canales de fluorescencia. La distribucién de las intensidades de fluorescencia roja y verde se puede valorar
mediante un histograma bidimensional de intensidad de la fluorescencia. Siempre y cuando se incluya en el ensayo
un inhibidor de la asociacién entre rPrP y PrPS¢, debe disminuir la intensidad de fluorescencia verde de los agregados
terciarios. La distribucion del color de los agregados en el histograma bidimensional cambiara entonces hacia los
sectores «rojos» de dicho histograma.

Cribado primario por SIFT de 20 000 compuestos

El sistema de ensayo descrito mas arriba se aplicd a dos colecciones, cada una con 10 000 compuestos diferentes de
tipo farmaco (ChemBridge; «DIVERSet1» y «DIVERSet2») en placas de microtitulacién de 96 pocillos para un cribado
primario que incluye controles negativos sin ningun compuesto adicional y controles positivos que contienen 17 uM de
DOSPA, asi como controles sin cilindros de ECJ ni compuestos (que sirven para comprobar la ausencia de agregacion
en la mezcla de anticuerpo y de rPrP).

Las muestras que contienen DOSPA mostraron una reduccion de la sefial de SIFT en los sectores que vigilan las
sefales de los agregados predominantemente marcados con rPrP en verde. Esto indica que en estos controles se
habia fijado menos rPrp a los cilindros de priones de la ECJ. Ya que los cilindros de priones estan marcados por los
anticuerpos marcados en rojo, su fluorescencia todavia genera una sefial de SIFT en los sectores «rojos». La mayoria
de los compuestos no influyen en la distribucion de la sefial de SIFT. Pero algunos de los compuestos de DIVERSet
hicieron disminuir el nimero de agregados detectados en los sectores «verdes». Las curvas de SIFT de estas muestras
estan desplazadas hacia los controles de DOSPA. Asi pues, los compuestos correspondientes se pueden considerar
que son positivos primarios de posibles farmacos antipridnicos. De vez en cuando, algunos problemas técnicos
generaron artefactos, que obscurecieron toda una medicion de una placa de microtitulacion entera. Aparte de esto,
solo aproximadamente el 7% de las mediciones sin alterar se habian de tratar como valores extremos y no eran
idéneas para el analisis de SIFT automatico, principalmente debido a la fluorescencia intrinseca de los compuestos
analizados. No se esperaba este porcentaje mas bien bajo de compuestos que no se podian tratar en el ensayo de
SIFT y acentud la versatilidad y la robustez del ensayo. La identificacion de las mediciones problematicas y de los
compuestos esta facilitado por la naturaleza de alto contenido de los datos del ensayo de SIFT. Para cada muestra se
registran simultaneamente varios parametros de fluorescencia, como por ejemplo la intensidad media de la
fluorescencia para cada canal de color. Estos se presentan junto con la suma de los acontecimientos de alta intensidad
en cada sector del histograma de distribucion de colores. Por lo tanto, las muestras con una fluorescencia intrinseca
alta se pueden clasificar con facilidad.

Positivos primarios por SIFT y validacion mediante diluciones seriadas

Para que un compuesto se clasifique como un positivo primario, analizamos la suma de la posicién esperada de los
picos en los sectores «verdes» 1 a 5y definimos un valor de corte de aproximadamente el 50% del efecto de DOSPA
en comparacion con los controles sin tratar como el efecto minimo necesario. Los compuestos de DIVERSet se
asignaron a valores de actividad de SIFT escalonables (tp1_sift) a partir de los datos de cribado por SIFT que
caracterizan su efecto inhibidor sobre la agregacion de priones tal y como describieron Bertsch et al. en 2005. Los
valores de actividad menores que cero no reflejan ningin efecto inhibidor, mientras que los valores mayores que cero
reflejan un efecto inhibidor. Aqui, los valores en torno a 1 indican un efecto inhibidor igualmente grande que el de las
mediciones de los controles positivos en una placa dada.

En los positivos primarios se comprobd la inhibicién dependiente de la dosis sobre la asociacion entre PrPC y PrPSc
mediante el uso de seis series de diluciones por duplicado (de 0,1 a 100 uM) de cada compuesto en el ensayo por
SIFT. Las curvas de respuesta de la dosis confirmaron la actividad inhibidora dependiente de la concentraciéon que
presentaban estos compuestos. En comparacion con el efecto de DOSPA a 17 uM, la inhibicién semimaxima de la
fijacion de rPrP a los cilindrod con los priones se observé a valores de CEsg en el margen de 0,3 a 60 pM.

Positivos primarios por cultivo celular y validacion mediante diluciones seriadas

Ademas del ensayo por SIFT, las colecciones de DIVERSet también se cribaron en modelos de cultivo celular de
enfermedades causadas por los priones. En estos ensayos, la actividad antipriénica de los compuestos de DIVERSet
se analizé inicialmente a una concentracion de 20 uM. Los resultados del cribado primario del cultivo de células (en
las células SMB a 20 uM) estan codificados por una variable binaria (tp3_reduktion), donde un valor de «1,0» codifica
«activo» y «0,0» codifica «inactivo». Se validaron los compuestos activos identificados en el cribado primario, en donde
el objetivo era identificar los compuestos activos incluso a concentraciones muy bajas. La verificacion de los positivos
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primarios de los cultivos celulares se realizé en series de diluciones a cuatro concentraciones (1 uM, 4 uM, 10 uM, 40
MM) para DIVERSet 1 y solo a dos concentraciones (0,2 uM, 2 uM) para DIVERSet 2. Los resultados
(tp3_reduktion_mue) se anotan mediante «1,0» para activo a 1 yM (DS1) o a 0,2 yM (DS2) y mediante «0,5» para
activo a 2 uyM (DS2). Los compuestos inactivos a concentraciones por encima de 20 uM se anotan mediante «0,0»
(DS1 + 2). Ademas, los positivos primarios del cultivo de las células SMB se validaron a concentraciones Unicas en
las células ScN2a (tp3_scn2a), donde de nuevo «0,0» y «1,0» sefialan los compuestos inactivos y activos,
respectivamente.

Difenilpirazoles (DPP) y compuestos relacionados a modo de compuestos antipriénicos nuevos
Generacion del mapa de REA

Los compuestos de DIVERSet caracterizados como «activos» en el cribado primario del cultivo de células se
sometieron a un analisis de aglomeracion con el uso del paquete informatico Benchware HTS DataMiner (DM; Tripos
Inc., St. Louis, MO, EE. UU.) que da lugar al mapa de REA que se muestra en la figura 1. Ya que la gran cantidad de
compuestos contenidos en las dos colecciones (20 000) es demasiado grande como un punto de partida para el
analisis de aglomeracion utilizando DataMiner, el andlisis se limité inicialmente a los positivos primarios (837
compuestos) del cribado en cultivo de células de DIVERSet 1 y 2. Asi pues, los aglomerados se determinaron solo
para los compuestos activos. Aqui, el programa DataMiner agrupé en aglomerados los compuestos que tenian similitud
estructural y eran activos, y es, por lo tanto, idoneo para identificar nuevas estructuras prototipicas potencialmente
relevantes. En una segunda etapa, la clasificacion asi establecida se aplicd al resto de la coleccidon que cubre los
compuestos inactivos en el cultivo celular. Aqui, el programa DataMiner afiadi® mas compuestos (inactivos) a las
aglomeraciones generadas, si la medicion empleada indicaba una similitud estructural elevada.

El resultado del analisis de aglomeracion se muestra graficamente mediante DataMiner en forma de un mapa de REA,
en el cual las aglomeraciones de sustancias S estan representadas mediante simbolos. El DataMiner ordena los
simbolos de tal manera que estan localizados cerca si las aglomeraciones representadas son similares desde el punto
de vista estructural. El tamafo, la forma y el color de los simbolos esta distribuido en funcién las propiedades
especificas de la aglomeracion, y los puede seleccionar el usuario.

Asi pues, se seleccion6 que el tamario de los simbolos es proporcional al tamafio de la aglomeracion |S|, a saber, al
numero de compuestos C contenidos en esta. La forma de los simbolos se determiné en funcién de la fracciéon

HC & S1atdy = dpnt!

Pyppis) =

de dichas sustancias C en las correspondientes aglomeraciones S, cuya actividad primaria a(C) que se determind
segun el cribado por SIFT estaba por encima de un umbral seleccionado de amin = 0,25. Asi pues, las aglomeraciones
cuya fraccion Pgier(S) esta por encima del 50% se muestran como estrellas mientras que el resto, principalmente
aglomeraciones inactivas, se muestran como cuadrados. De manera analoga, el color de los simbolos codifica las
fracciones de las aglomeraciones
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de acuerdo con los positivos primarios del cribado basado en el cultivo celular, en donde los simbolos de las
aglomeraciones con mas del 50% de sustancias activas son rojas y las aglomeraciones restantes son grises. En la
figura 1 se muestra el mapa de REA que se obtiene del analisis de aglomeracion descrito mas arriba. Las estrellas
rojas grandes simbolizan las aglomeraciones con una alta proporcion de sustancias positivas por SIFT y en el cultivo
celular. Estas aglomeraciones representan las posibles estructuras prototipicas. Con el DataMiner, las aglomeraciones
de interés se analizaron adicionalmente y se identificd un grupo de cinco aglomeraciones vecinas (denominadas
DPP_1 a DPP_5), que se muestran en la figura 1 en negrita. Todos los compuestos clasificados en estas
aglomeraciones se muestran en la figura 2 junto con su actividad en los diferentes ensayos. El hecho de que estas
aglomeraciones estén localizadas en una posicién cercana las unas con las otras indica que contienen sustancias que
tienen una estructura similar, a saber, todos pertenecen a la clase de compuestos quimicos de derivados del 3,5-
difenilpirazol (DPP) (comparese con el motivo de DPP que se muestra en la figura 1).

Ejemplo 2: Sintesis de nuevos farmacos para inhibir la agregacion bajo los aspectos médico-quimicos

Sobre la base del descubrimiento de la nueva estructura prototipica que se describié mas arriba, se sintetizaron una
serie de sustancias adicionales mediante la sustitucion selectiva de diferentes sustituyentes, tal y como se esboza
mas abajo. En lo que viene a continuacion, los compuestos que no caen dentro del alcance de las reivindicaciones se
han de considerar como compuestos de referencia.
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Esquema 1: Sintesis de isoxazoles
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(E)-1-(3,4-Dimetoxifenil)-3-(3-fluorofenil)-2-propeno-1-ona (1) [Nam et al., 2004]

Se agitdé a temperatura ambiente durante 24 h una solucién de 3,4-dimetoxiacetofenona (1,8 g, 10 mmol), 3-
fluorobenzadehido (1,24 g, 10 mmol), NaOH (50 mg, 1,25 mmol) y Ba(OH)2*8H-0 (100 mg, 0,32 mmol) en metanol
(10 ml). La reaccion se enfri6 a +4 °C, lo que dio lugar a que el precipitado se recogiese por filtracién, se retrocristalizara
a partir de metanol y se secara para producir 1 (1,65 g, 58%) como un polvo amarillento.

2,3-Dibromo-1-(3,4-dimetoxifenil)-3-(3-fluorofenil)-propan-1-ona (2) [Harris et al., 1977]

A una solucién de 1 (715 mg, 2,5 mmol) en cloroformo (11 ml) se le afiadi6 gota a gota una solucidon de bromo (400
mg, 2,5 mmol) en cloroformo (4 ml) a 0 °C. Después de agitarla durante 2 h a 0 °C, la reaccién se diluyd con bencina
de petréleo (20 ml) y la mezcla se refrigerd (—24 °C) durante 10 horas, tras lo cual el precipitado se recogio por filtracion,
se lavé con n-hexano (10 ml) y se secd para dar 2 (780 mg, 70%) como un polvo blanco.

3-(3,4-Dimetoxifenil)-5-(3-fluorofenil)isoxazol (3) [Harris et al., 1977]

A una solucién de 2 (450 mg, 1 mmol) en etanol (6 ml) se la traté con hidrocloruro de hidroxilamina (306 mg, 4,4 mmol)
seguido de una solucion de NaOH (460 mg, 11,5 mmol) en agua (1,5 ml). La mezcla se calenté a reflujo durante 2 h,
se enfrio y se traté con agua (3 ml). Después de la refrigeracion (4 °C) durante una noche, el producto se recogié por
filtracion, se lavé con agua (5 ml) y se sec6 para dar 3 (180 mg, 60%) como un polvo blanco.

3-(3,4-Dihidroxifenil)-5-(3-fluorofenil)isoxazol (4) [Vanelle et al., 2000]

Una solucién de 3 (100 mg, 0,33 mmol) en diclorometano (5 ml) se enfrié a —78 °C tratada con tibromuro de boro (0,16
ml, 1,7 mmol), se agité a —78 °C durante 3 h y a continuacion durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla
se enfrio a —78 °C y se par6 con metanol (5 ml). Después de la agitacion durante 3 h a temperatura ambiente, los
disolventes se evaporaron a presion reducida, y el residuo se coevapord cuatro veces con metanol (10 ml). El
precipitado resultante se sometio a reflujo en 5 ml de cloroformo, después de enfriar el producto, se recogié por
filtracion y se sec6 para dar 4 (60 mg, 67%) como un polvo blanco.

Esquema 2: Sintesis de pirazoles
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1,3-Bis(3,4-dimetoxifenil)-propan-1,3-diona (5) [Anselme, 1967]

Una suspension al 60% de hidruro de sodio en aceite mineral (0,4 g, 10 mmol) se lavo con bencina de petréleo (20 ml)
dos veces, y se le afiadi6 DMSO anhidro (10 ml). Después de la agitacion durante 30 min a temperatura ambiente en
argon, se le afadié THF (5 ml), se enfrié el matraz a 15 °C y se le afiadio 3,4-dimetoxibenzoato (2,1 g, 10 mmol). La
temperatura se dejo descender hasta 10 °C y se le afiadi6é una solucion de 3,4-dimetoxiacetofenona (1,08 g, 6 mmol)
en DMSO (4 ml) a tal velocidad que la temperatura no aumenté por encima de los 15 °C. Después de completar la
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adicioén, la mezcla de reaccion se agité 72 h a temperatura ambiente, y a continuacién se vertié lentamente en hielo
picado (250 g) que contenia acido fosférico al 85% (1 ml). El precipitado resultante se recogi6 por filtracion, se lavo
con agua (50 ml) y se sec6 para dar 5 (2,1 g, 99%) como un polvo amarillento.

3,5-Bis(3,4-dimetoxifenil)pirazol (6) [Hauser et al., 1957]

Una solucién de 5 (1,0 g, 2,9 mmol) e hidrato de hidrazina (218 mg, 4,4 mmol) en etanol (15 ml) se calent6 a reflujo
durante 3 h con agitacion. La solucion amarilla transparente se evapord a presion reducida, se le afiadioé agua y el
precipitado resultante se recogié por filtracion, se lavé con agua y se seco para dar 6 (960 mg, 97%) como un polvo
amarillento.

