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COMPUESTOS PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

CAMPO DE LA INVENCION
La invencidon se encuadra dentro del campo de las enfermedades
neurodegenerativas, mas concretamente, en el desarrollo de nuevas terapias para estas

enfermedades.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la muerte de neuronas
en diferentes regiones del sistema nervioso y el consiguiente deterioro funcional de las
partes afectadas. Los ejemplos maés frecuentes y mejor conocidos de estas patologias
son las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson, aunque existen otras afecciones,
como la enfermedad de Huntington, el sindrome de Down, las ataxias, la esclerosis
lateral amiotrofica, etc, que también pertenecen al mismo grupo clinico. Las
enfermedades neurodegenerativas tienen un enorme impacto en las vidas de los
individuos afectados y sus familias, ast como en el conjunto de la sociedad.

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa, para
la que se carece de tratamiento, que se debe a la expansién de un tramo de poli-
glutaminas en el extremo N-terminal de la proteina huntingtina que pasa a ser de méas de
35-40 repeticiones en la proteina mutada (mHit). La patologia cursa con una muerte
neuronal progresiva en distintas 4reas del cerebro, que se manifiesta con mas virulencia
en las neuronas espinosas de medio tamafio del cuerpo estriado y que determina la
aparicion de la descoordinacion motora y los cldsicos movimientos tipo “corea”. El
mecanismo de accion de mHtt se ha tratado de explicar tanto por ganancia de funcién
como por pérdida de la misma, en comparacion con la proteina salvaje e implica la
adquisicion o la pérdida de competencia para interaccionar con diversas proteinas en
distintos compartimentos celulares.

La amantadina es un compuesto bloqueante de los receptores de glutamate de N-
metil-D-aspartato (NMDA) que es capaz de disminuir los sintomas de la corea tras la
administracion de dosis orales de 400 mg/dia (Verhagen Metman et al. Neurology, 59,
694-699 (2002)) o de disminuir el grado de diskinesia tras la administracion de dosis de
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300 mg/dia {Lucetti et al., Neurology, 60: 1995-1997 (2003)). No obstante, la
administracién de amantadina a las dosis indicadas no permite una remisién completa
de los sintomas y un aumento de dichas dosis resultaria en efectos indeseados tales
COMO Psicosis.

W02006053067 describe el uso de una combinacién de amantidina y
tetrabenazina para el tratamiento de trastornos hipercinéticos y, en particular, de la
enfermedad de Huntington.

Jankovic et al. (Am. J. Psychiatry. , 1999, 156 :1279-81 describen el uso de
tetrabenazina (1,3,4,6,7,11b-hexahidro-9,10-dimetoxi-3-(2-metilpropil)-2H-
benzo(a)quinolizin-2-ona) como farmaco desde finales de los afios 50. Desarrollada
inicialmente como antipsicotico, la tetrabenazina se utiliza en la actualidad para el
tratamiento sintomatico de trastornos de movimiento hipercinéticos, tales como la
enfermedad de Huntington, el hemibalismo, la corea senil, tics, la discinesia tardia y el
sindrome de Tourette. El principal efecto farmacolégico de la tetrabenazina consiste en
reducir el suministro de monoaminas (por ejemplo dopamina, serotonina y
norepinefrina) en el sistema nervioso central mediante la inhibicién de la isoforma 2 del
transportador vesicular de monoamina humano (hVMAT2). El farmaco también
bloquea los receptores de la dopamina postsinapticos. La tetrabenazina es un farmaco
eficaz y seguro para el tratamiento de diversos trastornos de movimiento hipercinéticos
y, a diferencia de los agentes neurolépticos tipicos, no se ha demostrado que provoque
discinesia tardia. No obstante, la tetrabenazina si muestra una serie de efectos
secundarios relacionados con la dosis, incluyendo depresiones, parkinsonismo,
somnolencia, nerviosismo o ansiedad, insomnio y, en casos excepcionales, sindrome
neuroléptico maligno.

WO2007007105 describe el uso de 3,11b-cis-dihidrotetrabenazina para el
tratamiento de los sintomas de la enfermedad de Huntington.

A pesar de que en los tiltimos afios se han hecho grandes progresos en cuanto al
conocimiento de la etiologia, genética y fisiopatologia de las enfermedades
neurodegenerativas, las terapias existentes en la actualidad son de tipo paliativo. La
ausencia de firmacos que actien evitando o bien retrasando significativamente el

desarrollo de este tipo de enfermedades hace que se requieran nuevas terapias
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manera eficaz la progresién de la enfermedad.
Asi, existe una necesidad de compuestos capaces de evitar o refrasar el

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion, tras un extenso trabajo de investigacién,
han observado que una caida en la expresion de la proteina DREAM (también conocida
como KChIP3 o calsenilina) en cerebro precede a la aparicion de alteraciones
patologicas en las enfermedades de Huntington y Alzheimer y en el sindrome de Down.
Esto puede constituir un mecanismo endogeno de defensa ya que también se ha
observado que la ablacion genética del gen de DREAM en ratones con patologia de
Huntington retrasa la aparicion de los trastornos neuromotores y prolonga su
expectativa de vida.

Estas observaciones junto con diversos resultados adicionales, que se expondran
en detalle mas adelante, han llevado a los inventores a identificar a DREAM como una
posible diana terapéutica en enfermedades de tipo neurodegenerativo, apoyando una
linea de busqueda de farmacos con capacidad de inhibir la expresion y/o actividad de
DREAM en cerebro.

Asi mismo, los inventores también han encontrado que la Repaglinida, molécula
de la familia quimica de las “glinidas”, se une a DREAM in vitro bloqueando su
actividad y que la administracion crénica por via oral de Repaglinida retarda la
aparicién de trastornos neuromotores en ratones con enfermedad de Huntington.

Por tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con ¢l uso de un inhibidor de
DREAM para producir un medicamento para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas.

En otro aspecto, la invencidn se dirige un inhibidor de DREAM para su uso en
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

En ofro aspecto, la invencién se dirige a un método para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas en un paciente que comprende la administracién a
dicho paciente de un inhibidor de DREAM.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS _

Figura 1.- Descenso en los niveles de proteina DREAM en hipocampo (a ) y caudado
putamen y corteza cerebral (b) de ratones R6/2 presintomaticos (8 semanas de edad)
mostrado mediante western blot (a) o inmunohistoquimica (b) y un anticuerpo contra
DREAM.

Figura 2.- Ensayo de coordinacién motora en Rota-Rod en ratones salvajes (WTW),
R6/2 (RL), heterocigotos DREAM+/- (KW) y R6/2-DREAM+/- (KRL). El ensayo se
realizd a las 11 y a las 16 semanas de vida. El resultado muestra como la coordinacion
motora empeora en los ratones R6/2 entre 11 y 16 semanas y como en el background
deficiente de DREAM endégeno (DREAM +/-) el inicio en pérdida de coordinacion es
mas tardio y menos acentuado.

Figura 3.- Ensayo de coordinaciéon motora al caminar “Paw print” en ratones salvajes
(WT), R6/2 (RL), heterocigotos DREAM+/- (KW) y R6/2-DREAM+/- (KRL). El
ensayo se realizé a las 16 semanas de vida. El resultado muestra la alteracion fenotipica
de la anchura normal de zancada tanto en el tren anterior como en el posterior en los
ratones R6/2 y su normalizacion en los dobles transgénicos KRL.

Figura 4.- Andlisis de tiempo de supervivencia de ratones R6/2 (RL) y del cruce R6/2
con DREAM +/- (KRL). Los resultados muestran un aumento en la expectativa de vida
en Jos ratones con niveles menores de la proteina DREAM.

Figura 5.- Anilisis de tiempo de supervivencia de ratones hembras R6/1 y del cruce
R6/1 con ratones transgenicos sobreexpresando en neuronas un mutante
constitutivamente activo de DREAM (daDREAM) (Tgl1-R6/1 y Tg26-R6/1). Los
resultados obtenidos con ratones hembras muestran un acortamiento en la expectativa
de vida en los ratones con niveles mayores de la proteina DREAM activa.

Figura 6.- Ensayo del efecto toxico sobre coordinacion motora en Rota- Rod en ratones
salvajes, transgénicos DREAM sobrexpresando un dominante activo DREAM
(daDREAM) y homocigotos DREAM-/-. El ensayo se realizd 3 horas después de la
segunda, tercera y cuarta administarcion de 3-NPA (60 mglkg, ip). El resultado muestra
como la coordinacién motora empeora en los ratones que sobreexpresan DREAM
mientras que la misma dosis de 3-NPA no tiene efecto sobre locomocion en los ratones
deficientes del gen DREAM.
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Figura 7.- La expresion de DREAM esta reducida en cerebros con EA. a) Niveles
relativos de DREAM mRNA. en hipocampo de ratones J20, un modelo murino de EA.
b) Analisis por western blot mostrando el descenso en los niveles de proteina DREAM
en corteza frontal de pacientes con EA comparado con muestras de corteza frontal de
controles sanos.

Figura 8.-Aumento en los niveles de péptido amiloideAb1-40 en hipocampo de ratones
transgénicos sobreexpresando un mutante dominante activo de DREAM en cerebro
(lineas 11, 16 y 25). Los resultados demostran que la sobreexpresion de DREAM
mutado altera elprocesamiento del APP.

Figura 9.- Descenso en los niveles de proteina DREAM en hipocampo y corteza
cerebral de ratones DyrklA presintomaticos (8 semanas de edad).

Figura 10.- Anilisis de la interaccion in vitro de Repaglinida y DREAM. Las proteinas
recombinantes GST (lineas 1, 4-9), GST-DREAM (2, 10-15) y GST-Hipocalcina (3, 16-
21) se sometieron a cromatografia de afinidad ‘“en batch” para estudiar su unién a la
resina vacia (4, 10 y 16, respectivamentc), a resina acoplada a Repaglinida en ausencia
de calcio (5, 11, y 17) y a resina acoplada a Repaglinida en presencia de calcio (6, 12 y
18). Como moléculas controles negativos se emplearon el 4cido cindmico (7, 13 y 19),
el dcido acetilsalicilico (8, 14 y 20) y el 4cido trimetoxibenzéico (9, 15 y 21). La
proteina GST-Hipocalcina se empled como control positivo en estos experimentos. El
resultado muestra la unién especifica y calciodependiente de DREAM a Repaglinida
(lineas 11 y 12) y la escasa o nula interaccion con las moléculas usadas como control
negativo (lineas 13-15).

Figura 11.- Ensayo de coordinacién motora en Rota-Rod en ratones salvajes (W), R6/2
(RL), tratados con Repaglinida (4ug/ml) o vehiculo (DMSQ) por via oral desde su 5
semana de vida y testados en los tiempos indicados. El resultado muestra cémo la
coordinacién motora empeora en los ratones R6/2 entre las semanas 10 y 17 y c6mo el
tratamiento con Repaglinida retrasa el inicio en la pérdida de coordinacién de la semana
10 a la semana 17. Todos los ratones utilizados son hembras. ***, p<0,01 WT DMSO
vs R6/2 DMSO; ##, p<0,05 R6/2 DMSO vs R6/2 RP; ###: p<0,01 R6/2 DMSO vs R6/2
RP.

Figure 12.- Determinacion del tamafio del cuerpo estriado en ratones R6/2 v efecto del

tratamiento de Repaglinda. Se analizo mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
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el volumen del cuerpo estriado en ratones salvajes (W) y en ratones R6/2 (RL) a los que
se les habia administrado Repaglinida (4 pug/ml) o vehiculo (DMSO) en el agua de
bebida desde la quinta semana de vida postnatal. Se llevé a cabo la visualizacién
mediante resonancia magnética en ratones de 14 semanas en el centro de Resonancia
Magnética de la Universidad Complutense de Madrid (Madrid, Espafia) usando un
Biospec 47/40 (Bruker, Eitlingen, Alemania) funcionando a 4.7T equipado con un set
de gradiente de 12 cm y usando un esprial de radio frecuencia de 4 cm. Se adquirieron
imagenes spin-echo 3D ponderadas T; se usando una secuencia de fast spin-echo
sequence. Los resultados (Fig. 12) muestran una reduccion significaticva del volumen
estriatal (unidades arbitrarias de densidad Optica) en los ratons R6/2 que recibieron el
vehiculo en comparacién con los ratones controles de tipo salvaje ((**, P <0.01 wt
DMSO vs R6/2 DMSO) y que los ratones R6/2 que recibieron Repaglinida mostraban
un volumen estriatal que no era diferente al de los ratones controles tratados con

Repaglinida.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Usos terapéuticos

Los autores de la presente invencion han observado que:

1) los niveles de expresiéon de DREAM en nicleo estriado, corteza cerebral e
hipocampo de ratones R6/2 (un modelo murino de EH por sobreexpresion
del N-terminal de mHtt con 155 repeticiones de glutamina) caen de manera
muy significativa a las pocas semanas de nacer mucho antes de la aparicion
de la sintomatologia motora, pérdida de peso o temblor (Figura 1).

ii)) La reduccion de los niveles de DREAM enddgeno mediante cruce de los
ratones R6/2 con ratones deficientes en el gen DREAM (DREAM knock-
out) retrasan la aparicion y reducen la intensidad de los sintomas motores
(Figura 2) y aumentan la expectativa de vida del raton R6/2 (Figura 3).

iii) el efecto toxico de la administracién del 4cido 3-nitro-propidnico (un modelo
de EH basado en la toxicidad mitocondrial del 3-NPA) se reduce igualmente
cuando se administra en ratones deficientes del gen DREAM (DREAM
knock-out) y, por el contrario, aumenta cuando se administra a ratones que

sobreexpresan DREAM (Figura 4).
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iv) Los niveles expresion del ARNm de DREAM estan reducidos en hipocampo
de ratones transgénicos J20 un modelo murino de EA que expresan la
proteina humana APP con las mutaciones sueca e indiana. Ademas, los
niveles de proteina DREAM estén reducidos en corteza cerebral de pacientes
EA (Figura 5).

V) ratones transgénicos que sobre-expresan distintos mufantes de DREAM
muestran un aumento en los niveles endégenos de AB1-40 en hipocampo y
corteza cerebral sin modificar la actividad proteolitica de los complejos o-,
B- o y-secretasa ni variar la expresion del gen para APP en estas dreas
cerebrales (Figura 6).

vi) los niveles de la proteina DREAM estan disminuidos en hipocampo y
corteza cerebral de ratones que sobre expresan Dyrk1 A y que son un modelo
murino de EA acelerada (Figura 7). Dyrk1A es un gen localizado en la
region critica del cromosoma 21 y mediador del deterioro cognitivo en el
sindrome de Down por su capacidad de modificar €l procesamiento del APP
(Kimura y col., 2007, Hum. Mol. Genet. 16:15-23),

vii) la Repaglinida se une de forma especifica a DREAM en presencia de Ca2+ y
revierte el fenotipo motor en ratones R6/2 (Figura 11) y

viii) la Repaglinida administrada tanto de forma prenatal como postnatal
provoca una reduccién general de la cantidad de inclusiones nucleares Hitt™
en ratones R6/2 (Tabla 1).

Por tanto, a la vista de estos resultados se propone que los inhibidores de
DREAM podrian ser utilizados para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
que cursan con pérdida de la expresion de DREAM endd6geno.

“DREAM” o (KChIP3 o calsenilina) es una proteina codificada en humanos por
el gen KChIP3. La calsenilina pertenece a la familia de proteinas de interaccion con los
canales de potasio dependientes de voltaje, que pertenecen a su vez a la rama de las
recoverinas de la superfamilia de manos-EF. Los miembros de la familia KCNIP son
protcinas pequefias de unién a calcio. Todas ellas poseen dominios de manos-EF, y
difieren unas de otras en el extremo N-terminal. Ellos son componentes integrales de los
complejos que conforman los canales de Kv. Podrian estar implicados en el control de

la regulacion de las corrientes tipo A, y de hecho, en la excitabilidad neuronal en
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respuesta a cambios en la concentracion de calcio intracelular. Esta proteina también
presenta la capacidad de interaccionar con las presenilinas. Se han descrito miltiples
variantes transcripcionales del gen que codifican distintas isoformas de la proteina.

El término “enfermedades neurodegenerativas” se refiere a enfermedades
caracterizadas por la pérdida progresiva e imparable de neuronas en diferentes regiones
del sistema nervioso con el consiguiente deterioro funcional de las partes afectadas. En
una realizacion particular, las enfermedades neurodegenerativas incluyen, pero no se
limitan a enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad de Huntington (EH) y sindrome
de Down (SD).

El término “fratar” o “tratamiento” designa tanto tratamiento terapéutico como

profilactico o medidas preventivas, en el que el objeto es prevenir o frenar (reducir) un
cambio fisiolégico indeseado o trastorno, tal como por ejemplo trastornos
neuromotores. Para el fin de esta invencion, resultados clinicos beneficiosos o deseados
incluyen, sin limitacidn, alivio de sintomas, reduccion de 1a extension de la enfermedad,
estado patoldgico estabilizado (concretamente no empeorado), retardo o freno de la
progresion de la enfermedad, mejora o paliacion del estado patologico y remisién (tanto
parcial como total), tanto detectable como no detectable. “Tratamiento” puede significar
también prolongar la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no
se recibe tratamiento. Aquellos sujetos que necesitan de tratamiento incluyen aquellos
sujetos que sufren ya la afeccion o trastorno, asi como aquellos con tendencia a sufrir la
afeccion o trastorno o aquellos en los que ha de prevenirse la afeccién o trastorno.

Como “método de tratamiento” se entiende la administracion a un individuo en

necesidad de dicho tratamiento, de una composicién farmacéutica que comprende un
inhibidor de DREAM segin la invencion.

En el contexto de la presente invencion se entiende por “inhibidor de DREAM”
todo compuesto que provoca una disminucion de la actividad de DREAM, todo
compuesto que impide o bloqgef la transcnpcwn del gen DREAM y que, por tanto,
resulta en una disminucién de los niveles del ARNm de DREAM y todo compuesto que
provoca una disminucién en los niveles de la proteina DREAM.

A modo ilustrativo, no limitativo, entre los agentes inhibidores de la expresién

de DREAM adecuados para su uso en la presente invencién se incluyen, por ejemplo,

oligonucledtidos antisentido especificos para el gen que codifica DREAM, microARNs
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especificos, ARNs cataliticos o ribozimas especificos, ARNs de interferencia (ARNips)
especificos, ARN con actividad “decoy”, es decir, con capacidad para unirse
especificamente a un factor (proteico generalmente) importante para la expresion del
gen, de manera que la expresion del gen de interés, en este caso DREAM sea inhibida,
etc. Asimismo, ejemplos ilustrativos, no limitativos, de agentes inhibidores de DREAM
capaces de impedir que la proteina DREAM realice su funcién incluyen, péptidos
inhibidores de DREAM, anticuerpos dirigidos especificamente contra epitopos de
DREAM esenciales para desempeiiar su funcion, o contra DREAM, como las regiones
de unién a ATP, el sitio de acoplamiento o bolsillo PIF, ¢l sitio de unién al sustrato o el
dominio PH, etc.

Los compuestos que provocan la reduccién de los niveles proteicos de DREAM
pueden ser identificados usando ensayos estandar para la determinacion de niveles de
expresion proteica tales como Western-blot o Western transfer, ELISA (“enzyme-linked
immunosorbent assay”), RIA (radioinmunoensayo), EIA competitivo (inmunoensayo de
enzima competitivo), DAS-ELISA (“double antibody sandwich ELISA”), técnicas
inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, técnicas basadas en el uso de biochips de
proteinas o microarrays que incluyan anticuerpos especificos o ensayos basados en la
precipitacién coloidal en formatos tales como los “dipsticks”.