Hidrobromuro de 3,5-bis(3,4-dihidroxifenil)pirazol (7) [Vanelle et al., 2000]

Una solucion de 6 (120 mg, 0,35 mmol) en diclorometano (5 ml) se enfrié a —78 °C, se traté con tribromuro de boro
(0,34 ml, 3,5 mmol), se agité a —78 °C durante 3 h y a continuacion durante una noche a temperatura ambiente. La
mezcla se enfrio a —78 °C y se par6 con metanol (5 ml). Después de la agitacion durante 3 h a temperatura ambiente,
los solventes se evaporaron a presion reducida, y el residuo se coevaporé cuatro veces con metanol (10 ml). El
precipitado resultante se sometio a reflujo en 5 ml de cloroformo, después de enfriar el producto, se recogié por
filtracion y se seco para dar 7 (108 mg, 85%) como un polvo amarillo.
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1-(1,3-Benzodioxol-5-il)-3-(3-bromofenil)-propan-1,3-diona (21) [Anselme, 1967]
1. Procedimiento

Un matraz de tres cuellos de 500 ml seco se equipd con una barra de agitaciéon magnética revestida con Teflon®, un
tabique de goma, un termoémetro y un condensador de reflujo al cual estaba unido un tubo de tipo T conectado a una
fuente de nitrégeno puro. La junta restante del tubo T estaba conectada a un dispositivo de burbujeo de tal manera
que la tasa de flujo del nitrégeno se puede observar a lo largo de la reaccion. El aparato esta organizado de tal manera
que el matraz se puede enfriar intermitentemente con un bafio de Maria. Después de que el recipiente de reaccion se
haya enjuagado con nitrégeno, se mantiene en el recipiente de reaccidon una atmésfera de nitrégeno estatica durante
el resto de la reaccién. El matraz de carga con aproximadamente el 60% de la dispersion de hidruro de sodio (5 g,
0,125 mol) en aceite mineral (nota 1). El aceite mineral se lava desde el hidruro con bencina de petréleo 40/60 (3 x 40
ml) (nota 2). La capa de bencina de petréleo del sobrenadante se retira mediante el uso de una jeringuilla hipodérmica
con conector Luer-lock con una aguja de acero inoxidable insertada a través del tabique de goma. El hidruro de sodio
residual se mezcla con 80 ml de sulféxido de dimetilo (nota 3) y el tabique de goma se remplaza por un embudo de
goteo igualador de la presion. Una solucion de 16,4 g (0,1 mol) de 1-(1,3-benzodioxol-5-il)etanona (nota 4) y 26,9 g
(0,125 mol) de 3-bromobenzoato de metilo (nota 5) en 60 ml de sulfoxido de dimetilo se coloca en el embudo de goteo.
El embudo se tapa, se comienza la agitacion y el contenido del matraz se enfria en un bafio de Maria a 15 °C. Se le
afade lentamente la solucion de 1-(1,3-benzodioxol-5-il)etanona y 3-bromobenzoato de metilo de tal manera que la
evolucion del hidrégeno se mantiene a una velocidad controlable y la temperatura no aumenta por encima de 20 °C
durante un periodo de 60 minutos (nota 6). Se retira el bafio una vez completada la adicién, y la mezcla de reaccion
se agita a temperatura ambiente (23 °C) durante 15 horas. La mezcla de reaccion homogénea resultante de color rojo
oscuro se vierte lentamente en 500 ml de hielo y agua que contiene 5 ml de acido ortofosférico al 85% (nota 7) con
agitacion. Al cabo de 1 hora de agitacion, el producto se retira por filtracion (nota 8), se lava por filtracién con succion
con agua (2 x 100 ml) y se seca al vacio hasta que el peso es constante a 40 °C durante 6 horas para dar 34,4 g del
producto bruto (nota 9). Se retrocristaliza desde 200 ml de etanol al 99,9% y 200 ml de acetato de etilo (nota 10) y se
seca al vacio hasta que el peso es constante a 40 °C durante 6 horas da 28,5 g (rendimiento del 82%) de 1-(1,3-
benzodioxol-5-il)-3-(3-bromofenil)propano-1,3-diona pura (nota 11), p. f. 136-137 °C. El filtrado se concentra a presion
reducida hasta un volumen de aproximadamente 30 ml, el sélido cristalino que se separa se recoge en un filtro, se
lava por filtracion con succién con etanol (2 x 10 ml) y se seca al vacio hasta que el peso es constante a 40 °C durante
6 horas, lo que produce una masa adicional (3,15 g) del producto bruto. El producto bruto se retrocristaliza dos veces
desde 20 ml de etanol al 99,9% y 20 ml de acetato de etilo, y se seca al vacio hasta que el peso es constante a 40 °C
durante 6 horas para dar 1,8 g adicionales (rendimiento del 5%) de 1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(3-bromofenil)propano-
1,3-diona pura (nota 12). El rendimiento total del producto es de 30,3 g (87%).

2. Notas

1. Se utilizé hidruro de sodio, dispersion de aceite al 57-63%, nimero de orden 13431 disponible de Alfa Aesar GmbH
& Co KG, Karlsruhe.

2. Se utilizé bencina de petréleo de calidad para el analisis, el hervido oscila entre 40-60 °C, numero de orden 101775
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de Merk KGaA, Darmstadt.

3. Se utilizé sin mas purificacion sulféoxido de dimetilo de calidad para el analisis, nimero de orden 102952 de Merck
KGaA, Darmstadt.

4. Se utilizé 1-(1,3-benzodioxol-5-il)etanona, 98%, nimero de orden A13597 disponible de Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Karlsruhe.

5. Se utilizé 3-bromobenzoato de metilo, 98%+, nimero de orden A16174 disponible de Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Karlsruhe.

6. Se observa la formacion de espuma durante la adicién de la solucion. El uso del agitador mecanico y un
antiespumante, como el éter de polietilenglicol y dimetilo, puede ser necesario cuando se escale.

7. Se utilizé acido ortofosforico, 85% (p/p) en soluciéon acuosa, de calidad para el analisis, numero de orden 100573
de Merck KGaA Darmstadt.

8. El valor del pH de la mezcla de reaccién es pH = 7. Mediante la acidificacién con 15 ml mas de acido ortofosférico
a pH = 2, se pueden obtener 1,3 g de acido 3-bromobenzoico.

9. La pureza del producto que se determiné por HPLC es del 96,3%.

10. Se utilizé etanol al 99,9% absoluto, de calidad para analisis, nimero de orden 100983 y acetato de etilo de calidad
para analisis, nimero de orden 109623 disponibles de Merck KGaA, Darmstadt.

11. La pureza del producto determinada por HPLC es del 99,3%. La HPLC analitica se realiza con un sistema de HPLC
de Waters con un detector de fotodiodos ordenados Waters 996. Todas las separaciones implicaban una fase moévil
de acido trifluoroacético (TFA) al 0,1% (p/p) en agua (solvente A) y TFA al 0,1% (v/v) en acetonitrilo (solvente B)
mediante el uso de una columna de fase inversa (RP) Eurospher RP 18, 100 A, 5 ym, 250 x 4,6 mm a una velocidad
de flujo de 1 ml/min. EI compuesto se disolvié en acetonitrilo de calidad para HPLC a una concentracion de 1 mg/ml.
Los picos con los tiempos de retencion (TR) 20,9 y 10,3 son las formas enol y ceto, respectivamente, del ANLE 138A.
La reinyeccion de los picos recogidos por separado de 20,9 y 10,3 min da de nuevo los mismos dos picos con los
mismos TR.

12. La pureza del producto determinada por HPLC es del 98,4%.
3-(1,3-Benzodioxol-5-il)-5-(3-bromofenil)-1H-pirazol (22) [Hauser et al., 1957]
1. Procedimiento

Una mezcla de 28,4 g (81,8 mmol) de 1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(3-bromofenil)propano-1,3-diona (nota 1) y 200 ml de
alcohol de n-butilo (nota 2) se coloca en un matraz con fondo redondo de 500 ml equipado con una barra de agitacion
magnética revestida de Teflon®, un condensador de reflujo y un manto de calentamiento eléctrico. Se comienza la
agitacion y el calentamiento, se le afiaden 6 ml (6,2 g, 123,4 mmol) de monohidrato de hidrazina (nota 3) después de
la disolucién del sdélido y la mezcla de reaccion se calienta a reflujo con agitacion durante 4 horas. La mezcla de
reaccion se enfria a 20 °C, se almacena 1 hora 0 °C y el producto que se separa se recoge por filtracién con succion.
El lavado con agua (100 ml) y el secado al vacio hasta alcanzar una masa constante a 40 °C durante 36 horas da 26,8
g (rendimiento del 95%) de 3-(1,3-benzodioxol-5-il-5-(3-bromofenil)-1H-pirazol (nota 4), punto de fusiéon 195-197 °C.

2. Notas

1. El 1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(3-bromofenil)propano-1,3-diona se prepara de acuerdo con el protocolo para ANLE
138A.

2. Se utilizé el alcohol de n-butilo, 99,4% de calidad «Baker analyzed™», nimero de orden 8017 disponible de J. T.
Baker B. V., Deventer, Holanda.

3. Se utilizé el monohidrato de hidrazina, de calidad pura, nimero de orden 53850 disponible de Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen.

4. La pureza del producto determinada por HPLC es del 99,3%. La HPLC analitica se realiza con un sistema de HPLC
de Waters con un detector de fotodiodos ordenados Waters 996. Todas las separaciones implicaron una fase mévil
de acido trifluoroacético (TFA) al 0,1% (v/v) en agua (solvente A) y TFA al 0,1% (v/v) en acetonitrilo (solvente B) con
el uso de una columna de fase inversa (RP) Eurospher RP 18, 100 A, 5 ym, 250 x 4,6 mm a una velocidad de flujo de
1 ml/min. El compuesto se disuelve en acetonitrilo de calidad para HPLC a una concentracion de 1 mg/ml.

Esquema 3: Sintesis de imidazoles
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4-(3,4-Dimetoxifenil)-2-fenilimidazol (8) [Li et al., 2000]

Se calento a reflujo una mezcla de hidrocloruro de benzamidina (313 mg, 2 mmol) y bicarbonato de sodio (672 mg, 8
mmol) en THF (6 ml) y agua (15 ml). Se le afiadié una solucién de a-bromo-3,4-dimetoxiacetofenona (518 mg, 2 mmol)
en THF (1,5 ml) durante un periodo de 30 min, mientras se mantenia la reaccion a reflujo. Después de la adicion, la
reaccion se calento a reflujo durante 2 h, y el THF se evaporé a presion reducida. Se le afiadio acetato de etilo (20 ml)
a la mezcla, se separd la fase organica, se lavé con salmuera (5 ml), se seco con sulfato de sodio y se evapor6 a
presidon reducida. El producto bruto resultante se purifico por cromatografia en columna de gel de silice
(cloroformo/metanol 100:1) para dar 8 (470 mg, 84%) como un sdlido.

Hidrobromuro de 4-(3,4-dihidroxifenil)-2-fenilimidazol (9) [Vanelle et al., 2000]

Una solucion de 8 (190 mg, 0,68 mmol) en diclorometano (5 ml) se enfrié a —78 °C, se traté con tribromuro de boro
(0,32 ml, 3,4 mmol), se agité a —78 °C durante 3 h y a continuacion durante una noche a temperatura ambiente. La
mezcla se enfrio a —=78 °C y se pard con metanol (5 ml). Después de agitar durante 3 h a temperatura ambiente, los
solventes se evaporaron a presion reducida, y el residuo se coevapordé cuatro veces con metanol (10 ml). El precipitado
resultante se sometié a reflujo en 5 ml de cloroformo y, después de enfriarlo, el producto se recogio por filtracion y se
seco para dar 9 (192 mg, 85%) como un polvo.

Esquema 4: Sintesis de pirroles
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(E)-1-Fenil)-3-(3,4-dimetoxifenil)-2-propeno-1-ona (10)
El compuesto 10 se preparé de acuerdo con el procedimiento descrito para la preparacion de 1. Rendimiento del 90%.
3-(3,4-Dimetoxifenil)-4-nitro-1-fenilbutan-1-ona (11) [Hall et al., 2005]

Una solucion de 10 (774 mg, 2,9 mmol) en MeOH (30 ml) se traté con dietilamina (1,55 ml, 15 mmol) y nitrometano (0,81
ml, 15 mmol) y se calenté a reflujo durante 24 h. La solucion se enfrid, se repartié entre diclorometano (60 ml) y agua (50
ml), y se acidificd con acido clorhidrico a 1 M. Se separd la capa organica, y se extrajo la capa acuosa con diclorometano
(20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (50 ml) y salmuera (50 ml), y se secaron con sulfato de
sodio. El solvente se retird a presion reducida y el aceite resultante se purificd por cromatografia en columna de un gel
de silice (n-hexano/acetato de etilo 3:2) para dar 11 (780 mg, 82%) como un solido.

4-(3,4-Dimetoxifenil)-1-fenilpirrol (12) [Hall et al, 2005]

Una solucién agitada de 11 (400 mg, 1,22 mmol) en metanol (13 ml) y THF (26 ml) a temperatura ambiente se tratd
con hidroxido de potasio (343 mg, 6,1 mmol). Al cabo de 1 h, la mezcla de reaccion se afadié gota a gota a una
solucién de acido sulfurico (2,44 ml) en metanol (13 ml) a 0 °C y se agitdé 1 h a temperatura ambiente. Se le afiadieron
agua (20 ml) y hielo (20 ml), y la mezcla se neutralizd con hidroxido de sodio acuoso a 1 M y se extrajo con
diclorometano (2 x 50 ml). Las fracciones organicas combinadas se lavaron con salmuera (25 ml), se secaron sobre
sulfato de sodio y se evaporaron a presion reducida. El aceite resultante se traté con acido acético (8 ml) y cloruro de
amonio (470 mg), y la solucion se calentd a 100 °C durante 1 h. Se enfrié la mezcla de reaccion, se le afiadio hielo (50
ml) y la mezcla se neutralizé con hidroxido de sodio acuoso a 1 M. La solucion se extrajo con diclorometano (2 x 50
ml). Las fracciones organicas combinadas se lavaron con salmuera (25 ml), se secaron sobre sulfato de sodio y se
evaporaron a presion reducida. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (n-
hexano/acetato de etilo 3:1) y a continuacion se retrocristalizé a partir de una mezcla de n-hexano/acetato de etilo (2:1)
para dar 12 (150 mg, 44%) como un sélido.

4-(3,4-Dihidroxifenil)-1-fenilpirrol (13) [Vanelle et al., 2000]

Una solucion de 12 (80 mg, 0,29 mmol) en diclorometano (5 ml) se enfrié a —78 °C, se traté con tribromuro de boro
(0,13 ml, 1,4 mmol), se agité a —78 °C durante 3 h y a continuacion durante una noche a temperatura ambiente. La
mezcla se enfrio a —78 °C y se par6 con metanol (5 ml). Después de la agitacion durante 3 h a temperatura ambiente,
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los solventes se evaporaron a presion reducida, y el residuo se coevapor6 cuatro veces con metanol (10 ml). El
producto bruto resultante se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol 95:5) y a
continuacion se retrocristalizé desde cloroformo con unas pocas gotas de acetonitrilo para dar 13 (36 mg, 50%) como
un solido.

Esquema 5: Sintesis de pirazolinas

3-(3,4-Dimetoxifenil)-5-(3-fluorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (14)

Una suspension de 1 (57 mg, 0,2 mmol) e hidrato de hidrazina (0,5 ml, 10 mmol) en agua (0,14 ml) se calent6 a 100
°C durante 1,5 h con agitacion. Se enfrio la mezcla de reaccion, se le afiadié agua (0,2 ml) y el precipitado resultante
se recogio por filtracién, se lavé con agua y se sec6 para dar 14 (37 mg, 62%) como un sélido blanco.