Compuestos que provocan una disminucion en los niveles de ARNm de
DREAM pueden ser identificados mediante cualquier método conocido para determinar
niveles de un ARNm determinado, incluyendo RT-PCR, Northern blot y similares.

Cc;mpuestos que provocan una disminucion en la actividad de DREAM pueden
ser identificados usando cualquier ensayo conocido en la técnica para medir la actividad
de DREAM, incluyendo la deteccién de la aparicion de apoptosis tras la sobre-
expresion de la variante de DREAM en una célula tal y como ha sido descrito por Jo et
al. (The FASEB ., 2001, 15:589-91), la determinacién de la capacidad de la variante de
DREAM de provocar la represién de un gen reportero que se encuentra operativamente
acoplado a un promotor que comprende regiones DRE tal y como ha sido descrito por
Savignac, M. et al. (EMBO J., 2005, 24:3555-3564) o la inhibicién de la sefializacion
por calcio mediada por presenilina tal y como ha sido descrito por Leissring,M.A. et al.
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 2000, 97:8590-3).
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1. Compuestos quimicos

En una realizacion particular, se utiliza un compuesto quimico que disminuye la

actividad de DREAM cuando se pone en contacto con dicha proteina. Ejemplos

ilustrativos, no limitativos de dichos compuestos quimicos incluyen un compuesto de la

familia

de las glinidas (o meglitinidas) como por ejemplo Repaglinida, Nateglinida o un

derivado de las mismas. Las meglitinidas son medicamentos del grupo de antidiabéticos

orales indicados en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.

En una realizacion mas particular, el compuesto inhibidor de DREAM se

selecciona entre Repaglinida y sus derivados de formula general (I)

donde

mismo.

R,

|
CH-NH-CMHTQW
OR

q

@

R; representa un grupo pirrolidino, piperidino, hexametilenimino, metil-
pirrolidino, dimetil-pirrolidino, 2-metil-piperidino, 3-metil-piperidino, 4-metil-
piperidino, 3,3-dimetil-piperidino, cis-3,5-dimetil-piperidino o trans-3,5-dimetil-
piperidino,

R; representa un dtomo de hidrégeno o haldgeno, o un grupo metilo o0 metoxi,
R; representa un &tomo de hidrégeno, un grupo alquilo con 1 a 4 atomos de
carbono, un grupe n-pentilo o 3-metil-n-butilo o un grupo fenilo substituido
eventualmente con un atomo de hal6geno, o un grupo metilo o metoxi,

R4 representa un 4tomo de hidrogeno, un grupo metilo, etilo o alilo,

W representa un grupo metilo, hidroximetilo, formilo, carboxi o alcoxicarbonilo
en total con 2 a 5 4tomos de carbono, pudiendo estar la parte alquilica del grupo
alcoxi substituida con un grupo fenilo,

o una sal, solvato, isémero, o profirmaco farmacéuticamente aceptable del
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Los compuestos de formula (I) se dan a conocer en EP 147 850 Bl como
importantes agentes ttiles para reducir el azicar en sangre.

En una realizacién particular de la férmula general (I), Ry representa un grupo
pitrolidino, piperidino, hexametilenimino, 3-metil-piperidino, 4-metil-piperidino, 3,3-

5 dimetil-piperidino o 3,5-dimetil-piperidino. Preferentemente, R; representa un grupo
piperidino.

En ofra realizacion particular de la férmula general (I), R; representa un atomo
de hidrégeno, fltor o cloro, o un grupo metilo o metoxi. Preferentemente, R, representa
un atomo de hidrégeno, flior o cloro. Més preferentemente, Ry representa un dtomo de

10  hidrégeno.

En otra realizacién particular de la formula general (I), Rs representa un grupo
metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, isobutilo, n-pentile o un grupo fenilo. Preferentemente,
R; representa un grupo metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, isobutilo, n-pentilo o un grupo
fenilo, Miés preferentemente, R; representa un grupo isobutilo.

15 En otra realizacién particular de la formula general (I), R4 representa un grupo
metilo o etilo. Preferentemente, Ry representa un grupo etilo.

En otra realizacion particular de la férmula general (I), W representa un grupo
metilo, hidroximetilo, formilo, carboxi, benciloxicarbonilo o alcoxicarbonilo en total
con 2 a 5 atomos de carbono. Preferentemente, W representa un carboxi.

20

En una realizacién preferida, el compuesto de formula () es Repaglinida (4cido

(S)~(+)-2-etoxi-4-[N-(1-(2-piperidino-fenil)-3-metil-1-butil)Jaminocarbonilmetil]

benzoico).

25

En ofra realizacién preferida, el compuesto inhibidor de DREAM se selecciona

entre Nateglinida y sus derivados de formula general (II)
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cho-zg-m-cnz—@

3

(II)
donde

R; se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, C;-Cs alquilo, Cg-Cia
arilo, C¢-C; aralquilo,

0
Qy

y/

-CH,CO3R3, -CH(CH3)-OCO-R3, y —CH,-OCO-C(CH3)s;

R; se selecciona del grupo que consiste en C4-Ciy arilo, heterociclo de 6
miembros, heterociclo de 5 miembros, cicloalquilo, y cicloalquenilo, estando estos
grupos opcionalmente sustituidos; y

R; se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y C;-Cs alquilo,

0 una sal, solvato, isdmero, o profirmaco farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Los compuestos de formula (I1I) se dan a conocer en EP 196 222 B1, donde se
describe su utilidad como agentes hipoglucémicos.

En una realizacion particular de la férmula general (II), Ry representa hidrégeno

o C;-Cs alquilo. Preferentemente, Ry es hidrogeno.

En una realizacion particular de la férmula general (II), R, ciclohexilo o

ciclohexilo sustituido en la posicion 4 o 5 con metilo, etilo, isopropilo, tert-

butilo, eteno o isopropeno. Preferentemente, R, es ciclohexilo sustituido en la
posicion 4 con isopropilo;

En una realizacion particular de la formula generai (I}, R3 representa hidrégeno

0 C;-Cs alquilo. Preferentemente, R3 es hidrogeno.

En una realizacién preferida, el compuesto de formula (II) es Netaglinida

([(trans-4-isopropil ciclohexil)-carbonil]-d-fenilalanina).
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En el contexto de la presente invencion, los siguientes términos tienen el
significado detallado a continuacién.

“Alquilo” se refiere a un radical de cadena hidrocarbonada lineal o ramificada
que consiste en de 1 a 5 atomos de carbono, que no contiene insaturacion, y que estd
unido al resto de la molécula mediante un enlace sencillo, por ejemplo, metilo, etilo,
n-propilo, i-propilo, n-butilo, t-butilo, n-pentilo, etc. Los radicales alquilo pueden estar
sustituidos opcionalmente con uno o mas sustituyentes tales como arilo, halo, hidroxilo,
alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto,
alquiltio, etc. Si estd sustituido con arilo, corresponde a un radical “arilalquilo” 6
“aralquilo”, tal como bencilo o fenetilo. Si esta sustituido con heterociclilo, corresponde
a un radical “heterociclilalquilo™.

“Cicloalquilo” se refiere a un radical monociclico o biciclico de 3 a 10
miembros estable que estd saturado o parcialmente saturado, y que consiste inicamente
en 4tomos de carbono e hidrogeno, tal como ciclohexilo o adamantilo. A menos que se
establezca especificamente otra cosa en la memoria descriptiva, el término
“cicloalquilo” pretende incluir radicales cicloalquilo que estdn opcionalmente
sustituidos con uno o mas sustituyentes tales como alquilo, halo, hidroxilo, amino,
ciano, nitro, alcoxilo, carboxilo, alcoxicarbonilo, etc.

“Arilo” se refiere a radicales de anillos aromdticos tnicos y miltiples,
incluyendo radicales de anillos miltiples que contienen grupos arilo separados y/o
condensados. Los grupos arilo tipicos contienen desde 1 hasta 2 anillos separados o
condensados y desde 6 hasta aproximadamente 12 atomos de anillo de carbono, tales
como radical fenilo o naftil. El radical arilo puede estar opcionalmente sustituido con
uno o mds sustituyentes tales como hidroxilo, mercapto, halo, alquilo, fenilo, alcoxilo,
haloalquilo, nitro, ciano, dialquilamino, aminoalquilo, acilo, alcoxicarbonilo, etc.

“Heterociclo” se refiere a un radical de anillos de 5 a 6 miembros estable que
consiste en atomos de carbono y desde uno hasta tres heterodtomos seleccionados del

grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre. Puede ser aromatico o no aromatico.
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Para los fines de la invencién, los &tomos de nitrégeno, carbono o azufre en el radical
heterociclilo pueden estar oxidados opcionalmente; el dtomo de nitrogeno puede estar
cuaternizado opcionalmente; y el radical heterociclilo puede estar parcial o
completamente saturado o ser aromatico. Los ejemplos de tales heterociclos incluyen,
pero no se limitan a, azepinas, furano, piperidina, piperazina, tiadiazol, tetrahidrofurano,
morfolina, pirrol, pirazol, oxazol, isotiazol, isoxazol, triazol, imidazol, etc.

“Halégeno”, “halo” o “hal” se refiere a bromo, cloro, yodo o flGor.

El término “sal” debe entenderse como cualquier forma de un compuesto
inhibidor de DREAM usada segun esta invencion en la que dicho compuesto esta en
forma idnica o estd cargado y acoplado a un contraion (un cation o anidn) o estd en
disolucién. Esta definicion también incluye sales de amonio cuaternario y complejos de
la molécula activa con otras moléculas e iones, particularmente, complejos formados a
través de interacciones i0nmicas. La definicion incluye en particular sales
fisiologicamente aceptables; esta expresion debe entenderse como equivalente a “sales
farmacolégicamente aceptables”.

La expresién “sales farmacéuticamente aceptables” en el contexto de esta
invencion significa cualquier sal que se tolera fisiologicamente (lo que significa
normalmente que no es toxica, particularmente, como resultado del contraién) cuando
se usa de manera apropiada para un tratamiento, aplicado o usado, particularmente, en
seres humanos y/o mamiferos. Estas sales fisiologicamente aceptables pueden formarse
con cationes o bases y, en el contexto de esta invencion, se entiende que son sales
formadas por al menos un compuesto usado segtin la invencidén (normalmente un 4cido
(desprotonado)) tal como un anién y al menos un cation tolerado fisiolégicamente,
preferiblemente inorganico, particularmente cuando se usa en seres humanos y/o
mamiferos. Se prefieren particularmente sales con metales alcalinos y alcalinotérreos,
asi como las formadas con cationes amonio (NHjy'). Sales preferidas son las formadas
con {mono) o {di)sodio, (mono) o (di)potasio, magnesio o calcio. Estas sales
fisiolégicamente aceptables también pueden formarse con aniones o icidos y, en el
contexto de esta invencidn, se entiende que son sales formadas por al menos un
compuesto usado segin la invencién (normalmente protonado, por ejemplo en
nitrégeno) tal como un cation y al menos un anién tolerado fisiologicamente,

particularmente cuando se usa en seres humanos y/o mamiferos. Esta definicion incluye
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especificamente en €l contexto de esta invencién una sal formada por un 4cido tolerado
fisiolégicamente, es decir, sales de un compuesto activo especifico con 4cidos organicos
o0 inorgéanicos tolerados fisiologicamente (particularmente cuando se usan en seres
humanos y/o mamiferos). Ejemplos de este tipo de sales son las formadas con: 4cido
clorhidrico, acido bromhidrico, 4cido sulfiirico, 4cido metanosulfdnico, 4cido formico,
4cido acético, 4cido oxalico, acido succinico, dcido malico, 4cido tartdrico, 4cido
mandélico, 4cido fumadrico, dcido lactico o acido citrico.

El término “solvato” segln esta invencién debe entenderse que significa
cualquier forma del compuesto inhibidor d¢ DREAM segin la invencién en la que
dicho compuesto estd unido mediante un enlace no covalente a otra molécula
(normalmente un disolvente polar), incluyendo especialmente hidratos y alcoholatos,
como por ejemplo, metanolato. Un solvato preferido es el hidrato.

Cualquier compuesto que sea un profarmaco de un compuesto de la invencién
estd también dentro del alcance de la invencién. El término “profarmaco” se usa en su
sentido mas amplio y abarca aquellos derivados que se convierten in vivo en los
compuestos de la invencién. Los ejemplos de profarmacos incluyen, pero no se limitan
a, derivados y metabolitos de los compuestos inhibidores de DREAM que incluyen
restos biohidrolizables tales como amidas biohidrolizables, ésteres biohidrolizables,
carbamatos biohidrolizables, carbonatos bichidrolizables, ureidos biohidrolizables y
analogos de fosfato biohidrolizables. Preferiblemente, profarmacos de compuestos con
grupos funcionales carboxilo son los ésteres de alquilo inferior del 4cido carboxilico.
Los ¢steres de carboxilato se forman convenientemente esterificando cualquiera de los
restos 4cido carboxilico presentes en la molécula. Normalmente, pueden prepararse
profarmacos usando métodos bien conocidos, tales como los descritos por Burger
“Medicinal Chemistry and Drug Discovery 6* ed. (Donald J. Abraham ed., 2001, Wiley)
y “Design and Applications of Prodrugs” (H. Bundgaard ed., 1985, Harwood Academic
Publishers).

Cualquier compuesto al que se hace referencia en el presente documento
pretende representar tal compuesto especifico asi como ciertas variaciones o formas. En
particular, los compuestos a los que se hace referencia en el presente documento pueden
tener centros asiméfricos y por tanto existen en diferentes formas enantioméricas o

diastereoméricas. Por tanto, cualquier compuesto al que se hace referencia en el
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presente documento pretende representar uno cualquiera de un racemato, una 0 mds
formas enantioméricas, una o mas formas diastereoméricas y mezclas de los mismos.
Asimismo, también es posible esterecisomerismo o isomerismo geométrico alrededor
del doble enlace, por tanto en algunos casos la molécula podria existir como is6émero
(E) o isémero (Z) (isdmeros trans y cis). Si la molécula contiene varios dobles enlaces,
cada doble enlace tendra su propio estereoisomerismo, que podria ser igual que o
diferente al estereoisomerismo de los otros dobles enlaces de la molécula. Ademads, los
compuestos a los que se hace referencia en el presente documento pueden existir como
atropisémeros. Todos los estereoisomeros incluyendo enantidmeros, diastereoisémeros,
isémeros geométricos y atropisémeros de los compuestos a los que se hace referencia en
el presente documento, y mezclas de los mismos, se consideran dentro del alcance de la
presente invencion,

Ademis, cualquier compuesto al que se hace referencia en el presente
documento puede existir como tautémero. Especificamente, el término tautémero se
refiere a uno de dos 0 més isémeros estructurales de un compuesto que existen en
equilibrio y que se convierten facilmente de¢ una forma isomérica a otra. Pares
tautomeéricos comunes son amina-imina, amida-icido imidico, ceto-enol, lactama-
lactima, etc.

A menos que se establezca otra cosa, los compuestos de la invencién también
pretenden incluir formas marcadas de manera isotdpica, es decir, compuestos que
difieren sélo en la presencia de uno o més atomos enriquecidos de manera isotopica. Por
ejemplo, compuestos que tienen las presentes estructuras excepto por el reemplazo de al
menos un atomo de hidrégeno por un deuterio o tritio, o el reemplazo de al menos un
carbono por carbono enriquecido en *C o *C, o el reemplazo de al menos un nitrégeno
por nitrégeno enriquecido en "°N estén dentro del alcance de esta invencion.

Los compuestos de la invencion, o sus sales o solvatos estan preferiblemente en
forma sustancialmente pura o farmacéuticamente aceptable. Por forma
farmacéuticamente aceptable quiere decirse, entre otros, que tienen un nivel de pureza
farmacéuticamente aceptable excluyendo aditivos farmacéuticos normales tales como
diluyentes y vehiculos, y sin incluir material considerado tdxico a niveles de
dosificacion normales. Los niveles de pureza para la sustancia farmacoldgica estan

preferiblemente por encima del 50%, mas preferiblemente por encima del 70%, lo mas
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preferiblemente por encima del 90%. En una realizacién preferida, estd por encima del

95% del compuesto de formula (I), o de sus sales, solvatos o profirmacos.

I1. Oligonucledtidos antisentido
En una realizacion particular, se utiliza un oligonucledtido antisentido especifico

para inhibir la expresion del gen que codifica DREAM, por ejemplo, inhibiendo Ia
transcripcién y/o traduccién del Acido nucleico que codifica DREAM (cuya actividad se
desea inhibir). Los oligonucledtidos antisentido se pueden unir a su diana potencial
mediante complementariedad de bases convencional, o, por ejemplo, en €l caso de
unirse a ADN bicatenario, a través de interacciones especificas en el surco mayor de la
doble hélice.

Para su empleo en la presente invencidn, una construccidén que comprende un
oligonucledtido antisentido se puede distribuir, por ejemplo, como un plidsmido de
expresion que, cuando se transcribe en la célula, produce ARN que es complementario a
al menos una parte tnica del ARNm celular que codifica DREAM. Alternativamente, la
construccion antisentido es una sonda de oligonucledtidos que se genera ex vivo y que,
cuando se introduce en la célula, produce inhibicién de la expresién génica hibridando
con el ARNm y/o secuencias genémicas del 4cido nucleico diana. Tales sondas de
oligonucledtidos son preferiblemente oligonucledtidos modificados, que son resistentes
a las nucleasas enddgenas, por ejemplo, exonucleasas y/o endonucleasas, y que son por
lo tanto estables in vivo. Moléculas de 4cidos nucleicos ilustrativas para su uso como
oligonucleétidos antisentido incluyen anélogos de ADN de fosforamidato, fosfotionato
y metilfosfonato (véanse, por ejemplo, US5176996, US5264564 y US5256775).
Adicionalmente, para una revisién de las aproximaciones generales para construir
oligémeros ttiles en terapia antisentido véanse, por ejemplo, Van der Krol et al.,
BioTechniques 6: 958-976, 1988; y Stein et al., Cancer Res 48: 2659-2668, 1988,

Respecto al oligonucleétido antisentido, son preferidas las regiones de
oligodesoxirribonucleotidos derivadas del sitio de inicio de la traduccién, por ejemplo,
entre -10 y +10 del gen diana. Las aproximaciones antisentido implican el disefio de
oligonucledtidos (bien ADN o bien ARN) complementarios al ARNm que codifica el
polipéptido diana. Los oligonucleétidos antisentido se unirén a los transcritos de ARNm

y evitaran la traduccion.
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También se podrian usar oligonucleétidos complementarios bien a las regiones
5’ 6 3’ no traducidas, no codificantes, de un gen en una aproximacion antisentido para
inhibir la traduccidon de ese ARNm. Los oligonucle6tidos complementarios a la region
5’ no traducida del ARNm deberian incluir el complemento del codén de iniciacion
AUG. Los oligonucledtidos complementarios a las regiones codificantes del ARNm son
inhibidores de la traduccién menos eficaces pero también se podrian usar segiin la
invencion. Si estan disefiados para hibridar con la regién 5°, 3” o codificante del ARNm,
los 4cidos nucleicos antisentido deberian tener al menos 6 nucleétidos de longitud y
tener preferiblemente menos de alrededor de 100 y mds preferiblemente menos de
alrededor de 50, 25, 17 6 10 nucledtidos de longitud.