Esquema 6: Sintesis de N-Ac-pirazolinas
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(E)-1-(3,4-Metilendioxifenil)-3-fenil-2-propeno-1-ona (15)
El compuesto 15 se prepard de acuerdo con el procedimiento descrito para la preparacion de 1. Rendimiento del 64%.
1-Acetil-3-(3,4-metilendioxifenil)-5-fenil-4,5-dihidropirazol (16) [Chimenti et al., 2004]

Una solucion de 15 (504 mg, 2 mmol) e hidrato de hidrazina (250 mg, 5 mmol) en acido acético (12 ml) se calento a
120 °C durante 24 h con agitacion. La mezcla de reaccion se enfrid, se le afiadié agua fria (40 ml) y el precipitado
resultante se recogio por filtracion, se retrocristalizé a partir de etanol y se sec6 para dar 16 (458 mg, 74%) como un
solido blanco.

1-Acetil-3-(3,4-dihidroxifenil)-5-fenil-4,5-dihidropirazol (17) [Vanelle et al., 2000]

Una solucién de 17 (70 mg, 0, 23 mmol) en diclorometano (3 ml) se enfrio a —78 °C, se tratd con tribromuro de boro
(0,11 ml, 1,16 mmol), se agité a —78 °C durante 3 h y a continuacion durante una noche a temperatura ambiente. La
mezcla se enfrid a —78 °C y se pard con metanol (5 ml). Después de la agitacion durante 3 h a temperatura ambiente,
los solventes se evaporaron a presion reducida, y se coevapor6 el residuo cuatro veces con metanol (10 ml). El
producto bruto resultante se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano/acetato de etilo 1:1) para
dar 17 (25 mg, 37%) como un sélido.

Esquema 7: Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles
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3,4-Dimetoxibenzamidoxima (18) [Chalquest, 2001]

Una solucién de 3,4-dimetoxibenzonitrilo (4,0 g, 24,5 mmol), hidrocloruro de hidroxilamina (2,0 g, 28,8 mmol), N,N-
diisopropiletilamina (5,0 ml, 29,2 mmol) en etanol (70 ml) se agité a temperatura ambiente durante 48 h. El etanol se
evaporo a presion reducida, se le afiadio agua fria (60 ml) y el precipitado resultante se recogio por filtracion y se secé
para dar 18 (3,4 g, 71%) como un polvo blanco.
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3,5-Bis-(3,4-dimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol (19) [Korbonits, 1982]

A una solucién de 18 (700 mg, 3,57 mmol) y 3,4-dimetoxibenzoato de etilo (834 mg, 3,97 mmol) en etanol (12 ml), se
le afadié tert-butoxido de potasio (425 mg, 3,79 mmol) y la mezcla de reaccién se calenté a reflujo durante 12 h. La
mezcla se enfrid y el precipitado se recogio por filtracion, se lavd con etanol caliente y se secé para dar 19 (540 mg,
44%) como un polvo blanco.

Hidrobromuro de 3,5,-bis-(3,4-dihidroxifenil)-1,2,4-oxadiazol (20) [Vanelle et al., 2000]

Una solucién de 19 (220 mg, 0,64 mmol) en diclorometano (6 ml) se enfrié a —78 °C, se traté con tribromuro de boro
(0,59 ml, 6,1 mmol), se agité a —78 °C durante 3 h y a continuacion durante una noche a temperatura ambiente. La
mezcla se enfrio a —78 °C y se par6 con metanol (5 ml). Después de la agitacion durante 3 h a temperatura ambiente,
los solventes se evaporaron a presion reducida, y el residuo se coevaporé cuatro veces con metanol (10 ml). El
precipitado resultante se sometié a reflujo en 5 ml de cloroformo, después de enfriarlo, se recogié el producto por
filtracion y se sec6 para dar 20 (190 mg, 81%) como un polvo.

Los ejemplos de mas arriba representan ejemplos de como sintetizar o modificar los compuestos deseados. Los
compuestos restantes mostrados en la figura 3 se sintetizaron de acuerdo con esto. Estas sustancias sintetizadas por
medios quimicos, junto con las sustancias seleccionadas del cribado inicial, se sometieron a mas analisis, entre ellos
ensayos de SIFT, ensayos basados en cultivo de células, experimentos in vivo con ratones, asi como ensayos
bioquimicos dirigidos a la agregacion de la a-sinucleina (véase mas abajo). En la figura 3 se da a conocer una lista de
las sustancias analizadas.

Ejemplo 3: Material y métodos utilizados
Colecciones de compuestos

Las colecciones cribadas contienen 10 000 compuestos cada una y las llamamos DIVERSet 1 y DIVERSet 2 porque
cubren solo una parte de la coleccion DIVERSet mas grande (ChemBridge Corp., San Diego, CA). DIVERSet es una
colecciéon de moléculas pequefias diferentes de tipo farmaco, seleccionadas con criterios racionales. Los compuestos
se suministraron en una solucion de sulféxido de dimetilo (DMSQO) y en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Una
base de datos que contiene estructuras moleculares y algunos datos fisico-quimicos para cada uno de los compuestos
esta disponible en www.chembridge.cam.

Producciéon de PrP 23-231 recombinante de raton

Se produjo la PrP 23-231 recombinante y se purificd esencialmente como esta descrito en Liemann et al., (1998), salvo
que, para la expresion en bacterias, las células de E. coli BL21DE3 RIL (Novagen) se transformaron con el plasmido
pET17b-MmPrP23-231WT31 para la PrP 23-231 de ratdn. De igual forma, las bacterias se hicieron crecer hasta una
densidad o6ptica de 0,5 antes de inducir la producciéon de la proteina con la adicion de IPTG a 1 mM, y las células se
recogieron dos horas después. A continuacion, se lisaron las bacterias con la adicion de Triton X-100 al 0,5% al tampdn
de lisis y la incubacion durante 30 min a 37 °C en vez de utilizar una prensa francesa. Ademas, la filtracion en gel fue
remplazada por una etapa de cromatografia de afinidad con quelatos de niquel. También se omiti6 la etapa final de
cromatografia de intercambio de cationes después del replegamiento.

En concreto, la PrP previamente purificada por cromatografia de intercambio idnico se sometié a la oxidacion tal y
como esta descrito, y la oxidacion se terminé con la adicién de EDTA a 0,1 mM y el ajuste del pH a aproximadamente
6. Después de la adicion de NiCl, a 0,1 mM, hasta 50 mg de PrP se aplicaron a 2 ml de la Sepharose quelante
(Pharmacia), cargada previamente con NiCl, de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes, y se equilibro
previamente con el tampén A (urea a 8 M, MOPS a 10 mM, pH 7,0). La fijacion de la PrP a la matriz de Ni-quelato se
realizé durante al menos 3 h a temperatura ambiente mediante la inversiéon continua de la mezcla. Se transfirio la
matriz a una columna Polyprep (BioRad) y se drend con circulacion directa. La columna se lavé dos veces con 5 ml
del tamp6n B (urea a 8 M, MOPS a 10 mM, pH 7,0, NaCl a 500 mM) y a continuacion se eluyé secuencialmente con
6 x 5 ml del tampon D (urea a 7,2 M, MOPS a 10 mM, pH 7,0, NaCl a 150 mM, imidazol a 50 mM). Se agruparon las
fracciones que contenian la PrP purificada, se concentraron con un dispositivo centriprep y finalmente se diluyeron a
1:50 para volverlas a plegar en MES a 10 mM, pH 6,0.

Marcacion fluorescente de anticuerpos y PrP recombinante

El anticuerpo monoclonal L42 (r-biopharm, Darmstadt, Alemania) se marcé con Alexa Fluor 647 (Alexa-647; Invitrogen,
Eugene) de acuerdo con el manual del fabricante. La PrP 23-231 recombinante de ratén se marcé con Alexa Fluor
488 (Alexa-488; Invitrogen, Eugene) en el tampoén de fosfato de potasio a 20 mM, pH 6, Nonidet P40 al 0,1%, tampon
de bicarbonato de sodio a 40 mM, pH 8,3. Los fluoréforos sin fijar se separaron por filtracién en gel con columnas
PD10 (GE Healthcare, Freigburg, Alemania) equilibradas con el tampén de fosfato de potasio a 20 mM, pH 6, Nonidet
P40 al 0,1%. El control de calidad de la reaccion y la razon de marcacion se realizé mediante mediciones de
espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) en un lector Insight (Evotec Technologies, Hamburgo, Alemania).
La razén de marcacion fue de aproximadamente 1,3 fluoréforos por molécula de rPrP.
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Ensayo para la asociacion entre PrPC y PrpSe

Se prepard la PrPS¢ del cerebro de pacientes con ECJ de acuerdo con Safar et al., (Safar et al., (1998)) y alicuotas del
sedimento final resuspendidas en la solucién de PBS 1x mas sarcosil al 0,1% se diluyeron cinco veces en el tampdn
A (tampon de fosfato de potasio a 20 mM a pH 6,0, Nonidet P40 al 0,1%) y se trataron con ultrasonidos en un
homogeneizador ultrasénico de bafio de Maria durante 60 s. Después de la centrifugacién a 1000 rpm durante 1 min,
el sobrenadante se diluy6é 100 veces en el tampon A para el ensayo.

Una mezcla de rPrP de raton marcada y del anticuerpo monoclonal L42 marcado se preparé en el tampon de fosfato
de potasio a 20 mM, pH 6, Nonidet P40 al 0,1%, para que las moléculas marcadas fueran aproximadamente igual de
abundantes a 2-6 nM. En un volumen de ensayo de 20 pl, se mezclaron 8 ul de la mezcla rPrP/anticuerpo, 2 pl del
compuesto y 10 ul de la preparacion de PrPS¢ diluida. Las muestras se cargaron en placas de 96 pocillos con un fondo
de cubreobjetos de cristal (Evotec-Technologies, Hamburgo, Alemania) y se midié en un lector Insight.

Medicioén y analisis de particulas sueltas

Las mediciones de FIDA se realizaron a energias de excitacion de 200 uyW para el laser de 488 nm y de 300 yW para
el laser de 633 nm. Los parametros de barrido se establecieron en una longitud de paso del barrido de 100 pm,
frecuencia del haz de barrido de 50 Hz, y movimiento del soporte de posicionamiento de 2000 ym. El tiempo de
medicion fue de 10 s. La fluorescencia desde los dos fluoréforos se grabd por separado con detectores de fotones
sueltos, y los fotones se sumaron en intervalos de tiempo de longitud constante (compartimentos) con el uso de una
longitud de compartimento de 40 ys. Se midié el nimero de fotones fluorescentes rojos y verdes, y se analiz6 en un
histograma de distribucién de intensidad bidimensional, tal y como se describié anteriormente (Bieschke et al., 2000).

Los datos de intensidad de la fluorescencia se evaluaron con un modulo del programa informatico 2D-SIFT (Evotec-
Technologies, Hamburgo, Alemania) al sumar los compartimentos de alta intensidad en los sectores. Los valores de
corte para las intensidades de los compartimentos para cada serie de mediciones se ajustaron manualmente de
acuerdo con las mediciones de control.

Ejemplo 4: Aplicacion terapéutica de los posibles nuevos compuestos antipridénicos en los ratones infectados con la
cepa de la tembladera de las ovejas transcurridos 80 dias desde la infeccion

Para demostrar la eficacia de estos nuevos posibles compuestos antipriénicos a la hora de combatir las encefalopatias
espongiformes transmisibles (EET) o las enfermedades causadas por los priones, se realizaron experimentos con
animales, en los que los compuestos que tienen actividad antipriénica en el SIFT y/o en el analisis de cultivo de células
con la tembladera de las ovejas se utilizaron para tratar los ratones infectados con la cepa RML de la tembladera de
las ovejas en una etapa tardia del periodo de incubacién. Elegimos la aplicacion intraperitoneal de los compuestos en
un intervalo de tiempo de 14 dias 80 dias después de la infeccién porque es tipicamente el momento en el que
aparecen los primeros sintomas subclinicos en los animales infectados con esta cepa de pridn. Esto corresponderia
al tiempo mas temprano en el que un humano afectado con EET que muestra los primeros sintomas de la enfermad
recibiria realmente un tratamiento terapéutico. Al elegir estas condiciones muy rigurosas para el tratamiento, quisimos
valorar la funcionalidad de los compuestos analizados como tratamientos contra los priones en un contexto realista.
Tipicamente, los tratamientos de las EET hasta la fecha solo se han analizado por la profilaxis tras la exposicion en
los experimentos con animales, cuando se aplican en torno al momento de infeccién con los priones. En la vida real,
hay muy pocas ocasiones en las que tal tratamiento terapéutico es factible para los individuos afectados con EET.
Para la mayoria de los pacientes con EET, se desconoce y no se pueden detectar el momento de la infeccion o el
comienzo del tiempo de incubacion para los casos familiares y esporadicos (que son la inmensa mayoria). Por lo tanto,
la mayoria de los pacientes con EET solo podran recibir el tratamiento después de la aparicion de los primeros
sintomas de las EET.

Procedimientos experimentales:

Las ratonas C57BI6 hembra de 6 a 7 semanas de edad se inocularon con la cepa RML de la tembladera de las ovejas
mediante una inyeccion intracerebral con 30 pl del homogeneizado estéril de cerebro al 1% en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) de los ratones enfermos terminales con la cepa RML de la tembladera de las ovejas. A
los 80 dias de la infeccién, estos ratones se trataron con una seleccién de los posibles compuestos antipridnicos
nuevos o con el vehiculo acuoso sulféxido de dimetilo (DMSO). Cinco posibles compuestos antipridnicos se han
seleccionado de acuerdo con su actividad antipriénica en un modelo de cultivo celular para este tratamiento, que se
denominaron 10353F11 de acuerdo con la posicién de la placa en la colecciéon de compuestos quimicos DIVERSet
(Chembridge Corp., San Diego, EE. UU.) y anle138b, anle143b, sery106 y sery149. El tratamiento con estos
compuestos se realizé durante 14 dias consecutivos mediante inyeccion por via intraperitoneal de 50 pl al dia de la
dilucién del compuesto 10353F11 con los correspondientes 25 ul de los otros compuestos en el vehiculo (DMSO). Se
utilizé el compuesto 10353F11 a una concentracion de 10 mM y para los compuestos anle138b, anle143b, sery106 y
sery149, se inyectaron a 100 mM a lo largo de todo el periodo. Los cuidadores de animales con la formacion
correspondiente vigilaron en los animales todos los dias los signos de la enfermedad a partir del dia 80 de la infeccion.
Se sacrificaron los animales cuando habian alcanzado la etapa terminal de la enfermedad, marcada por los sintomas
clinicos, que son ataxia, temblores, dificultad para ponerse de pie desde una posicion en la que yacen sobre la espalda

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2714453 T3

y rigidez de la cola, y estaban moribundos. Tipicamente, el progreso de la enfermedad hasta el final de la etapa
terminal de la enfermedad conducira a la muerte del animal en uno o dos dias. De los animales sacrificados, se
congelaron a —80 °C un hemisferio y una mitad del bazo para el analisis de inmunotransferencia, mientras que el
segundo hemisferio y la segunda mitad del bazo asi como todos los 6rganos internos se fijaron en una solucion de
formaldehido al 4% para la (inmuno)histologia.