Preferentemente, se deben realizar estudios in vitro para cuantificar la capacidad
de los oligonucledtidos antisentido de inhibir la expresion génica. Ventajosamente,
dichos estudios utilizaran controles que distingan entre inhibicidn génica antisentido y
efectos bioldgicos no especificos de los oligonucledtidos. También se prefiere que esos
estudios comparen los niveles del ARN o proteina diana con los de un control interno de
ARN o proteina. Los resultados obtenidos usando los oligonucleétidos antisentido se
pueden comparar con los obtenidos usando un oligonucleétido control. Se prefiere que
el oligonucledtido control sea aproximadamente de la misma longitud que el
oligonucleo6tido a ensayar y que la secuencia del oligonucledtido difiera de la secuencia
antisentido no mas de lo que sea necesario para prevenir la hibridacién especifica a la
secuencia diana.

Los oligonucledtidos antisentido pueden ser de ADN o ARN o mezclas
quiméricas o derivados o versiones modificadas de los mismos, de cadena sencilla o de
cadena doble. El oligonucledtido se puede modificar en la base, en el azdcar o en el
esqueleto de fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula, su
capacidad de hibridacion etc. El oligonucledtido puede incluir otros grupos unidos, tales
como péptidos (por ejemplo, para dirigirlos a receptores de células huésped) o agentes
para facilitar el transporte a través de la membrana celular (Letsinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 86: 6553-6556, 1989; Lemaitre et al., Proc. Natl, Acad. Sci. 84: 648-
652, 1987, WORg8/09810) o la barrera hematoencefilica (WQ89/10134), agentes
intercalantes (Zon, Pharm. Res. 1988. 5: 539-549). Para este fin, el oligonucledtido
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puede estar conjugado a otra molécula, por ejemplo, un péptido, un agente
transportador, un agente de corte desencadenado por hibridacion, etc.

En algunos casos, puede ser dificil alcanzar las concentraciones intracelulares
del oligonucledtido antisentido suficientes para suprimir la traduccién de los ARNm
enddgenos. Por tanto, una aproximacién preferida usa una construccion de ADN
recombinante en la que se coloca el oligonucleétido antisentido bajo el control de un
promotor fuerte de pol 111 o pol IL

Alternativamente, se puede reducir la expresion del gen diana dirigiendo
secuencias de desoxirribonucledtidos complementarias a la regién reguladora del gen
(es decir, el promotor y/o potenciadores) para formar estructuras de triple hélice que
previenen la transcripcion del gen en las células diana en el cuerpo (Helene et al ,
Anticancer Drug Des. 6(6): 569-84, 1991).

En ciertas formas de realizacion, los oligonucledtidos antisentido son morfolinos
antisentido.

En una realizacién particular, el inhibidor de DREAM es un oligonucleétido
antisentido especifico para DREAM. En una forma de realizacion alin mas preferida el
oligonucleétido antisentido tiene la secuencia 5’-ACCATTCAGCATCTCATC-3’ (SEQ
ID NO:1) tal y como se describe en Jo et al. (2001, 15:589-91) o la secuencia 5'-
CCGAGGCUUCAAGAACGAA-3' (SEQ ID NO:2) tal y como ha sido descrito por
Zhang et al. (J. Neuroscience, 2010, 30:7575-7586; doi:10.1523/INEUROSCI.1312-
10.2010).

III. Enzimas de ADN

En ofra realizacidn particular, se utiliza una enzima de ADN especifica para
inhibir la expresion del gen que codifica DREAM, Las enzimas de ADN incorporan
algunas de las caracteristicas mecanisticas tanto de las tecnologias de los
oligonucleétidos antisentido como de las tecnologias de los ribozimas. Las enzimas de
ADN se disefian de modo que reconozcan una secuencia diana del 4cido nucleico
particular (en este caso, la secuencia que codifica a DREAM), parecido al
oligonucleétido antisentido; sin embargo, de forma similar a 1a ribozima, son cataliticas

y cortan especificamente el 4cido nucleico diana.
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IV. Ribozimas

En otra realizacién particular, se utiliza una ribozima especifica disefiada para
cortar de forma catalitica transcritos de un ARNm diana para prevenir la traduccion de
los ARNms que codifican DREAM cuya actividad se desea inhibir. Las ribozimas son
moléculas enzimaticas de ARN capaces de catalizar el corte especifico de ARN [para
una revision véase Rossi, 1994. Current Biology 4:469-471]. La secuencia de las
mdléculas de ribozima preferiblemente incluye una o mas secuencias complementarias
al ARNm diana, y la bien conocida secuencia responsable del corte del ARNm o una
secuencia funcionalmente equivalente [véase, por ejemplo, US5093246].

Las ribozimas usadas en la presente invencién incluyen las ribozimas de cabeza
de martillo, las ARN endoribonucleasas, etc. [Zaug et al., 1984. Science 224:574-5738).

Las ribozimas pueden estar compuestas de oligonucleétidos modificados (por
¢jemplo, para mejorar la estabilidad, direccionamiento, etc.) y se deberian distribuir a
células que expresan el gen diana in vive. Un método preferido de distribucion implica
usar una construcciéon de ADN que “codifica” la ribozima bajo el control de un
promotor constitutivo fuerte de pol III 6 pol II, de modo que las células transfectadas
producirdn cantidades suficientes de la ribozima para destruir los mensajeros diana
enddgenos e inhibir la traduccién. Puesto que las ribozimas, contrariamente a otras
moléculas antisentido, son cataliticas, se requiere una concentracion intracelular menor

para su eficacia.

V. MicroARNs

En otra realizacion particular, se utiliza un microARN especifico para la
secuencia que codifica DREAM. Como es conocido, un microARN (miARN o miRNA
por sus siglas en inglés) es un ARN monocatenario, de una longitud de entre 21 y 25
nucledtidos, y que tiene la capacidad de regular la expresion de otros genes mediante

diversos procesos, utilizando para ello la ruta de ribointerferencia,

VI. ARNi

En otra realizacién particular, se utiliza un ARN de interferencia (ARNi), tal
como un ARN de interferencia pequefioc (ARNip) especifico para la secuencia que
codifica DREAM cuya actividad se desea inhibir.
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Los ARN de interferencia pequefios o ARNip (siRNA en su denominacién en
inglés) son agentes 'c;apaces de inhibir la expresion de un gen diana mediante
interferencia del ARN. Un ARNip se puede sintetizar quimicamente, o,
alternativamente, se puede obtener mediante transcripcion in vitro o bien se puede
sintetizar in vivo en la célula diana. Tipicamente, los ARNip consisten en una cadena
doble de ARN de entre 15 y 40 nucledtidos de longitud, que puede contener una region
protuberante 3’ y/o 5° de 1 a 6 nucledtidos. La longitud de la regién protuberante es
independiente de la longitud total de la molécula de ARNip. Los ARNip acttian
mediante la degradacién o el silenciamiento post-transcripcional del mensajero diana.

Los ARNip pueden ser los llamados shRNA (short hairpin RNA), caracterizados
porque las cadenas antiparalelas que forman el ARNip estan conectadas por una regién
bucle u horquilla. Los shRNAs pueden estar codificados por plasmidos o virus,
particularmente retrovirus, y estar bajo el control de promotores tales como el promotor
U6 de la ARN polimerasa II1. '

En una realizaciéon particular, los ARNip que pueden ser utilizados en la
presente invencion son sustancialmente homologos al ARNm del gen que codifica

DREAM o a la secuencia gendmica que codifica dicha proteina. Por “sustancialmente

homélogos™ se entiende que tienen una secuencia que es suficientemente
complementaria o similar al ARNm diana, de forma que el ARNip sea capaz de
provocar la degradacién de éste por interferencia de ARN. Los ARNip adecuados para
provocar dicha interferencia incluyen ARNip formados por ARN, asi como ARNip que
contienen distintas modificaciones quimicas tales como:
- ARNIp en los que los enlaces entre los nucledtidos son distintos a los
que aparecen en la naturaleza, tales como enlaces fosforotioato;
- conjugados de la cadena de ARN con un reactivo funcional, tal como
un fluoréforo;
- modificaciones de los extremos de las cadenas de ARN, en particular
el extremo 3° mediante la modificacién con distintos grupos
funcionales del hidroxilo en posicién 27;
- nucledtidos con azucares modificados tales como restos O-alquilados

en posicién 2’ tales como 2’-O-metilribosa o 2’-O-fluorosibosa;
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- nucleétidos con bases modificadas tales como bases halogenadas (por
ejemplo S-bromouracilo y 5-iodouracilo), bases alquiladas (por
ejemplo 7-metilguanosina).

Los ARNip y ARNsh que pueden ser utilizados en la presente invencién se
pueden obtener usando una serie de técnicas conocidas para el experto en la materia. La
region de la secuencia de nucledtidos que codifica DREAM que se toma como base para
disefiar los ARNip no es limitante y puede contener una region de la secuencia
codificante (entre €l codén de iniciacion y el codén de terminacidn) o, alternativamente,
puede contener secuencias de la region no traducida 5’ o 3°, preferentemente de entre 25
y 50 nucledtidos de longitud y en cualquier posicion en posicién sentido 3’ con respecto
al codon de iniciacién. Una forma de disefiar un ARNip implica 1a identificacién de los
motivos AA(N19)TT, en donde N puede ser cualquier nucledtido en la secuencia que
codifica DREAM, y la seleccién de aquellos que presenten un alto contenido en G/C. Si
no se encuentra dicho motivo, es posible identificar el motivo NA(N21), en donde N
puede ser cualquier nucleétido.

En una forma preferida de realizacién, los ARNip especificos frente a DREAM
estan formados por los siguientes pares de oligonucledtidos:
5-AAGGACAGGATCCACTTGACCTATAGTGAGTCGTATTA-3' (SEQ ID NO:3) (sentido)
Y
5-AAGGTCAAGTGGATCCTGTCCTATAGTGAGTCGTATTA-3 (SEQ ID NO:4)
(antisentido);
5'-AAGGTGAACTTGGTCTGGGCCTATAGTGAGTCGTATTA-3' (SEQ ID NO:5) (sentido)
Yy
5'-AAGGCCCAGACCAAGTTCACCTATAGTGAGTCGTATTA-3' {(SEQ D NQO:6)
(antisentido);
5-AAGTAGAGATTAAAGGCCCACTATAGTGAGTCGTATTA-3' (SEQ ID NO:7) (sentido)
y
5-BAGTGGGCCTTTAATCTCTACTATAGTGAGTCGTATTA-3' (SEQ ID NO:g)
(antisentido);
5-AAGCTCATGATGTTCTCATCCTATAGTGAGTCGTATTA-3' (SEQ ID NO:9)
(sentido) y
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5'-AAGGATGAGAACATCATGAGCTATAGTGAGTCGTATTA-3' (SEQ ID NO:10)
(antisentido);

5“AAGTGTAGCAATCTGTTCACTATAGTGAGTCGTATTA-3' (SEQ ID NO:1 1) (sentido)
y

5-AAGTGAACAGATTGCTACACTATAGTGAGTCGTATTA-3' (SEQ ID NO:12)
(antisentido)

segin se describe en Reisch et al. (Arthritis Research & Therapy 2008, 10:R60
(doi:10.1186/ar2431))

VII. Péptidos inhibidores

En oftra realizacién particular, se utiliza un péptido inhibidor de DREAM para
impedir que dicha proteina ejerza alguna de sus funciones, en particular, una actividad
relacionada con su capacidad de activar a otras proteinas,

El término “péptido_inhibidor”, tal como aqui se utiliza, hace referencia a

aquellos péptidos capaces de unirse a DREAM e inhibir su actividad segiin se ha

explicado anteriormente, es decir, impedir que DREAM pueda activar a otras proteinas.

VIII. Anticuerpos inhibidores

En ofra realizacién particular, se utiliza un anticuerpo inhibidor de DREAM para
impedir que dicha proteina ejerza alguna de sus funciones, en particular, una actividad
relacionada con su capacidad de fosforilacién a otras proteinas,

Por tanto, un anticuerpo “inhibidor” de DREAM tal como aqui se utiliza se
refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a DREAM de manera especifica e inhibir
una o méas de las funciones de DREAM, preferiblemente las relacionadas con la
activacion de otras protefnas. Un anticuerpo inhibidor es también todo aquel anticuerpo
que es capaz de unirse a DREAM de manera especifica y bloquear el sitio de unidn de
ATP a DREAM o los sitios de unién de DREAM con otras proteinas. Los anticuerpos
pueden ser preparados usando cualquiera de los métodos que son conocidos para el
experto en la materia. Una vez identificados anticuerpos con capacidad de unién a
DREAM, se seleccionaran aquellos capaces de inhibir la actividad de esta proteina
usando un ensayo de identificacién de agentes inhibidores [véase, por ejemplo, Metz; S.
et al. 2008. J.Biol.Chem. 283:5985-5995].
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En una realizacion particular, dicho anticuerpo inhibidor de DREAM es un

anticuerpo con capacidad para unirse a DREAM e inhibir su actividad.

IX. Aptameros y espiegélmeros
Otros compuestos con capacidad de inhibicidon de la expresion de DREAM son

aptameros y espiegélmeros, que son é4cidos nucleicos D o L de cadena sencilla o doble
que se unen especificamente a la proteina, lo que resulta en una modificaciéon de la
actividad bioldgica de ésta. Los aptameros y espiegélmeros tienen una longitud de entre
15 y 80 nucledtidos y, preferiblemente, de entre 20 y 50 nucleotidos.

En una forma preferida de realizacion, los aptameros especificos para DREAM
son los descritos por Lee et al. (Bioorg. Med. Chem. 2007 15:7545-52).

Composiciones farmacéuticas de la invencién

El experto en la materia entiende que los inhibidores de DREAM pueden ser
utilizados para preparar un medicamento que serd administrado de manera adecuada al
sujeto en necesidad de tratamiento.

Para su administracién a un sujeto, los inhibidores de DREAM se formularan
junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para su administracién segin la via
de administracién elegida.

Como un experto en la materia entiende, en los casos en los que los inhibidores
de DREAM sean 4cidos nucleicos, estos pueden estar incluidos en vectores. Los medios
para la distribucion de genes a una célula o tejido in vivo o ex vivo incluyen (pero no
estdn limitados a) inyeccion directa de ADN desnudo, métodos balisticos, transferencia
mediada por liposomas, transferencia mediada por receptores (complejo ligando-ADN),
electroporacion, y precipitacion con fosfato calcico. Ver la patente de EE.UU, Nos.
4970154, WO 96/40958, patente de EE.UU. No. 5679559, patente de EE.UU. No.
5676954, y patente de EE.UU, No. 5593875. También incluyen el uso de vectores
virales tales como un refrovirus, adenovirus, virus adenoasociado, poxvirus, lentivirus,
virus del paplloma o el herpes simplex virus, uso de un conjugado ADN-proteina y el
uso de un liposoma. El uso de los vectores se describe, por ejemplo, en la patente de
EE.UU. No. 5672344, patente de EE.UU. No. 5399346, patente de EE.UU. No.
5631236, y patente de EE.UU. No. 5635399.
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Los inhibidores de DREAM pueden administrarse en combinacién con
vehiculos farmacénticamente aceptables y en las dosificaciones aqui descritas. Dichos
inhibidores de DREAM también pueden usarse en combinacidon con uno o mds
compuestos adicionales, ya sean inhibidores de DREAM o no, eficaces contra la
patologia especifica fijada como objetivo para el tratamiento. Los agentes terapéuticos
y/o los compuestos adicionales diferentes pueden administrarse simultineamente con,
posteriormente a, o antes de la administracién del compuesto inhibidor de DREAM.

En una realizacién particular, dicho medicamento comprende uno o més de los
inhibidores de DREAM de la presente invencién. En este sentido, se podrian combinar
dichos inhibidores en proporciones iguales o distintas, y podrian formar parte de la
misma formulacion o podrian formularse en formulaciones diferentes para su
administracién secuencial o simultanea.

Las composiciones farmacéuticas conteniendo uno ¢ mds inhibidores de
DREAM pueden presentarse en cualquier forma farmacéutica de administracién que se
considere adecuada para la via de administracién elegida, por ejemplo, por via
sistémica, oral, parenteral o topica, para lo cual incluirin los excipientes
farmacéuticamente aceptables necesarios para la formulacién de la forma de
administracion deseada.

La cantidad efectiva de inhibidor de DREAM puede variar dentro de un amplio
intervalo y, en general, variara en funcién de circunstancias particulares de aplicacion,
la duracion de la exposicién y consideraciones de este tipo.

‘Las formas de dosificacién sélidas para administracion oral pueden incluir
cdpsulas convencionales, capsulas de liberacion sostenida, comprimidos
convencionales, comprimidos de liberacidon sostenida, comprimidos masticables,
comprimidos sublinguales, comprimidos efervescentes, pildoras, suspensiones, polvos,
granulos y geles. En dichas formas de dosificacion solidas, los compuestos activos
pueden mezclarse con al menos un diluyente inerte tal como sacarosa, lactosa o
almidén. Dichas formas de dosificacién también pueden comprender, como en la
préactica normal, sustancias adicionales distintas de diluyentes inertes, por ejemplo,
agentes lubricantes tales como estearato de magnesio. En el caso de cépsulas,

comprimidos, comprimidos efervescentes y pildoras, las formas de dosificacién también
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pueden comprender agentes tamponantes. Los comprimidos y pildoras pueden
prepararse con recubrimientos entéricos.

Las formas de dosificacién liquidas para administraciéon oral pueden incluir
emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables
que contienen diluyentes inertes habitualmente usados en la técnica, tales como agua.
Dichas composiciones también pueden comprender adyuvantes, tales como agentes
humectantes, agentes emulsionantes y de suspensién, y agentes edulcorantes,
aromatizantes y perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas
inyectables y estériles pueden formularse de acuerdo con la técnica conocida usando
agentes dispersantes adecuados, agentes humectantes y/o agentes de suspension. Entre
los vehiculos y disolventes aceptables que pueden usarse estian agua, solucion de
Ringer, y solucién isotdnica de cloruro sdédico. Los aceites estériles también se usan
convencionalmente como disolventes o medios de suspensién.

Para su administracion topica, los inhibidores de DREAM pueden formularse en
forma de cremas, geles, lociones, liquidos, pomadas, soluciones de pulverizacién,
dispersiones, barras so6lidas, emulsiones, microemulsiones y similares, que pueden
formularse de acuerdo con los métodos convencionales que usan excipientes adecuados,
tales como, por ejemplo, emulsionantes, tensioactivos, agentes espesantes, , colorantes y
combinaciones de dos o mas de los mismos.

Adicionalmente, los inhibidores de DREAM pueden administrarse por via
transdérmica en forma de parches transdérmicos o dispositivos de iontoforesis. En una
tealizacion, el inhibidor de DREAM se administra en forma de un parche transdérmico,
por ejemplo, en forma de parche transdérmico de liberacién sostenida. Se describen
parches transdérmicos adecuados con mds detalle en, por ejemplo, US5262165,
US5948433, US6010715 y US6071531.

Las composiciones conteniendo los inhibidores de DREAM pueden incluir
adicionalmente excipientes convencionales, es decir, vehiculos farmacéuticamente
aceptables adecuados para la aplicacidon parenteral que no reaccionan de forma nociva
con los compuestos activos. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados
incluyen, por ejemplo, agua, soluciones salinas, alcohol, aceites vegetales,

polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, tensioactivos,
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acido silicico, parafina viscosa, aceite perfumante, monoglicéridos y diglicéridos de
acidos grasos, ésteres de 4cidos grasos petroetrales, hidroximetilcelulosa,
polivinilpirrolidona y similares.