Resultados

Tal y como se muestra en la figura 4, el tratamiento de los ratones, que se habian infectado por via intracerebral con
la cepa RML de la tembladera de las ovejas, en una Ultima etapa del tiempo de incubacion (a los 80 dias de la infeccion)
mediante la aplicacion intraperitoneal diaria de los posibles farmacos antipridénicos seleccionados dio lugar a una
prolongacion del tiempo de incubacion, hasta alcanzar la etapa terminal de la infeccion de la tembladera de las ovejas,
para 10353F11 (figura 4A) y anle138b y sery149 (figura 4B). El tiempo de supervivencia medio que se determiné para
los compuestos anle138b y sery149 para los grupos de siete y ocho animales cada uno se prolongé hasta 14,9y 11,5
dias, respectivamente, en comparacion con un grupo de 12 animales que habia recibido solo el vehiculo de DMSO al
100%. Para los compuestos sery106 y anle143b, la prolongacion del tiempo de supervivencia en un grupo de ocho
animales tratados en comparacion con el mismo grupo de control con DMSO estaba por debajo del nivel de
significacion estadistica. Para el compuesto 10353F 11, el tiempo de supervivencia determinado para un grupo de ocho
animales cada uno se prolong6 hasta 11 dias en comparacion con el grupo de control. La prolongacion observada del
tiempo de supervivencia en los experimentos corresponde aproximadamente a la duracién del tratamiento. Esto puede
implicar que el tratamiento con estos farmacos ha detenido la progresion de la enfermedad, siempre y cuando se
administraran los farmacos. En este caso, el tratamiento con estos farmacos conduciria a una prolongacion de la vida
de los individuos infectados con EET y a una estabilizacion de su estado de salud, lo que los protege de un deterioro
adicional al detener el progreso de la enfermedad.

Ejemplo 5: Aplicacion terapéutica de un posible compuesto antipridnico en los ratones infectados con la cepa de la
tembladera de las ovejas después de la infeccion intraperitoneal

Para demostrar la eficacia de este nuevo compuesto antipridonico a la hora de combatir las encefalopatias
espongiformes transmisibles (EET) o las enfermedades causadas por los priones, se realizé un experimento mas con
animales. Para este experimento, los ratones se infectaron por via intraperitoneal con la cepa RML de la tembladera
de las ovejas y se trataron con el compuesto anle138b, cuya actividad antipridnica estaba demostrada en un modelo
animal para las Ultimas etapas de la enfermedad causada por los priones (ejemplo 4). Elegimos una combinacion de
aplicacion intraperitoneal y oral del compuesto, y comenzamos el tratamiento justo después de la infeccion.

Procedimientos experimentales:
Infeccion con la cepa de la tembladera de las ovejas y tratamiento de los ratones

Las ratonas C57BL/6 hembra de 6 a 7 semanas de edad se inocularon con la cepa RML de la tembladera de las ovejas
mediante la inoculacion intraperitoneal con 100 yl de homogeneizado estéril de cerebro al 1% en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) de ratones enfermos en fase terminal con la cepa RML de la tembladera de las ovejas.
El tratamiento de estos ratones con el compuesto anle138b o con el vehiculo acuoso sulféxido de dimetilo (DMSO)
comenzo justo después de la infeccion. El tratamiento con este compuesto se llevd a cabo durante 14 dias
consecutivos mediante la inyeccion intraperitoneal de 25 pl al dia del compuesto diluido en el vehiculo (DMSO) seguido
de de 4 y 5 dias de administracion oral de 50 pl al dia del compuesto en una mezcla de aceite vegetal/DMSO mediante
alimentacién por sonda nasogastrica oral (figura 5A). El compuesto anle138b se utilizé a una concentracion de 100
nM para la aplicacion intraperitoneal y a 50 mg/kg para la administracion oral. Los animales se sacrificaron a los 35
dias de la infeccién, cuando la PrPS° se detecta con claridad en el bazo de los ratones infectados por via intraperitoneal.
De los animales sacrificados, una mitad del bazo se congelé a—80 °C para el analisis de inmunotransferencia, mientras
que la segunda mitad del bazo asi como todos los 6rganos internos se fijaron en una solucion de formaldehido al 4%
para la inmunohistologia.

Transferencia de TIP

El tejido de cerebro fijado en formol se cortd en bloques de tejido con un grosor de 2 mm, se descontaminé en acido
férmico concentrado durante 1 hora, se fijé posteriormente en formol tamponado con solucién salina tamponada con
fosfato al 4% durante 48 horas siguiendo el protocolo de Browmn et al., 1990 y se incluy6 en parafina. Se cortaron
cortes de 5 a 7 um en un microtomo, se colocaron en un bafio de Maria (55 °C), se recogieron en una membrana de
nitrocelulosa con poros de 0,45 um humedecida previamente (Bio-Rad, Richmond, CA) y se secaron durante al menos
30 minutos a 55 °C. La membrana de nitrocelulosa se desparafiné con xileno. El xileno se remplazé por isopropanol,
seguido de una rehidratacion escalonada. Se afiadié Tween 20 a una concentracion final del 0,1% a la Ultima etapa
de rehidratacion en H,O destilada. Se secaron las membranas y se conservaron a temperatura ambiente durante
meses sin pérdida de la calidad de la posterior tincion de PrPSe,

Después de humedecer previamente con TBST (Tris-HCl a 10 mmol/l, pH 7,8; NaCl a 100 mmol/l; Tween 20 al 0,05%),
se realizé la digestion con 250 pg/ml de proteinasa K (Boehringer) en el tampén de PK (Tris-HCI a 10 mmol/l; pH 7,8;
NaCl a 100 mmol/l; Brij 35 al 0,1%) durante 8 horas a 55 °C. Con esta etapa, las proteinas pegadas a la membrana
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se fijaron a la membrana. Después de lavar tres veces con TBST, las proteinas en las membranas se desnaturalizaron
con isotiocianato de guanidina a 3 mol/l en Tris-HCl a 10 mmol/l (pH 7,8) durante 10 minutos. La guanidina se elimind
con tres lavados con TBST. La inmunodeteccion se realizé después de la preincubacion en la solucién de bloqueo
(caseina al 0,2% en TBST) durante 30 minutos. Como anticuerpo primario, se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo
contra la PrP recombinante de ratén, denominado CDC1, a una dilucion de 1:500 en la solucion de diluyente de
anticuerpo (Ventana). La incubacion duré al menos 1 hora. Después de tres lavados en TBST, la incubacion durante
al menos 1 hora se realizd con un anticuerpo antirmurino de conejo conjugado a la fosfatasa alcalina (Dako, Hamburgo)
a una dilucion de 1:500. Después de cinco lavados en TBST durante 10 minutos, las membranas se ajustaron a pH
alcalino al incubarlas dos veces durante 5 minutos en NTM (Tris-HCIl a 100 mmol/l, pH 9,5; NaCl a 100 mmol/l; MgCl,
a 50 mmol/l). La visualizacion de la reaccion del anticuerpo se proporcioné mediante la reacciéon de formazan con el
uso de NBT/BCIP. Las transferencias se evaluaron con un microscopio disector Olympus.

Resultados

El tejido de bazo extraido después de la muerte de los ratones tratados con el farmaco y tratados con el vehiculo se
tin6 para la deteccion inmunohistoquimica de la presencia de depositos de PrP3¢ y se analizo la cantidad de PrPSc
esplénica por inmunotransferencia. Tal y como se muestra en la figura 5B, la cantidad de PrPS¢ en el bazo de los
animales tratados disminuye significativamente en comparacion con los ratones tratados con el vehiculo. El examen
del tejido del bazo de los ratones infectados muestra que los depositos de PrP¢ se redujeron después del tratamiento
con el compuesto anle138b. Se incrementa el porcentaje de bazos con poco deposito de PrPS¢ y se reduce el de los
depositos intensos de PrPS¢ (figura 5C). En la figura 5D se muestran ejemplos de dos transferencias de TIP, depositos
de PrP%c. Los resultados indican una clara eficacia antiprionica de este compuesto en los tejidos periféricos por la
configuracion experimental y la pauta terapéutica elegidas.

Ejemplo 6: Aplicacion terapéutica de nuevos compuestos antipriénicos en los ratones infectados con depa de la
tembladera de las ovejas a los dias 80 de la infeccion

Para demostrar la observacion del ejemplo 4 de que la prolongacion del tiempo de supervivencia corresponde a la
duracion del tratamiento, se realizé un experimento con animales, en el que los compuestos se administraron a una
dosis mayor y durante mas tiempo para tratar a los ratones infectados con la cepa RML de la tembladera de las ovejas
en una etapa tardia del periodo de incubacion. Elegimos una combinacion de la aplicacion intraperitoneal y oral de los
compuestos a los 80 dias de la infeccidon porque este es tipicamente el momento en el que aparecen los primeros
sintomas subclinicos en los animales infectados con esta cepa de priones.

Procedimientos experimentales:

Las ratonas C57BL/6 hembra de 6 a 7 semanas de edad se inocularon con la cepa RML de la tembladera de las ovejas
mediante una inyeccion intracerebral con 30 pl de homogeneizado estéril de cerebro al 1% en la solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) de ratones enfermos terminales con la cepa RML de la tembladera de las ovejas. Estos
ratones se trataron a los dias 80 de la infeccién con los nuevos compuestos antipriénicos o con el vehiculo DMSO. Se
utilizaron los dos compuestos antipridnicos en potencia anle138b y anle186b. El tratamiento con estos compuestos se
llevé a cabo durante 14 dias consecutivos mediante la inyeccion intraperitoneal de 25 pl al dia del compuesto diluido
en el vehiculo DMSO seguido de dos administraciones orales durante 5 dias de 50 pl al dia del compuesto en una
mezcla de aceite vegetal/DMSO a través de sonda nasogastrica oral (figura 6A). En 3 ratones de control y 2 ratones
tratados con el anle138b, el compuesto se administré ademas por via oral desde el dia 109 al dia 136 al darle granulos
alimenticios de mantequilla de cacahuete mezclados con soluciones de reserva de compuesto en DMSO. Los
compuestos se utilizaron a una concentracion de 100 mM para la aplicacion intraperitoneal y de 50 mg/kg para la
administracion oral. Cuatro animales de cada grupo de tratamiento se sacrificaron en los puntos de tiempo indicados
(figura 6A). Los cuidadores de animales con la formacién necesaria vigilaron los signos de la enfermedad en ocho
animales de cada grupo de tratamiento desde el dia 80 después de la infeccion. Se sacrificaron los animales cuando
habian alcanzado la fase terminal de la enfermedad, marcada por los sintomas clinicos, que son ataxia, temblores,
dificultad para ponerse de pie desde una posicion en la que descansan sobre la espalda y rigidez en la cola, y estaban
moribundos. Tipicamente, el progreso de la enfermedad hasta el final de la etapa terminal de la enfermedad conducira
a la muerte del animal en uno o dos dias. De los animales sacrificados, un hemisferio y una mitad del bazo se
congelaron a —80 °C recién tomados para el analisis por inmunotransferencia, mientras que el segundo hemisferio y
la segunda mitad del bazo asi como todos los 6rganos internos se fijaron en una solucién de formaldehido al 4% para
la histologia.

Resultados
Cantidad de PrP%¢ en los homogeneizados de cerebro y la muerte celular por apoptosis después de la infeccion

En los homogeneizados de cerebro de los ratones tratados con el farmaco y de los tratados con el vehiculo se analizd
la cantidad de PrPS¢ mediante andlisis de inmunotransferencia. Tal y como se muestra en la figura 6B, la cantidad de
PrPS¢ en el cerebro de todos los animales examinados en los puntos de tiempo indicados del grupo de anle138b se
puede mantener en el nivel de los ratones sin tratar el dia 80, mientras que se incrementa la cantidad de PrP° en el
grupo de control. Los resultados de anle186b aparecen entre el grupo de control y anle138b. El incremento de PrPSc
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se podia enlentecer (figura 6B). En la figura 6C se muestra el cambio de la cantidad relativa de PrPS¢ después del
tratamiento con los compuestos en comparacion con el control sin tratar en el dia 80. La cantidad de PrPS¢ en el
cerebro disminuye ligeramente después del tratamiento con anle138b. Después de la evaluacion histologica de los
cortes de cerebro tefiidos con HE en los puntos de tiempo indicados, los ratones tratados con anle138b y anle186b
mostraban una reduccién de los cambios patolégicos. El nimero de células apoptosicas en la capa celular de los
granulos cerebelosos de los ratones infectados de los grupos tratados disminuye en comparacion con el grupo de
control (figura 6D). Estos resultados indican que ambos compuestos pueden atravesar la barrera hematoencefalica.
Por lo tanto, el tratamiento fue capaz de prevenir mas depdsitos de PrP¢ y la progresién de la enfermedad en el
cerebro de los animales durante el tratamiento. Estos resultados implican que el tratamiento con el compuesto
anle138b habia detenido la progresion de la enfermedad siempre y cuando se administren los farmacos. Estos
resultados indican que cabe la posibilidad de modificar el progreso de la enfermedad mediante un tratamiento que
utilice este compuesto que interfiere con la formacion de PrPSc. En este caso, el tratamiento conduciria a una
prolongacion de la vida de los individuos infectados con la EET y a la estabilizacién o quizas a una mejoria en su
estado de salud al protegerlos de un deterioro adicional y detener el progreso de la enfermedad.

Prolongacion del tiempo de incubacion

Tal y como se muestra en la figura 7, el tratamiento de los ratones, que se habian infectado por via intracerebral con
la cepa RML de la tembladera de las ovejas, en una etapa tardia del tiempo de incubacion (a los 80 dias de la infeccion)
mediante la administracion diaria de los compuestos dio lugar a una prolongacion del tiempo de supervivencia, hasta
alcanzar la fase terminal de la infeccion de la tembladera de las ovejas (figura 7). Ademas, el mayor tiempo de
supervivencia en los dos ratones que recibieron un tratamiento adicional desde el dia 109 al dia 136 por la alimentacién
con anle138b mezclado con mantequilla de cacahuete indica que i) la supervivencia esta correlacionada con la
duracién de tratamiento, ii) el compuesto es eficaz cuando se administra por via oral, y iii) el compuesto atraviesa la
barrera hematoencefalica.

Ejemplo 7: Supresioén de la agregacion de la a-sinucleina in vitro

Las sinucleinopatias son enfermedades (neurodegenerativas) caracterizadas por la acumulacion intracelular de
agregados Yy fibrillas compuestos principalmente de la proteina a-sinucleina (para una revision, véase: Goedert, 2001).
Las sinucleinopatias neurodegenerativas mas prominentes son la enfermedad de Parkinson (EP), la demencia con
cuerpos de Lewy (DCL) y la atrofia multisistémica (AMS).

Se ha demostrado que la agregacion de la a-sinucleina in vitro se produce en presencia de sustancias, tales como
solventes organicos, que imitan las condiciones dieléctricas que existen de forma natural en la proximidad de las
membranas bioldgicas (Munishkina et al., 2003). Se han desarrollado ensayos de agregacion in vitro que proporcionan
sistemas modelo para la investigacion de los aspectos centrales del plegamiento erréneo y la agregacion de la a-
sinucleina, y para la formacion de especies de agregados toxicos durante el proceso de la enfermedad (Kostka et al.,
2008).

Para analizar los compuestos seleccionados por su capacidad para suprimir la agregacién de la a-sinucleina, hemos
utilizado un sistema in vitro, en donde el solvente organico sulfoxido de dimetilo (DMSO) a concentraciones bajas
(<3%) vy, en algunos experimentos, el hierro férrico se utilizaron para inducir la agregacion de la a-sinucleina in vitro.
La formacion de multimeros se vigilé con un equipo de correlacion de fluorescencia de particulas sueltas mediante el
analisis de correlacion cruzada y el analisis de SIFT aplicados a las mezclas de monémeros de a-sinucleina marcados
con los fluoréforos Alexa488 verde o Alexa647 rojo, respectivamente. Tales mezclas de a-sinucleina se agregaron en
paralelo a las muestras en las que se afiadié un compuesto a la reaccion.