Se conocen diversos sistemas de suministro de fairmacos y pueden usarse para
administrar los compuestos o composiciones de la invenci6n, incluyendo, por ejemplo,
encapsulacion en liposomas, microburbujas, emulsiones, microparticulas, microcapsulas
y similares. La dosificacion necesaria puede administrarse en forma de una tinica unidad
o en una forma de liberacidn sostenida.

Las formas de liberacion sostenida adecuadas asi como los materiales y métodos
para su preparacion se describen en, por ejemplo, “Modified-Release Drug Delivery
Technology”, Rathbone, M. J. Hadgraft, J. and Roberts, M. S. (eds.), Marcel Dekker,
Inc., New York (2002); “Handbook of Pharmaceutical Controlled Release Technology”,
Wise, D. L. (ed.), Marcel Dekker, Inc. New York, (2000); En una realizaciéon de la
invencion, la forma administrable por via oral de los inhibidores de DREAM esta en
una forma de liberacion sostenida que comprende adicionalmente al menos un
recubrimiento o matriz. El recubrimiento o matriz de liberacién sostenida incluye, pero
sin limitacién, polimeros naturales, semisintéticos ¢ sintéticos insolubles en agua,
modificados, ceras, grasas, alcoholes grasos, 4cidos grasos, plastificantes naturales
semisintéticos o sintéticos, o una combinacion de dos o mas de los mismos.

Los recubrimientos entéricos pueden aplicarse usando procesos convencionales
conocidos por los especialistas en la técnica, como se describe en, por ejemplo,
Johnson, J. L., “Pharmaceutical tablet coating”, Coatings Technology Handbook
(Segunda Edici6n), Satas, D. and Tracton, A. A. (eds), Marcel Dekker, Inc. New York,
(2001); Carstensen, T., “Coating Tablets in Advanced Pharmaceuntical Solids”,
Swarbrick, J. (ed.), Marcel Dekker, Inc. New York (2001), 455-468;

Aunque las necesidades individuales pueden variar, la determinaciéon de los
intervalos Optimos para cantidades eficaces de los inhibidores de DREAM pertenece a
la experiencia habitual de los especialistas en la técnica. En general, 1a dosificacién
necesaria para proporcionar una cantidad eficaz de dichos inhibidores de DREAM, que
pueda ajustarse por un especialista en la técnica, variard dependiendo de la edad, salud,
estado fisico, sexo, dieta, peso, grado de la alteracién del receptor, frecuencia de

tratamiento y la naturaleza y alcance de la alteracion o enfermedad, afeccion médica del
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paciente, la via de administracion, consideraciones farmacoldgicas tales como la
actividad, eficacia, perfil farmacocinético y de toxicologia del compuesto particular
usado, si se usa un sistema de suministro del farmaco, vy si el compuesto se administra
como parte de una combinacion de firmacos.

La cantidad de inhibidor de DREAM que sera eficaz en el tratamiento de un
trastorno o afeccién particular dependera de la naturaleza del trastorno o afeccion, y
puede determinarse por técnicas clinicas convencionales, incluyendo la referencia a
Goodman and Gilman, supra; The Physician's Desk Reference, Medical Economics
Company, Inc., Oradell, N.J.,, 1995; y Drug Facts and Comparisons, Inc., St. Louis,
MO, 1993. La dosis exacta a usar en la formulacién también dependera de la via de
administracion, y la gravedad de la enfermedad o trastorno, y debe decidirse a criterio
del médico y de las circunstancias del paciente.

La invencion se describe a continuacién por medio de los siguientes ejemplos

que tienen caricter meramente ilustrativo y no limitativo del alcance de la invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Cuantificacién por western blot de los niveles de proteina DREAM en hipocampo.
Para cuantificar mediante western blot los niveles de proteina DREAM en hipocampo,

se homogeneizaron en tampén RIPA los hipocampos de ratones salvajes y de ratones
transgénicos R6/2, se cuantifico por Bradford el contenido total de proteina en cada
extracto y 30 microgramos de proteina total de cada muestra se resolvieron en geles de
poliacrilamida al 12%. A continuacion las proteinas separadas por su tamafio molecular
se trasnfirieron a una membrana de PVDF que finalmente se hibrido con el anticuerpo
contra DREAM. Obtenida la imagen de marcaje para DREAM, la membrana se limpi6
y se incubd con un anticuerpo contra tubulina, una proteina de referencia de expresion
muy estable y que no se espera muestre cambios de nivel entre las muestras salvajes y
transgenicas. Una intensidad de marcaje homogenea en las distintas muestras indica que
la carga del gel y la transferencia fueron equivalentes en todas las muestras procesadas.
El experimento (Fig. 1a) muestra un descenso en los niveles de proteina DREAM en

hipocampo (a) de ratones R6/2 presintomaticos (8 semanas de edad).
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Ejemplo 2
Visualizacién de la inmunoreactividad para la proteina DREAM en cortes coronales de

cerebro salvaje o transgénico R6/2.
Para ello, se parte de cerebro fijado en paraformaldehido por perfusion intracardiaca del

raton anestesiado. El cerebro se crioproteje por inmersion en sacarosa al 20% durante 48
horas y se monta en bloques de parafina para su posterior seccionado en cortes
coronales de 40 micras de espesor. Los cortes se hibridan con el anticuerpo policlonal
de conejo anti DREAM y el marcaje se revela con un anticuerpo contra-conejo acoplado
a una molecula fluorescente. El experimento (Fig. 1b) muestra un descenso en los
niveles de proteina DREAM en caudado putamen (CPu) y corteza cerebral (Cortex) de

ratones R6/2 presintomaticos (8 semanas de edad).

Ejemplo 3
Ensayo de coordinacién motora en Rota-Rod.
Los ratones de los genotipos salvaje (WTW), R6/2 (RL), heterocigotos DREAM-+/-

(KW) y R6/2-DREAM+/- (KRL) a ensayar se someten a dos sesiones previas de toma
de contacto con €l equipo y aprendizaje el dia anterior al experimento. En las sesiones
de aprendizaje la velocidad de giro es constante y de 4 revoluciones por minuto. En el
dia del experimento, la velocidad de giro es creciente haciendo una rampa de 4 a 40 rpm
en 60 segundos. La caida del ratén de la plataforma giratoria corta automéaticamente el
cronometraje del tiempo y establece la variable tiempo de latencia que se usa como
registro para cada animal. Normalmente, los ensayos de coordinacion motora se
realizaron a distintos tiempos para medir la procesividad del deterioro motor en los
ratones R6/2. El resultado muestra como la coordinacion motora empeora en los ratones
R6/2 entre 11 y 16 semanas y como en el background deficiente de DREAM enddgeno
(DREAM +/-) el inicio en pérdida de coordinacion es mas tardio y menos acentuado.
(Fig. 2).

Ejemplo 4

Ensayo de coordinacién motora al caminar “Paw print”.
Ratones salvajes (WT), R6/2 (RL), heterocigotos DREAM+/- (KW) v R6/2-DREAM-+/-

(KRL) se ponen a caminar sobre un papel de filtro habiéndoseles pintado previamente
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las patas deleanteras y traseras con tinta lavable de distintos colores. Se utiliza un tunel
de 5 cm de alto y 5 cm de ancho para conseguir una trayectoria mas o menos rectilinea.
Se cuantifica la longitud de la zancada al caminar y la anchura (separacion) entre las
patas delanteras o las trasefas. El resultado muestra la alteracion fenotipica de la
anchura normal de zancada tanto en el tren anterior como en el posterior en los ratones

R6/2 y su normalizacion en los dobles transgénicos KRL (Fig. 3).

Ejemplo 5
Ensavo de longevidad

Se determiné el tiempo de supervivencia de ratones RL y KRL"" (Fig. 4) y de ratones
R6/1, Tgil-R6/1 y Tg26-R6/1 que sobreexpresan en neuronas un mutante
constitutivamente activo de DREAM (Fig. 5). El ensayo cont6 con la supervision del
Comité de experimentacién animal del CNB observando que en todo momento los
animales con un grado de discapacidad motora elevado tuvieran acceso al agua y la
comida y estuviesen siempre acompafiados en la misma jaula de hermanos sanos. Los
resultados muestran un aumento en la expectativa de vida en los ratones con niveles
menores de la proteina DREAM (Fig. 4). Los resultados obtenidos con ratones hembras
muestran un acortamiento en la expectativa de vida en los ratones con niveles mayores

de la proteina DREAM activa (Fig. 5).

Ejemplo 6

Modelo de deterioro_locomotor por administracién subcrénica de 4cido 3-nitro
propiénico (3-NP)

La toxina mitocondrial 3-NP bloquea la cadena respiratoria II y provoca una
degeneracion neuronal que afecta selectivamente al estriado provocando trastornos
motores similares a los de la EH. El protocolo de administracion consistié en 4
inyecciones i.p. espaciadas 12 horas entre si. Las dos primeras fueron de 60 mg/Kg de
raton y las dos siguientes de 80 mg/Kg. El deterioro locomotor se analizé por Rota-Rod
6 horas despues de la segunda, tercera y cuarta inyeccion de 3-NP. Ratones inyectados
en paralelo con solucién salina se utilizaron como controles. La pauta de administracion
se realizé en paralelo en ratones salvajes, ratones transgénicos sobreexpresando

mutantes constitutivamente activos de la proteina DREAM y ratones DREAM knock-
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outs. Bl resultado muestra como la coordinacién motora empeora en los ratones que
sobreexpresan DREAM mientras que la misma dosis de 3-NPA no tiene efecto sobre

locomocién en los ratones deficientes del gen DREAM ((Fig. 6).

Ejemplo 7

RT-PCR cuantitativa de los niveles d¢ DREAM mRNA en hipocampo de ratones J20.
Los hipocampos de ratones salvajes o transgénicos J20 se exirajeron a las 6 semanas o

a los 5 meses del nacimiento. Los hipocampos se homogeneizaron en TriZol para
extraer el RNA total y una vez procesado, el RNA mensajero para DREAM se
cuantificé por RT-PCR cuantitativa con una sonda TaqMan especifica segin se describe
en (Savignac y cols. EMBO J. 2005, 24:3555-3564). Los resultados muestran que los
niveles relativos del ARNm de DREAM en hipocampo de ratones J20 (un modelo

murino de EA) se encuentra reducido con respecto a animales controles (Fig. 7A).

Ejemplo 8

Anélisis de niveles de proteina DREAM en tejido humano.
Las muestras de corteza cerebral humana proceden del banco de cerebros de la

Fundacién CIEN. Las muestras se procesaron como en 1.1.- si bien en este caso el
control de carga/normalizacién se realizo con un anticuerpo contra beta-actina (Fig.
7B). Los resultados muestran una disminucién de la proteina DREAM en la corteza
frontal de pacientes con EA comparado con muestras de corteza frontal de controles
sanos (Fig. 7B).

Ejemplo 9

ELISA-inmuno ensayo para péptido B-amiloide 1-40.

Un hemicerebro por raton se homogeneizé en buffer de isotiocianato, procediendose
luego a la purificacion cromatogrifica y cuantificacion por ELISA segin las
instrucciones del proveedor Los resuitados muestran un aumento en los niveles de
péptido amiloide AP1-40 en hipocampo de ratones transgénicos sobreexpresando un

mutante dominante activo de DREAM en cerebro (lineas 11, 16 y 25) (Fig. 8).

Ejemplo 10
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Determinacién de niveles de proteina DREAM en corteza cerebral e hipocampo.

La determinacion de los niveles de ARNm de DREAM vy de proteina DREAM se llevd

a cabo de forma similar a ejemplos 7 y 8). Los reusltados muestran un descenso en los
niveles de proteina DREAM en hipocampo y corteza cerebral de ratones DyrklA

presintomadticos (8 semanas de edad) (Fig. 9).

Ejemplo 11
Ensayo in vitro de interaccion farmaco-DREAM

Las proteinas recombinantes GST-DREAM, GST (control negativo) y GST-

Neurocalcin se prepararon en bacterias y se purificaron por cromatografia de afinidad
aprovechando el grupo GST. Las moléculas utilizadas en el ensayo (Repaglinida, acido
cindmico, 4cido acetilsalicilico y 4cido trimetoxibenzoico) se acoplaron a EAH
Sepharosa siguiendo las instrucciones del proveedor. Cantidades aproximadamente
equimoleculares de las distintas proteinas recombinantes se incubaron con las
Sepharosas acopladas a los distintos compuestos {0 sin acoplar como control) en
presencia de cloruro célcico 2mM. En el caso de Repaglinida la incubacion se realizé en
presencia de cloruro célcico 2mM o EGTA 2mM. Tras cuatro horas de incubacién los
complejos se lavaron extensamente en presecia de cloruro sodico 500 mM y se eluyeron
hirviendo las muestras en tampdn de carga. Las muestras se resolvieron en geles de
SDS-PAGE al 12%, los cuales se transfieron a membranas de inmobildn. La sefial GST
se reveld utilizando un anticuerpo especifico (Sigma) y deteccién quimioluminiscente.
El resultado muestra la unién especifica y calciodependiente de DREAM a Repaglinida
(lineas 11 y 12) y la escasa o nula interaccion con las moléculas usadas como control

negativo (lineas 13-15) (Fig. 10).

Ejemplo 12
Anélisis de la reversion del fenotipo motor en ratones R6/2 tras tratamiento cronico con

Repaglinida.

Se uso el test Rota-Rod tal y como se describe en el ejemplo 3. El resultado muestra

¢Omo la coordinaciéon motora empeora en los ratones R6/2 entre las semanas 10y 17 y
cémo el tratamiento con Repaglinida retrasa el inicio en la pérdida de coordinacién de la

semana 10 a la semana 17 (Fig.11).
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Ejemplo 13
Determinacién del tamafio del cuerpo estriado en ratones R6/2 v efecto de Repaglinida
sobre el tamafio de dicho érgano en ratones wild-type y R6/2.

Se analizo mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) el volumen del striatum en
ratones salvajes (W) y en ratones R6/2 (RL) a los que se les habia administrado
Repaglinida (4 pg/ml) o vehiculo (DMSO). El resultado (Fig. 12) muestra una
reduccidn significaticva del volumen estriatal (unidades arbitrarias de densidad Optica)
en los ratones R6/2 que recibieron el vehiculo en comparacién con los ratones controles
de tipo salvaje ((**, P <0.01 wt DMSO vs R6/2 DMSO) y que los ratones R6/2 que
recibieron Repaglinida mostraban un volumen estriatal que no era diferente al de los

ratones controles tratados con Repaglinida.

Ejemplo 14

Determinacion del nimero de inclusiones nucleares marcadas con Htt en neuronas del

estriatum, del hipocampo y del cértex de ratones R6/2
Se administré Repaglinida (4 pg/ml) o DMSO en el agua de bebida a ratones R6/2 or

DMSO desde la quinta semana de vida postnatal. Ademads, otro grupo de ratones R6/2
fue expuesto al farmaco desde el dia 1 del embrién (prenatal). Se llevd a cabo la
inmunocitoquimica para Htt en secciones cerebrales de ratones de 14 semanas y se
calibro la presencia de inclusiones nucleares Htt+ en una escala entre 0 (ausencia de
inclusiones) y 3 (ntcleos abundantes con muchas inclusiones). Los resultados muestran
que los ratones R6/2 tratados con DMSO muestran €l maximo valor de inclusiones
nucleares en todas las aéreas del cerebro analizadas, mientras que se observe una
reduccion general de la cantidad de inclusiones nucleares en los dos grupos de ratones

R6/2 tratados con Repaglinida (Tabla 1).
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i % of reduccién de
Valor maximo

inclusiones
R6/2 DMSO 5/5 0%
Ré6/2 Repaglinida postnatal 5/7 28.50%
R6/2 Repaglinida prenatal 3/6 50%

Tabla 1: Valores méaximos de inclusiones nucleares en cerebro en ratones
R6/2 tratados con vehiculo o con Repaglinida de forma postnatal o durante la

etapa embrionaria.
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REIVINDICACIONES

. Un inhibidor de DREAM para su uso en el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.

. Un inhibidor de DREAM para su uso segin la reivindicacion 1, en ¢l que dicha

enfermedad neurodegenerativa se selecciona del grupo consistente en enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Huntington (EH) y sindrome de Down (SD).

. Un inhibidor de DREAM para su uso segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a

2, en el que dicho inhibidor de DREAM se selecciona del grupo formado por una
glinida, un oligonucledtido antisentido especifico para DREAM, un enzima de
ADN especifica para DREAM, una ribozima especifica para DREAM, un
microARN especifico para DREAM, un ARNi especifico para DREAM, un
péptido inhibidor de DREAM, un anticuerpo anti-DREAM, un aptimero
especifico para DREAM y un espiegélmero especifico para DREAM.

. Un inhibidor de DREAM para su uso segin la reivindicacién 3 en el que dicho

inhibidor de DREAM es una glinida,

. Un inhibidor de DREAM para su uso segin la reivindicaciéon 4 en donde la

glinida se selecciona entre un compuesto de formula (I) y un compuesto de
formula (I1).

R3

j

CH—NH—CO-—CHZQW
R, OR,

R,

@

 donde

R; representa un grupo pirrolidino, piperidino, hexametilenimino, metil-

pirrolidino, dimetil-pirrolidino, 2-metil-piperidino, 3-metil-piperidino, 4-metil-
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piperidino, 3,3-dimetil-piperidino, cis-3,5-dimetil-piperidino o trans-3,5-dimetil-
piperidino,

R; representa un atomo de hidrégeno o halégeno, o un grupo metilo o metoxi,
R; representa un dtomo de hidrégeno, un grupo alquilo con 1 a 4 atomos de
carbono, un grupo n-pentilo o 3-metil-n-butilo o un grupo fenilo substituido
eventualmente con un atomo de haldgeno, o un grupo metilo o metoxi,

R4 representa un atomo de hidrogeno, un grupo metilo, etilo o alilo,

W representa un grupo metilo, hidroximetilo, formilo, carboxi o alcoxicarbonilo
en total con 2 a 5 4tomos de carbono, pudiendo estar la parte alquilica del grupo
alcoxi substituida con un grupo fenilo,

o una sal, solvato, isémero, o profarmaco farmacéuticamente aceptable del

Mismo;
Toeal
chomu—cﬂ—cng-@
s
{an
donde

R; se selecciona del grupo que consiste en hidroégeno, C,-Cs alquilo, C4-Cia
arilo, C4-C;3 aralquilo,

0
O

4

-CHzCOzRg, -CH(CH3)-OCO-R3, y—CHz-OCO-C(CH3)3;

R; se selecciona del grupo que consiste en C4-Cj2 arilo, heterociclilo de 6
miembros, heterociclilo de 5 miembros, cicloalquilo, y cicloalquenilo, estando
estos grupos opcionalmente sustituidos; y

Rj se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno y C;-Cs alquilo,

0 una sal, solvato, isdmero, o profarmaco farmacéuticamente aceptable del

mismo.
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6. Un inhibidor de DREAM para su uso segun la reivindicacién 5 en el que dicho

inhibidor de DREAM se selecciona entre los siguientes compuestos
o
o8 e 6-

5 0 un derivado, una sal, un solvato, un isémero o un profirmaco

farmacéuticamente aceptable de los mismos.
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