Procedimientos experimentales:
Marcacion de la a-sinucleina con fluorescencia

La a-sinucleina recombinante se marco con los colorantes fluorescentes con aminos reactivos, bien con el éster de O-
succinimidilo con Alexa Fluor 488 o con el éster de O-succinimidilo con Alexa Fldor 647 (Molecular Probes, EE. UU.),
respectivamente. Después de completarse la reaccion, las moléculas de colorante sin fijar se separaron de las mezclas
de reaccién por cromatografia de exclusidon por tamafios a través de dos columnas PD10 sucesivas (Amersham
Bioscience, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La eficacia de la marcacioén y de la retirada del
colorante sin fijar se determind mediante mediciones de FCS con las diluciones idéneas de las fracciones que
contienen los monémeros de la a-sinucleina marcados.

Mediciones de correlacion de la fluorescencia de particulas sueltas

En un volumen de 20 pl en los pocillos de una placa de microtitulacion especial equipada con un fondo de cubreobjetos
de cristal para las mediciones de correlacion de la fluorescencia (Evotec-Technologies, Alemania), se realizé la
agregacion de la a-sinucleina en un tampén que contenia Tris a 50 mM a pH 7,0 y una mezcla de mondmeros de la
a-sinucleina marcados con los fluoréforos Alexa-488 o bien Alexa-647, respectivamente, a una concentracion final de
aproximadamente 5 a 10 nM de cada especie de a-sinucleina. Las mediciones se realizaron en un instrumento de
correlacion de fluorescencia Insight (Evotec-Tecnologies, Alemania) con el uso de un objetivo de microscopio a 40x
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de 1,2 NA (Olympus, Japoén) con ajustes 6pticos de FIDA, un diametro estenopeico de 70 um y una excitacion de 200
MW con el laser de 488 nm, asi como una excitacion de 300 uW con el laser de 633 nm. El tiempo de medicion fue de
10 s, durante el cual el foco del laser se movi6 a lo largo del pocillo mediante un dispositivo de barrido de haces con
el uso de una longitud de trayectoria del escaner de 100 um a una frecuencia de barrido de 50 Hz y un movimiento de
la mesa de posicionamiento de 2000 um. Esto es equivalente a una velocidad de barrido de aproximadamente 10
mm/s. Se generaron histogramas bidimensionales de distribucion de la intensidad y se analizaron con el programa
informatico 2D-SIFT (Evotec OAI, Alemania).

Resultados: Supresién de la agregacion de la a-sinucleina debida a los compuestos

La agregacién de la a-sinucleina ocasionada por DMSO y DMSO/Fe®* queda reflejada mediante una formacién de
complejos multiméricos de la a-sinucleina que contienen unidades de la a-sinucleina marcadas tanto en rojo como en
verde en cantidades mas elevadas. Asi pues, la reaccion de control sin la adicion de compuestos inhibidores muestra
la presencia de un gran numero de complejos que emiten grandes cantidades de fotones. La adicion del compuesto
351F11 de tipo DPP a la solucion del analisis es capaz de inhibir en gran medida la formacion de complejos
multiméricos de la a-sinucleina de un modo dependiente de la dosis, como se puede observar en la figura 8A. Por lo
tanto, el compuesto 351F11 es capaz de inhibir de manera eficaz la formacion de multimeros de la a-sinucleina a una
concentracion micromolar baja en este modelo in vitro para la agregacion patologica de la proteina hallada en las
sinucleinopatias. Esto es una clara indicacién de que el compuesto 351F11 no solo puede funcionar como un
compuesto antipridnico, sino que también tiene la capacidad de convertirse en un compuesto terapéutico contra las
sinucleinopatias, como la enfermedad de Parkinson, DCL y AMS, ya que interfiere con el mecanismo patologico a
nivel molecular. También se puede detectar un efecto inhibidor dependiente de la dosis sobre la agregacion de la a-
sinucleina en otros compuestos relacionados con DPP que se han investigado (figura 8B, C). Por lo tanto, estos
compuestos representan un nuevo grupo de sustancias con una capacidad probada para inhibir la agregacion in vitro
de la a-sinucleina, lo que permitira el desarrollo de un tratamiento causativo contra la enfermedad de Parkinson y otras
sinucleinopatias.

Ademas, la actividad inhibidora de estos compuestos sobre ambas agregaciones in vitro, la de la proteina priénica y
la de la a-sinucleina, puede ser el reflejo de su actividad antiagregante general contra un abanico mas amplio de
enfermedades por agregacion de una proteina, en las que el plegamiento erréneo de la proteina en conformaciones
en las que predomina la lamina 3 forma la base para la posterior agregacion de la proteina en las fibrillas del amiloide.
Por lo tanto, estos compuestos y otros miembros de la clase de sustancias de tipo DPP tienen la capacidad de ser
utiles como farmacos para el tratamiento causativo de todo un conjunto completo de enfermedades por agregacion de
una proteina (neurodegenerativas), entre ellas por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, enfermedad causada por los
priones, enfermedad de Parkinson, atrofia multisistémica, enfermedad difusa con cuerpos de Lewy, demencia
frontotemporal, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Huntington, ataxias espinocerebelosas y otras
enfermedades por poli-Q, angiopatia amiloide cerebral hereditaria, polineuropatia amiloidética familiar, amiloidosis
sistémica primaria (amiloidosis AL), amiloidosis sistémica reactiva (amiloidosis AA), diabetes de tipo 2, amiloidosis
localizada por inyeccién, amiloidosis de la microglobulina B2, amiloidosis no neuropatica hereditaria, amiloidosis
sistémica hereditaria finlandesa.

Ejemplo 8: Inhibicion de PrPS¢ en el cultivo celular
Procedimientos experimentales:

Los cultivos de células infectados con priones se trataron con los compuestos recién sintetizados tal y como se
describe para el cribado primario que esta descrito mas arriba. Los compuestos se afiadieron a las concentraciones
indicadas en la figura 9. La estructura de los compuestos se muestra a continuacion y en la figura 3.
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5-(3,5-Dibromofenil)-3-(3,4,5-trihidroxifenil)pirazol (anle145d)

Br
N-NH
Iy

MeO. -~ )\)\‘@
MeOJ]\//T

5-(3-Bromofenil)-3-(3,4-dimetoxifenil)pirazol (sery255b)
Resultados:

Una proporcion muy alta de compuestos relacionados con DPP mostraban una reduccién fuerte de PrPSe en el cultivo
celular a concentraciones micromolares bajas e incluso a concentraciones submicromolares. Esto indica que estos
compuestos representan un grupo de sustancias quimicas relacionadas con actividad antipriénica.

Ejemplo 9: Efecto inhibidor de diferentes derivados de DPP sobre la acumulacion de PrPS¢ en el cerebro y en el bazo

Los compuestos se analizaron con respecto a su efecto inhibidor sobre la acumulacién de PrPS¢ in vivo mediante tres
protocolos experimentales:

a) Los ratones C57BL/6 se inocularon por via intracerebral (i.c.) con 30 pyl de homogeneizado de cerebro al 1% (cepa
RML de la tembladera de las ovejas). El tratamiento comenzd a los 80 dias de la infeccion con 1 mg del compuesto al
dia aplicado por via oral mezclado con DMSO mas mantequilla de cacahuete. La cantidad de PrPS¢ en el cerebro se
midio a los 120 dias de la infeccidon mediante analisis de inmunotransferencia.

b) Los ratones C57BL/6 se inocularon por via intracerebral (i.c.) con 30 yl de homogeneizado de cerebro al 1% (cepa
RML de la tembladera de las ovejas). El tratamiento comenzo a los 80 dias de la infeccion con 0,84 mg del compuesto
(en DMSO) al dia aplicado por inyeccion intraperitoneal durante 14 dias seguido de 2 x 5 dias (con 2 dias sin
tratamiento entre ellos) de 1 mg del compuesto (en DMSO mas aceite vegetal) aplicado por via oral mediante sonda
nasogastrica. La cantidad de PrPS¢ en el cerebro se midi6 a los 106 dias de la infeccién.

c) Los ratones C57BL/6 se inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con 100 pyl de homogeneizado de cerebro al 1%
(cepa RML de la tembladera de las ovejas). La cantidad de PrPS¢ en el bazo se determind a los 35 dias de la infeccion
tras 34 dias de tratamiento con 1 mg del compuesto al dia mezclado con DMSO y mantequilla de cacahuete.

La inhibicion relativa de la acumulacién de PrPS¢ en comparacion con los grupos tratados con DMSO se muestra en
la tabla 1 (el valor medio de los animales tratados con DMSO al final del periodo de tratamiento se definié como el 0%
de inhibicidn, el valor medio de los animales de control al comienzo del periodo de tratamiento se definid como el 100%
de inhibicion).

Tabla 1: Efecto inhibidor de los diferentes derivados de DPP sobre la acumulacion de PrPS¢ en el cerebro y en el bazo
(& ¢ indican el protocolo experimental (tal y como esta descrito mas arriba) que se utilizd).
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anle138b ; *-:"-"‘3' 692: 108b: 62¢;
sery255b 4078; <10¢
anle138c <102
sery338b K% 272
sery345 <102
sery378b — s 402
anle234b <102
sery335b 602; 46¢
anle186b 31b
anle197b <10¢
anle236b <102
sery313 N 37¢
anle232b = <10a
anle233b : 172

Los resultados de estos experimentos indican que bajo estas condiciones experimentales i) el compuesto anle138b y
los compuestos quimicamente relacionados proporcionan una fuerte inhibicion de la amplificacion pridnica in vivo, ii)
hay una relacion entre la estructura y la actividad que indica que, para esta aplicacion en estas condiciones
experimentales, el anle138b represente un éptimo relativo de actividad.

Ejemplo 10: Se puede atravesar la barrera hematoencefalica y se observa una interaccién con los agregados
patoldgicos de la proteina

Los ratones C57BL/6 se inocularon por via intracerebral (i.c.) con 30 pyl de homogeneizado de cerebro al 1% (cepa
RML de la tembladera de las ovejas). El tratamiento comenzé a los 80 dias de la infeccion con 1 mg del compuesto
(sery383) o 3 mg del compuesto (sery363a) al dia aplicado por via oral mezclado con DMSO y mantequilla de
cacahuete. Se midi6 la cantidad de PrPS¢ en el cerebro a los 120 dias de la infeccién mediante analisis de
inmunotransferencia.
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sery383a
En comparacion con los controles tratados con DMSO, sery363a dio lugar a una reduccion de la acumulacion de PrPSe
del 35%, y sery383 dio lugar a una reduccion de la acumulacién de PrPS¢ del 30%.

El sery363a se sintetizd y se analizd en estos experimentos porque proporciona una modificacion de anle138b que
esta bien adaptada para la marcacion con isétopos, lo que se necesita para ser usado como un trazador diagndstico
para la toma de imagenes por TEP.

El sery383 se analiz6 en este ensayo porque este compuesto, asi como los compuestos similares desde el punto de
vista estructural que contienen un grupo -NH y un atomo de halégeno, se hallé6 que eran muy activos a la hora de
inhibir la agregacion de la a-sinucleina (véase el ejemplo 16, «Inhibicion de la formacion de agregados de a-sinucleina
con diferentes compuestosy).

Los resultados de estos experimentos indican que ambos compuestos pueden atravesar la barrera hematoencefalica
e interaccionar con los agregados patolégicos de la proteina, lo que demuestra que estos compuestos tienen
propiedades que se pueden explotar mediante el uso como compuesto terapéutico, asi como un compuesto
diagndstico.

Ejemplo 11: Influencia del tratamiento diario con anle138b sobre la acumulacién de PrPSc y sobre la enfermedad
causada por los priones en los ratones infectados con la cepa RML de la tembladera de las ovejas.

Los ratones C57BL/6 se inocularon por via intracerebral (i.c.) con 30 pyl de homogeneizado de cerebro al 1% (cepa
RML de la tembladera de las ovejas). El tratamiento comenzé a los 80 dias o a los 120 dias de la infeccion,
respectivamente, con 5 mg del compuesto cada dia aplicado por via oral mezclado con DMSO y mantequilla de
cacahuete (figura 10).

Los cortes de cerebro tefiidos para PrPSe (figura 10A) muestran que el tratamiento con anle138b reduce la acumulacién
de PrPS¢ en comparacion con los animales tratados con DMSO. La cuantificacion de la cantidad de PrPS¢ en los
homogeneizados de cerebro de los ratones inoculados con priones en diferentes momentos demuestra que la
acumulacién de PrPS¢ en los ratones tratados con anle138b se reduce enormemente, incluso después de comenzar
el tratamiento en la fase tardia de la enfermedad (120 dpi; figura 10B). La cuantificacion histologica de las células
apoptédsicas en el cerebelo en los cortes de cerebro tefiidos con HE demuestra que la inhibicién de la acumulacion de
PrPS¢ da lugar a la inhibicion de la muerte celular neuronal (figura 10C). Los ratones de control tratados con DMSO y
mantequilla de cacahuete sin compuesto muestran un adelgazamiento progresivo (figura 10D). El tratamiento con
anle138b desde los 80 dpi hacia adelante impide el adelgazamiento durante aproximadamente 100 dias. El tratamiento
desde los 120 dpi impide el adelgazamiento durante aproximadamente 70 dias.

Estos hallazgos experimentales indican que el tratamiento con el compuesto inhibe la acumulacion de PrP3¢, la muerte
de las células neuronales y la progresion de los signos clinicos de la enfermedad, incluso cuando el tratamiento se
comienza tarde después de que aparezcan los signos obvios de la enfermedad.

Ejemplo 12: Comparacion de los diferentes protocolos de tratamiento

Los ratones C57BL/6 se inocularon por via intracerebral (i.c.) con 30 pyl de homogeneizado de cerebro al 1% (cepa
RML de la tembladera de las ovejas). El tratamiento con anle138b en diferentes momentos y pautas (tal y como se
indica en la leyenda de de la figura 11) prolongd significativamente los tiempos de supervivencia después de la
provocacion con la cepa RML de la tembladera de las ovejas (p < 0,01). La media de los tiempos de supervivencia se
expresa en dias + desviacion estandar.

Tal y como se muestra en la figura 11, estos hallazgos experimentales indican que i) el tratamiento con el compuesto
es eficaz también después de la aplicacion oral del compuesto, ii) el tratamiento también es eficaz cuando se comienza
en una fase clinica tardia de la enfermedad, vy iii) que la prolongacién del tratamiento da lugar a una supervivencia mas
duradera.

Ejemplo 13: Efecto dependiente de la dosis de la administracion de anle138b sobre la cantidad de PrPS¢ en el cerebro

Los ratones C57BL/6 se inocularon por via intracerebral (i.c.) con 30 yl de homogeneizado de cerebro al 1% (cepa
RML de la tembladera de las ovejas). El tratamiento comenzd a los 80 dias de la infeccion con diferentes cantidades
de anle138b (tal y como se muestra en la figura 12) aplicado por via oral y mezclado con DMSO y mantequilla de
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cacahuete. A los 120 dias de la infeccion, se sacrificaron los animales, y la cantidad de PrPS¢ en el cerebro se cuantifico
en comparacion con los animales sacrificados a los 80 dias de la infeccion.

Los datos dados a conocer en la figura 12 demuestran que anle138b redujo la acumulacion de PrPs¢ en el cerebro de
una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 14: Cuantificacién de PrPC por inmunotransferencia de tejido de cerebro de los ratones sin infectar tratados
con 1 mg al dia de anle138b mezclado con DMSO y mantequilla de cacahuete durante 1 semana. Tal y como se
muestra en la figura 13, no se observo ninguna reduccion de la cantidad de PrPC en los ratones tratados con anle138b
cuando se compardé con los ratones de control.

Estos hallazgos experimentales indican que el efecto terapéutico en los ratones infectados con la cepa de la
tembladera de las ovejas no se debe a una reduccion de la expresion de PrPC sino a una inhibiciéon de la formacion
de especies patologicas agregadas de la proteina.

Ejemplo 15: Analisis farmacocinético de anle138b

Se aplicé una dosis Unica de anle138b a los ratones C57BL/6 sin infectar tal y como se indica en la figura 14. En
diferentes momentos después de la aplicacion, la cantidad del compuesto en el cerebro y en el suero se midié en 2
animales por punto temporal y grupo experimental mediante LC-MS.

Estos hallazgos experimentales indican que hay una buena biodisponibilidad oral y una buena penetracion en el
cerebro. El anle138c se detectd en la sangre de los ratones, por lo que se supone que es un metabolito de anle138b.

Ejemplo 16: Inhibicién de la formacion de agregados de la a-sinuclelina mediante diferentes compuestos

La agregacion de la a-sinucleina se indujo mediante DMSO y 10 uM de FeCls, y se analizé por espectroscopia confocal
de moléculas sueltas, tal y como esta descrito en Kostka et al (J. Biol. Chem. (2008) 283: 10992-11003). El efecto de
diferentes compuestos afiadidos a una concentracion de 10 uM sobre el efecto de la formacion de los oligdmeros del
intermedio Il se estudié en comparacion con los controles sin el compuesto, tal y como se muestra en la tabla 2. La
estructura de los compuestos correspondientes se muestra en la figura 15.

Tabla 2. Inhibicién de la formacion de agregados de a-sinucleina mediante diferentes compuestos.

Compuesto Intermedio Il | Compuesto Intermedio Il | Compuesto Intermedio Il
anle138c <5% sery85 <25% sery145 < 50%
sery117 <5% sery335b <25% sery345 < 50%
sery384 <5% sery275b <25% sery256b < 50%
sery383 <5% sery140 < 25% sery161 <75%
sery109 <5% anle138b <25% sery315b <75%
sery320c <5% sery363b <25% sery316b <75%
sery319 <25% sery292b <75%
sery329 <75%

Los hallazgos experimentales indican que estos compuestos inhiben la formacion de agregados toxicos de a-
sinucleina, lo que indica que estos compuestos con relacion estructural tienen la capacidad de ser utilizados para el
tratamiento de las enfermedades de la proteina con la agregacion de una proteina y, en particular, también para el
tratamiento de enfermedades en las que se puede observar la agregacion de la a-sinucleina.

Ejemplo 16: Efecto de los compuestos en un modelo de ratén in vivo de la enfermedad de Parkinson

Las pruebas experimentales sugieren que en los modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson que utilizan
toxinas mitocondriales tales como MPTP y rotenona a las concentraciones idéneas, se puede observar la formacién
de agregados de o-sinucleina y contribuye a la muerte celular neuronal. Los ratones se trataron con MPTP (30 mg/kg
de masa corporal al dia) por inyeccioén intraperitoneal los dias 1 a 5 para inducir la degeneracion de las neuronas
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dopaminérgicas de la sustancia negra. Los animales (de 3 a 10 por grupo experimental) se trataron con diferentes
compuestos o con el vehiculo (250 mg/kg de masa corporal al dia, aplicaciéon oral (alimentacion por sonda del
compuesto en 12,5 ul de DMSO mezclado con 487,5 ul de aceite de oliva) los dias 0 a 12). El dia 12 se cuantificé la
pérdida de neuronas en comparacion con los ratones tratados sin MPTP (control, definidos como el 0% de muerte
celular) y los ratones tratados con MPTP que se trataron solo con el vehiculo (DMSO, definido como el 100% de
muerte celular). Para la cuantificacion de las células de la sustancia negra compacta (SNc) positivas para la tirosina
hidroxilasa (TH), se inmunotifieron cortes de 50 um con un anticuerpo anti-TH. Se analizaron los cortes alternos a lo
largo de la SNc con el uso del programa Stereo Investigator (MicroBrightfield, Colchester, VT, EE. UU.). Las células
inmunotefiidas se contaron con el método del fraccionador 6ptico y un objetivo 20x. Los recuentos estereoldgicos los
realizaron dos investigadores independientes con anonimato.

Los hallazgos experimentales que se muestran en la figura 16 indican que los compuestos analizados reducen la
muerte celular en un modelo in vivo de la enfermedad de Parkinson.

Ejemplo 17: Efecto de anle138c sobre la agregacion de AR

La AB40 a una concentracion de 50 yM se incub6 en la siguiente condicion durante 30 horas: fosfato de sodio a 50
mM, cloruro de sodio a 50 mM, azida de sodio al 0,01%, pH 7,4, 37 °C, agitado con barras magnéticas delgadas, con
o sinanle138c a 50 uM. Se le afiadié DMSO a la muestra de control a la misma concentracion que la muestra problema.
La concentracion de DMSO era del 2% (v/v) y la solucién de reserva de anle138c era de 3 mM. La solucion del péptido
se centrifugd a 16 000g durante 15 minutos antes de los experimentos de DLD.

Mientras que el pico mas grande en la AB40 monomérica se correspondia con un radio hidrodinamico de
aproximadamente 1,5 nm y un pico de oligémero a aproximadamente 30 nm (panel superior), el estado de agregacion
de AB40 en presencia de anle138c (panel central) mostré un pico de oligémero en torno a 20 nm ademas del pico de
monomero. El panel inferior muestra la distribucion segun el tamafio del estado de la AB40 en fibrillas amiloides,
medido después de centrifugar la muestra. La agregacion de AB40 se analizd6 mediante dispersion de luz dinamica.
Las mediciones de DLD se realizaron por duplicado a 25 °C, en un instrumento DynaPro Titan (Wyatt Technology
Corp., CA), con un laser de 827,08 nm. El angulo de dispersion era de 90°. La medicion de DLD consistié en 20
adquisiciones de 10 s de duracion. El indice refractivo (IR) de la solucion se establecié en 1,333 a 589 nmy 20 °C, y
el IR a la longitud de onda estudiada se obtuvo mediante la ecuacién de Cauchy, con un coeficiente de 3 119 nm?. La
viscosidad era de 1,019 cp a 20 °C y las variaciones dependientes de la temperatura se calcularon mediante un modelo
acuoso. La distribucion segun el tamafio se determind mediante un método de regularizacion constrefido.

Estos hallazgos experimentales tal y como se muestran en la figura 17 indican que anle138c inhibe la formacion de
grandes oligémeros de AB40, lo que indica que el anle138c y los compuestos relacionados también pueden interferir
con la agregacion de AB, lo que se puede utilizar con propésitos terapéuticos y diagnosticos en enfermedades tales
como la enfermedad de Alzheimer que se caracterizan desde el punto de vista neuropatolégico por depdsitos de AR
agregados.

Una realizacion alternativa de los compuestos de la presente descripcion se resume en los siguientes puntos. Estos
compuestos se pueden utilizar de una manera idéntica a los compuestos de la invencién mencionados mas arriba.

1. Un compuesto representado por la formula (1)

—~

en donde

X, Y y L se seleccionan de manera independiente y no direccional de -C(R11)(R12)-, -C(R13)=, -N(R14)-, -N=,
N*(R17)=, -O-y -S-;

My Z se seleccionan de manera independiente y no direccional de
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~G(R15)- ~C=,
|

~N*(R18)~ Y -N-;
! |

- - - - representa un doble enlace optativo;

R1 a R15 o R17 o R18 se seleccionan independientemente de hidrogeno, halo, ciano, hidroxi, nitro, amino, azido,
sulfonilo, tio, fosfonilo, carboxi, carbonilamido, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, acilo, aciloxi, acilamino, un grupo

5 carbociclico, carboxiclooxi, carbocicloalquilo, carbocicloalquenilo, arilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, ariloxi,
arilalcoxi, un grupo heterociclico, heterociclooxi, heterocicloalquilo, un grupo heteroarilo, heteroariloxi, heteroalrilalquilo,
heteroarilalquenilo y heteroarilalcoxi, o dos grupos adyacentes pueden estar unidos para formar un grupo de puente
que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, en donde uno o dos atomos de carbono pueden estar remplazado por -O-, -S-
0 -N(R')-, en donde R' se selecciona de H y alquilo(C14); cada uno de los cuales esta sustituido optativamente;

10 asi como un profarmaco, éster, solvato o sal del mismo;

siempre y cuando el compuesto no sea uno de los siguientes compuestos (a), (b) o (c)

HN—N HN-—N

/ \ OH /Z \ (?H

2. El compuesto de acuerdo con el punto 1, en donde el anillo A se selecciona de manera direccional de las siguientes
15 estructuras:

/RIZ R]]\ /RI2

N T \\ A
s ’\)‘ ~Z ‘——\’ N-//\*
F!US :U“

p pe—

/ f*\\

O O

N

}l{13 RH

3. El compuesto de acuerdo con el punto 1 0 2, en donde R7 es halo, ciano, hidroxi, nitro, azido, alcoxi, tio, alquiltio,
amino, haloalcoxi, alquilo o haloalquilo.

4. El compuesto de acuerdo con cualquiera de los elementos 1 a 3, en donde R2 y R3 cada uno se selecciona
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independientemente de hidroxi y alcoxi(C+s); 0 R2 y R3 juntos forman una estructura -O-(CH;),-O-, en donde n es de
1 a 3, preferiblemente n es 1.

5. Un compuesto representado por la formula (1)

/X—:Y R6
R M\A _ R7
| L |
R3O RS RIOT N RS
R4 RO 0

en donde

X, Y y L se seleccionan de manera independiente y no direccional de -C(R11)(R12)-, -C(R13)=, -N(R14)-, -N=, -
N*(R17)=, -O-y -S-;

My Z se seleccionan de manera independiente y no direccional de

~C(R15)-, —C=,
| I

~N*¥(R17)= y —-N-;
| I

- - - - representa un doble enlace optativo;

R1 a R15 o R17 o R18 se seleccionan independientemente de hidrogeno, halo, ciano, hidroxi, nitro, amino, azido,
sulfonilo, tio, fosfonilo, carboxi, carbonilamido, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, acilo, aciloxi, acilamino, un grupo
carbociclico, carboxiclooxi, carbocicloalquilo, carboxicloalquenilo, arilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, ariloxi,
arilalcoxi, un grupo heterociclico, heterociclooxi, heterocicloalquilo, un grupo heteroarilo, heteroariloxi, heteroarilalquilo,
heteroarilalquenilo y heteroarilalcoxi o dos grupos adyacentes pueden estar unidos para formar un grupo de puente
que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, en donde uno o dos atomos de carbono puede estar reemplazado por -O-, -S-,
o -N(R’)-,

en donde R' se selecciona de H y alquilo(C+.); cada uno de los cuales esta optativamente sustituido;
asi como un profarmaco, éster, solvato o sal del mismo;

para ser usado en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad relacionada con la agregacion de una proteina
y/o una enfermedad neurodegenerativa.

6. Uso de un compuesto representado por la formula (1) tal y como esta definido en el punto 5 para preparar una
composicion farmacéutica para tratar o prevenir una enfermedad relacionada con la agregacion de una proteina y/o
una enfermedad neurodegenerativa.

7. Un método para tratar o prevenir una enfermedad relacionada con la agregacion de una proteina y/o una
enfermedad neurodegenerativa que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto representado por la férmula (1), tal y como esta definido en el punto 5, que se aplica a un paciente que lo
necesita.

8. Un método de identificacion de un compuesto para inhibir la agregacién de una proteina implicada en una
enfermedad relacionada con la agregacion de una proteina y/o una enfermedad neurodegenerativa, que comprende
las etapas de:

poner en contacto una proteina monomeérica marcada y un agregado de dicha proteina marcado de manera diferente
en (1) presencia y/o (2) ausencia de un candidato a inhibidor de la agregacion que es un compuesto tal y como esta
definido en el punto 5;

determinar la cantidad de los marcadores colocalizados que representan la extension de la fijacion de la proteina
monomérica al agregado de dicha proteina; y

comparar el resultado obtenido en presencia y ausencia de dicho compuesto, en donde una disminucion de los
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marcadores colocalizados en presencia de dicho compuesto es indicativo de la capacidad del compuesto para inhibir
la agregacion de dicha proteina.

9. El método de acuerdo con el punto 8, en donde dichos marcadores son marcadores fluorescentes.

10. El método de acuerdo con el punto 8 0 9, en donde dichos marcadores estan unidos a un anticuerpo o a un
fragmento de un anticuerpo especificamente fijado a dicha proteina.

11. El método de acuerdo con el punto 10, en donde dicho anticuerpo o fragmento de un anticuerpo es capaz de
discriminar entre la proteina agregada y la proteina monomeérica.

12. El método acuerdo con de cualquiera de los puntos 8 a 11, en donde la cantidad de marcadores colocalizados se
determina con el uso del método de «cribado de dianas intensamente fluorescentes (SIFT)» o transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia (FRET) o toma de imagenes confocales de alta resolucion.

13. El método acuerdo con de cualquiera de los puntos 8 a 12, en donde dichas proteinas monomeéricas y agregadas
se seleccionan del grupo que consiste en proteina pridnica, proteina precursora del amiloide (PPA), a-sinucleina,
superoxido dismutasa, proteina 1, inmunoglobulina, amiloide A, transtirretina, microglobulina 2, cistatina C,
apolipoproteina A1, TDP-43, amilina, ANF, gelsolina, insulina, lisozima, fibrindgeno, huntingtina y ataxina, y otras
proteinas con un tramo de poli-Q, y fragmentos o derivados de dichas proteinas.

14. El método de acuerdo con el punto 13, en donde dicha proteina monomeérica es la proteina priénicay dicha proteina
agregada es la PrPSe.

15. El método de acuerdo con el punto 13, en donde dicha proteina monomeérica es la a-sinucleina y dicha proteina
agregada se selecciona del grupo que consiste en oligémeros o protofibrillas o fibrillas de la a-sinucleina.

16. Un método para seleccionar compuestos con eficacia in vivo para el tratamiento o la prevenciéon de una enfermedad
relacionada con la agregacion de una proteina y/o una enfermedad neurodegenerativa, que comprende:

(a) administrar un compuesto candidato tal y como esta definido en el punto 5 a un cultivo celular o a un animal no
humano que tiene la isoforma agregable de la proteina, tal y como esta definido en cualquiera de los puntos 13 a 15;

(b) cuantificar la cantidad de agregados observables; y

(c) identificar y seleccionar un compuesto que es capaz de reducir los agregados o la formacion de agregados de
dicha proteina o de incrementar el tiempo de supervivencia del cultivo celular o el animal no humano.

17. Uso de un compuesto tal y como esta definido en el punto 5 para inhibir la agregacion de una proteina in vitro, en
un animal o ex vivo.

18. Una composicion farmacéutica o de diagndstico que comprende un compuesto, tal y como esta definido en el
punto 5, y optativamente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

19. El compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 0 5 o el uso de acuerdo con el punto 6 o el método de
acuerdo con cualquiera de los puntos 7 a 16 o el uso de acuerdo con el punto 17 o la composicién de acuerdo con el
punto 18, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en:
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en donde cada R16 se selecciona independientemente de H y alquilo(C14); o dos grupos R16 adyacentes pueden
estar unidos para forma un grupo de puente que tiene de 1 a 3 atomos de carbono; asi como un profarmaco, éster,
solvato o sal del mismo.

20. El método de acuerdo con cualquiera de los puntos 16 0 19, o el uso de acuerdo con cualquiera de los puntos 17
0 19, la composicion de diagndstico de acuerdo con cualquiera de los puntos 18 o 19, en donde dicho compuesto esta
marcado de manera detectable.

21. El método de acuerdo con cualquiera de los puntos 16, 19 a 20, o el uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
17, 19 a 20, en donde dos o0 mas de dichos compuestos se utilizan simultaneamente.

22. El compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 5 o 19, en donde dicha enfermedad relacionada con la
agregacion de una proteina se caracteriza por la presencia de una forma agregada de al menos una proteina o un
fragmento o derivado del mismo, en donde la proteina se selecciona del grupo que consiste en proteina prionica,
proteina precursora del amiloide (PPA), a-sinucleina, superdxido dismutasa, proteina 1, inmunoglobulina, amiloide A,
transtirretina, microglobulina B2, cistatina C, apolipoproteina A1, TDP-43, amilina, ANF, gelsolina, insulina, lisozima,
fibrinbgeno, huntingtina y ataxina, y otras proteinas con un tramo de poli-Q.

23. El compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 5, 19 o 22, en donde dicha enfermedad se selecciona del
grupo que consiste en enfermedad de Alzheimer, enfermedad causada por los priones, enfermedad de Parkinson,
atrofia multisistémica, enfermedad difusa con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal, esclerosis lateral amiotrofica,
enfermedad de Huntington, ataxias espinocerebelosas y otras enfermedades por poli-Q, angiopatia amiloide cerebral
hereditaria, polineuropatia amiloidética familiar, amiloidosis sistémica primaria (amiloidosis AL), amiloidosis sistémica
reactiva (amiloidosis AA), diabetes de tipo 2, amiloidosis localizada por inyeccidn, amiloidosis de la microglobulina 82,
amiloidosis no neuropatica hereditaria y amiloidosis sistémica hereditaria finlandesa.

24. El compuesto de acuerdo con el punto 23, en donde dicha enfermedad causada por los priones se selecciona de
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la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enfermedad genética humana
causada por los priones, encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y tembladera de las ovejas.

25. Un kit que comprende el compuesto tal y como esta definido en cualquiera de los puntos 5y 18 a 24 y, ademas,
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo especificamente fijado a dicho compuesto; y/o proteina monomérica o
agregada tal y como esta definido en los puntos 13 a 15; y/o proteina monomeérica o agregada tal y como esta definido
en los puntos 13 a 15 optativamente formando complejo con dicho compuesto; e instrucciones para el uso, en uno o
varios envases.

El término «halo», tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un atomo de halégeno seleccionado de
fldor, cloro, bromo y yodo, preferiblemente bromo.

El término «carboxi», tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere al grupo -COOH.

El término «alquilo» y «alg» se refiere a un radical de alcano (hidrocarburo) de cadena lineal o ramificada que contiene
de 1 a 12 atomos de carbono, preferiblemente de 1 a 6 atomos de carbono, mas preferiblemente de 1 a 4 atomos de
carbono. Tales grupos de ejemplo incluyen, pero sin limitarse a ellos, metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, -butilo,
isobutilo, pentilo, hexilo, isohexilo, heptilo.

El término «alquenilo» se refiere a un radical de hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que contiene de 2 a 12
atomos de carbono, preferiblemente de 2 a 6 atomos de carbono y al menos un doble enlace de carbono a carbono.
Tales grupos de ejemplo incluyen etenilo o alilo.

El término «alquinilo» se refiere a un radical de hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que contiene de 2 a 12
atomos de carbono, preferiblemente de 2 a 6 atomos de carbono, y al menos un triple enlace de carbono a carbono.
Tales grupos de ejemplo incluyen etinilo.

El término «alcoxi» se refiere a un grupo alquilo tal y como esta descrito mas arriba unido a través de un enlace de
oxigeno (-O-).

Un «grupo acilo» de acuerdo con la presente invencion es un grupo funcional en el que un alquilo, arilo, heterociclo o
heteroarilo esta unido a un grupo carbonilo. Los ejemplos de grupos acilo son grupo formilo; grupo alquil(C1.s)-carbonilo,
tal como grupo acetilo, grupo propionilo, grupo butirilo y grupo pivaloilo; grupo alquenil(C;.¢)-carbonilo tal como grupo
etenoilo, grupo propenoilo y grupo butenoilo; grupo aroilo, tal como grupo benzoilo, y similares, preferiblemente grupo
acetilo.

El término «aciloxi», tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un grupo acilo que esta unido a -O-. De
igual forma, «acilamino» es un grupo acilo que esta unido a -N(R")-, en donde R" es H o alquilo(C1.s).

El término «grupo carbociclico» se refiere a un grupo de hidrocarburo ciclico totalmente saturado que contiene de 1 a
4 anillos, preferiblemente 1 anillo, y de 3 a 8 carbonos por anillo. Tales grupos de ejemplo incluyen ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, etc.

El término «carbociclooxi» se refiere a un grupo carbociclico tal y como esta descrito mas arriba unido a través de un
enlace de oxigeno (-O-).

El término «carbocicloalquilo» se refiere a un grupo alquilo sustituido con un grupo carbociclico, en donde el carbociclo
y el alquilo son tal y como estan esbozados mas arriba.

El término «carbocicloalquenilo» se refiere a un grupo alquenilo sustituido con un grupo carbociclico, en donde el
grupo carbociclico y el alquenilo estan definidos tal y como esta esbozado mas arriba.

El término «arilo» se refiere a grupos de hidrocarburo aromatico ciclicos que tienen de 6 a 20, preferiblemente 6 a 10,
atomos de carbono en el esqueleto, y tienen de 1 a 3 anillos aromaticos, sobre todo grupos monociclicos o biciclicos,
tales como fenilo, bifenilo o naftilo. Cuando contienen dos o mas anillos aromaticos (biciclicos, etc.), los anillos
aromaticos del grupo arilo pueden estar unidos por un solo punto (p. €j., bifenilo) o pueden estar fusionados (p. €j.,
naftilo, fenantrenilo y similares).

El término «arilalquilo» se refiere a un grupo alquilo sustituido con un grupo arilo, en donde el arilo y el alquilo estan
definidos tal y como esta esbozado mas arriba.

El término «arilalquenilo» se refiere a un grupo alquenilo sustituido con un grupo arilo, en donde el arilo y el alquenilo
estan definidos tal y como esta esbozado mas arriba.

El término «arilalquinilo» se refiere a un grupo alquinilo sustituido con un grupo arilo, en donde el arilo y el alquinilo
estan definidos tal y como esta esbozado mas arriba.

El término «ariloxi» se refiere a un grupo arilo tal y como esta descrito mas arriba unido a través de un enlace de
oxigeno (-O-), por ejemplo, grupo fenoxi, grupo antriloxi, grupo bifeniloxi y similares, preferiblemente un grupo fenoxi.
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El término «arilalcoxi» se refiere a un grupo alcoxi sustituido con un grupo arilo, en donde el arilo y el alcoxi estan
definidos tal y como esta esbozado mas arriba.

El término «grupo heterociclico» se refiere a los grupos ciclicos totalmente saturados, o parcial o totalmente
insaturados (por ejemplo, sistemas de anillos monociclicos con 3 a 7 miembros, biciclicos con 7 a 11 miembros, o
triciclicos con 10 a 16 miembros) que tienen al menos un heteroatomo en al menos un anillo que contiene atomos de
carbono. Cada anillo del grupo heterociclico que contiene un heteroatomo puede tener 1, 2, 3 o 4 heteroatomos
seleccionados de atomos de nitrégeno, atomos de oxigeno y/o atomos de azufre, en donde los heteroatomos de
nitrégeno y azufre pueden estar optativamente oxidados y los heteroatomos de nitrégeno pueden estar optativamente
cuaternizados (el término «heteroarilio» se refiere a un grupo heteroarilo que lleva un atomo de nitrégeno cuaternario
y asi una carga positiva). El grupo heterociclico puede estar unido al resto de la molécula en cualquier heteroatomo o
atomo de carbono del anillo o del sistema de anillos. Los grupos heterociclicos monociclicos de ejemplo incluyen éxido
de etileno, azetidinilo, pirrolidinilo, pirrolilo, pirazolilo, oxetanilo, pirazolinilo, imidazolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo,
oxazolilo, oxazolidinilo, isoxazolinilo, isoxazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, tiazolidinilo, isotiazolilo, isotiazolidinilo, furilo,
tetrahidrofurilo, tienilo, oxadiazolilo, piperidinilo, piperazinilo, 2-oxopiperazinilo, 2-oxopiperidinilo, 2-oxopirrolidinilo, 2-
oxoazepinilo, azepinilo, hexahidrodiazepinilo, 4-piperidonilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, triazinilo,
triazolilo, tetrazolilo, tetrahidropiranilo, morfolinilo, tiamorfolinilo, sulféxido de tiamorfolinilo, tiamoilfolinilsulfona, 1,3-
dioxolano y tetrahidro-1,1-dioxotienilo y similares. Los grupos heterociclicos biciclicos de ejemplo incluyen indolilo,
isoindolilo, benzotiazolilo, benzodioxolilo, benzoxazolilo, benzoxadiazolilo, benzotienilo, quinuclidinilo, quinolinilo,
tetrahiroisoquinolinilo, isoquinolinilo, bencimidazolilo, benzopiranilo, indolizinilo, benzofurilo, benzofurazanilo,
cromonilo, cumarinilo, benzopiranilo, cinolinilo, quinoxalinilo, indazolilo, pirrolopiridilo, furopiridinilo (tal como furo[2,3-
clpiridinilo,  furo[3,2-b]piridinilo o  furo[2,3-b]piridinilo),  dihidrobenzodioxinilo,  dihidrodioxidobenzotiofenilo,
dihidroisoindolilo, dihidroindolilo, dihidroquinolinilo, dihidroquinazolinilo (tal como 3,4-dihidro-4-oxoquinazolinilo),
triazinilazepinilo, tetrahidroquinolinilo y similares. Los grupos heterociclicos triciclicos de ejemplo incluyen carbazolilo,
benzidolilo, fenantrolinilo, dibenzofuranilo, acridinilo, fenantridinilo, xantenilo y similares.

El término «heterociclooxi» se refiere a un grupo heterociclico tal y como esta descrito mas arriba unido a través de
un enlace de oxigeno (-O-).

El término «heterocicloalquilo» se refiere a un grupo alquilo sustituido con un grupo heterociclico, en donde el
heterociclo y el alquilo estan definidos tal y como esta esbozado mas arriba.

El término «heteroarilo», tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un anillo aromatico de 5 a 6 miembros
que puede contener, como heteroatomos, oxigeno, azufre y/o nitrégeno, y al cual se puede fusionar un anillo aromatico
mas. Los ejemplos no limitantes y sin limitacién de grupos heteroarilo son benzofuranilo, furilo, tienilo, benzotienilo,
tiazolilo, imidazolilo, oxazolilo, oxadiazolilo, tiadiazolilo, benzotiazolilo, triazolilo, tetrazolilo, isoxazolilo, isotiazolilo,
pirrolilo, piranilo, tetrahidropiranilo, pirazolilo, piridilo, quinolinilo, isoquinolinilo, purinilo, carbazolilo, benzoxazolilo.
benzamidazolilo, indolilo, isoindolilo, pirazinilo, diazinilo, pirazina, triaziniltriazina, tetrazinilo, tetrazolilo, benzotiofenilo,
benzopiridilo y bencimidazolilo.

El término «heteroariloxi» se refiere a un grupo heteroarilo tal y como esta descrito mas arriba unido a través de un
enlace de oxigeno (-O-).

Los términos «heteroarilalquilo», «heteroarilalquenilo» y «heteroarilalquinilo» se refieren a grupos en los que un grupo
alquilo, alquenilo o alquinilo esta sustituido con un grupo heteroarilo, en donde el heteroarilo y el alquilo, alquenilo y
alquinilo estan definidos tal y como se esboz6 mas arriba.

El término «heteroarilalcoxi» se refiere a un grupo alcoxi con un grupo heteroarilo, en donde el heteroarilo y el alcoxi
estan definidos tal y como se esbozé mas arriba.

«Sustituido», tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un grupo sustituido con uno o mas sustituyentes,
preferiblemente de 1 a 4 sustituyentes, en cualquier punto de unién disponible. Los sustituyentes de ejemplo incluyen,
pero sin limitarse a ellos, uno o varios de los grupos siguientes: alquilo, alcoxi, halo, hidroxi, carboxi (a saber, -COOH),
alcoxicarbonilo, alquilcarboniloxi, amino (a saber, -NH), tiol y nitro.

En una realizacion alternativa preferida, R1 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, mas
preferiblemente hidrégeno.

En una realizacion alternativa preferida, R2 se selecciona del grupo que consiste en hidroxi y alcoxi.
En una realizacion alternativa preferida, R3 se selecciona del grupo que consiste en hidroxi y alcoxi.

En ofra realizacion alternativa preferida, R2 y R3 estan enlazados entre si y forman una estructura -O(CH2),0O-, en
donde n es de 1 a 3, preferiblemente n es 1.

En una realizacion alternativa preferida, R4 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, hidroxi y alcoxi, mas
preferiblemente hidrégeno.
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En una realizacion alternativa preferida, R5 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, mas
preferiblemente hidrogeno.

En una realizacién alternativa preferida, R6 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, mas
preferiblemente hidrogeno.

En una realizacion alternativa preferida, R7 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, ciano, nitro,
hidroxi y alcoxi, mas preferiblemente R7 es hidrégeno, halo, hidroxi o alcoxi, incluso mas preferiblemente R7 es halo.

En una realizacion alternativa preferida, R8 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, hidroxi y alcoxi.
En una realizacion alternativa preferida, R9 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, hidroxi y alcoxi.

En una realizacién alternativa preferida, R10 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno y alquilo, mas
preferiblemente hidrogeno.

En una realizacion alternativa preferida, R11 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo.
En una realizacion alternativa preferida, R12 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo.
En una realizacion alternativa preferida, R13 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo.
En una realizacion alternativa preferida, R14 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo.
En una realizacion alternativa preferida, R15 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo.

En otra realizacion alternativa preferida del compuesto de la invencién, R7 es halo, ciano, hidroxilo o nitro, azido, alcoxi,
tio, alquiltio, amino, haloalcoxi, alquilo o haloalquilo.

En una realizacién alternativa preferida, R7 es halo, ciano, hidroxilo o nitro, mas preferiblemente halo.

En otra realizacion alternativa preferida, R2 y R3 se seleccionan cada uno independientemente de hidroxi y alcoxi(C1.
6); 0 R2 y R3 juntos forman una estructura -O-(CH),-O-, en donde n es de 1 a 3, preferiblemente n es 1.

En una realizacion alternativa preferida, el compuesto se selecciona del grupo que consiste en
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en donde cada R16 se selecciona independientemente de H y alquilo(C+4); o dos grupos R16 adyacentes pueden

estar enlazados para formar un grupo de puente que tiene de 1 a 3 atomos de carbono; asi como profarmacos, ésteres,
solvatos o sales de los mismos.

En una realizacion alternativa mas preferida, el compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

OH

N”O
/
” N Y OH

Ho/\/

3-(4-Hidroxifenil)-5-(3,4-dihidroxifenil)isoxazol

3,5-Bis(3,4-dimetoxifenil)pirazol

5-(3-Fluorofenil)-3-(3,4-metilendioxifenil)pirazol

N-NH
HO [y O
HO F

3-(3,4-Dihidroxifenil)-5-(3-fluorofenil)pirazol
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Hidrobromuro de 2,4-bis(3,4-dihidroxifenil)imidazol
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N-NH
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MeO” OMe
3-(3,4-Dimetoxifenil)-5-(3,4,5-trimetoxifenil)pirazol
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Hidrobromuro de 5-(3,5-dibromofenil)-3-(3,4,5-trihidroxifenil)pirazol
OH N~ N; —
2~ )
Yy
= Br
5-(3-Bromofenil)-3-(2-hidroxifenil)pirazol (10353_F11)
Los compuestos de la realizacion alternativa se pueden marcar de manera detectable.
10
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la formula (E):

R\ Hal

e -3
(E)
en donde:
R se selecciona de hidrégeno; alquilo(C+.); y -alquileno(C+.4)-halégeno; y
Hal se selecciona de F, Cl, Bre ;
RA% es H o alquilo(C14); ¥
RA10 es H o alquilo(C1-4);

0 un solvato o sal de estos compuestos.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el compuesto es:

H\ Hal

en donde Hal es Cl o Br;
0 un solvato o sal de estos compuestos.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el compuesto esta marcado de manera detectable,
en donde el marcador detectable se selecciona de '8F, ''C, 1291, 31|, 77Br y 76Br.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el marcador detectable se selecciona de '8F y ''C.

5. Una composicién farmacéutica o diagnostica que comprende un compuesto segun esta definido en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4 o un solvato o sal del mismo, y optativamente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un solvato o sal del mismo, para ser usado
en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad relacionada con la agregacion de una proteina y/o una
enfermedad neurodegenerativa.

7. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la enfermedad relacionada con la agregacion de una
proteina se caracteriza por la presencia de una forma agregada de al menos una proteina o un fragmento o derivado
de la misma, en donde la proteina se selecciona del grupo que consiste en proteina prionica, proteina precursora del
amiloide (PPA), o-sinucleina, superdxido dismutasa, proteina T, inmunoglobulina, amiloide A, transtirretina,
microglobulina B2, cistatina C, apolipoproteina A1, TDP-43, amilina, ANF, gelsolina, insulina, lisozima, fibrindgeno,
huntingtina y ataxina, y otras proteinas con un tramo de poli-Q.

8. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de Parkinson, enfermedad causada por los priones, enfermedad de Alzheimer, atrofia multisistémica,
enfermedad difusa con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de
Huntington, ataxias espinocerebelosas y otras enfermedades por poli-Q, angiopatia amiloide cerebral hereditaria,
polineuropatia amiloidética familiar, amiloidosis sistémica primaria (amiloidosis AL), amiloidosis sistémica reactiva
(amiloidosis AA), diabetes de tipo 2, amiloidosis localizada por inyeccién, amiloidosis de la microglobulina (2,
amiloidosis no neuropatica hereditaria y amiloidosis sistémica hereditaria finlandesa.

9. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la enfermedad causada por los priones se selecciona
de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enfermedad genética humana
causada por priones, encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y tembladera de las ovejas.

10. Uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un solvato o sal del mismo, para
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la preparacion de una composicion farmacéutica para tratar o prevenir una enfermedad relacionada con la agregacion
de una proteina y/o una enfermedad neurodegenerativa.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la enfermedad relacionada con la agregacion de una proteina
se caracteriza por la presencia de una forma agregada de al menos una proteina o un fragmento o derivado de la
misma, en donde la proteina se selecciona del grupo que consiste en proteina pridnica, proteina precursora del
amiloide (PPA), o-sinucleina, superdxido dismutasa, proteina T, inmunoglobulina, amiloide A, transtirretina,
microglobulina B2, cistatina C, apolipoproteina A1, TDP-43, amilina, ANF, gelsolina, insulina, lisozima, fibrindgeno,
huntingtina y ataxina, y otras proteinas con un tramo de poli-Q.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de Parkinson, enfermedad causada por los priones, enfermedad de Alzheimer, atrofia multisistémica,
enfermedad difusa con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de
Huntington, ataxias espinocerebelosas y otras enfermedades por poli-Q, angiopatia amiloide cerebral hereditaria,
polineuropatia amiloidética familiar, amiloidosis sistémica primaria (amiloidosis AL), amiloidosis sistémica reactiva
(amiloidosis AA), diabetes de tipo 2, amiloidosis localizada por inyeccién, amiloidosis de microglobulina 2, amiloidosis
no neuropatica hereditaria y amiloidosis sistémica hereditaria finlandesa.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la enfermedad causada por los priones se selecciona de
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enfermedad genética humana
causada por priones, encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y tembladera de las ovejas.

14. Uso de un compuesto tal y como esta definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o un solvato o sal del
mismo, para inhibir la agregacién de una proteina in vitro o ex vivo.

15. Un kit que comprende el compuesto tal y como esta definido en la reivindicacién 3 o 4 o un solvato o sal del mismo,
y, ademas, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se fija especificamente al compuesto; y/o una proteina
monomérica o agregada tal y como esta definido en la reivindicacion 11; y/o una proteina monomérica o agregada tal
y como esta definido en la reivindicacion 11 que forma optativamente un complejo con el compuesto; e instrucciones
de uso, en uno o varios envases.

16. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 3 o 4, o un solvato o sal del mismo, para ser usado en un método
de toma de imagenes de los depdsitos de la proteina agregada, en donde el método comprende las etapas de:

(i) introducir una cantidad detectable de una composicién que comprende un compuesto marcado de manera
detectable tal y como esta definido en la reivindicacion 3 o 4, o un solvato o sal del mismo, en un sujeto, en
donde el marcador detectable se selecciona de '8F, ''C, 125, 123], 131 77Br y 76Br;

(i) dejar el tiempo suficiente para que el compuesto se asocie a la proteina agregada; y
(iii) detectar el compuesto asociado a la proteina agregada.

17. El compuesto para ser usado de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde el marcador detectable se selecciona
de "®F y 'C.

18. Un kit para preparar un compuesto marcado de manera detectable tal y como esta definido en la reivindicacion 3
0 4 o0 un solvato o sal del mismo, en donde el kit comprende al menos dos compuestos precursores que, tras la
reaccion, forman el compuesto tal y como esta definido en la reivindicacion 3 o 4 o un solvato o sal del mismo, en
donde R comprende un marcador detectable seleccionado de '8F, 1'C, 129], 123 131] 77Bry 76B.

19. El kit de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el marcador detectable se selecciona de '8F y "'C.
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DPP_1 DPP_2 DPP_3 DPP_4 DPP_5
30142_H04 30131_c10 10353_F11 30142_co8 30132_A07

Tamafio del simbolo ~# miembros de la aglomeracién

3,5-Difenilpirazol (DPP)

n D P_SIFT <50 % P_CC <50%
"f p O i? P_SIFT>=50% ’ P_CC>=50%

O P_CC: Proporcién de activos en cultivo celular (tp3_reduktion == 1)

P_SIFT: Proporcion de activod por SIFT (tp1_sift > 0,25)

Figura 1
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A)

B)

substance id: 30142 ' HO4
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subsinn:egid 30136_805

tp3_redukfion: 1.0 tp1_sift: 0.
tg3 ] redukhangmue a5 g:g :gggm ;ge 0a
tpd_sena: BNy

substance id: 30131_A02 substance_id: 30143_D02

tp1_sifc <0341 tpl_sift -0.585

tp3 redumon 40 13 reduktion: 0.0

tp3_scn2a: 0.0 tp3 scn2a: 0.0
DPP 2

substance id: 30131_C10 swbstsn»"e id: 38139  HC4
-7509

tpt_sift: 0049 tp1_sift
!p3 recfumon 1.0 tp3_reduktion: 1.0
3 redux’oon mue: 1.0 tp3_ redtziman mue: 1.0
©3_ser2a: 0.5 3 scn2a: 1
Figura 2

52



ES 2714453 T3

substance_id: 3&14‘1 ' E08 whs?aﬂce id: 30139_EC2
tpl_sift: 5304 tp1_sift: 0.U6T

tp3 reduktion: 1.0 3 redukttaa 1.0

13 reduktion mue: 1.0 tn3"; xedukmn mue: 0.5
tp3_scn2a: 0.5 tp3 scn2a: 1.0

)

substance id: 10 3

tp_sift 1039 353 F11 ﬁbsxc.s‘éd 30134_F02
tp1 sg!;_ 'ﬁzdgt%og -1.G tg3 reduktion: 1.0

%g .;dska?,g mue: 1.0 tp3_reduktion mue: 0.5
tp3 sen2a: 1.0 tp3 sen2a: 05

substance id: 10353_307 Substance.g%d 10353_CC&

tp3_redukfion: 6.0 tp1_sift
tp3_reduktion: 0.0

Figura 2 continuacion
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substance_id: 30135_G10 substance_id: 30131_AD8
igg feﬁuﬁm 1¢ e ]

p3 redutktwn 1.0
tp3_reduktion _mue: 05 tp3_reduktion mue: 0.0
tp3_senda: 0.0 tp3_sen2a: 0.0

substance_id: 10353_H11 substance_id: 30140_A08
tpl_sift: 0.76 tpl_sift -0.324

"tp3_reduktion: 0.0 tp3 reduktion: 0.0
P p3_ser2a: 0.0

Figura 2 continuacion
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b)

DPP_4

substance_id: 36139_B02
tp1_sift 0.071

3 Jeduktxon 1.0

tp3_ redumm mue: 0.5
tp3 sen2a 1.0

subs’fance 1_}15 10353 508

tp1_sift
ip3 reduimcm 1.0
tp3 reduktion_mue: 1.0

tp3_scn2a: 1.0

substance_id: 10353 F03

tpt_sift: 1.303
tp1_sift_vaidation: -1.0
tp3”reduktion: 1.0
tp3_redukrion_mue: 0.0

Figura 2 continuacion
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subs’fance id: 10354_H03 substance_id: 30737_AC3
tpi_sift: -(0G3 tpi_sift £ 753

tp3_ reduktion: 1.3 to3_reduktion: 1.0

03 reduktion mue: 1.0 tp3”reduktion _mue: 1.0
tpI sen2a: 1.0 tp3_sen2a: 0.5

substance_id: 30142_C08
tpi_sift 0349

ip3 reduktion: 1.0
tp3_reduktion_mue: 0.0
ip3_scnZa 1.0

Figura 2 continuacion
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E)

DPP_5

substance_id: 30122_AQ7
tpi_sift: 0.718
tp3_reduktion: 1.0
tp3_reduktion_mue: 0.5
ip3 sen2a: 05

substance_id: 10353 _C11
tp1_s#: G717
tpd_reduktion: 1.0
tp3_reduktion_mue: 1.0
tp3_sen2a: 0.0

substance_id: 33134_F11
tpl_sift -0.107
1p3_reduktion: 1.0
tp3_redukton_mue: 0.0
tp3_sen2a: 0.5

Figura 2 continuacion
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substance_id: 30133_D04 substance_id: 30138_F05
tp1_sift: 0.273 tpl_sift -0154
tp3_reduktion: 1.0 tp3_reduktion: 1.9
tp3_reduktion_mue: 1.0 tp3_reduktion mue: 1.0
tp3_scnZa: 05 tp3_senZa: 1.0

substance_id: 30135_B07

tpl_sift: 0.4

tp3_reduktion: 1.0

tp3_redukton_mue: 0.0

tp3_scnla: 1.0

Sin clasificar

substance_id: 30165_G11
tp3_redukfion: 1.0

substaroe_id: 30142 007
et _sifr -C.034

w23 _redukton: 0.0
2¥_serla 0.3

Figura 2 continuacion
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3

W
b= ot

susstamce ju: 30741_A07  Substanca id: 20932_@1)  sudstance jo: 30283_EJ3

tol_si% -0.183 tpl_sift 0143 tot_sife -2.817
103_recustion: D.C tp3_recuktior: 2.0
to3 _serfa: O.C tp3_scnZa: 2.0

Figura 2 continuacion
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Figura 3
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N-0 OMe
|
MeO

sery103
CgH17NO,
M. Molec.: 311,33

—

N-N i
MeOw

MeO sery115

C1gH19FN,O5
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O
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<OI>/L N ¢
o .
sery129
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O HBr
MeQ OMe HO
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|\;—-NH HN N
MeO O % Q OMe @/(\N OMe
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sery149
C1gH2oN,0y4
M. Molec.: 340,37
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Ci7H16N205
M. Molec.: 296,32

N-O
HO |

3

HO
sery117
C15H1oFNO3
M. Molec.: 271,24
MeO l
MeO
sery132
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4
x
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o

I
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!
OH

o

sery139
C14H11BrN2O5
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OMe
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Figura 3 continuacion
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N-NH OMe
MeOOMe OMe
MeO MeO

sery153
C2qH2oN505
M. Molec.: 382,41
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sery156
C1gH1gN20;
M. Molec.: 310,35

sery158b

M. Molec.: 366,16

F OH
N-NH HN OMe HBr HN—
MeO O o/ O OID/‘{'}\Q\OME HOUL\N OH
MeC’ O HO
sery161 sery165 sery166a
Cq7H15FN;O, C1gH1gN204 C1sH3BrN,O,4
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N-NH «NH N-C,
<O | D/LN/H )
o] < <
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CigH12Nz05 C1eH12N20; Ci5H1oN204

M. Molec.: 264,28 M. Molec.: 280,28 M. Molec.: 266,25

o)
HN HBr HN N-NH
A D] A ,
S oINS S WIS Iy
o Br

HO

anle131b
CigH12N20;
M. Molec.: 264,28
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C15H13BrNO,
M. Molec.: 333,18

anle134
C1H41BrN,0,
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N-NH N- NH
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Figura 3 continuacién
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HBr N-NH

HO I Ly
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Figura 3 continuacion
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Figura 3 continuacion
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N—NH c N—NH Br N—NH Br
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Figura 3 continuacion

65



ES 2714453 T3

cl ’;’*NH Br NeH .
SOOI At
oH OMe
sery260b
C15H1pBrCIN,O sery261a

C78H5gBrsClFN1o0s5
M. Molec.: 1625,89

N—NH al T—NH Oie
cl OMe

M. Molec.: 349,61

sery269b sery301
C13H13C'N20 C16H13C|N20
M. Molec.: 284,74 M. Molec.: 284,74
V_NH MeO '}l“NH
O O 7 O
Ci NO2 e OH
sery278b sery279b
C15H100|N302 C17H16N203
M. Molec.:298,71 M. Molec.: 296,32
I’;I—NH OMe MeO ?;i—NH
o3 00
Ct MeO HO
sery289 - sery290b
C1H13CIN,O Ca7H1gN205
M. Molec.: 284,74 M. Molec.: 286,32
N—NH Br N—NH NO,
o} O
SO atEResaa®
o OH
sery300a sery302¢
C1gH13BrN,O4 C1gH11N30,
M. Molec.: 361,19 M. Molec.: 308,28

Figura 3 continuacion
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Figura 7
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